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Il - ABREVIACOES

MSE - modulo de eletrdlise separada

C*D - deteccéo condutométrica sem contato capaciéwmteracoplada
EOF - fluxo eletrosmotico

PDMS - polidimetilsiloxano

BSA - albumina sérica bovina

CAPS - acido 3-ciclohexilamino-1-propanosulfénico

SMD - surface mount devidelispositivo de montagem superficial)
C1 - N-acetil-glicosamina

C2 - quitobiose

C3 - quitotriose

C4 - quitotetraose

C5 - quitopentaose

C6 - quitohexaose

IMER - Reator enzimatico Imobilizado

HEC - hidroxietilcelulose

Tris - trishidroximetillaminometano

AAs - aminoé&cidos

HPLC - cromatografia liquida de alta eficiéncia

CE - eletroforese capilar
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lll- RESUMO

A presente tese é o resultado de um complexo tralt instrumentacdo em Eletroforese Capilar
(CE) com deteccdo condutométrica sem contaf®)®@isando a analise de biomoléculas. No que diz
respeito a instrumentacdo, dois equipamentos dgHlEe B1l), que possuem um sistema uUnico de
eletrélise separada (MSE), foram desenvolvidospbdsui apenas um capilar, e nele foi desenvolvida a
maioria dos experimentos apresentados nesse toaldiste equipamento, foi implementado um sistema
de marcas térmicas, cuja aplicacdo foi demonstadzorrecdo de variacdes nos tempos de migracédo dos
fons Na' e K" presentes em clara de ovos. Também realizamogasasdo e deteccdo (fnol-L™") de
proteinas entre 12 e 66 kDa, comprovando que @giaelessas moléculas é factivel, desde que se use
agentes que evitem a adsorcdo. Experimentos deagépae deteccdo de quitooligossacarideos produzido
enzimaticamente também foram desenvolvidos em t8in € uso de NaOH como eletrélito de corrida
acrescido de acetonitrila como agente modificadarificamos a separacdo completa de seis
quitooligossacarideos (C1 a C6) com limites dedio e quantificacdo inferiores audol-L* e 10
umol-L™, respectivamente. Apds ensaios enzimaticos dasratds C2 a C6 com a quitinase purificada de
um besourorenebrio molitor(TmChi), observamos que esta cliva com baixis®fi@éncia tanto C2
como C3. A mesma é capaz de clivar C4 produzinde 8@a acéo sobre C5 gera C2 e C3, sendo este o
substrato de maior afinidade. C6 também é clivamtoepsa quitinase, gerando, contudo, C2 ou C3go0 qu
indica que ela € uma endoquitinase. O equipam@&itopossui oito capilares e oito detectores
condutométricos sem contato, possuindo a maiogdelainal/ruido a 1 MHz e 4pM.a-pico O €quipamento
possibilita a separacdo simultinea de até oito taasoglistintas com quatro possiveis eletrélitos e
potenciais de trabalho. Nesse equipamento, forasendelvidas as separacdes dos vinte aminodcidos
proteinogénicos, usando-se duas condicdes distilaeparacdo, ambas em meio 4cido. Separacbes em
meio basico e com potenciais de separacao varfaddem foram avaliadas. Além dos sistemas H1 e B1,
também foi desenvolvido um microchip em PDMS combhiarreator enzimatico (IMER) para deteccéo
de glicose. A deteccdo de perdxido formado pela agéenzima glicose oxidase presente no IMER foi
realizada por amperometria. O chip apresentou dsonmes condicbes de separacdo e deteccdo desse
acucar usando-se eletrodo de trabalho a 0,9V, pH &eparacdo a 1100 V. Foi verificada uma relacdo
linear entre as concentragdes de 0,1 a 6,2 mrhdleLglicose injetada, com relacdo ao pico de ctaren
obtido. Com as condi¢des otimizadas do chip, deteurse a concentracdo de glicose em amostra de

refrigerante, obtendo-se uma concentracdo de 21@ -t valor semelhante ao obtido em literatura.
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IV- ABSTRACT

This work shows the development of two equipmeRts énd B1) of capillary electrophoresis (CE)
with contactless conductivity detection’0f) applied to the analysis of biomolecules. Theyeha system
named MSE (module for separated electrolysis)diaids the harmful effect of electrolysis. H1 hawvdy
one capillary and the majority of the experimentsspnted here were developed in this equipmealtsdt
have a system of thermal marks (TM) used to cothecEOF effect on the migration of ions Na K’ in
egg white. We also developed the separation aretiien of proteins (1gmol-L™*) between 12 and 66
kDa, showing that fD can be used to detect these molecules usingasdest to avoid adsorption on the
capillary wall. Experiments of separation and diébecof chitooligosaccharides enzymatically prodiice
were also developed in H1. By using NaOH and adteilenas the electrolyte, we did the complete
separation of six chitooligosaccharides (C1 to @@h limits of detection and quantification lessath
3umol-L* and 10umol-L*, respectively. After the enzymatic assays of CZC® with the chitinase
purified from the beetl@enebrio molitoTmChi), it is observed that this enzyme cut thadestrates with
very low efficiency, as expected. This enzyme alsioC4 producing C2 and cut C5 producing C2 and C3.
C5 is the best substrate for this enzyme. C6 presl@2 and C3, showing that this enzyme is a endo-
chitinase type.

The equipment B1 has eight capillaries and eigiid Getectors with the best signal/noise ratio at
1 MHzZ e 4 Vjeak-to-peak By Using B1, it is possible run up to eight difet samples with four different
electrolytes and separation potentials. In thisigrgant, we develop the separation of 20 proteinimgen
amino acids (AAs) using two different separatiomditons at low pH. Separations of these molecules
using high-pH electrolytes and with different pdiais were also demonstrated.

The development of a microchip of PDMS with an intiieed enzyme reactor (IMER) to the
glucose detection was also constructed. The detecti hydrogen peroxide produced by the enzyme
glucose oxidase linked on the IMER was measuredrbgerometry. The performance of this chip was
evaluated with glucose and peroxide injections. Dhet potential for the oxidation of the hydrogen
peroxide was 0.9V, using electrolyte at pH 8.5 ah0 V as the potential of separation. A lineawveur
was observed between peak current and glucose mwaiien in the range from 0.1 up to 6.2 mmot:L

Determinations in soda shows 216 mmdldf glucose, that is a good agreement with othgorts.
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1- INTRODUCAO

1.1 - Introducao e importancia da Eletroforese Capar

Dentre as técnicas analiticas de separacdo, afelese Capilar (CE) € uma das mais
recentes, sendo que a introducéo do primeiro eoquEpt comercial data de aproximadamente 20
anos. No inicio da década de 80, a CE surgiu cameoalternativa a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), que ainda hoje é uma das tésnioais utilizadas em analises qualitativas e
quantitativas dos mais diversos compostos. Ap#samma relativa demora da introducéo da CE
no mercado, possivelmente pela prevaléncia de otd@icas analiticas mais consolidadas, as
companhias e institutos de pesquisa continuaranfesgeEando os equipamentos e criando as
mais variadas condi¢cOes de separacdo em CE.

A CE é considerada uma ferramenta muito poderesmdlise, pois conta com baixo custo
operacional, possui alta resolucdo e ainda temzi@goduwolume de descartes. O consumo de
amostras geralmente é da ordem de microlitros e esedgentes, de mililitros, o que torna o
equipamento econdémico e pouco poluidor. Estactaahireconhecidamente versatil, e vem sendo
utilizada com sucesso para a separacdo e quagdificdos mais variados tipos de compostos,
sejam pequenos ions, moléculas neutras e até nggamies biomoléculas.

O ano de 2003 ficou marcado no campo cientificoacam dos mais importantes devido a
conclusdo do Projeto Genoma, responséavel pelaaedlh do seqiienciamento completo de trés
bilhdes de bases do DNA da espécie hunjih&sse notavel feito so6 foi possivel gracas ao uso
de equipamentos multicapilares de CE, tornandossgnauma técnica muito mais conhecida.
Gracas ao advento destes equipamentos, o proje® s concluido em pouco tempo, o que
seria impossivel através dos laboriosos géis feiteriormente. Este é apenas um exemplo do

impacto que desenvolvimentos instrumentais em Giemogerar. Porém, apesar do avancado
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estagio de maturidade, ainda hoje, novas implerp@esavém sendo realizadas para aperfeicoar a
técnica.

Além da ja consagrada utilizacdo da CE no sequeecito de DNA, a técnica ja
comprovou ser extremamente eficiente na analisendés variadas moléculas em areas como por
exemplo, a quimica analitica, forense, organicalises clinicas, de produtos naturais, na
industria farmacéutica e da biologia molecy249]. Sua versatilidade é tamanha que também
pode ser utilizada para respondegeestdes bastante complexas como, por exemploag¢otes

entre biomoléculad.0].

1.2 - Colunas capilares e o fluxo eletroosmoético

As colunas capilares tipicas utilizadas em CE sém@lgente feitas de tubos de silica
fundida de diametro interno micrométrico (tipicateemferiores a 10Qum) recoberta com um
polimero de poliimida que Ihe confere alta resis&e maleabilidade. Também existem colunas
capilares de silica revestidas interna ou externganeom outros polimeros, ou mesmo capilares
constituidos de materiais poliméricos como pogetil ou teflon. Contudo, as colunas de silica
sem recobrimento interno e com recobrimento extel@gooliimida sdo as mais comumente
utilizadas.

Uma das caracteristicas mais interessantes e tsaem CE é que o “movimento” da
solucdo no interior do capilar se dé através daHtirtroosmotico (EOH)L1]. A existéncia do
EOF se deve a dupla camada elétrica que se degsemalinterface silica/solucdo. Em pH acima
de 3, ocorre a dissociacdo dos grupos silandisrfstipes (Si-OH) que constituem a parede
interna do capilar de silica, conferindo a superfinterna um carater negativo. Com isso, 0s
cations do eletrdlito que preenchem o capilar tendese aproximar da parede e, sob um campo

elétrico, sdo atraidos para o catodo. Como est&#0 esolvatados arrastam o solvente,
15



proporcionando o “bombeamento” de solucdo no ioterdlo capilar. Desta forma, a
movimentacdo dos ions dentro do capilar passa &ndep ndo somente da sua propria
mobilidade, mas também da mobilidade do EOF, quesemiientemente dependera da
composicao do eletrolito utilizado.

Assim, 0 tempo que uma espécie injetada levara gaegar até o detector (velocidade
aparente) é representado pela velocidade efeteiacjdade do ion) somada a velocidade do
EOF. Em condi¢cbes normais (polaridade normal), & BCorre do anodo (poélo positivo) para o
catodo (polo negativo). No entanto, quando desejad6OF pode ser reduzido, suprimido ou
mesmo ter o sentido invertido. A reducédo e/ou sgdt@ do EOF no capilar é, na maioria dos
casos, aplicada com o objetivo de reduzir a maikd aparente das espécies no interior do
capilar, favorecendo, desta forma, a separacacspiécies de mobilidades muito préximas. A
reducdo ou supressao do fluxo também pode serguidas com a diminuicdo do pH3,0), a
adicdo de solventes organicos, ou aditivos parabreca parede interna do capilar, tais como,
tensoativos catidnicos, alcool polivinilico, polirme de celulose entre outros. A escolha adequada
do tensoativo, assim como de sua concentracaojtpesraontrole direto da magnitude do EOF e
mesmo a sua inversfii?]. A inversdo do EOF com a utilizacéo de tensoatbai®nicos como o
CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio) é bastantancon e Util, especialmente na andlise de
anions. Também existem capilares comerciais ggégaevestidos internamente com polimeros,
geralmente com o objetivo de evitar adsor¢cdo dediéculas nas paredes internas do capilar.

O EOF é caracterizado por um perfil planar de vdbme n&o contribuindo para o
alargamento das bandas. Esse fato distingue a €mdtndos cromatograficos em fase liquida
(colunas ndo empacotadas) que apresentam peréibdano de velocidade dentro da coluna,
caracteristico do fluxo induzido por pres$&8|. Essa caracteristica permite que se obtenha picos

ainda mais estreitos e definidos.
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Outro ponto a favor da CE é que sua instrumentécBsativamente simples, como sera
visto nos capitulos a seguir. Esse fato aliadocane@&essidade de volumosas bombas propulsoras
para o fluxo de solucdo no capilar possibilita@dugéo do tamanho do equipamento e também a
construcdo de equipamentos multicaplilares, quemiperdezenas ou centenas de analises

simultaneas.

1.3 - Principios de funcionamento da CE e o médulte eletrélise separada (MSE).

De uma forma bastante geral, podemos dizer quemaa;des em CE sdo baseadas nas
diferencas de mobilidade dos analitos em solugéadd a aplicagcdo de um campo elétrico. Uma
representacdo esquematica de um sistema de CEncionva pode ser visualizada Riggura 1.

il

Fonte de alta tensdo

detector

Coluna
capilar

eletrodo

Reservatorios

Figura 1- Representacao esquematica de um equipamento der®&ncional

Como se pode observar Ragura 1, um equipamento de CE consiste de dois resergatori
conectados por um tubo capilar e preenchidos pormesmo eletrolito. Esses reservatérios
possuem eletrodos metélicos (geralmente de platim@g € aplicada uma diferenca de potencial
(tipicamente variando de 10 a 30 kV). O campo ie@tformado promove a migracdo das
espécies que sao injetadas em uma das extremidadepilar. O fato de o capilar possuir um

diametro interno bastante reduzido (tipicamenta 20Qum) possibilita uma dissipacao eficiente
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do calor gerado pela passagem da corrente eléefedo Joule)[11]. Os analitos injetados
migram no interior do capilar e sdo detectadosvésrade um detector que € disposto na
extremidade oposta a da injecdo, e que esta ligada computador, responsavel pela aquisicao
dos dados.

Todos os equipamentos de eletroforese capilar modes até hoje possuem uma
instrumentacao basica semelhante a descrita aSiemalo assim, sempre as duas extremidades do
capilar estédo inseridas nos reservatorios onde @stsicionados os eletrodos de alta tensédo. No
entanto, a aplicacéo da diferenca de potenciapgtmite a separacédo das espécies também leva a
processos eletroliticos que acarretam em alteragbesmposicéo e no pH do eletrélito. Como as
separacdes em CE geralmente sdo bastante dependesses dois fatores, em especial o pH, é
praticamente uma necessidade a utilizacdo de ssut@mpdo a fim de minimizar essas
alteracbes. Mesmo com o0 uso de solucbes tampas, lapdcerto numero de corridas, se faz
necessario a troca da solucéo dos reservatértasil®m a renovacéo da solucéo no capilar. Por
esse motivo, € comum entre andlises 0s usuarigsgonarem 0s equipamentos para trocarem 0s
eletrolitos e promoverem a limpeza entre corridabtendo-se assim resultados mais
reprodutiveis.

No ano de 2005, um trabalho de nosso grupo de gasgublicado na revista Analytical
Chemistry[14] demonstrou, com 0 uso de seringas e tubos capilguesse os eletrodos de alta
tensao fossem introduzidos em reservatorios distidaqueles em que estdo as extremidades do
capilar, isso minimizaria os efeitos danosos decdes da eletrélise. Sendo assim, foi criado um
sistema onde o contato elétrico se da através nlegpealinas de pequeno diametro conectadas a

reservatorios externofigura 2).
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Reservatdrio principal

Figura 2 - Representacéo esquematica de um equipamentt derft sistema de eletrdlise separada

Nesse trabalho, foi demonstrada a separacéo tdeatar malato e succinato, utilizando-se
como eletrélito acido benzoéico/benzoato de sédianddol-L* pH 5,5 com CTAB 0,2 mmolt
sob duas condicfes. Uma em um sistema convenogmaabutra com o sistema de eletrolise
separada. Pode-se observarFigura 3a que na primeira corrida ocorreu a separagédo dss tré
analitos corretamente, no entanto, apdés a nonadaosubsequiiente observa-se uma clara
sobreposicdo de picos, decorrente de alteragcbesmposicdo do eletrolito. No entanto, com a
utilizacdo desse sistema de reservatérios acessuitSE (odule for separated elelectrolyksis
mesmo apds a décima quinta corrida, a reprodut#ilé das separagbes continuava a mesma, o

gue comprova o funcionamento do sistefigyra 3b).

1 H 2 b
,/\// " 1% corrida /L/U
5 S \.._,ﬂ_ 1° corrida
Al /]
“/ w__f.l:_gorrlda / \ 15° corrida

r T T
40 4.5 5.0 5

Tempo / min Tempo / min

Figura 3 ae b- Eletroferogramas para a separacdo de uma misutartarato (1), malato (2) e succinato (3) 200
mol-L™". Eletrélito de corrida 20 mmollLde &cido benzdico/benzoato (pH 5,5) e 0,2 mriotie CTAB. Potencial
aplicado; 10KV, injecdo hidrodindmica 1 kPa, 20apitar de silica fundida 7pm d.i. e 48 cm de comprimento (40
cm efetivos). Detector 1D a 600KHz. 4 — Sem sistema de eletrélise separabdf,com o sistema de eletrélise
separada.
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Esse trabalho foi fundamental para o desenvolvimesgsta tese, ja que o0s dois
equipamentos que descreveremos adiante (H1 e BbBugm tal sistema. As figuras 1, 2 e 3

foram adaptadas da referéncid]

1.4 - A Deteccdo em CE e o detector condutométrisem contato (CD)

Dentre os sistemas de deteccdo em CE, encontramoglesa que empregam
espectrofotometria no ultravioleta (UV), fluoresc@ninduzida por laser (LIF), espectrometria de
massas e sensores eletroquimicos, sendo quearaassbpticos ainda sdo os mais utilizgdé$.

Em 1998, dois grupos de pesquisa introduziram samedmente uma nova estratégia de detecgéo
que hoje é conhecida como deteccdo condutométraTa sontato (CCD), deteccao
condutométrica sem contato capacitivamente acoflatd) ou como deteccdo oscilométrica.
Nosso grupo de pesquisa — como um dos que intn@uzaste detector — também tem atuado no
aprimoramento da instrumentagd6-19]. A configuracdo basica de um sistenf® @ossui dois
eletrodos cilindricos posicionados externamenteaguilar, sendo que em um deles se aplica um
sinal alternado de alta frequiéncia produzido porgemador de sinais. O sinal analitico é obtido
pelo monitoramento da corrente que chega ao ouwtrodo, e que é proporcional a
condutividade da solucdo presente da cela oscitmaéi cela corresponde ao espaco entre 0s
dois eletrodos. Devido aos eletrodos ficarem do &derno do capilar, isto evita a contaminagao
dos mesmos e proporciona o desacoplamento dotoidetector dos altos valores aplicados para

a separacao eletroforéticaF#gura 4 apresenta um detector condutométrico sem contato.
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Eletrodos

Capilar -

Figura 4 - Detector condutométrico sem contato

Ja existem diversas variantes deste detector appaeleeacima, e mesmo operando com
diferentes circuitos eletrébnicos e amplitude ouqtiéncia de trabalho, o principio de
funcionamento € o mesmo. A troca de capilar tamBésimples e rapida, pois a camada de

poliimida que reveste o capilar ndo precisa seoxgta.

Uma tendéncia inicial que foi sendo reconsiderad®@go do tempo diz respeito ao campo
de aplicacéo da*D. No inicio, sua aplicacéo foi mais focada na cigie de pequenas espécies
ibnicas tais como metais alcalinos, alcalinos s&sce anions de 4cidos fortes. De fato, a detec¢éo
condutométrica € bastante adequada nesses cas$és) poje sabe-se que as mais variadas
substancias, como por exemplo mono e oligossacaidminoacidos e peptideos também séo
facilmente detectaveis com &DOC[20-24]. A utilizacdo de um detector’D é uma alternativa
relativamente barata e sensivel comparado comtapabpticos de detec¢do, que dependem de

lampadas, monocromadores e fotocélulas.

As respostas desse tipo de detector sdo dadasciedsemte pelas diferencas de
condutividade entre o eletrélito e o analito, o)a,s& deteccdo é baseada na substituicdo do co-ion
presente no eletrélito pelo analito. Nos casos eenajanalito apresenta maior mobilidade que o

co-ion do eletrdlito ocorre um aumento da condd#éige nessa regido, o qual é registrado como
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um sinal positivo. Por outro lado, quando o co-&pnesenta maior mobilidade que o analito, o
pico € registrado como um sinal negativo. Portamfoanto maior a diferenca entre as

mobilidades, maior a sensibilidade obtjd8].

1.5 - Experiéncias prévias em instrumentacdo em Eteforese Capilar

Em meados de 1997, foram construidos dois equipasiede CE com deteccéo
condutométrica sem contato em nosso laborator® fajuo ponto principal da tese de doutorado
do hoje professor da Unicamp Dr. José Alberto Fsgiada Silva. Esse feito possibilitou um
grande aprendizado no desenvolvimento de instriap@atem CE, em especial na deteccid. C
Com o tempo, esses equipamentos se tornaram fert@snge trabalho para o desenvolvimento
de dissertacdes de mestrado, teses de doutoradoaetigos publicados em diversas revistas
nacionais e internacionais. Além disso, esses elgispamentos serviram para 0 ensino dessa
técnica para os alunos de graduacdo. Visto queondesoratorio ja possuia soélidos
conhecimentos em instrumentacdo em CE e a demamdaqvos equipamentos ao NOSSO
laboratorio e ao Instituto também era grande, sumyi desafio da construcdo de novos
equipamentos. Visto que eu possuia uma formacdadeod bioquimica e que também ja possuia
previamente conhecimentos em eletrénica e mecamidasenvolvimento de equipamentos para

analise de biomoléculas se tornou o foco prinaipamneu doutorado.

1.6 - Os equipamentos de eletroforese capilar H1IB4: Uma abordagem geral.

No inicio de 2003 comegamos a construir o novopegquéento que foi denominado H1. No

entanto, ja que iriamos construir um novo equipdamenada mais interessante do que
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implementar o sistema MSE definitivamente nessépaquento, e com isso ampliarmos nossas
possibilidades de analises.

Em capitulos adiante mostraremos a construcao deju¢lconta com esse sistema e onde
foram realizadas a grande maioria dos experimetéosonstrados nessa tese. O aprendizado
adquirido em H1 nos auxiliou muito na construcdoBdeque € um equipamento ainda mais
complexo, e possui oito capilares. Como sera vi8lopode trabalhar com até quatro diferentes
potenciais de separacdo, quatro diferentes elesotle corrida tamponados ou nao, e injetar
automaticamente até oito amostras diferentes.

O equipamento H1 foi construido por mim e por @éenico experiente (Fernando Silva
Lopes) a partir de um projeto de meu orientadosabEsnstrucdo demandou meses para ser
finalizada, e alguns outros para readequacao detpr@specialmente no sistema MSE, que nao
existe em nenhum outro equipamento construido @& A construcdo de B1 contou com uma
equipe ainda maior de desenvolvedores. Para sentaridéia das novas implicacbes desses
equipamentos, uma aluna de mestrado do laborgtromncluiu sua dissertacdo de mestrado
utilizando o equipamento H1l, e cujos experimentdspederiam ter sido realizados neste
equipamento devido ao MSE. Esse trabalho resulbowm trabalho ja publicado na revista
Analytical Chemistry, que trata do uso de marcasit&as (TMs)[26], que serdo melhor descritas
nas explicacdes sobre H1. N&o iremos demonsiiastas possibilidades das TMs, no entanto o
entendimento da geracdo dessas marcas foram cordjgl@® com o0 uso de eletrélitos muito
simples como NaCl ou KC|. Sendo assim, o MSE foifwlelamental importancia para esses
experimentos. Outros dois artigos que tratam daaragfo e quantificagdo de
quitooligossacarided®1-22] também foram realizados em H1 usando-se NaOH edetmlito
de corrida. Outro artigo que trata da deteccdamddH também esta em fase final de escrita e s6
pdde ser desenvolvido devido a H1 possuir o MSEn Gauso de B1, outro aluno esta prestes a

defender seu mestrado que trata da reversdo do #letroosmoético através da aplicagdo de
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potencial externo ao capilar. Visto que B1 posadtep fontes bipolares de alta tensao, isto se
torna relativamente simples, e resultados satisfstga foram obtidos. Estes sdo exemplos da
importancia desses novos equipamentos tanto paesenvolvimento desta tese como para o
grupo de pesquisa como um todo.

Como sugerido pela banca examinadora em meu examgualificacdo, uma grande
utilidade para o equipamento B1 poderia ser a datede aminoacidos (AAs), pois existe uma
grande demanda de analise dessas moléculas, e moeguipamento multicapilar poderiamos
reduzir significativamente o tempo e o custo deasatises. Como sera visto adiante realizamos
diversos experimentos neste sentido em H1 e Bkeguindo-se separacdes bastante satisfatorias

dos vinte AAs proteinogénicos.

1.7 - Os Microchips

A partir da década de 60 houve uma grande revolaga@@ampo da eletrbnica e informatica.
O advento dos sistemas transistorizados e dos @hipsochips) possibilitou em poucas décadas
a miniaturizacdo de diversos equipamentos comwiséles, radios computadores e telefones
celulares. Além de serem essenciais em nossodiag asses produtos também sdo responsaveis
pela existéncia de um mercado que movimenta biléadlares todos os an@g].

No entanto, em Quimica, o termo microchip ou chiptibzado para designar pequenos
dispositivos que possuem canais utilizados parar fpredominantemente, eletroforese capilar
miniaturizada. No inicio da década de 90, o tegidS (micro-sistemas para andlises totais)
proposto por Manz e colaboradof28] se popularizou bastante, porém, com o tempo, shger
outros termos foram surgindo para designar os wtigos.

Os microchips vém sendo utilizados para resolveerdos problemas, entre eles os

relacionados a analises de biomoléculas. Algunsnplas séo: diagndésticos clinicg29-30],
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imuno ensaiog31-32], andlises de proteind33-34], analises e separacdes de DR85-36],
reacdo da polimerase em cadeia (PC¥), sequenciamento de DN/88-40], deteccdo de
glicose[41] e também analises de interesse ambih2adl 3].

Com o desenvolvimento dos microchips, diversasastdp processamento analitico - como
introducéo e pré-tratamento de amostras, reacdesags, separacdes e deteccao - puderam ser
integradas com certa facilidade em um Unico disposj44-46]. Por esse motivo os microchips
também vieram a ser chamadosLa@d-on-a-chip cujo termo € uma alusdo a compactacao de
diversas etapas desenvolvidas em um laboratériaranginico chip. Existem chips construidos
com 0s mais variados tipos de materiais como VI®OMS poli(dimetilsiloxano), PMMA
poli(metilmetacrilato)toner sobre vidro ou poliéster, entre outfd$, 47-50 ]

Outra diferenca basica entre a CE convencional reafizada em microchips é que
geralmente os canais de separacdo sdo mais ctipicanjente 3 a 5 cm) e 0s potenciais de
separacao aplicados também sdo menores (entreelB000V). No entanto, existem diversos
tipos de chips contendo as mais variadas confi§esce portanto esses valores sdo apenas
alguns dos mais comumente encontrados. Os diantkisosanais sdo semelhantes aos usados em

CE convencional.

1.8 - Objetivos

O objetivo deste trabalho foi desenvolver instrutagiio baseada em eletroforese capilar com
sistemas de deteccdo eletroquimica e aplicd-la &isande biomoléculas, ampliando as
demonstracdes de que, com a instrumentacdo ade@updssivel aplicar esta técnica a diferentes

problemas analiticos.
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2 - A CONSTRUCAO DE H1

2.1 - Desenvolvimento de H1 com o MSE

O inicio da construcdo deste equipamento se deunp&iiulo de acrilico que fica na frente
do mesmo, que possui duas portas nas extremida#s ficam os reservatorios de amostra. No
centro existe uma porta de acesso aos reservattgrietetrolise, onde esta o reservatorio de alta
tensdo (direita) e o outro, contendo o terra (asiggFigura 5). Todas as trés portas possuem
sensores opticos de seguranca que, ao serem alegabilitam a alta tensdo do equipamento,
evitando choques elétricos. Todos os quatro regioa do equipamento sdo de acrilico, onde
vials de 1,5 a 2 mL com os eletrdlitos séo intradioz na parte inferior destes e rosqueados na

parte superior. A vedagédo se da através-dags encaixados nesses reservatorios.

Figura 5 - Médulo Frontal de H1 — (a) ponte salina (b) cdbalta tenséo (c) detectores (d) valvula (e)

reservatérios para injecdo de amostras (f) res@ioatpara eletrolise (MSE) (g) capilar
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Na parte superior dos reservatérios de amostrald@iss externos) existem os encaixes do
capilar, a tubulacéo de pressurizacao e a entraslpahtes salinagantoosflushspara limpeza
das tubulacées quanto para renovacao do eletrddit@apilar sdo feitos com o uso de uma
seringa, que produz vacuo nos reservatérios dieigsquerdo. Esse sistema demonstrou ser
bastante robusto e eficiente. No entanto, antehegarmos a um projeto confiavel desse médulo,
como o apresentado acima, diversos testes e pmddfioram desenvolvidos. Aigura 6
apresenta a primeira versdo desse modulo, paazeeUdma pequena comparacdo com 0 projeto

final (Figura 5).

Figura 6- Versao inicial do mdodulo frontal de H1

A versao apresentada ne$sgura 6 apresentou muitos problemas decorrentes da vedacao
entre os reservatorios, e 08ings de vedacdo. Outro problema era o preenchimentpalates
salinas realizadas através de vacuo realizadoesasviatorios internos. O capilar de silica (500

um) usado como ponte salina também se rompia facibndevido a curvatura acentuada a que
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ele era submetido. Outro problema encontrado foodente de fugas de alta tensdo devido a
proximidade entre os eletrodos e um insuficiergéesia de isolamento. Pequenos problemas de
ordem eletrénica também foram constatados e refadus. Essas explicacbes tem por objetivo

demonstrar que muitas vezes mesmo um projeto bastaequado pode apresentar diversos
imprevistos. Somente 0s testes que muitas vezesrdemmeses podem prover informacdes

acerca da eficiéncia de um sistema e o0 uso é comielstrumento para se detectar fragilidades e

levar a readequacfes para tornar o equipamentéagehft um usuario comum. Rigura 7

mostra uma visao frontal completa de H1.

Figura 7 — Vista frontal de H1- (a) gerador de freqiiéngascoluna d’agua (c) ventoinhas

A Figura 8 mostra um diagrama de blocos do equipamento HE ptade-se visualizar de
gue forma os subsistemas estdo integrados e tambépos de sinais que sdo responséaveis pelo
controle do equipamento.
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Figura 8 — Diagrama de Blocos do equipamento H1.

O funcionamento de H1 e também do sistema MSEdmr@nstrado através de diversos
experimentos que serdo apresentados ao longo da ltego abaixo temos um primeiro
eletroferogramaHRigura 9) que mostra a separagdo dos catiofiseKLi* em dois diferentes
eletrélitos ndo tamponados: NaCl 10 mmdl{a) e NaOH 10 mmol-t (b), demonstrando o

funcionamento do equipamento H1 com o sistemaatsdbse separada (MSE).
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Figura 9 — Injecdo de uma mistura contendo KCl e LiCl (1 ohin®) em dois diferentes eletrélitos (a) NaCl 10
mmol-L* e (b) NaOH 10 mmol-L Comprimento do capilar- 65 cm (53 cm efetivosfirietro interno do capilar 50

pm. Injecdo por pressdo 1 kPa, 30 s, 28,2 KV. Dete®D operando a 560 kHz.

Como pode ser visto n@igura 9, e como predito por uma simulacao feita no program
Peakmaster 5.1, o pico do potassio é positivo e litid negativo[51]. Uma regra normalmente
utilizada quando se trabalha com deteccdo conduticanée a de se escolher um eletrélito
contendo um co-ion cuja mobilidade seja signifieargnte diferente daquela do analito. Esta
diferenca se reflete em uma maior sensibilidadis, paondutividade ira variar significantemente
na zona onde esta o analito. Por exemplo, se unasteancontém analitos catidbnicos de alta
mobilidade, € preferivel se utilizar um eletréltontendo um cation com a menor mobilidade
possivel. Em geral, a baixa mobilidade do co-i@elécionada visando reduzir a condutividade
do eletrolito de corrida, diminuindo a condutividagl aquecimento do eletrdlito, aumentando-se
assim a relacdo sinal/ruidg20]. Contudo, como previsto e comprovado teorica e
experimentalmente, a alta mobilidade do contratdombém é responsavel por um incremento no
sinal obtido, apesar deste fator geralmente néolesaxdo em consideracdo na escolha do
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eletrolito. Utilizando-se o valor das alturas dasop obtidos ndrigura 9 (para 18 corridas), o
potassio aumentou em um fator de 1+A2,15 e a sensibilidade do litio em 1;68.10, devido a
mudanca do anion do eletrélito de cloreto paraadith. Estes valores sdo proximos dos
previstos, que eram de 1,85 e 2,05 respectivanijéiile Este experimento comprova que a
escolha do contra-ion do eletrdlito também podee dser levado em consideracdo para uma

maior sensibilidade.

2.2 -Injecao de amostra em H1

A injecao de amostras pode ser realizada de duas$onesse equipamento. Para injecoes
eletrocinéticas o usuario pode selecionar no soéwaavoltagem até o limite de 30 kV, que é a
voltagem maxima que a fonte de alta tensdo utdifachece. Neste tipo de injecdo, as espécies
com carga de mesmo sinal do eletrodo do reserwatiriamostra migram, para o interior do
capilar com uma velocidade que depende da mobdidid espécie e da velocidade do fluxo
eletroosmotico. Assim, dependendo da mobilidadeesi@écie, existe uma discriminacdo do
material injetado eletrocineticamente, jA que osisiode maior mobilidade migram
preferencialmente para o interior do capilar.

O outro mecanismo, que é o mais utilizado, é g&geor pressdo. Para este fim utilizamos
em H1 uma simples bomba de aquarios domésticos I(Ifdicada para 50 litros). O
funcionamento dessa bomba se baseia em um diafragopdado a um solendide que opera na
freqiéncia da rede elétrica, produzindo um fluxcadePara evitar as pulsacfes caracteristicas
desse tipo de bomba esta foi acoplada a uma caqeraconsiste de dois tubos de PVC

interligados (17 cm de comprimento por 5¢cm de diémheom as laterais vedadas com laminas
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de acrilico, funcionando como um amortecedor paitareestas flutuacbes, e assim tornar a
injecdo constanteF{gura 10). Do lado externo do aparelho construimos doissudsvidro de
trinta centimetros de altura interligados atravésuth registro na parte inferior. Este permite
aumentar ou diminuir a pressédo a ser injetada eservatorios pelo aumento ou diminuicdo da
altura do reservatorio principal que contém agug@réssao produzida pelo sistema € controlada
pelo volume da agua no reservatorio onde o ar lgubitado. O controle fino do borbulhamento é
feito por uma valvula que fica na parte de trd®goipamento. A pressao maxima exercida por
esse sistema é de ~2,4 kPa, que corresponde aasm 2de coluna d’agua que cabem no
reservatorio. A pressao exercida pode ser confatidaés de um marcador na lateral direita do
equipamentoKigura 11).

Como esse equipamento foi desenvolvido com uma fdatalta tenséo de polaridade Unica
(positiva) a andlise de cations é realizada ingkisse a amostra no reservatorio direito e as
amostras contendo anions do lado esquerdo. Sesdn, dsi construida uma valvula em PVC,
com furos posicionados adequadamente e com uma rdariiorracha cujos sulcos direcionam a
passagem do ar, que direciona a pressao da bom@a peservatorio da esquerda ou direita. Este

equipamento foi construido com dois detectorexiprds a cada uma das extremidades
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Figura 10- Visao lateral do equipamento H1- (A) fonte da &inséo (B) sistema de termostatizacéo, (C) Fnte

alimentacéo, (D) circuitos eletrdnicos, (E) bombaaduario, (F) amortecedor

Figura 11- Sistema de controle de pressao com o uso deadiidgua. (A) valvula de injecdo (B) potenciomdeo
controle de linha base (C) coluna d’agua (D) tulmole
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2.3 - Fontes de alimentacao e alta tensao

O equipamento H1 possui duas fontes de alimentad@a fonte simétrica foi construida
utilizando os reguladores de tensédo 7812 e 791@edendo +/-12 ¥y que alimenta diversos
circuitos do equipamento. A outra fonte, que foenemséao para o restante do aparelho +/-12 V e
+5 V, provém de uma fonte comercial para computad6r220 V.

A fonte de alta tensdo é uma das partes mais iamied do equipamento e certamente a
peca mais cara. Foi utilizada a fonte de alta e88#8\12-P4-STD (Ultravolt, Ronkonkoma, NY)
que pode fornecer um potencial de até +30 kV. Acagéio de uma tensédo de 0 a +5 V fornecida
pela PCL711-S na entradamoteda fonte varia na saida (B uma voltagem de 0 a +30 kV.
Assim, através do controle via software podemoscgmiar a voltagem de trabalho. Essa fonte
possui apenas polaridade positiva. Dessa formaahsa de cations é feita pela aplicacdo da
amostra no reservatorio da direita, observando-geafico gerado pelo detector da esquerda. O
inverso é verdadeiro para a andlise de anions.

Para evitar algum tipo de fuga de radiofrequémaci@nte foi blindada com uma chapa
metalica, o que também serviu para sua fixacaarta puperior do equipamento. Devido a fonte
de alta tenséo possuir polaridade Unica, estaratoamente mais barata do que uma bipolar, o

gue tornou o equipamento ainda menos dispendioso.

2.4 - Sistema de seguranca do usuario

Toda vez que qualquer uma das trés portas de Héréaaautomaticamente a alta tensdo é
desabilitada, para evitar qualquer risco de chaético. Essas possuem sensores opticos que

sao monitorados constantemente, e que cortam tgenf&o caso algum sensor seja ativado. Este
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circuito eletrénico foi desenvolvido com o uso diocwto integrado 74HC688 que € um
comparador bit a bit que recebe sinais dos sensooegparando niveis logicos alto ou baixo,
habilitando ou desabilitando a fonte de alta tend@omesmo tempo acendem-se leds vermelhos
de alerta. Esse controle é independente do usoftigase, pois caso ocorra algum problema de
software ndo ha perigo para o usuario. Quando & i alta tensdo esta ligada, dois leds azuis

permanecem ligados indicando seu funcionamento.

2.5 -Deteccéo condutométrica sem contato.

O detector ¢D utilizado em H1 foi o mesmo utilizado nos equigatoes previamente
construidos em nosso laboratorio e igual ao apr@$emo inicio da tese. Para seu funcionamento
utilizamos um sinal alternado de alta frequénciamdizm de 580 kHz, 2V pico a pico. O circuito
do detector € bem pequeno, desenvolvido a partairdaito integrado (Cl) OPA 2604 AU, que
possui internamente dois amplificadores operacsori@do detector possui montagem completa
do tipo SMD éurface mount devi¢ajue permite a criagdo de detectores muito pegudeste
detector foi montado em uma caixa plastica blindattanamente e com o circuito revestido por
silicone, visando a diminuicdo de interferéncias padiofrequéncia e ruidos mecanicos e
térmicos. O sinal que sai do detector é entdo coddwatravés de um cabo blindado até um outro
circuito eletrdnico denominado médulo 2. Neste niddél feita a compensacéo de linha base e a
amplificagdo do sinal analitico e sua saida é gadma interface PCL711 que esta conectada ao
computador. Esta recebe esses sinais e os tramstamvalores digitais de 12 bits, os quais sao

apresentados em graficos.
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2.6 - Controle de temperatura

O controle da temperatura do capilar € fundamedeaido a dependéncia da mobilidade
com a viscosidade do eletrélito. Em equipamentesetoiais, normalmente o capilar é envolto
por um sistema de refrigeracdo forcada, para eesse aquecimento, que além de alterar
propriedades como a viscosidade do eletrélito, &amb comumente responsavel pela formacao
de micro bolhas que interrompem o fluxo de solugd&mmprometendo a separacao. Visto que
nosso sistema € mais simples que os comerciaigdetextor usado em H1 € similar aos ja
utilizados nos outros dois equipamentos, optamesupt melhora no sistema de controle de
temperatura do equipamento. A estabilidade da texhpa é um parametro fundamental ef® C
Assim, para a manutencdo da temperatura no sis@sanvolvemos um sistema de troca de
calor por conveccao forcada em fase gasosa. Ootewke temperatura foi conseguido usando-se
um circuito eletrénico que liga resisténcias deeagquento a partir dos sinais gerados pelo diodo
sensor 1N4148. Tanto o sensor de temperatura quEntesisténcias de aquecimento e as
ventoinhas ficam muito proximas, de forma que adrecido circule por todo compartimento a
ser termostatizado. Para a redistribuicdo deoeaint acopladas trés ventoinhas que puxam o ar,
de forma a prender o capilar contra uma tela noatglerfuradaKigura 7). Na placa de controle
de seguranca, que fica na parte da frente do egeita, acoplamos uma ventoinha, que gera
uma corrente de ar no sentido vertical. A tempeaade trabalho pode ser regulada através de um
potencidmetro que esta disposto atras do equipament

Optamos por uma termostatizacdo por volta deC3(o interior do equipamento. Assim,
visto que a temperatura externa ao equipamentingamte € de Z5C, quando a temperatura esta
prestes a passar dos’8automaticamente as resisténcias sdo desligaglésneperatura comeca
a diminuir. Esse balancgo entre o ligar e o desldya resistores possibilita um fino controle da

temperatura do sistema sem a necessidade de wmaisie refrigeracdo. Neste equipamento,
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decidimos dar especial atencéo a este parameisoc@no ja citado anteriormente, a experiéncia
adquirida nos equipamentos anteriores demonstrewma boa deteccad'T é 50% advinda da
eletrbnica do detector e outros 50% do sistemaedadistatizacdo. O sistema se apresentou

bastante eficaz como podera ser visualizado miaeénte em outras analises.

2.7 - Softwares utilizados

O software de controle e aquisicdo de dados, gbasi&camente uma adaptacdo daquele
utilizado por Fracassi da Silva [124] foi escritm ®elphi 5.0 sob plataforma Windows 98. Os
dados foram tratados com o uso dos programas Mitrescel 2000 e Microcal Origin 5.0. A
maioria das pecas construidas foi previamente dagamo programa Corel Draw e os desenhos
dos circuitos impressos foram feitos usando o rogrEagle 4.11 (Easily Applicable Graphical

Layout Editor).

2.8 - Interface

Foi usada a placa de interface PCL711-S (Advani€Baifvan) que possui oito canais de
entrada para conversdo A/D (analdgica / digitaljme canal de saida D/A (digital / analogica),
sendo os dois conversores de 12 bits. Apesar darseplaca bastante simples sua utilizacao foi
bastante apropriada, permitindo um amplo controlen@itoramento do equipamento via

software.
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2.9 - Consideracdes finais sobre a construcdo de H1

Toda regido frontal do equipamento foi construitieaerilico, tanto para conferir seguranca
ao usuario contra choques elétricos como tambéra @aixar visivel o capilar, sistema de
termostatizacdo, detector e cabo de alta tensésa \#sibilidade teve uma finalidade didatica, de
facilitar o ensino da técnica a novos estudantasijlittndo o ensino dos principios de
funcionamento da CE.

A grande inovacdo presente em H1l é o sistema Mfg, inexiste em qualquer
equipamento descrito até hoje. Aliado a ele, utersia de controle de temperatura mais preciso
também auxiliou para a obtencdo de resultadosfatati®s neste equipamento. Além dessas
caracteristicas, esse equipamento também podesa#o 8e necessario em trabalhos de campo,
pois tem o tamanho ligeiramente maior que uma CeWdadnputador e pode operar até mesmo
com uma bateria de carro de 12 V, com o uso de esugno transformador. Essa caracteristica
também é interessante de se levar em consideragguwerdiz respeito a portabilidade.

O desenvolvimento do H1 foi um grande passo pasaangrupo de pesquisa. A utilizacao
desse sistema que aparentemente é bastante sjinplessibilitou a publicacdo de cinco artigos
cientificos em renomadas revistas internaciofieis 18, 21, 22, 26]além de outros dois que
estdo em pleno desenvolvimento. Devido a seu sistamico, H1 também possibilitou o
desenvolvimento de uma dissertacdo de mestrads coieclusdes s6 poderiam ser obtidas com o
uso de H1 devido ao MSE. Outras analises inovad@assendo desenvolvidas na determinagéo
de ions H em CE. O uso de marcas térmicas também foram dss@&as e implementadas
nesse equipamenfd6]. Todos esses comentarios acerca do equipamettds futos que estes
vém gerando tém como objetivo ressaltar a impoidasa instrumentacdo, que em um primeiro
momento normalmente nao se reflete em resultad@vyes, mas, no entanto, acabam se

tornando fundamentais para todo o grupo de pesquisa
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2.10 — As marcas térmicas (TMs) e a analise de a@iis presentes em clara de ovos.

Um dos maiores problemas encontrados em CE sdml@sejaveis variagdes nos tempos de
migracdo dos analitos apos corridas consecutivesasEvariacdes sdo geralmente decorrentes de
alteracbes na composicdo do eletrdlito ou de psoseadsortivos na parede interna do capilar.
Como forma de se monitorar essas mudancas, queflsem como consequéncia de alteracdes
no EOF, foi desenvolvido um sistema de marcas t&sn(TMs) que sera descrito resumidamente
adiante, e que foi implementado em H1.

A TM é um sinal transiente produzido por um aquecito localizado externamente a
coluna capilar, por um curto periodo de tempo denles a centenas de milissegundos, que gera
uma perturbacdo permanente da composicéo do d@tetwiél corrida. Esta perturbacao apresenta-
Se como um pico que se propaga, sob condi¢cbesafaisr com a velocidade do EOF. Esta marca
pode ser utilizada para se determinar a mobilidgedEOF e para corrigir tempos de migracao de
analitos. A primeira versdo do marcador térmicarfglementada utilizando-se uma lampada de
12 V, cujo bulbo foi removido para permitir o canotéérmico do filamento de tungsténio com a
superficie externa do capildfigura 12 A). Com a remocao do bulbo, a atmosfera de argbnio
mantida em seu interior foi desfeita. Para evitguaima do filamento, uma tensédo de 5V foi
utilizada em pulsos da ordem de dezenas a cerdenasdissegundos, controlados pelo programa
de aquisicdo de dados de H1. Em uma outra verssistares do tipo SMD foram utilizados para
0 aquecimento da colungFigura 12 B). Com isso o tamanho do marcador pdde ser

significativamente reduzido.
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Figuras 12 A e B -‘Marcadores térmicos baseados em: (A) filamentonda lampada e (B) resistor SMD: (c) capilar
de silica (d) filamento de tungsténio (e) contatigsricos (f) circuito impresso com as conexdefiels (g) resistor

SMD e (h) al¢as para manter o capilar contra Gt@si

O uso do MSE presente em H1 permitiu a utilizagdalidersos tipos de eletrélitos nao
tamponados nos estudos de TMs. Nesse trabalhosgod@acluir que a forma do sinal produzido
pela TM depende fundamentalmente da composicatetdlgo. J4 a intensidade da TM depende
também do tempo de duragdo do pulso térmico (teempoque o capilar € aquecido) e do
potencial de separacdo aplicado. Ficou também d&mnadilo que o fendmeno ocorre em diversos
sistemas quimicos, incluindo-se em meios ndo-aguesem ambiente micelar, apresentando
comportamentos distintoR6]. As Figuras 13 ae 13 b apresentam duas marcas térmicas
formadas com o capilar preenchido com dois elédlbastante simples ndo tamponada}: (

NaCl e p) KCI.
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Figura 13 aeb - Eletroferogramas das TMs em duas corridas distiuas os eletrélitos (a) 10 mmol‘lde NaCl e
(b) 10 mmol-[* de KCI. N&o houve injecdo de nenhuma amostrayaape aplicacdo simultanea de dois pulsos de

calor que geram as marcas térmicas. Equipameritpadt H1 com o sistema MSE e detectdD@ 580 kHz.

Figuras adaptadas da referériza

Como se pode observar, dependendo do tipo deilszddid, o perfil da marca térmica pode
variar bastante, neste caso alterando-se de plecewa NaCl para vale-pico em KCIl. O uso do

MSE permitiu o desenvolvimento de um trabalho aprdado acerca desse assunto com o uso de

solucdes tado simples como as citadas afd6h

Normalmente, quando se trabalha com amostras equentam proteinas é necessario o uso
de estratégias para se evitar problemas de adsgugéolevam a modificacbes nos perfis
eletroforéticos. O uso de capilares revestidognateente, eletrélitos de baixo valor de pH ou
lavagens constantes com o eletrdlito de corridalxido de sdédio sdo estratégias normalmente

utilizadas para evitar adsor¢ao de biomoléculasmesto-se variacdes bruscas do EOF.

Para se verificar o uso das TMs em uma matriz gicddreal, decidimos analisar cations
em clara de ovos. Devido a alta concentracdo d@é s®dootdssio nessa amostra houve a
necessidade de uma diluicdo de 30X da amostra eendegonizada. Nessa condi¢éo, a albumina

presente na amostra altera moderadamente o EO8aacoarida. Essa separacdo foi realizada
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com o uso do tamp&o MES/His 20 mmdi-pH 6. Nesse experimento, utilizamos duas marcas
térmicas posicionadas a 4,2 e 7,2 cm do detectbasHoram disparadas simultaneamente antes
(Figura 14 ae 14 b) ou apos os picos dos analitos passarem pelotde(Egura 14 ce 14 0.

Para isso, bastou programar via software o tempaj@eas marcas eram disparadas. Assim,
vemos uma aplicacéo simples e eficiente da CE parsilise dos cations Na K' com o uso de
C*D em clara de ovos. Lifoi utilizado como um padrdo interno. Os picosagess pelas TMs
também estdo representados na figura e foram fedos aquecimentos da ordem de 600 ms.
Tempos muito prolongados de aquecimento, apesagedg&em TMs mais visiveis, podem

acarretar na formacao de bolhas, interrompendoralao
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Figura 14 - Eletroferograma de uma amostra de clara de avb; ¢, & d sdo, respectivamente, a 2°, 5° 7°, e 9°
corrida consecutiva. Capilar: 75 um d.i.; 55,3 @mprimento total, 46,2 cm efetivos. Marcas térmjpasicionadas

a 4,2 e 7,2cm do detector (600ms). Eletrélitocderida: MES/His 20 mmol-t (pH 6,0). Potencial aplicado:
25,2 kV. Amostra: Clara de ovo diluida 30X acreaaitd 333 umol-L de LiINO; como padréo interno. Injec&o por
pressdo 1 kPa, 3 seg. DeteccdD & 580 kHz.

O tempo de migracéo pdde ser calculado atravésstindia dentre as duas marcas (3cm) e
a diferenca entre os tempos de migragédo das duas qiM varia a cada corrida. Assim, com 0

uso das TMs, observou-se uma variagdo nos temposgtacdo dos analitos em cerca de 20%

para onze corridas consecutivas. No entanto, usseds TMs é possivel determinar os trés picos
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através de suas mobilidades com desvios relatigaEal Isto mostra que a identificacdo destes
picos através de suas mobilidades apos diversadaopode ser feito com confiabilidade usando

as TMs[26].

Assim, demonstramos novamente que o equipamentgeHfdortou satisfatoriamente na
andlise de pequenos ions, em uma amostra reabt€nsi MSE por sua vez permitiu analises

aprofundadas do efeito das TMs em ambientes nguotaawl0s.

2.11 - Analises de proteinas em HL1.

A analise de proteinas em CE ja foi muito estudadaistem diversos livros e trabalhos de
separacdes das mais variadas proteinas, sendeaatetptica (UV ou fluorescéncia) as mais
utilizadas[52-59]. A deteccdo condutométrica sem contatéD)Cde peptideos e proteinas, por
outro lado, possui pouquissimas referéncias bitdioras. Esse fato deve-se especialmente por se
tratar de uma aplicacéo relativamente recfe61]. Os resultados apresentados a seguir S0 0s
primeiros experimentos de separacées de protemadEcom ¢D em nosso laboratério. Estes
experimentos também foram realizados no equipant¢ht@om o detector operando a 580 kHz.
O estudo de proteinas em CE tem diversas pecaldesd que devem ser levadas em
consideracao. A primeira delas diz respeito aadsorcado devido a interacOes eletrostaticas das
proteinas com a parede interna do capilar. Por resdéi®o, geralmente utiliza-se capilares que
sejam recobertos internamente com algum tipo deémpob, como por exemplo, alcool
polivinilico ou poliacrilamidg62]. Esses recobrimentos neutralizam a carga negdaivsilica,
evitando a adsorcdo e praticamente anulando o HERIStem também procedimentos que
permitem a separacdo de proteinas em capilaresena@stidos, com o uso de polimeros que
evitam adsorcao, tampdes com pH baixo ou o usoldedes desnaturantes.
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Como esses foram os primeiros estudos de separdedaoteinas em nosso laboratorio,
nao contavamos com capilares revestidos nem comriérpia de trabalho dessas moléculas.
Assim, desenvolvemos as primeiras separacdes teEmas com capilares convencionais e tendo
como base uma quase inexistente literatura do cdampento dessas moléculas em relacédo a
C*D. Dessa forma, tivemos dificuldades iniciais padeterminar quais seriam as melhores
condicOes de injecao, tipo de eletrdlito, concedivade amostras entre outros problemas.

Devido a D ndo discriminar qual analito esta detectandobéam tivemos problemas
para determinar quais picos correspondiam a praeinsto que residuos salinos provenientes do
processo de purificacdo desses padroes tambémreseamm como picos. Passados esses
contratempos, comegamos a obter nossos primeidus dke separacfes dessas moléculas.

As separacOes relatadas abaixo foram desenvolydes a separacdo de proteinas de
carater basico, como lisozima, citocromo ceguimotripsinogénio e BSA (albumina sérica
bovina), que sdo mais susceptiveis a adsorcaoalprqteinas de carater acido.

As separacdes foram feitas em 20 mmibdlde tampao fosfato de sédio, pH 3 com alguns
aditivos que serdo relatados adiante, sendo usadeapilar de silica fundida de Tfn 1.D, 46
cm, 11 cm (efetivo). Nesse pH, as proteinas migramo cations, pois o pH do tampado é menor
gue o ponto isoelétrico (pl) dessas proteinas.

A Figura 15 mostra a separacao de uma mistura de citocrorh@,4 kDa) e lisozima (14
kDa) 10umol-L*, usando apenas o tamp&o citado acima, sem netiparde aditivo. Como
podemos ver, o eletroferograma é bastante ruidpecém é possivel identificar os picos
correspondentes a essas proteinas. Isso ja eradsppois € bem conhecido que, em condi¢des

de baixo EOF a linha base é freqiientemente ruidosao uso de .
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Figuras 15- Separacdo de proteinasdiol-L™* (1) lisozima; (2) citocromo c: Eletrélito: 20 mmbof de fosfato de
sodio, pH 3. Capilar; 7am; 46 cm (11 cm efetivos). a e b — injecdes diatide 30 s dessa mistura a 1 kPa.

Potencial aplicado: 10 kV. Detec¢aéDCa 580 kHz.

Diversos aditivos podem ser utilizados em sepagcfe proteinas em CE com o intuito de
diminuir adsorcdoq9] sendo um deles € a metilcelulose Figura 16 mostra a separacao de
10 umol-L* de (1) lisozima, (2) citocromo c e (3) BSA (albumisérica bovina).

Este eletroferograma também apresenta um pediabge ruidoso, no entanto a adicdo de

0,1% de metilcelulose ao tampéao reduziu significettiente a adsor¢cdo de BSA (66 kDa), cujo

pico nem mesmo era identificado na auséncia dedsaayo.
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Figura 16 - Separacao de proteinas —ifol-L™* de (1) lisozima; (2) citocromo c, (3) BSA : Eldird: 20 mmol-L*
de fosfato de so6dio, pH 3, metilcelulose 0,1%. @apir5 um, 46 cm; (11 cm efetivos). Injecdo: 60 s, 1 kPa.
Potencial aplicado: 10 kV. Detec¢aéDCa 580 kHz.

Com o intuito de minimizar a adsor¢do, acrescensanmoa grande quantidade de uréia (4
mol-LY) no tamp&o de corrida, pois, em altas concentsagii@ia é um desnaturante bastante
efetivo, prevenindo assim a agregacdo protéica amlac Figura 17). Um fato bastante
interessante foi uma significativa estabilizacadinlaa base com a adi¢do de uréia ao eletrolito.
Assim, picos mais simétricos puderam ser observads<sletroferogramas, principalmente para
proteinas de menor massa molecular como lisoziriégoeromo c. Nessas mesmas condi¢des,

também conseguimos uma separacdo bastante adedeadaisturas contendo também

quimotripsinogénio (25 kDaJ{gura 18).
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Figura 17 - Separagéo de proteinas —iflol-L™* de (1) lisozima; (2) citocromo ¢, (3) BSA: Eleitéi 20 mM de
fosfato de sédio, pH 3, uréia 4 mof;Lmetilcelulose 0,1%. Capilar: 780, 50 cm; (10 cm efetivos). Injecéo: a) 20 s
b) 30 s a 1 kPa. Potencial aplicado: 12kV.
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Figura 18 - Separacdo de proteinas fihol-L* de (1) lisozima; (2) citocromo c, (3)-quimotripsinogénio:
Eletrélito: 20 mmol-[* fosfato de sédio, pH 3, uréia 4 mot;Lmetilcelulose 0,1%. Capilar: 48n: 46 cm; (11cm
efetivos). Injecdo: 60 s a 1 kPa. Potencial apticd® kV. Deteccéo 1D a 580 kHz.

E interessante atentar que nesses experimentososisapenas o detector posicionado
proximo (11 cm) ao ponto de injecdo da amostraegolucéo entre picos pode ser aumentada

consideravelmente com o detector posicionado ra fio capilar. Sendo assim, fica claro que
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estratégias que evitem adsorcdo e que levem ailestgdo da linha base sdo de fundamental

importancia na analise de proteinas com o uso'De C

Com esses experimentos de separacfes de protedus @cima, podemos concluir que o
uso de H1 é apropriado para a detec¢do de protemies12 a 66 kDa. Variagdes na composicao
do eletrdlito, freqtiéncia de trabalho, tipo e tahtado capilar e posicdo do detector podem ser
otimizados para aumentar a resolucdo e sensibéidadietec¢cdo dessas biomoléculas.

Em um primeiro momento pretendiamos seguir numdesimais aprofundado dessas
moléculas. No entanto, ao mesmo tempo em que estdvaonseguindo diversos resultados de
deteccéo de proteinas corfDGoutros grupos estavam publicando artigos no roesmtido. Isso

também nos levou a procura de experimentos difex@os, como 0 que veremos a segulir.

2.12 - Andlises de quitooligossacarideos clivadawzéenaticamente

2.12.1 - Introdugéao

Quitina € um 1,4-homopolissacarideo de N-acetileglamina e € um dos mais importantes
biopolimeros naturais. E o principal polissacarideaoontrado na maioria dos organismos como
artropodes e fungd$3]. Quitina também é um componente essencial presanteiticula e no
tubo digestivo dos insetos. Enzimas quitinoliticéi um papel crucial para a metamorfose e
digestdo dos insetdé4]. Estas enzimas incluem a familia das quitinase§.(B.2.1.14) que
catalisam a hidrélise de ligacdes internas darpyitproduzindo quitooligossacarideos menores
[65]. Essas enzimas tém sido consideradas h& anospmssiveis alvos de novas estratégias de
controle de inseto§66]. Apesar disso, apenas um pequeno numero de engjui@®oliticas

foram cineticamente caracterizadas utilizando satost naturais. A principal razao para isto foi a

48



auséncia de técnicas analiticas simples para $&jpamdeteccdo de quitooligossacarideos em
concentracdes sub-micromolar. Os quitooligossaeasicdao freqiientemente analisados usando
cromatografia em camada delgada (TLC), que nao ifeeroma quantificacdo precisa, ou
cromatografia liqguida de alta performance (HP[87), que ndo é muito utilizada.

A CE tem sido utilizada para a determinacéo derdogetipos de acucares através das mais
variadas estratégid€8]. Sua utilizacao para a determinacdo de quitodmrarideos também ja
foi realizada, no entanto, apos laboriosos prosedsalerivatizacéo, e com o uso de detecgao por
fluorescéncid69]. Os experimentos que iremos apresentar adiargendigspeito a determinacao
do padrdo de acdo da quitinase do besdwmeebrio molitorna hidrolise de cinco diferentes
quitooligossacarideos contendo de dois a seisueside n-acetil-glicosamina, com o uso de H1
[21-22]. Nao houve a necessidade de qualquer processeriglatizacdo dos acucares, porque 0S
experimentos foram desenvolvidos com eletrélitoptieextremamente elevado é0C Em pH
fortemente alcalino (pH>10) os acUcares se torngp@aes anionicas, permitindo sua migracéo
em CE[68]. A deteccdo por D também é possivel, porque a forma anidnica dosaaes possuli
mobilidade menor do que a do hidroxido (o princiégion do eletrélito utilizado), resultando em
picos negativos[20]. O uso da ¢D para andlise de oligossacarideos é particulagnent

interessante, porque em geral, aclcares nao posmsaeabsortividade molar.

2.12.2 - Materiais e métodos

Todos os reagentes utilizados foram de grau as@lii-acetil-glicosamina (C1); quitobiose
(C2), quitotriose (C3), quitotetraose (C4), quitoja@se (C5) e quitohexaose (C6) foram obtidos
da Calbiochem (Darmstadt, Germany). L-metioninacliida da Sigma (St. Louis, MO, USA).

Hidréxido de sddio, cetil trimetil aménio bromet@TAB), fosfato de sbédio e acetonitrila foram
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obtidos da Merck (Darmstadt, Germany). Todos os@&is foram previamente degaseificados
15 min com um banho de ultra-som. Todos os padoias preparados dissolvendo os reagentes
ou diluindo solugcbes estoque em agua deionizadem¢Bsad/Thermolyne, Dubuque, IA, USA).
Os experimentos foram realizados a 30°C usandocapitar de 5Qum d.i. da J&W Scientific
(Folsom, CA, USA). As injecOes foram efetuadaslakBa cm de colpd. A coluna capilar foi
precondicionada com 0,1 moflde NaOH (10 min), &gua deionizada (5 min) e coatetrdlito

de corrida por (20 min). Antes da primeira injed@oaplicado o potencial de 15 kV por 20 min.

Entre as corridas, o capilar foi lavado com o élitr de corrida por 2 minutos.

2.12.3 - Ensaios enzimaticos e curvas de calibracéo

Amostras contendo a quitinase do besdtenebrio molito{ TmChi) (0,37 nmol-L) foram
adicionadas a 1imol-L™* de cada quitooligossacarideo (C2 a C6) a 30 °Q@mumol-L™* de
tampao citrato pH 5. A reacao foi interrompida pquecimento a 100 °C por 3 min e apds esse
procedimento a solucéo foi concentrada 100 vezasdasum Speed-Vac (Heto Lab Equipment -
VR-1). Os produtos clivados pela TmChi foram sepasapor CE utilizando-se 1 mmot:ide
metionina como padrdo interno. Curvas de calibrafgiam feitas em concentracbes que
variavam de 50 a 25@mol-L* de uma mistura de C1 a C6. Essas solucdes foréidasipela
diluicdo de solucdes concentradas desses quitgshgarideos. A area dos picos obtidos foram
determinadas com o uso do software Origin 5.0 (dtial Software, Inc.; Northampton, MA). Em
baixas concentracdes de substratos a eficiéncaditzat de uma enzimak¢atkKm) pode ser

medida diretamente pela velocidade com que os feddo formadgR1l].

2.12.4 - Otimizacéo do sistema de separacao
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A Figura 19 mostra a separacdo de misturas contendo C1 a &B6u(tol-LY) usando
NaOH 10 mmol-I}, CTAB 200pumol-L* e 4,5 mmol-I* de NaHPO, como eletrélito de corrida.

Utilizando essa condicdo pode-se observar uma stdmeeposicao de C4 a C6.

M
wuﬂw}fwwhyw'W. M‘y’" '.{L ) ,’" )‘. .“'! | .-’; MY L—'fmnﬁq,

100 mv \ “ \ L

15 18

Tempo / minutos

Figura 19 - Eletroferograma de uma mistura de C1 a C6 (i661-L"). Os picos de | a VI correspondem a: C1, C2,
C3, C4, C5 e C6. Eletrolito de corrida: 10 mmdide NaOH, 0,2 mmol-tde CTAB e 4,5 mmol-L de NaHPO,.
Capilar (50pm), 72,5 cm (62,5 cm efetivos). DetectdiDCoperando a 600 KHz. Separacéo a 15 kV. Injegéls;

2,1 kPa.

A Figura 20 mostra uma significativa melhora na separacdo deggecares com a adiccao

de 10% (v/v) de aacetonitrila ao eletrélito utiiaanteriormente.
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Figura 20 - Eletroferograma de uma mistura de C1 a C6 (0,2 rimplOs picos de | a VI correspondem a: C1, C2,
C3, C4, C5 e C6. Eletrélito de corrida: 10 mmdide NaOH, 0,2 mmol-L.de CTAB, 4,5 mmol-t de NaHPO, e
10% (v/v) de acetonitrila. Capilar (5am), 72,5 cm (62,5 cm efetivos). DetectofDCoperando a 600 kHz.

Separacao a 15 kV. Injecéo: 30s, 2,1 kPa.
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A adicdo de modificadores orgéanicos no eletrélibocdrrida € uma pratica comum para
melhorar a seletividade e resolucao de picos adfesfg0]. Uma importante observacao € que na
auséncia de acetonitrila, a concentracdo de Na@idisp ser superior a 30 mmot-para separar
esses mesmos quitooligossacarideos, com uma led& rbuito ruidosa. O uso de acetonitrila
também é importante para aumentar a relacdo sifta/devido a diminuicdo da condutividade
do eletrdlito. Alem de NaOH, também tentamos realzssas separacdes com o uso de tampao
borato ou CAPS, porém sem sucesso. Também testasaysmetanol como modificador
organico. No entanto, apesar da ja esperada digdioula condutividade do eletrélito, ndo houve
alteracbes no perfil de separacao desses quiteshgarideos. Nestas separacdes, a manutengao
do pH do eletrolito é critica, visto que pequenidsracdes nesse parametro podem acarretar em
uma ineficiente ionizacdo dos acUcares, com comeseglsobreposicdo de picos. Como o
eletrolito utilizado em nossas separacdes ndo @daado, ha uma continua variagdo em sua
composicao causada por sua eletrdlise. Assim, o M&Hiou na realizacdo desses experimentos,
evitando essas variagoes.

A Figura 21 mostra que o sinal obtido pelo detectdiDCaumenta de acordo com o
tamanho do acgUcar analisado. Esta caracteristtadbéida a diferenca entre as mobilidades dos
analitos e do co-ion do eletrdlito que é o ion dudfo. Assim, quanto maior o
quitooligossacarideo, menor é sua mobilidade e maattiferenca com relacdo a mobilidade do

hidroxido.

52



6.0x107 o

5.0x10° H I

=
e a |
“; 4.0:10 =
=
=
= 3.0x10° o []
S
v 20x10°{ X L]
1.0x10° | | | | T .
1 2 3 4 5 8

Numero de unidades monoméricas

Figura 21 - Sensibilidade do detector’T (parAmetro B darabela 1) em funcdo do numero de unidades
monoméricas (C1 a C6).

Assim, a injecdo de C1 e C5 nas mesmas concensragedaltam em um sinal pequeno para
C1 e maior para C5, como pode ser observado tambgfiguras 19e 20. Outro fato bastante
interessante de nossa metodologia de separacdoeéesgges quitooligossacarideos sao

completamente separados, ndo resultando em solp@gosle picos como observado em HPLC

[67].

2.12.5 - Clivagem enzimatica

A Figura 22 é apenas um exemplo de como a quitinase podesaa stbre o substrato C6,

produzindo uma molécula de C2 e outra de C4.
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Quitmase

Figura 22 —Modelo demonstrando uma possivel clivagem de TreGlhie C6

Dependendo de onde a enzima se ligar no substrapopduto final sera diferente. No
exemplo acima, a enzima clivando C6 produziria G24e Contudo, se a enzima se ligasse no
meio do substrato, seriam geradas duas molécul@8.de

Apos a incubacédo de C2, C3, C4, C5 e C6 com Tm@&hiprodutos de reacdo foram
analisados por CE usando as mesmas condicOes®biFigura 20. Apos a incubacéo de C2
com TmChi, o eletroferograma demonstrou apenasmdge C2, demonstrando que este néo é
hidrolisado por esta enzima. Ja clivagem de C3ltmasuma formacédo de C1 e C2 com baixa
eficiéncia (resultados ndo apresentados). Estekijfm® puderam ser detectados somente apds 12
horas de incubacdo com C3 (1 mmd)-LEsses resultados ja eram esperados visto gtieaseis
nao sao especializadas em hidrolisar pequenosotdssacarideos. Rigura 23 A mostra que a
hidrolise de C4 produz somente C2, Eigura 23 B mostra que TmChi tem alta atividade contra
C5, produzindo C2 e C3. Este mesmo resultado tambéhservado quando C6 € substrato
(resultado ndo apresentado). Assim, quando Tm@ka €16 ela gera ou trés moléculas de C2 ou

duas de C3.
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Figura 23 - Eletroferogramas mostrando os produtos do ensadimético de TmChi contra os substratos

(10pumol-LY: (A) - C4 (IV) produzindo C2 (11).B) - C5 (V) produzindo C2 (lI) e C3 (Ill). Foram wkes as mesmas

condicdes de separacéofdgura 19.

Os produtos formados nos ensaios enzimaticos sitadimna foram quantificados usando

uma curva analitica cujos parametros estdo apeskEnharablela 1

Tabela 1- Curva analitica dos chitooligossacarideos C6.a C

QUTTOCLIGOSS A ARITED A B (uM™) R LOD (uM) LOQ (uM)
Cl 002 (0.02) 0.00294 (0.0001 5} 1.99433 3 10
[ DL0E (0012) (.00302 {0.00008} .99854 3 10
Cl 0.0 [01048) 00047 (0.0003) 0.99099 2 1
C4 .02 ((04) (0061 (0.0003) (199 547 2 5
3 — 0L (004 (LO0R3 (0L0003] 099570 2 5
Ch D.03 10.04) (1.0072 (0.0002) 0.99736 2 b

Observacéo: A e B sdo os parametros da equaca@tad¥=+ A+Bc, onde Y € a relacdo ente as areasmildgas e do
padrdo interno (metionina) e ¢ é a concentracaguitooligossacarideo. Os nimeros entre paréntésesssdesvios.
R é o coeficiente de correlacdo. LOD e LOQ saadmises de deteccéo e quantificacdo, respectivam@atéa curva

contém seis pontos (0 a 2fthol-L™") em duplicata.
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2.12.6 - Medidas de eficiéncia catalitica

A eficiéncia cataliticakcatKm) de uma enzima pode ser calculada diretamenizantio-
se a concentracdo dos produtos gerados no comecreagdo enzimética. Contudo, as
concentracdes de substrato utilizadas nesses sndavem ser baixas para que esta possa ser
calculada corretamen{@1]. Dessa forma, tivemos que utilizar uma concentral substrato
muito baixa (1qumol-L™") para o correto funcionamento do experimento.ovigte nosso sistema
de deteccdo néo consegue detectar concentracdesixas, contornamos este problema com uma
simples concentracdo (100X) da amostra. Esta itai &ravés de liofilizacdo do ensaio, seguido
de redissolucdo em agua.

A Tabela 2mostra os produtos e as concentracdes dos acircarksidos para diferentes
substratos. Estes dados foram usados para deteraieficiéncia catalitica da enzima TmChi

[21].

Tabela 2 - Resultados para 30 minutos de incubacdo de Tng@hiumol-LY) com

diferentes quitooligossacarideos.

SUBSTRATO PRODUTO CONCENTRACAO= (1)
C4 C2 122 +£0.08

Cs C24C3 0.50 +£0.03

Cé C2 0.71 +£0.09

C6 C3 0.8 +0.1

& A concentracdo obtida por CE é 100 vezes maioddexvietapa de pré concentracao.

Como mostrado ndabela 2 TmChi ndo produz C1 durante a hidrolise de C4,d5C6,
mostrando que esta enzima ndo € uma exo-quitinasseegja, ela ndo ataca o substrato por suas
pontas. O melhor substrato para TmChi com o maatKm é C5[21]. Quando o substrato é

C6, também é observado que essa enzima produz08ais que C2. Como TmChi ndo produz
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C4 a partir de C6 € provavel que essa enzima t@mheomportamento de processividade (ataque
multiplo) contra C6 produzindo trés moléculas de B@cessividade ocorre quando a enzima se
liga ao substrato realizando varios cortes seqaendtste mesmo comportamento foi verificado

nas quitinases Chi A e Chi B &erratia marcescer{32].

2.12.7 - Conclusoes

Este trabalho mostra um método simplificado de m&@d® e deteccdo de
quitooligossacarideos produzidos através de ensaim@maticos, sem a necessidade da
derivatizacdo dessas moléculas. Trés aspectostanpes a serem levados em consideragdo com
relacdo as vantagens de se usar H1 nesses expgesnferam: O MSE evita alteragbes na
composicdo do eletrélito que ndo é tamponado; cem de CD evitam-se os laboriosos
processos de derivatizacdo dessas moléculas edis@es aqui apresentadas podem servir para a

determinacao de padrdes de acéo de outras quginase
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3 - O EQUIPAMENTO B1

3.1 - Consideracdes gerais sobre B1

Como citado anteriormente, ap0s a construcdo dopamento H1, partimos para a
construcdo do equipamento BRidura 24), que € um equipamento multicapilar. O mesmo foi
criado com um conceito diferenciado e sera desa@ito detalhes adiante. Nele é possivel
desenvolver aplicacdes voltadas para a analisdtaimea de até 8 amostras ao mesmo tempo sob
condicOes diferentes. Para isso, 0 equipamenta oo 4 fontes bipolares de alta tenséo e

também possui 0 médulo de eletrélise separada (MSE)

Figura 24 - Equipamento de eletroforese capilar B1. Ponpeesar, central e lateral abertas.

Como se pode observar Regura 24, 0 equipamento B1 é de grande porte. Por esse anotiv
sua construcdo também foi bastante complexa e @elaoBl possui caracteristicas que nao

existem em nenhum equipamento comercial multicapif@da a mecanica e eletrbnica foi
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exclusivamente desenvolvida por nos. As centenaspatées mecanicas tiveram que ser
desenvolvidas uma a uma sob a forma de projetoedlezacdo de um equipamento desse porte,
muitos detalhes devem ser considerados, e cadé&epalioi solucionado gradativamente. Entre
alguns deles temos: posicionamento das fontes tde t@hsdo, componentes do detector e
blindagem, sistema de seguranca do usuario, wbe, praticidade para operacdo e
manutencao, leds indicativos, vedacéo de possigal fle alta tensdo ou vazamento de solucéo,
sistema de injecdo de amostras entre muitos ou#rdsn, uma grande gama de fatores devem e
foram levados em consideracédo para que o projetd finssse duravel, seguro de facil utilizacéo
por qualquer usuario. Aigura 25 mostra um diagrama de blocos do equipamento Hle Nel
pode-se visualizar de que forma os subsistemas ed&rados e também os tipos de sinais que

sao responsaveis pelo controle do equipamento.

: ;
! sopmade |
oot ador ool ke ¢
— : 3
: lemperaha ¢
« TEC - i :
> NRZ7 grommemmemee n
> - ! cimmade !
C : - = - m E
& & i amosia J
shncnr i U
puta
1 |
:"“""“:
¥ »  gesador de RF »| co ! ¢ |
% Vo e e
Sislema de Alnentacso 7
i forke I | fonlko + 5V
- o
subsitemna 1 — | Toe24v Tonde HV 1 s
! s
subsidema 2 - IV os] TOnRe 24 v ; Todle HV 2 Lo—
o] il 24 W e Tl HY 3 -
almentagio
I LT T
sinal digial S
R 3] fonke 24V fonte HY 4 g
il swncaliiro
H——-

Figura 25 - Diagrama de blocos do equipamento B1.
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3.2 -Interface
O controle do equipamento e a aquisicdo de dadosefdizada com um programa

desenvolvido em LabVIEW (National Instruments) comso da interface NI-6229. O software

permite o controle de todas as operacdes realizada’l.

3.3 - O Equipamento B1

O equipamento B1 foi montado sobre uma base driilo de 3 mm de espessura e
com chapas de PVC, acrilico e aluminio.FAgura 26 mostra uma segunda visdo geral do
equipamento que possui 8A00x 62 cm (alturax largurax profundidade). A maior parte da
eletrbnica esta instalada na regido esquerda dgpamgeanto. Ali se encontra as fontes de
alimentacéo, sistemas de controle de valvulas,lasm® de comunicagdo entre o software e o

equipamento e o gerador de funcdes.

Figura 26 - Equipamento de eletroforese capilar B1, com aapdo lado esquerdo aberta, onde no interior esta a

maioria dos circuitos eletronicos.
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3.4 - Sistema MSE na regiéo de alta tensao

Como citado anteriormente, B1 também possui omsestelISE, cuja construcdo demandou
muito tempo e criatividade. Kigura 27 mostra detalhes do MSE na regido de alta tens@o, co
seus reservatoérios, tubulacbes e cabos de altdotens Figura 27 A mostra em detalhe o
reservatorio de eletrdlise separada. Deve-se gata conexao entre os dois reservatérios é feita
na regido mediana com o uso de uma ponte salirdasTessas conexfdes possuem septos de
borracha de silicone que foram construidos excimsente para vedacdo. A vedacdo é dada com
0 rosqueamento das tampas desses reservatoriocympemem os septos, levando a vedagéo. A
Figura 27 B mostra detalhes desses reservatorios no equipamemi@s diversas tubulacdes, e
0S quatro cabos de alta tenséo. Os pequenos tabge®venientes de valvulas que controlam a
pressurizacéo do sistema, e tem como fungcédo comrdemjecédo e a troca de solucdes desses

reservatorios.

cabos de alta tenséo

cabo de alta tenséo —p capilares

ponte
salina ~
= pressdo
pressédo

eletrodo de
platina

reservatorios
rosqueaveis

Figura 27 - (A) visdo frontal dos reservatorios de alta tensgadlbs através de ponte saling) yisdo geral dos
qguatro reservatorios com cabos de alta tensdo wagfies de pressurizagdo. Ledes acesos sao indiato

posicionamento das valvulas que controlam o fluxaidno sistema.
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Como ja mencionado anteriormente, esse equiparpessui quatro fontes bipolares de alta
tensdo, que correspondem aos quatro cabos espEssErvados ndrigura 27 B. Com esse
sistema, podemos trabalhar em até quatro poterdigtiatos, pois cada fonte fornece energia
para cada um dos quatro pares de capilares.

Sendo assim, se tivermos por exemplo, uma amogitdélica de padrbes e quisermos
determinar a melhor condicdo de separacdo podearaw diversos parametros em uma Unica
corrida como concentracdo da amostra (oito posyjwvancentracdo ou composicao do eletrdlito
(4 possiveis) e ainda o potencial de separacaodqdiyeis). Assim, podemos otimizar com muita
facilidade a separacdo de determinada amostraaneeito desperdicio de reagentes e tempo.
Além disso, com o controle das valvulas também ssipel trabalhar apenas com qualquer um
dos quatro conjuntos de capilares, mantendo osaém o fluxo de qualquer solucéo se isso for
desejado.

A Figura 28 demonstra a complexidade de todos os reservatiei@ita tensdo (esquerda)
€ 0s outros reservatorios onde estao inseridogitaes (direita), com todas suas respectivas

tubulacodes.

sistema contendo
valvulas de
controle de
presséo do
sistema

reservatorio de
eletrélise

com o eletrodo
de alta tensdo e

Reservatdrios
contendo cada
um dois capilares
e a ponte salina

ponte salina Imersos no
|mer§qs no eletrélito
eletrélito

Figura 28 - Visao geral do sistema de eletrélise separadagiao da alta tenséo.
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O sistema MSE do lado da alta tens&o € criticoddeao risco de fuga de alta tensdo. Para

se evitar ainda mais qualquer tipo de fuga, crianmos tampa movel contendo camadas de

acrilico que sdo encaixadas entre os reservaigiigsra 29).

h Nt ——

Figura 29 - Conjunto de placas acrilicas que isolam os res@neatde alta tenséo.

3.5 - Sistema MSE na regiéo de baixa tenséo

Apesar de o0s reservatorios de alta tensdo terem dabenvolvidos com elevada
preocupacdo para se evitar qualquer tipo de fugaltdeenséo, este ainda foi mais facil de ser
implementado do que na regido de baixa tensdo.pisspie o sistema MSE na regido de alta
tensdo € fixo, enquanto na regido de baixa elegignser movel. Além disso, na regido de alta

tensado, cada dois capilares sdo conectados a ematsio comum enquanto do lado de baixa
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tensdo houve a necessidade de se desenvolveresdo/atérios para a apropriada medicao da
corrente de cada um deles.

A Figura 30 apresenta o MSE na regido de baixa tensédo. A poatdlica existente na
parte inferior da seringa estd sempre em contato a@osolucdo. Nesse ponto o fio terra é

conectado, fechando assim o contato elétrico cefatmlito.

oito cabos conectados
a agulhas metalicas
gue estdo em contato
com as solugdes

de cada seringa

seringas com
os eletrélitos
de corrida

placa movel
onde sdo colocados
eletrélitos e amostras

tubos de polietileno

que fazem a conexao
da solucéo das seringas
com 0s reservatorios
de amostra

Figura 30 — Sistema MSE contendo as oito seringas e tubuwagde leva os eletrélitos até os reservatérios

principais, fechando-se o circuito elétrico.

Ao pressionarmos as seringas, a solucado entra efatcacom sua parte metalica e percorre
toda a tubulacéo até chegar no bloco contendoteteoas Figura 31), e em seguida com a ponta
do capilar Figura 32). A Figura 31 mostra detalhes do sistema contendo os oito cepilza
regido de injecdo de amostras. Todo sistema apaegea seguir se movimenta para cima e para
baixo através de um pistdo, para a troca dos @®eins. Este funciona através de comandos
elétricos que acionam valvulas que redirecionamxofide nitrogénio que chega ao pistdo para que

este suba ou desca.
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capilar
tubos que contém
os eletrolitos das
seringas catéter plastico por onde o
capilar passa internamente.
Este é preenchido com

o eletrdlito que vem das
seringas e que banha a
ponta do capilar, entrando
em contato com a solucéo
dos reservatorios

Figura 31 - Sistema contendo os oito capilares e catete@gepientes do sistema MSE na regido de baixa

tensao.

Figura 32 é uma representacdo esquemaética de como se ddabocelétrico da ponta do
capilar e a solugdo presente nos catéteres e at®eng. Os catéteres (que possuem diametro
ligeiramente maior que o do capilar) estdo preeloshcom o eletrélito de corrida que vem das
seringas. Ao ser inserido no reservatorio, autma@iente o contato elétrico é feito entre essa

solucdo que esta no espago entre o catéter elaraapi eletrélito presente no vial.
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o eletrolito proveniente
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vail contendo } — espaco entre o cateter
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o eletrolito : e o capilar, onde o eletrolito
vail.

Capilar

Sennga com
eletrolito

Medida de
comente

T

Figura 32— Representacdo esquematica do sistema de eleséfimrada na regido de baixa tenséo.

Utilizando-se esse sistema, os produtos de elsrdla regido de baixa tensao ficam nas

seringas, evitando contaminac¢do de amostra e lgketios vails.
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3.6 - Sistema de posicionamento de reservatériogentrole de pressao

A Figura 33 mostra a visao lateral do equipamento B1, ondesqsedobservar tanto as
seringas que contém os eletrélitos de corrida, cegas tubulacdes. Do lado direito também
pode-se observar dois circuitos eletronicos. Unedd responsavel pelo posicionamento do
pistdo e da placa onde séo introduzidas amostedst@litos. Esse recebe sinais de diversos
sensores 6pticos que indicam o posicionamento ak@foistdo ou do carrinho das amostras. O
outro é responsavel pela informacao da correnteaotares. Essa informacédo é fundamental pra

se identificar se algum dos oito capilares estaptd ou se ha alguma bolha em toda tubulacdo

do MSE.
pistao para
movimento
vertical dos
capilares placade coneccao dos
terras de alta tensdo e
seringas medicdo de corrente
placa de controle
tos sensores (e
pusicivndniento
tuhulagtesdas placacom 96 vails (8 x 12}
seringas controladapor motor de passo

{movimento horizintal)

Figura 33- Visao lateral do equipamento B1

A Figura 34 mostra o sistema de pressurizacdo em Bl cujonsste semelhante ao

utilizado em nossos outros equipamentos. No entasse ndo possui uma coluna d’agua, pois a
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pressao € determinada por um sensor eletrénica.&P@jecao da amostra, um leve e controlado

vacuo deve ser realizado nos reservatoérios daaegidaixa tensao.

. gl <abo de
reservatorios Ita ten<i
alta tensao
em PV(
filo e
direcionador
. homba de
do fluxo de ar o
aquario
fonte de
alta tensao

Sensor de pressao

Figura 34 - Sistema de controle de pressdo do equipamento B1

Visto que usamos uma bomba de aquario potenteegtaduncado, também foi necessaria a
construcdo de camaras para amortecer as flutudeg@essao desta bomba. Em uma das camaras
a bomba é conectada. Existe, no entanto, uma @ablellcontrole do fluxo de ar desta camara
para uma outra camara. Esta vélvula solendideabfecha conforme o sensor de presséo indica,
mantendo uma pressao controlada nessa segundaac&ista pressdo controlada € usada para a
injecdo das amostras, apenas com o comando vaaseft Como o sistema possui grandes
camaras, € necessario antes da injecdo de umaaraosfreriodo prévio em que a bomba é ligada
(cerca de 20 segundos) para que a pressao deistelnas seja estabilizada. Esta mesma bomba é
ativada em poténcia maxima (valvula entre cAmaraga) para que haja o processo de troca de

eletrdlito ou de condicionamento do capilar.
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3.7 - Sistema de deteccéo’D multicapilar

O circuito eletrénico desenvolvido para o deted®roito canais possui 0 mesmo principio
de funcionamento dos detectores para um capil&dé®a primeira publicacdo, na qual qoi
proposto, pequenas inovacdes foram acrescentadagntdnto, o circuito eletrbnico continua
basicamente o0 mesmo; apenas com pequenas modiicatd escolha dos componentes
eletrénicos. A idéia original era — e continua serd aplicacdo de um campo elétrico alternado
sobre uma pequena regido do capilar e o monitor@naiencorrente que flui por esta, a qual pode
ser relacionada a condutividade da solu¢cdo no pdetdeteccédo. O circuito consiste de um
gerador de RF que aplica o sinal sobre um dosaleisodos, sendo o segundo conectado a um
circuito conversor corrente/tensao. O sinal éicatifo e amplificado de modo a permitir o registro

de pequenas modifica¢cdes da admitancia da cetar eppseguinte, da condutividade da solugé&o.

Nossa versdo do detector tem permanecido basicamenmesma desde 2001. A
caracterizagdo do mesmo foi realizada e demonsfue, embora seja possivel obter resposta
mesmo a 1,5 MHz, a sensibilidade mantém-se estdgeb00 kHz. Acima desta freqiiéncia de
operacgdo, a sensibilidade é reduzida devido adgad natural dos componentes empregados,
principalmente ao amplificador operacional (Amp@p)conversor corrente/tensao. Este estagio é
critico porque a corrente medida é simultaneamdatbaixa intensidade e de alta frequéncia.
Felizmente, para a geometria e dimensdes da cetketéecdo utilizada, a operagdo abaixo de
600 kHz é suficiente para obter boa sensibilid&tte.entanto, nossos estudos recentes [17-18]

demonstram ser possivel obter maior sensibilidadmearidade para um dado conjunto de

eletrolito e capilar tendo flexibilidade para tridzet a maiores valores de frequéncia.
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Assim desenvolvemos um novo detector com uma eieaddiferenciada e com novos
componentes eletrénicos, todos do tipo SMD. Isgsaoto o0 detector relativamente pequeno,
porém, para a implementacédo de oito detectoresreantnica placa com distanciamento entre
cada cela de deteccédo de nove milimetros, houeeessidade de uma placa de circuito impresso
de 6,5 x 10 cm. Enquanto o detector utilizado enpbldsuia um 6timo funcionamento entre 550
e 600 kHz com 2), o novo circuito eletrdbnico mostrou uma maior ¢éla sinal / ruido em 1
MHz, com 4 \j,. O fato deste detector possuir uma frequénciagdtmtrabalho por volta de 1
MHz é muito interessante pois a grande maioria taisalhos relatados com? a maior

freqUéncia utilizada é geralmente de 600kHz.

Todo o circuito detector foi cuidadosamente inger&in uma caixa plastica blindada
internamente para protecdo contra choques e irdadias por radiofreqiéncias. Além dessas
caracteristicas, o controle de linha base nestpamento € feito via software, pois seria pouco

pratico corrigir oito linhas bases ao mesmo tenguo o0 uso de potencidémetros.

A Figura 35 mostra uma fotografia da placa de circuito imprge®duzida industrialmente
com recursos de furos metalizados, mascara verdmlda epadsbanhados com estanho e o

circuito eletrébnico do mesmo.

70



CELLY _“1
CELL2
4 < OPABSTN o
- i il
Ri 3| - L}
7]

Al

Loy

®
+BY

TITLE: detector

Document Number: REV:

Claudimir Lucio do Lago

Date: 19/84/20085 12:07:10 [Sheet: 1/1 B

Figura 35— A- Placa contendo os oito detectoré® @ — Circuito eletrénico de um dos detectores

Comparando-o com a versao anterior [124], obsesvasprimeira modificacdo no
Amplificador peracional (AmpOp) utilizado: o0 OPA@%da Texas Instruments. Este componente
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representa o que ha de melhor na linha daquelaesmpara a finalidade pretendida. O segundo
estagio foi significativamente modificado, isto 6, retificador, que originalmente era
implementado com o uso de diodos de silicio, fosfituido por uma versao baseada em um novo
AmpOp da Texas: o OPA698. Este € um amplificadgo estagio final permite a limitacdo do
potencial de saida numa janela definida pelo usuBesta forma, limitando-se a saida somente a
potenciais positivos, tem-se um circuito retificadeem a inclusdo de diodos. Embora
conceitualmente o circuito fique mais simples, aladeira razao para sua utilizacéo € a garantia
do fabricante de que o retificador iria funcionatisfatoriamente, mesmo a frequéncias tao

elevadas quanto 100 MHz.

O terceiro estagio consiste em um filtro passadsaigue também sofreu modificacdes. Na
versao original, um simples filtro RC de primeir@@m era empregado. Nesta nova versao, um
filtro Butterworth de segunda ordem com topologie8-Key foi utilizado com a preocupacao de
estabelecer uma frequéncia de transicdo tal quécm gletroforético ndo fosse deformado,
mantendo-se, ao mesmo tempo, suficientemente pargaa maior supresséo possivel do sinal de
RF. Desta forma, o sinal de RF ndo compromete kdada da aquisicdo do sinal analitico, sendo

esta limitada pelo ruido branco inerente ao ciocelétronico e pelo sistema quimico em analise.

Os componentes eletronicos do detector estédo ldiglos dos dois lados da placa de
circuito impresso, de forma a se evitar o confiépacial entre os componentes e a coluna capilar.
E importante notar que o layout foi desenvolvidoapgue a distancia entre colunas ficasse em
nove milimetros, distancia padrdo entre os pocoplaeas de ELISA e PCR, comercialmente
disponiveis e bastante apropriadas para acomodarsds amostras. Devido a essas
caracteristicas, uma placa de ELISA foi presa peem@mente sobre o trilho que se move
através de um motor de passo. Sobre esta placaplate usada para reacdes de PCR, que é

movel, é encaixada com os eletrolitos e amostrasja#os. A placa de circuito impresso possui
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espessura maxima de 9 mm, pois se em um segundemntmiuiséssemos, diversos detectores

poderiam ser dispostos lado a lado, para formaequipamento com até 96 capilares.

Apesar deste detector funcionar adequadamente, zeramos mais adiante, alguns pontos
negativos foram detectados e pretende-se mod#iwaum futuro proximo. O primeiro dele diz
respeito a seu tamanho. Apesar do conjunto detqmbssuir uma altura de apenas seis
centimetros, este tamanho é ainda muito grands, u@ caixa de blindagem acaba ocupando
mais espaco e ainda € necessario um espacgo paasgoencaixar cada capilar nos reservatorios
na parte inferior do detector. Somado a isso, aexiste a distancia do topo do conjunto até a
solugcdo. Sendo assim, qualquer amostra apos ppekarcela de deteccdo ainda necessita
percorrer a0 menos 14 cm até sair do capilar. Ad@sse inconveniente, ndo foi incomum a
quebra de capilares durante o posicionamento golaies no detector devido a falta de espacgo, e

ao longo percurso percorrido.

Por esse motivo, outro estudante vem desenvolvendo dissertacdo de mestrado
construindo detectores ainda mais compactos. Rrogdtmuito bem sucedidos ja foram
construidos, possuindo menos de 1 cm de espe§astes iniciais jA demonstraram que este
sistema funciona e provavelmente sera a tendémac&|qs detectores futuros. Seu formato vem
sendo desenvolvido para permitir seu acoplamentsmoeem cartuchos de equipamentos

comerciais.

3.8 — Sistema de controle de temperatura

Como ja citado anteriormente, a deteccdo condutaraé&tem contato € bastante sensivel a
oscilacbes de temperatura. Sendo assim, se o rmeuame controle de temperatura para um

anico capilar deve ser preciso, um sistema conteaitio capilares gerando muito mais calor
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necessita de muito mais atencaoFigura 36 mostra uma das etapas da construcdo do modulo
gue se encaixa em B1, e que contém todo o sistemaith capilares. Nesta figura é facil de se

visualizar o sistema de controle de temperatuttadie o médulo.

Figura 36 — Mddulo que se encaixa em B1 quando este airtdaaesm fase de construcéo. (a) circuito eletréde&o

controle de temperatura contendo quatro ventoifihjagentoinha com amortecedor térmico.

Como se pode visualizar, este sistema possui 4owmb@as grandes utilizadas em
computadores. Estas sugam o ar para a parte posdesse modulo, que também é vedada por
placas acrilicas. Logo acima dessas ventoinhase-pedver uma grande placa de circuito
impresso. Nela existe todo o sistema eletronicccaldrole de temperatura, com sensores e
lampadas incandescentes usadas como elementatissi® ar sugado pelas ventoinhas retorna
para o modulo dos capilares através de uma vemta@jnb possui urnooler, que funciona como

um amortecedor térmico.
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3.9 — Andlises de aminoéacidos em B1

3.9.1- Introducéo

Dentre as moléculas mais importantes de seremsadak nos seres vivos estdo 0s
aminoacidos (AAs). Além de serem as moléculas @airges das proteinas de todos seres vivos,
ainda podem possuir diversas fungBes de ambitoldgico. Por esse motivo € de extrema
importancia sua determinagdo nas mais variadasteaspsspecialmente em andlises clinjtas
23]. Essas moléculas jA vém sendo estudadas extemsitemom o uso da CE e um grande
namero de métodos ja foram reportados, no entarairgente apds laboriosos procedimentos de
derivatizacad73-74]. A Detecc¢do direta por UV ou fluorescéncia so6 kcayel a aminoéacidos
aromaticos, enquanto 0s outros necessitam passprquessos de derivatizacdo. Uma alternativa
bastante interessante e recente para a deteccddsdé o uso da D que ja& demonstrou ser
aplicavel na andlise dessas moléculas tanto pateofelrese convenciongV5-76] como em

microchips[61, 77]

3.9.2- Reagentes e solu¢bes

Os aminoacidos Alanina (Ala), arginina (Arg), agana (Asn), acido aspartico (Asp),
acido glutamico (Glu), glicina (Gly), glutamina (@) histidina (His), isoleucina (lle), leucina
(Leu), lisina (Lys), metionina (Met), fenilalaniighe), prolina (Pro), serina (Ser), treonina (Thr),
triptofano (Trp), Cisteina (Cys), Tirosina (Tyr)valina (Val) foram obtidas da Fluka (Buchs,
Switzerland). Hidréxido de sdédio (NaOH) e acido tamcé (HAc) foram obtidos da Merck
(Darmstadt, Germany). Hydroxietilcelulose (HEC) domprado da Sigma (St. Louis, MO, USA).

Solucdes estoque de todos os aminoAcidos (20 mmdbtam preparadas com &gua deionizada
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(Barnstead/Thermolyne, Dubuque, IA, USA). Excegam os AAs Cys and Tyr cujos estoques

foram de 10 mmolt.

3.9.3 - Procedimento utilizado para identificacao os AAs

Apesar da reconhecida eficiéncia de separacédo emJitocedimentos de otimizacao de
separacdes ainda € um processo lento e complitstdoacontece porque para cada tipo de
amostra € necessaria uma prévia otimizacdo de pad@smcomo, por exemplo, diametro e
comprimento do capilar, potencial aplicado, pH engosicdo do eletrolito e amostra. Como a
mobilidade dos ions em CE é extremamente dependasteondi¢cdes de separacao, picos podem
se sobrepor ou mudar de posicado se um destes peo&rse modificar. Assim, se um uma nova
condicéo de separacéo é criada ou modificada, moenée € necessario injetar todos os padroes

novamente para identificar a correta posicao de pamb.

Visto que queremos demonstrar a separacao de 20d&8&limos criar um procedimento
pratico para facilitar a identificacdo de cada wetesl com o menor niumero de corridas o possivel.
Assim, criamos uma tabela onde as linhas corregporats misturas de padrdes em diferentes
concentracdes, e as colunas aos analitos adicisn®dwa esse procedimento ser aplicado com
sucesso, cada coluna da tabela possui uma combiriegéa, evitando a obtencdo de perfis
similares. Como esse procedimento foi criado pacditar a identificagdo dos analitos, foram
utilizadas concentragdes bastante distintas de Aadale forma que variacdes em suas alturas
fossem visualmente perceptiveis. Com apenas gsalingdes € possivel criar uma matriz de até
vinte e quatro analitos, sem que haja coincidédeiasuas concentracdes. Teoricamente, com

apenas duas misturas poderiamos identificar todo200AAs variando-se suas concentracoes,
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contudo os dados seriam de dificil interpretac&bovijue pequenas diferencas de concentracao
poderiam causar duvidas. Pabela 3 possui quatro misturas (A, B, C e D) contendo osevi
AAs. Todas as misturas foram feitas a partir dacg@s estoque de cada um dos AAs:igura

37 apresenta os quatro eletroferogramas feitos a gdagtas quatro misturas.

Tabela 3 Quatro diferentes misturas (A, B, C e D) de ZsMAas concentracdes: 0 = ndo esta presente; lidipe)
= 400pmol-L*; 2 (médio) = 80@mol-L* e 4 (grande) = 1,6 mmol*L

Ala Arg Asn Asp Glu GIn Gly His lle Leu Lys Met Pro Ser Phe Trp Thr Val Cys* Tyr*

A 0 O 0 0 0 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 4 4 4 4
B 1 1 2 2 4 0 0 2 2 4 4 0 1 1 4 4 0 0 1 1
cC 2 4 1 4 2 2 4 0 4 0 2 1 0 4 0 1 1 2 0 2
D 4 2 4 1 1 4 2 4 0 2 0 4 4 0o 1 0 2 1 2 0
*Esses AAs possuem metade da concentragio dededngros
Mix
0,0
17 18 19
13 20
1 9 10 15 16
23 ¢ ° 67 ° 112 A
13 17 19
L3 4 78l9 2, 16 g
6 10 B
<)
\>_/ 0,5 5 9 17 18 19
— 2 , 11 20
g 3 16
5 1 8 14" 15 C
n 10
s ! 11412 13\ 1518 20
1 4 7 9 14 D

Time (min)

Figura 37. Separacao de aminoacidos em meio acido: (1)(RYysArg; (3) His; (4) Gly; (5) Ala; (6) Val; (7) 5 (8)
Leu; (9) Ser; (10) Thr; (11) Asn; (12) Met; (13)r3(14) Trp; (15) Glu; (16) Phe; (17) Pro; (18) Tk$9) Cys e 20
Asp. Eletrélito de corrida 2.7 mol*ide &cido acético pH 2.1 com HEC 0.05%. Comprimentoapilar 86,2 cm (76

cm efetivos), 5Am I. D. Injecdo por pressdo a 40s, 1 kPa, 30kVe&et CD, 550kHz, 2V p.p. Experimentos
realizados em H1.
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Observando, por exemplo, o quinto picoFigura 37, verificamos que este € inexistente
no eletroferograma A (0), possui uma concentragiuena em B (1), média em C (2) e grande
em D (4). Essa sequéncia somente € obtida se iestéop Alanina. Outro exemplo € o pico 18
que é grande em A (4), pequeno em B (1), médio €f) € inexistente em D (0). Pélabela 3

essa combinacédo sé pode ser obtida se este f@irkro

Através deste raciocinio conseguimos determinarstod analitos presentes nessa amostra
sem a necessidade de injecfes individuais. Caswebsel duvidas do posicionamento de
determinado analito, bastaria um reforco de deteadu padrdo, como € feito usualmente, mas
ndo a injecao de todos novamente. Um ponto irdanés desse procedimento € que, mesmo se
os analitos possuem sensibilidades diferentesicos pecessariamente vao aumentar ou diminuir
de tamanho na mesma proporgéo, ndo prejudicando assua identificacdo. Visto que fazemos
comparacdes entre picos de eletroferogramas distiré muito importante também evitar
variacbes de EOF para que os picos figuem o maibaalo possivel. Assim quanto mais
reprodutiveis as separacdes, maior a facilidadeiddatificacdo dos analitos usando esse
procedimento. Esse procedimento nos pareceu miuijges e Util, facilitando a determinacao de

cada pico nas corridas apresentadas a seguir.

3.9.4 — Separacgdo de aminoacidos em B1

A separacdo de aminoacidos em Bl foi uma forma dmodstrar uma das
funcionalidades desse equipamento para amostraplexs. AFigura 38 mostra a separagéo
dos 20 AAs proteinogénicos em B1. O eletrélitoizaitlo foi o HAc 2,7 mol-E contendo 0,05%

de HEC. A adicdo de HEC previne a adsorcao desebxcutas na superficie interna do capilar.
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Sob essas condicbes vemos a separacdo da maieripicds de todos os AAs com algumas

poucas sobreposicoes.

ﬂ 17 19
2.4
) 3 . ol 1o 10135 18 20
1 5 7 16
g 8 14
[e) 11+12
S 264
©
£
)]
_28 -
_30 -
T T T T T T T T 1
20 30 40 50 60

Tempo / minutos

Figura 38. Separacao de aminoacidos em meio acido: LysAfD)(2); His (3); Gly (4); Ala (5); Val (6); Issorf;

Leu (8); Ser (9); Thr (10); Asn (11); Met (12); Qi13); Trp (14); Glu (15); Phe (16); Pro (17); T¢iy8); Cys (19) e
Asp (20). Todos aminoacidos 1 mmot-Lcom excecdo de Thy e Cys (0,5 mmd):LEletrélito: 2,7 mol-I* de
acido acético pH 2,1 com HEC 0,05%. Capilarp s, 82 cm (67cm efetivos). Injecdo por pressao &,3D kPa,
28kV. Detector ¢D, 1MHz, 4V pico a pico. Corridas A e B realizadasultaneamente em dois capilares distintos

sob as mesmas condigdes.

Esta separacéo foi realizada em dois capilaregsfa@am em um dos quatro conjuntos de
dois capilares, contendo o mesmo eletrélito. A eatracdo de 2,7 moliLde HAc (pH 2,1) foi
escolhida por apresentar a melhor resolucéo entos,papos testarmos concentracdes variando
de 2 até 3 mol-'t. Foram realizadas separacdes sem o uso de HE@idooa adsorcdo é tdo
elevada que alguns picos deixam de aparecer, podsadrer um rapido entupimento do capilar

se este nao for corretamente lavado.
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Essa separacao apresentada acima foi desenvotvidaAAs razoavelmente concentrados
(1 mmol-LY). Assim, picos como Leu e Ser e Try e Glu, quécestm pouco sobrepostos, se
separam completamente em menores concentracoe®. @utto interessante € que cada AA,

mesmo em concentragdes idénticas, se apresentartae@nhos e formatos variados.

Visando uma separacdo mais eficiente desses AAsu@mos acrescentar alguns aditivos
no meio com o intuito de maximizar a separacdandama forma que fizemos na separacéo de
quitooligossacarideos. Foram testados solvente@nim@s como acetonitrila e metanol ou
detergentes como Tween 20 sem conseguirmos melhosgserfis de separacdo. No entanto, um
efeito bastante acentuado na separacédo se deu emnéstimo do detergente Triton X-100 ao

eletrolito. AFigura 39 mostra a separacao desses AAs com o uso de Triton.

1.2 4

Sinal / volts

2.1 4

T T T T T T 1
20 40 60 80

Tempo / minutos

Figura 39. Separacao de aminoacidos em meio acido: LysAfD)y(2); His (3); Gly (4); Ala (5); Val (6); Issor{;
Leu (8); Ser (9); Thr (10); Asn (11); Met (12); Qi13); Trp (14); Glu (15); Phe (16); Pro (17); T¢iy8); Cys (19) e
Asp (20). Todos aminoacidos 1 mmét-lcom excecdo de Thy e Cys (0,5 mmd):|Eletrdlito: 2,4 M acido acético

+ 10% (v/v) de Triton X-100. Capilar de %0n, 82 cm (67 cm efetivos). Injecdo por pressao §1kP30 s, 28 kV.
Detector €D, 1MHz, 4 \},, Corridas A e B realizadas simultaneamente em cipdares distintos sob as mesmas

condicdes.
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Nessas condicfes verificamos que os picos de Alig e lle e Ser comecam a se sobrepor.

Contudo, os picos de 11 a 15 que antes estavar prdximos, com triton, se separaram muito
bem. Também pode-se observar algumas trocas dgiipa$e picos como a do triptofano, que se
torna mais lento do que o aspartato nessa novaigdandnclusive a corrida como um todo
demora cerca de 20 min a mais nessas condicOewefajue podem ter acarretado nessas
mudancas podem ser variadas como, por exemplo,raoima viscosidade do meio ou mudancas
de pH. Pequenas variacdes nas migracoes entretodalogramas diigura 39 dizem respeito
provavelmente a diferencas nos tamanhos dos cegilakpesar de todos possuirem um
comprimento que gira em torno de 82 cm algunstdiveque ser ligeiramente cortados devido a
problemas de entupimento. Apesar de nessas dudg@es termos conseguido a separacao de
todos os 20 AAs acreditamos ser possivel um refemdonainda maior dessa separacao, para
obtermos a separacdo completa de todos os AAs eaiaioa corrida. Nos trabalhos publicados
usando ¢D para a deteccdo de AAs observamos picos sobospest concentracdes muito

menores (2@mol-L?) [23].

Sendo que o equipamento Bl permite analises sinmatacom diferentes eletrolitos e
potenciais aplicados, decidimos comprovar tambémfgecionamento na separacdo de AAs,
agora em pH basico e em diferentes potenciais piragio. Como se pode verificar FFigura
40, utilizamos o eletrdlito Tris / CAPS pH 9,4 em slpotenciais de separacdo: A a +28 kV e B a
+14 kV. Visto que neste pH esses AAs se compodamo anions, era esperado que estes nem
mesmo migrassem Visto que o potencial aplicados@iym e ndo estamos usando reversor de
fluxo. No entanto, devido a estes possuirem maukd baixas, esses séo arrastados pelo EOF

que € elevado. Dessa forma, dos 20 AAs injetad®si€les migraram e foram detectados e

81



confirmados com a adicdo d&pikes(reforco com determinado padrédo). Como o EOF nessas
condicOes € elevado, o tempo de corrida € a melageele para a separacdo em pH baixo, no
mesmo potencial. Nestas condi¢fes, temos uma Ipasiag@o para alguns dos AAs como, por

exemplo, Asn e Asp. Interessante notar que, emaienpial de 14kV, temos uma separacdo mais
acentuada desses picos e alguns outros picos vamscompletamente sobrepostos como Met e

Glu apresentam um perfil muito melhor de separacéo.

M\J\N\J\J\MAJ\JW
0.5

EOF

Sinal / volts

0.0 Mmoo

Tempo / minutos

Figura 40. Separacdo de aminoacidos em meio basico: 1 mihdeL (1) Iso, Leu e Ala; (2) Val; (3) Trp; (4) Gly;
(5) Phe e Thy (0,5 mmol); (6) Met; (7) Gln; (8) Ser e Thr; (9) Asn; (10y€£(0,5 mmol-[}); (11) Glu; (12)- Asp:
Eletrélito: TRIS/ICAPS 0,25 mol-t, pH 9,4. Capilar de 5am, 82 cm (67 cm efetivos). Injecdo por presséo a,30
kPa, 28kV em A e 14kV B. Detector'l, 1MHz, 4V p.p. Corridas A e B realizadas simuamente em dois
capilares e reservatorios distintos sob as mesaratigbes de separacao com excecdo do potenciehdgli
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3.10 — Conclusobes finais sobre Bl e perspectivas

Visto que o equipamento foi concluido recentemenf& tivemos muito tempo para
realizar testes aprofundados em seu sistema, naassals pontos instrumentais ficaram muito
claros apds os experimentos de separacdes de Apsn@iro deles diz respeito a pressdo da
bomba de aquario para a realizacdo da lavagemagilsres. Apesar de em testes de lavagens
dos oito capilares de 75m o procedimento ser satisfatorio, ficou claro gaea capilares de
50um o sistema se torna ineficiente. Por esse mofnionecessario o acoplamento de uma
bomba mais potente para a realizacdo desses erpéosn Esta provavelmente serd parte
integrante do equipamento, evitando problemas deadr constantes de capilares devido a
entupimentos irreversiveis. Especialmente quandatidiga solucdes de alta viscosidade ou
substancias que se agregam facilmente no capifandamental uma lavagem bastante eficiente

dos capilares. A partir do uso desta nova bombajrelram-se esses problemas.

Outro ponto que foi modificado diz respeito a cgufacdo do sistema de circulacdo de ar e
controle de temperatura dos capilares. Como exjdicanteriormente, existe um complexo
sistema de ventoinhas que permite um eficienteralenta tempetatura em todo o sistema. No
entanto, tamanha eficiéncia criou um problema gaerespeito a um fluxo elevado de ar na
regido das amostras, que leva a uma alta evaportag@o do eletrolito de corrida como de
amostras. Devido a esse problema era comum a mudangerfil dos eletroferogramas devido a
alteracbes na composicao do eletrolito na regiabaiea tensédo. O problema foi solucionado
provisoriamente desligando-se a ventoinha infagige contém o amortecedor térmico. Visto que
o ar retorna obrigatoriamente por essa ventoinpapel do amortecedor térmico ainda cumpre
seu papel e nédo verificamos perdas na estabilizdeéimlo ao seu desligamento. Essa ligeira

mudanca refletiu-se em resultados muito mais rejihegis e em uma evaporacao aparentemente
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desprezivel. Uma modificacdo mais apropriada sks@nvolver uma placa protetora para evitar

o fluxo de ar sobre os vials, deixando apenas aguEh UsSo expostos.

Outro ponto que ficou bastante claro diz respeito ssstema MSE. Apesar de o
funcionamento ser satisfatorio, alguns problemasocéormacéo de bolhas ou interrup¢do do
contato elétrico na regido do catéter causaramaslgmanstornos. Sendo assim, concluimos que
apesar do correto funcionamento, o sistema MSEaametessita aprimoramentos, 0 que ja era
esperado. Apesar de infelizmente ndo conseguirnoosfgita de tempo chegarmos em uma
condicéo ideal de separacéo desses 20 AAs, mostrqneoa separacdo e deteccao de todos eles
em uma unica corrida provavelmente sera alcangssldiversas possibilidades de variagGes de

condicOes possiveis com o uso de B1 sera uma fentarmuito Gtil neste sentido.
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4 - DESENVOLVIMENTO DE MICROCHIPS DE PDMS COM IMERs

4.1- Introducéo

As enzimas sdo muito utilizadas em quimica analiievido a alta especificidade aos seus
substratos e também pelo fato de poderem seradatdizrepetidas vezes. Estas também podem ser
utilizadas em solucdo ou imobilizadas em substratiglos (Reatores). O uso de Enzimas
Imobilizadas em Reatores (IMERS) minimiza custdempo, tornando economicamente viavel
andlises em modo contin{it8]. Tipicamente as reacdes de imobilizacdo ndo requenzimas
altamente puras ou grandes quantidades de pratefyms imobilizadas, geralmente, as enzimas
aumentam sua estabilidade contra o calor e vasagéepH. Tradicionalmente, os IMERS tem
sido acoplados com HPLC para medidas de proté@@sneurotransmissores, carboidraf@s-

82], aminoacidog83], e outras biomoléculd84-85]. Contudo, com o recente desenvolvimento
da Eletroforese Capilar (CE), aplicacdes com CER4EEM sido desenvolvidf&o, 86]

Estes dispositivos hibridos tém a possibilidadea®binar a extraordinaria eficiéncia da
CE com a seletividade dos biosensores. Devidtes dspositivos hdo necessitarem bombas ou
uma instrumentacdo volumosa, uma vantagem adicidosl CE-IMERs é a possibilidade de
miniaturizacdo de todo o sistema. Os microchipdatson-a-chip tém ganhado consideravel
atencdo nos ultimos anos devido a portabilidadepbzusto e a possibilidade de trabalhar com
volumes bastante reduzidf@-88]. Entre os diferentes sisten{d@8], o sistema glicose / glicose-
oxidase tem sido extensivamente usado como sist@maelo por causa deste ser bem
caracterizado, barato, estavel, pratico e também pgmymitir a comparagdo com outros
biosensore§39-93]. O procedimento analitico geralmente envolve usspale separagéo, que é
em seguida acoplado a um IMER pdés coluna que prbdQz, sendo este finalmente detectado

eletroquimicamente no final do canal de separa¢anos IMERs também tem sido integrados a
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microchips [94-96]. Neste sentido, diferentes protocolos de ligagmn sido aplicados para
imobilizar enzimas na superficie de canais. No renfaa maioria dos dispositivos descritos
muitas vezes necessita de instrumentacao [8&jaou um desenho especifico de canal com o
intuito de imobilizar as particul§S6].

A seguir, apresentaremos todo o desenvolvimentanademicrochip com um IMER para
deteccdo de glicose. Apesar de alguns trabalhssraleerem sistemas similarf®7-101], a
maioria deles requerem modificacdes especificasanal de separacédo para manter as particulas
no lugar adequado. Em segundo lugar, o presentechip pode detectar diferentes analitos
dependendo da enzima ligada nas particulas do IMERpacotando-se particulas no final do
canal de separacado, também evita-se mudancassimiopamento e do tamanho do IMER?2].
Adicionalmente, devido a grande superficie dadqadas (em comparacéo ao canal e a superficie
do eletrodo)103-104] grandes quantidades de enzimas podem ser inaukdkz Outro ponto a
favor de um IMER fabricado por empacotamento dasqo#as no final do canal de separacéo é
que sua formacao é independente da superficie cpuida substratf©8]. Além disso, caso a
atividade seja perdida, o IMER pode permitir adé@ de novas enzimas ou a substituicdo das
particulas do IMER.

A sequir, apresentaremos detalhes da preparacgamgenho e vantagens deste microchip.
Este trabalho foi desenvolvido na Universidade @xaE em San Antonio durante estagio de

doutorado sanduiche.

4 .2- Materiais e métodos

O filme fotossensivel SU-8 2035 foi adquirido dé&cdd Chem Co. (Newton, MA). O
silicone Sylgard 184 e o agente de cura foram obtath Dow Corning (Midland, Ml). Glicose e

glicose-oxidase (GOx, EC 1.1.3.4, Tipo X-S Alspergillus niger 157 500 U ¢ solid) foram
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adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO). Solasdestoque dos analitos foram feitas
adicionando-se a quantidade desejada no eletaditoorrida. O eletrolito usado para a maioria
dos experimentos foi o fosfato de sédio (MR&,) (Fisher Scientific, Fairlawn, NJ) em agua,
com o pH sendo ajustado quando necessario com @eudd mol-I* de NaOH ou 0,1 mol-t de
HCI. Medidas de pH foram realizadas com o pHméDoon 420Ap, Thermo, Waltham MA).
Uma fonte de alta tensdo construida no labora{etidPS) [98] foi utilizada para a separagéo e
injecdo em todos os experimentos. A deteccdo glgimuca foi realizada com um potenciostato
(CHI812 Instruments, Austin, TX). O eletrodo debaatho usado foi um fio de outro de @B,
disposto perpendicularmente no final do canal garseédo. Detalhes sobre o desenho do chip ja
foram descritos anteriormenf£06-109 , 110-114]A area de deteccao foi estimada em 0,0039
mn? (25 pm de diametro do eletrodo por fifh da largura do canal). Prata e Platina foram sado
como eletrodos de pseudorreferéncia e auxiliareas@amente. Estes dois foram colocados no

reservatorio presente no final do chip.

4.3- Fabricacao do chip de PDMS

A fabricacdo de microchips de PDMS ja foi des@itaalguns trabalhd415]. Em resumo,
uma placa resistente e fina de siliciafer) (100 um) (Silicon Valley Microelectronics Inc.,
Santa Clara, CA) foi submersa em uma placa de gatitendo solucdo piranha (1:1 dgSEy, :
H.O,) durante 30 minutos. Esta foi entdo lavada abuedsente com agua deionizada e seca a
200°C por 15 minutos. Logo aposwafer foi fixado em uma centrifuga do tigpin coater
(Laurell Technologies, NorthWales, PA) e sobre alxescido cerca de 3 mL do filme
fotossenssivel SU-8 2035. A centrifuga foi entéegmamada para funcionar a 500 rpm por 10 s

seguidos de 3000 rpm por 30 s. Este procedimentaefizado para esparramar o filme
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fotossensivel sobre wafer com uma altura adequada. Apoés esse procedimanptaca foi
aquecida por 65 e 95°C por 5 e 10 min, respectimtanela com o filme seco (p0n) sobre o
wafer, uma mascara contendo o desenho dos canais (biepRi Store, Colorado Springs, CO)
foi sobreposta awafer. Este conjunto foi exposto & luz ultravioletag86 - 13 mW / crf)
(Optical Associates Inc.; San Jose, CA) por 30 8égsi e em seguida, ap0s a retirada da mascara,
foi aquecida a 95°C por 10 min. O molde do chidifalizado lavando-se o wafer com acetato de
propilenoglicolmetiléter por 15 minutos. Este soleeretira a camada ndo polimerizada. Apos
esse procedimento, a placa foi ainda lavada cora dgionizada e metanol para retirar pequenos
residuos ainda existente wafer. Em seguida o wafer contendo o molde positivasémio a 60C

em atmosfera de nitrogénio. A camada contend@paig foi fabricada através da solidificacédo
de uma mistura homogénea e degaseificada de Syl§drd do seu agente solidificador (10:1 em
massa) sobre o molde. A superficie lisa do chipoéstituida de uma camada de silicone
solidificada sobre umwafer completamente liso, que ndo contém canais. A goiracdo
completa ocorreu a 65°C durante 2h em estufa. Ap$s procedimento, as duas partes dos chip
sao cortadas em formato retangular e desmoldadgs. apds, foram feitos os furos de 6 mm nas
extremidades dos canais presentes no silicone ejaservem como reservatérios para a
introducdo do eletrélito. O canal de separacdoenesip possui 52 mm de comprimento. Um

desenho esquematico da fabricacdo do chip pod&servado n&igura 37.

| l T
1 2 3 4 o

Figura 41- Desenho esquematico da fabricacdo do molde ghoectio chip de PDMS. ivaferde silicio, 2- wafer de
silicio com a camada de material fotossensivelsémadiada por raios UV através da mascara, 3-enpfdnto para

se colocar o silicone, 4- desmolde do chip, &sdiuperficies de silicone apos seladas formanpo ch
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O eletrodo de trabalho foi alinhado no final doalade separacédo antes da selagem do chip
[115]. As duas camadas de PDMS, a lisa e a contesdimnais, foram entdo colocadas em um
equipamento de esterilizacdo por plasma (Harri€CB2G, Ithaca, NY), oxidadas por 20s e
imediatamente colocadas em contato para a selaydfigura 41 mostra fotos reais do molde
onde um chip havia sido desmoldado (A), a masaaméendo o desenho do chip (B) e um chip

pronto (C).

Figura 42 : A- molde do chip, B- mascara com o desenho doaisaC- chip pronto

As extremidades do eletrodo de trabalho forandasl@om pequenas gotas de cola rapida
em gel (Siper Bonder G¢! Finalmente o contato elétrico do micrométriende ouro (eletrodo
de trabalho) foi feito com um fio de cobre, usasdaima tinta de prata. Um injetor do tipo duplo
T com 500um degap entre os dois canais laterais (amostra e lixondlastra) foi desenhado no
molde, definindo um injecdo de amostra de aper#asll.A quantidade de eletrdlito colocada em
cada um dos quatro reservatorios foi deitbPexceto no reservatério de amostra conuédppara
evitar a entrada de amostra no canal de separacao.

Durante a injecdo de amostras, potenciais de +5680X e +500V foram aplicados nos
reservatorios de amostra, lixo da amostra e nas réservatorios de eletrdlito, respectivamente.
Assim, as injecOes eletrocinéticas foram realizadagl50 V. Durante a separagao, o potencial

aplicado no reservatorio de amostra e lixo, quedera50V, passa também a ter + 500 V e no
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reservatoério principal da esquerda é aplicado enmi#l de separacdo (+1100V), com o terra
disposto junto com os outros dois eletrodos navas@rio da direita. Os contatos elétricos com o

chip foram feitos com eletrodos de platina posiados no final de todos os canais.Figura 42

mostra com maiores detalhes o chip e seus cordkirEos.

Eletrodo auxiliar (Pt)

""" ' I ! ¥ i Eletrodo
L s DSeUdo-referéncia (Ag)

oy, i
“# Eletrodo de Trabalho (Au)

Figura 43— Desenho esquematico do microchip mostrando sureexdes e a fonte de alta tenséo

4 .4 - Desenvolvimento do IMER

O IMER utilizado no desenvolvimento deste chipbfaseado no uso de micro particulas de
agarose contendo grupos N-hydroxi succinimida €delS) que se ligam com 0s grupamentos
amino das proteinas. Essas particulas foram ratirdd uma coluna de afinidade NHS-activated

HP (1 mL, GE Healthcare) utilizada em cromatoggfidma coluna foi desmontada e as
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particulas, colocadas em um tubo plastico Eppenderfl,5 mL. As particulas (particulas
esféricas de agarose 6%, ~ |B%) foram armazenas em geladeira em isopropanobf)l@dé a
utilizacdo, par prevenir a deativacdo dos grupoSNH

Antes da reacdo de ligacdo das particulas com zaAmen as particulas foram
sequiencialmente lavadas duas vezes com 0,1 deLHCI e duas vezes com 0,2 mdl-de
NaHCQ;+ 0,5 mol-L* de NaCl (pH 8). Apds este procedimento, as paasdioram centrifugadas
por 5 min a 12500 rpm e o sobrenadante, descara@diatamente apds, 1 mL de uma solugéo
contendo glicose oxidase (10 mg/mL) foi misturadencas particulas e deixadas sob agitacdo
moderada durante 30 min em temperatura ambiente 222). As particulas foram entdo lavadas
trés vezes no eletrélito de corrida (10 mmolde tamp&o fosfato, pH 8,5) para condicionar e
também para se retirar enzimas nao ligadas. Ascpkas foram entdo guardadas em geladeira
para utilizacdo no momento adequado. Novas particidram ativadas semanalmente através
desse procedimento.

Antes do empacotamento das particulas no chip aafarmacdo do IMER, este foi
completamente preenchido com o eletrélito de carrid\pds esse procedimento, uma pequena
quantidade de particulas foi acrescida no reseigat@ injecdo de amostras e com uma succ¢éo
moderada no reservatorio final as particulas suwaaacorriam o canal de separagdo e eram
barradas pelo eletrodo de ouro, formando-se assIMER sem a necessidade de um design
diferenciado para a construgédo do chipFigura 43 mostra um desenho esquematico do chip e

da formacéo ddMER.
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Canal para o eletrodo
, CanalduploT IMER \

/

Canal de separacao
Comprimento (52mm) [

Vacuo

—_—
7 2mm

Fio de ouro
25um

Figura 44 — Desenho esquematico da formacao do IMER no Empdestaque micrografia real do IMER com 2mm

de comprimento.

Apos a formacdo do IMER, a solucdo contendo ascpéas presentes no reservatG8o
(Figura 43) foi substituida pelo tampao sem particulas. Ap@iccédo das particulas restantes
presentes no canal de separacéo, o chip esta parst@ realizacdo dos experimentos. Todo esse
procedimento foi realizado com a utilizacdo de dupa para enxergar a montagem do IMER. A
proximidade do IMER com o eletrodo minimiza a dffasdo HO, formado. Em experimentos
preliminares (dados ndo mostrados), foi observado ajquantidade de particulas presentes no
IMER possui significante efeito na resposta do cApesar de grandes quantidades de particulas
(> 2,5 mm) aumentarem a producgédo de peréxido, essasngem o fluxo de solugdo, aumentando
a difusdo e resultando em picos alargados. ApesiviBRSs pequenos<(1,5mm) permitirem um
EOF maior, 0 menor tempo de contato do acuUcar colwlER resulta em pouco peréxido
produzido. Por esta razéo, todos experimentos féedos com IMERs de 2 mm que apresentou a

melhor resposta.
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4.5 - Resultados e discussao

Antes de qualquer tipo de analise, foi necessétimizar o proposto chip através da
deteccdo de H#D, para se obter as melhores condicbes de separacatetexcdo
dessa moléculfl16-118] O efeito do potencial de deteccd@{B na resposta eletroquimica do
H,O, foi estudado através de injecdes consecutivas @esolucao de ¥D, enquanto acréscimos
de 100 mV no potencial eram realizadog=igura 44 apresentama curva bem definida pode ser
definida entre 0,5 e 1,3 V com a corrente varia@ahocerca de 0,5 V e alcangando um platé em
cerca de 0,9 V. Quando potenciais superiores ¥ fgBam utilizados, um decréscimo na corrente
de pico foi verificada, provavelmente, devido e na superficie do eletrodo.

Como em 0,9 V obtivemos a maior relagdo sinal/ruiekie potencial de oxidacado foi

utilizado no restante dos experimentos.

Ip (nA)

02 04 06 08 10 12
E_ (V)

DET (
Figura 45 - Determinac&o do melhor potencial de trabalhg)(ETampéo fosfato 10 mmoliL pH 8,5. Amostra 900
pumol-L* de HO,, Tny=5'S, Eep= 1100V.

Para verificar a estabilidade do sinal eletroquimforam feitas 20 inje¢cdes subsequentes
de 500pmol-L* de HO, demonstrando uma estabilidade de cerca de 95 +E4%. fator é
importante, pois indica que a superficie do eletrodio estd sofrendo alteracbes muito
significativas.
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O efeito do pH de trabalho também foi investiggdwa injecbes de glicose. Este
parametro € de vital importancia, porque ele af@d o tempo de analise por alterar o EOF,
como também por alterar a atividade enzimaticameseglientemente, na quantidade de peroxido
formado. A influéncia do pH foi estudado utilizan@onpdes fosfato (pH 7,0 — 8,5) e pirofosfato
(pH 9,0 — 9,5) através de injecdes de 15 segunelggiabse (1,5 mmol:t). Como controle desse
experimento, também injetamos@® (900 pmol-L?) sob as mesmas condicées.Fiyura 45

mostra o pico de corrente versus pH, apresentamdasbem delineadas, com um pH 6timo em

torno de 8,5.

Ip (nA)

GLU
14

pH

Figura 46 - Efeito do pH na resposta eletroquimica do IMERndi¢bes de separacdo: 10 mmidlde fosfato (pH

7-8,5) ou pirofosfato (pH 9 — 9,5).s& = 1100V, Ber = 0,9V, amostra: 90mol-L* H,0, ou 1,5 mmol-I* de
glicose.

Em ambos os casos, tanto gddinjetado como o produzido enzimaticamente aprasamt
perfis semelhantes. Considerando que o pH 6timortago para esta enzima é de [8,59], isto
sugere que a resposta eletroquimica (e ndo a reag#éuvatica) € o fator determinante na resposta
desse biosenssor. A partir deste experimento,isalnos o tampao fosfato 10 mmét-pH 8,5

como 0 mais adequado para estes experimentose doesttilizado em todos os outros que se

seguiram.
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Como previamente reportado, o EOF pode afetar tantontato entre substrato-enzima
como a difusdo da amostfh20-121] Uma forma de controlar o EOF o ajustar o potéraga
separacao aplicado. Para investigar a influéncipatencial de separacaos@p na eficiéncia de
reacao, injecBes consecutivas de 2,3 mrifadid glicose foram realizadas sob potenciais vasiand

de 900 a 1300 V.

2.0+
1.64

1.24

0.8 i

Ip (nA)

0.44

0.0 r T v T v 1
800 1000 1200 1400

ESEP V)

Figura 47- Efeito do potencial aplicado na resposta do IMERNdicdes de separacdo: 10 mmidlde tamp&o

fosfato (pH 8,5), injecdo de 2,3 mmot-tle glicose, ;= 10 s, Ber = 0,9V

A Figura 46 mostra que a melhor resposta € obtida a 1100 Vb&ros potenciais, existe
um favorecimento da difusdo devido ao grande tedg@mostra no canal de separagéo. Por
outro lado, em potenciais superiores a 1100V o tedgpcontato da glicose com o IMER se torna
curto, ndo permitindo uma eficiente reacdo enzomatiAssim, esse valor de potencial de
separacao foi adotado para os outros procedimdetoimizacdo do chip.

A relagdo entre a concentracdo de glicose e ogecoorrente também foi estudada, e foi
verificada uma relacéo linear entre 0,1 a 6,2 minTolPara comprovar o correto funcionamento
do chip, foram feitos experimentos de injecbes deuras de glicose, frutose e noradranalina. A

Figura 47 apresenta um Unico pico correspondente & glicgstada (98Qumol-LY) a 144 + 2 s.
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Como esperado, o pico correspondente & glicosdonédetado pela adicdo de 8amol-L* de
frutose, indicando novamente que o sinal é geratto geroxido produzido. Além disso, também
podemos ver que noradrenalina, que é eletroatisaasecondi¢des, também se apresenta como

um pico em 99 + 2s, ndo interferindo na deteccaglidese que € detectada em 143 + 2s.

2 nA Coca L
Gli + Nor
Gli + Fru _/L
Gli /\
50 75 100 125 150 175

Time (s)

Figura 48  Eletroferogramas obtidos com glicose (Gli), umistara de glicose e frutose (Gli+Fru), glicose e
noradrenalina (Gli+Nor) e Coca-Cola (1:200). Coddi de separagéo: 10 mmdl-de tampo fosfato (pH 8,5)\T
= 10s, Ber = 0,9V e 1100V.

Com o objetivo de demonstrar a analise de amostas realizamos a determinacdo de
glicose em Coca-Cola (1:200). Pode-se observatnico pico de 0,7 nA a 143 s atribuido a
glicose. Baseado na curva de calibracdo e nacd8duiealizada, chegou-se a um valor de 216
mmol-L?, que é valor semelhante apresentado em outroalhoabpara este refrigerarte22-
123]. Interessantemente e como esperado, ao injetamasCbie néo foi verificado nenhum

pico.
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4.6 — Conclusodes

O design do chip apresentado além de inovadoruera caracteristica interessante de
reunir a sensibilidade da deteccdo amperométricaaceficiéncia da separacdo em CE. Além de
as particulas utilizadas para a formacéo desse lidaderem ligar uma grande quantidade de
enzimas, estas ainda permitem a ligacdo de enzimtistas da glicose oxidase. Desta forma,

outras enzimas podem ser ligadas a essas micapastpara a deteccao de outras moléculas.
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5 — CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os dois sistemas para eletroforese capilar seranast bastante interessante para as aplicacoes
pretendidas e representam uma evolugao signifecgisra o quadro de instrumentos criados
especificamente para uso coffDCO equipamento H1 permitiu pela primeira vezitizatdo de
um sistema de eletrdlise separada de modo perngampemtjue até entdo ele era improvisado com
seringas e adaptacdes a sistemas estabelecidnsqd@pamento B1, além de recurso semelhante,

permite que um variado numero de condicdes eletrbas seja realizado simultaneamente.

Obviamente, os instrumentos também apresentamadifés e detalhes operacionais que
merecem aprimoramento. O sistema de eletréliseradga- tanto na versdo monocanal, quanto
na multicanal — demanda um elevado numero de cesed® gases e liquidos. Considerando que
a fadiga dos materiais de selagem € um processoahaem algum momento, falhas de
pressurizacdo ou vazamento de liqguidos podem amnteara se ter uma idéia, no equipamento
H1, ha aproximadamente 10 conexdes de gases pdhtlasalina destinadas a implementacéo da
eletrolise separada. No equipamento B1, compuB8smnexdes para gases e 32 para liquidos.
Assim, como vazamento é também uma questao asttistprobabilidade de falhas € em muito

intensificada.

Como ja salientado, os sistemas também tém sitioadps a testes de novas idéias e
aprimoramento de subsistemas, como o de detec@@mAfica justificado o esforgco coletivo

demandado para a construcao de todos os sistes@agae

Em contraposicao ao porte do equipamento B1, tentiezalho em microchip que mostra uma

outra vertente para a eletroforese capilar. E dpm® o equipamento como um todo ndo é t&o
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pequeno quanto pode sugerir 0 microchip, mas aspgetivas quanto ao que pode ser

implementado dentro da coluna de separacéo é otaspais interessante.

Tanto a detec¢do condutométrica, quanto a ampétioenée mostraram apropriadas a analise
de biomoléculas, possuindo particularidades: o @datte da deteccdo condutométrica foi a
dispensa de processos de derivacdo, enquanto dete@do amperomeétrica apresentou melhor

linha base e seletividade auferida pelo IMER.

A andlise de proteinas e, em alguma extensdomdeacidos apresenta problemas devidos a
adsorcédo na parede interna do capilar. No entantop demonstrado, a utilizacdo de polimeros
sollveis permitiu a obtencdo de bons resultadosmomecom apenas uma coluna. Embora a
separacao de todos os AAs tenha sido possivel @s deauma condicdo eletroforética, ha a

perspectiva de que, com alguns aprimoramentospesgvel 0 uso de uma unica coluna.

A separacdo de aminoacidos e 0s avancos na sépaslacaclcares mostram que a
eletroforese capilar com deteccdo eletroquimicaem earticular, ¢D — é uma técnica que deve

continuar a se firmar no panorama da Quimica Aopalétual.
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