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DEVELOPMENT OF A LASER INDUCED FLUORESCENCE DETECTION SCHEME FOR CAP-
ILLARY ELECTROPHORESIS. A capillary electrophoresis system using laser induced fluorescence
detection is described. A Raman system equipped with a microscope has been used to focus the laser
beam on the capillary giving a lateral resolution of 1.5 mm. The fluorescence signal of the analyte
(ZnPcTS - tetrasulfonated zinc-phthalocyanine) was collected by the microscope objectives and
analysed by a monochromator with confocal characteristics equipped with a CCD detector. Electro-
pherograms obtained with this system were compared to those obtained on a commercial instrument,
showing that the described system presents a lower detection limit and better resolution.

Keywords: capillary electrophoresis; laser induced fluorescence detection; sulfonated Zn phthalo-
cyanine.

INTRODUCAO cromatografia em meio liquido para o formato capilar, e cor-
i N i respondente tempo rapido de resposta. Tais detectores podem
A eletroforese, método de separacdo de moléculas carreg@ger: de absorgéo no UV-vis fluorescénci¥, fluorescéncia in-
das sob a influéncia de um campo elétrico, € um processo qugzida por lasef, espectrometria de massaondutividadé’,
tem sido extensivamente utilizado, principalmente no campOymperometri¥’, radioatividad®’, indice de refrag&d,
da bioguimica, desde a década de 30. A remodelacdo destcroismo circuld? e Ramads.
técnica para o formato capilar introduziu inimeras vantagens A escolha do detector depende quase que exclusivamente
no que diz respeito a injecéo e deteccéo em linha, aumento dfas propriedades do soluto em questdo e da faixa de concen-
resolucéo e eficiéncia. tracdo contemplada. A tabela abaixo mostra os limites de

A eletroforese capilar € uma técnica relativamente nova, foijeteccao tipicos encontrados para diversos detettores
primeiro idealizada por Hjertérem 1967. Os primeiros traba-

Ihos publicados datam da década de 70, entretanto, a primeira
analise desenvolvida com sucesso foi publicada por Everaerts DETECTOR LOD (mol.LY)
e seus colaboradores em 1§7&guida de Jorgenson e Lukacs

em 1981. A partir de entdo, vem sendo utilizada por um nime- PS0r¢ao no UV-vis 10 - 102
ro cada vez maior de pesquisadores na area da qfjrhioa fluorescéncia direta (lampada) _10 10 .
quimica, ciéncia forense laboratérios clinicds industrias fluorescéncia induzida por laser 1o- 109
farmacéuticad etc., confirmando a importancia e aceitacdo 2amMperometria 18 - 107
desta potente ferramenta analitica. Raman _ 1(_?53 - 109
Eletroforese capilar, na verdade, ndo é uma Unica técnica iso- €SPectrometria de massas “0 1%
lada, ela deve ser encarada como uma familia de técnicas funda-ndice de refracao 10-10

i 6
mentadas no mesmo principio de migrac&o sob acéo de um cam-condutividade 10 -10

po elétrico, mas com mecanismos de separacao diferentes.
Atualmente s&o 6 os membros da familia da eletroforese

capilar’: A deteccdo também pode ser feita de varias fofmam

1. Eletroforese capilar de zona ou solugdo livre que é dinha e no final do capilar. A deteccdo em linha é feita enquan-
mais difundida (CZE) ou simplesmente CE; to o soluto ainda migra dentro do capilar, como é o caso da

2. Cromatografia eletrocinética micelar (MECC); absorgcdo UV-vis, fluorescéncia, fluorescéncia induzida por

3. Eletroforese capilar por focalizac&o isoelétrica (CIEF); laser e Raman. Deteccéo no final do capilar, como o préprio

4. Eletroforese capilar de gel (CGE); nome sugere, o detector é posicionado no final da coluna; este

5. Isotacoforese (CITP); método apresenta a desvantagem do alargamento da banda en-

6. Eletrocromatografia (CEC). quanto os solutos separados sao levados ao detector. Este é o

O universo de aplicagbes da eletroforese capilar tem se mogaso da espectrometria de massas onde o soluto é carregado ao
trado em crescimento exponencial, pois varias classes de conespectrdmetro de massas através de uma &julha
postos séo passiveis de serem analisados. Podem ser estudadogste trabalho descreve a implementagdo de um sistema de
desde simples ions inorganicos e orgarcBsaté acidos eletroforese capilar acoplado a um sistema Raman, adaptado
nucléicod?, proteina¥ e célula¥®. para deteccdo de fluorescéncia induzida por laser. No equipa-

Uma das grandes versatilidades da eletroforese capilar € mento implementado, o detector empregado é do tipo disposi-
possibilidade da utilizacdo de uma ampla gama de detectores. Nevo de carga acoplada (CCD). Fisicamente, o CCD é uma
eletroforese capilar estdo disponiveis detectores que sdo, basigaatriz de elementos sensiveis a luz. O dispositivo CCD é co-
mente, a adaptacao dos detectores utilizados nos equipamentosmeecido por alcangar ruidos de leitura ultra baixos, conferindo
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grande sensibilidade e definicdo na gera¢do de uma imagem. d
presente trabalho tem como objetivo descrever os principais
componentes do sistema e suas fungdes, comparar seu dese
penho com o de um aparelho comercial e discutir a relacao
custo/beneficio da implementagéo de tal sistema.

PARTE EXPERIMENTAL

O equipamento implementado no laboratério estd esquemati-
zado na Fig. 1 e teve o seu formato inspirado em equipamentog
disponiveis comercialmente. A instrumentacéo é simples e, como
qualquer equipamento de eletroforese capilar, consiste basicame
te dos seguintes componentes: dois reservatorios para eletrolitos
preenchidos geralmente por uma solugdo tamponada, o capilar (c
canal onde ocorrera a migragdo), uma fonte de alta tensdo e un
detector posicionado em linha. Em cada reservatério sdo imersa
as extremidades do capilar que também é preenchido com a mes§
ma solucdo condutora para fechar o contato elétrico.

Figura 2. Foto do capilar obtida através de uma video camera
acoplada ao microscépio. A. regido do capilar revestida com poliimi-
da; B. regido do capilar onde ocorreu a queima do revestimento
[ polimérico; C. regido do capilar sem o revestimento polimérico; D.

Sistema Raman 3000 da Renishaw

Imagem Ampliada da

Monitorde,  —cosR0doCapilar | Laser de He-Ne imagem da luz do laser no diametro interno do capilar.
Video Céamera
~ CCD Detector CCD
3 A solucao eletrolitica utilizada para as corridas era uma so-
b P lucdo tampdo 0,100 moll de citrato a um pH 2,5. A
Video Impressora ftalocianina de zinco tetrassulfonada (ZnPcTS) de procedéncia
Microscopio Porphyrin, foi utilizada sem purificagéo prévia. As solugdes de
Capilar I 10% a 1011~moI.L'1 de ZnPcTS foram obtidas por diluigdo de
Catodo Anodo — uma solu_(;ao estoque de“’_’Lﬁ)r)c_)I.L'1 . )
_ : Saida para o Sistema de Vécuo O equipamento Raman utilizado como detector € um mode-
Reservatorio i Eﬂj Reservatorio de Solugdo Tampao lo 3000 da Renishaw dotado de uma camera CCD (Dispositivo

de Solugao Tampao de Carga Acoplada) refrigerada a 2ZOpor efeito Peltier. A

i S H Compartimento Aterrado . - A N .
g:?ﬁ:'?;i’:ge ¥ focalizacdo da radiacdo laser dentro do diametro interno do
Amostragem —— Sistema de Injecéo capilar foi feita com o auxilio de um microscépio Olympus

I Fonte de Alta Tensdo (modelo BTH2) equipado com uma objetiva (ampliacao 80x).

A radiacdo excitante utilizada foi a linha 632,8 nm de um laser

Figura 1. Esquema do sistema CE implementado no laboratério, emd€ He-Ne refrigerado a ar, modelo 120 da Spectra Physics. O

conexdo ao espectrémetro Raman. didametro do feixe laser no foco é de ca. dnd. A poténcia do
laser na amostra era menor que |B, ajustada de modo a
evitar a fotodecomposicao.

A caixa de alta tensao (Fig.1) é feita em acrilico para prote- O equipamento comercial da Beckman utilizado para com-
¢do do operador contra choques. Quando a mesma é abertgparagcdo com o sistema implementado foi o modelo 5510 P/
alimentacéo de alta tenséo é cortada imediatamente. A caixa féiCE, dotado de 2 tipos intercambiaveis de detectores: uma
construida com uma conexao para um sistema de vacuo, o qualatriz de fotodiodos para detec¢do na regiao do ultravioleta e
€ empregado no condicionamento do capilar, como sera discutissivel, cuja fonte é uma lampada de deutério e uma fotomul-
do oportunamente. tiplicadora para deteccéo por fluorescéncia induzida por laser

A fonte de alta tensao utilizada neste equipamento é model¢LIF). Para este tipo de detector, a fonte é um laser (de
EH50RQ.19XM6, da Glassman High Voltage Inc. Esta fontesemicondutor emitindo em 635 nm) que € levado a fotomulti-
tem dupla polaridade e opera de 0 a 50 kV, o limite de correnplicadora por uma fibra Optica.
te alcancado pela fonte chega a 16%Q A injecao de amostra, na eletroforese capilar, pode ser feita

Os capilares utilizados sdo de silica fundida da Polymicrade trés formas: hidrodindmica, por pressao negativa ou positi-
Technologies Inc. e sao revestidos externamente por uma camada, sifonagem e eletrocinética. A injecao hidrodinamica é feita
de poliimida, o que Ihes conferem resisténcia mecanica. O capilaplicando-se pressdo pela introducdo de um gas inerte no re-
possui as seguintes dimensdesubde diametro interno, e 83,5 servatério contendo a amostra ou pela aplicacdo de vacuo no
cm de comprimento total sendo 40,5 cm até o detector, nesteservatério que contém a solucao tampao na outra extremida-
ponto uma janela foi aberta no capilar através da queima do rele do capilar. A injecao por sifonagem ¢é feita pelo desloca-
vestimento de poliimida, uma vez que este polimero, ndo sendmento de liquido provocado pela diferenca de altura dos reser-
transparente, ndo permite a detecgao da fluorescéncia emitida pelatérios de amostra e tampéo. A injecao eletrocinética, por sua
amostra. A Fig. 2 mostra a imagem do capilar com (a) e sem (0)ez, € feita pela aplicagdo de um potencial, geralmente entre 5
o revestimento de poliimida, a regido de queima (b) e a imagere 15 kV, por alguns segundos. Este método de injecdo é
do laser focalizado no diametro interno do capilar (d). discriminatério j& que a amostra injetada dependera da relagéo

Para este sistema, foi empregado o seguinte método paarga/massa dos solutos presentes, diferentemente do que é
lavagem e condicionamento de capilar: lavagem com uma smbservado nas injecdes hidrodindmicas, onde ocorre uma sim-
lugdo de HNQ (50%, v/v) por 3 minutos, agua por 6 minutos, ples transferéncia de volume. No equipamento ora descrito, 0
NaOH (1,0 mol.lY) por 3 minutos, novamente agua por 6 sistema de injec&o é unicamente eletrocinético.
minutos e finalmente uma lavagem com a solucéo eletrolitica A injecdo é um fator bastante critico num sistema eletrofo-
de tampdo citrato 0,100 moliLpor 20 minutos. rético, pois afeta a resolucado dos picos e, principalmente, a
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reprodutibilidade dos tempos de migragdo. No sistema impleque é constituido de um semi-condutor, para o elemento adja-
mentado se fez necessario o desenvolvimento de um dispositiveente e assim sucessivamente, até a juncdo somadora de saida.
eletrénico para regular a injecdo da amostra, atuando sobre a Os detectores CCD possuem uma propriedade que os desta-
fonte de alta tensdo, selecionando a tensdo aplicada e o tempa dos demais. Nele é possivel fazer um tipo de leitura onde
de duragéo de cada injecao. A Figura 3 ilustra o circuito eletroeada elemento detector € combinado, ou seja, é possivel somar
nico desse dispositivo e as respectivas saidas conectadas a fontaios elementos detectores numa jun¢do de saida, na prépria
de alta tens&o. O circuito possui trés comandos: 1) controladanatriz do CCD. Este processo € chamado “binning” e a grande
do tempo de injecdo, 2) controlador da tensdo de injecdo e 3)antagem de somar o sinal dentro da prépria matriz € que a
controlador da fonte. O controlador do tempo de injecdo possutarga somada estad sujeita apenas a uma Unica leitura e ao ru-
3 posicoes pré-estabelecidas, 1 s, 5 s e 10 s, que combinad@m®o a ela associado, diferentemente de uma soma digital de
entre si podem aplicar a tensao pelo tempo adequado e desejadados, onde soma-se também o ruido de leitura de cada ele-
pelo operador. O controlador da fonte também possui 3 posimento a segunda poténcia.
¢Oes: repouso, corrida, e injecdo. Na posigcdo repouso, o circuito A conseqiéncia direta do efeito de “binning” é a intensi-
ndo permite a aplicacdo de potenciais, na posigdo corrida, a forfiicagdo do sinal detectado de um analito em baixa concen-
te esta habilitada e pode-se aplicar a tensdo selecionada no sea¢ao, diminuindo o limite de deteccao (LOD). O limite de
painel frontal. Finalmente, na posicéo injecéo, o circuito aplica,deteccdo refere-se a minima massa ou concentracdo de um
através do gatilho, a tensé@o selecionada no controlador da teanalito que pode ser detectada dentro de uma relagdo sinal-
sdo, no tempo estabelecido. ruido (S/R) aceitavel. Neste trabalho o LOD foi adotado
como sendo aquele onde observa-se a detec¢do de um pico
com uma relagéo sinal/ruido igual a 2. Neste trabalho veri-
Ref s1 ficou-se uma dependéncia direta em termos préticos, do efei-
10K to de “binning” e o limite de detec¢do. Com o equipamento

Wwog implementado pode-se alcangar concentra¢gdes de analito da
H ordem de 10! mol.LY, com o aumento da capacidade de

T—Loca'«ome) “binning” do detector. Cabe salientar que, dado ao volume
A diminuto de amostra injetada, cerca de 10 nL, esta concen-
vV tracdo corresponde a aproximadamente #'1foles do
ol 1k analito em questao.
2 o_]_o O equipamento implementado apresenta boa linearidade
555 _l : numa faixa de 3 ordens de grandeza dentro da mesma condi-
/ ¢do de “binning”. Apresenta também uma boa reprodutibilida-
de em termos de tempo de migracdo (1% c.v., coeficiente de
variacao) e altura de pico (0,2% c.v.) para uma seqiéncia de

& Injecéo

1mi£

; 10 injecdes.
+—o-ip TTLEN A Figura 4 mostra um eletroferograma obtido no equipa-
Tie,am mento implementado onde verifica-se a presenca de 3 eixos,
oy numero de onda (ch), tempo de migracdo (s) e intensidade
S“i st (unidades arbitrarias de fluorescéncia ou U.A.). Neste equipa-

Repouso mento é possivel ndo apenas obter um perfil de separacéo,

Figura 3. Esquema do circuito eletronico desenvolvido para a inje- como o espectro de fluorescéncia (embora numa regido
¢éo eletrocinética. espectral estreita limitada pelo tamanho do CCD) e o espectro
Raman no caso de um analito que ndo emita fluorescéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo do desempenho do sistema implementado foi
feita considerando-se parametros como dissipacédo de calor, re-
produtibilidade de area, o efeito de “binning” do CCD sobre o
limite de detec¢do (LOD) da fluorescéncia para a ZnPcTS, bem
como o perfil comparativo com um sistema comercial.

A geracado de calor por efeito Joule, devido a passagem de
corrente elétrica pela solucdo, constitui-se numa importante
limitacao da eletroforese convencional, pois acarreta o alarga-
mento de bandas e, portanto, a perda da resolucdo. A adapta200
¢do da eletroforese para dimens8es capilares trouxe varias van-
tagens, dentre elas destacam-se a eficiente dissipa¢éo do calor, 1400
possibilitando a aplicacdo de voltagens da ordem de 30 a 50
kV, alcancado-se, conseqiientemente, campos elétricos mais
intensos. Podem ser atingidos campos elétricos da ordem de
500 V/cnt®, o que reduz o tempo de anélise e aumenta a efiFigura 4. Eletroferograma com 3 eixos obtido de uma solucéo de
ciéncia da separacéo de forma sensivel. Zr_ch:I'S (g moI,. _L‘l) no equipamento ~implt_ementado. Cpndigc”)es:

A eficiéncia na dissipacéo do calor gerado pelo efeito Jouldnie¢do eletrocinética: -5 kV / 5s; Tampdo: citrato 100 mof, pH
pode ser avaliada através de um simples experimento, que cofi:> Voltagem de corrida: -30kV, “binning”= 100.
siste na verificag@o da linearidade da lei de Ohm. No sistema
implementado, observa-se a eficiente dissipa¢do do calor até O perfil eletroforético pode ser obtido com recursos do pro-
um potencial de 25 kV, utilizando-se como sistema tamp&aograma de manipulacéo de dados do espectrometro. O procedi-
citrato 0.1 mol.L* pH 2,5. mento consiste em escolher uma linha do CCD paralela ao

Como descrito anteriormente, o detector do espectrometr@ixo do tempo, representando um Unico comprimento de onda
Raman é um CCD. Seu conceito de funcionamento baseia-sge emisséo da fluorescéncia. O resultado € um eletroferograma
na transferéncia de carga de um elemento detector da matrizpnvencional, ou seja, com 2 eixos, tempo e intensidade.

10000

INTENSIDADE

5000

TEMPG (Seg)
NUMERO DE ONDA (vl

1600
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Comparacao do sistema implementado a um sistema aumento proporcional de voltagem. A melhor resolucdo dos
comercial. picos, observada no instrumento descrito neste trabalho, pode
ser entendida se considerarmos que o diametro do feixe do
O desempenho do sistema implementado no laboratério fojaser no sistema implementado é menor do que o do aparelho
comparado ao equipamento comercial da Beckman, cujo detect@omercial. No entanto, no caso do sistema implementado, para
€ um tubo fotomultiplicador. A fotomultiplicadora € um elemen- a radiacéo laser em 632,8 nm e usando a objetiva de 80 x de
to detector bastante sensivel, de alto ganho, com baixo nivel dgumento, o diametro do feixe do laser no foco é de caurh,5
ruido, e de custo operacional mais baixo que o CCD; emborgdado do fabricante), enquanto que no equipamento comercial
este ultimo ainda exiba uma sensibilidade melhor, de pelo meum espelho esférico concentra a luz do laser fornecida pelo
nos 10 vezes, quando comparada ao tubo fotomultiplicador. cabo de fibra éptica no capilar. Outro fator que contribui deci-
A ZnPcTS foi utilizada como molécula alvo em nossos es-didamente para a resolugdo encontrada no caso do aparelho
tudos pois representa uma classe de compostos com importagescrito é a capacidade confocal do instrumento, ou seja, qual-
tes aplicagbes. Encontram-se o uso de ftalocianinas como c@uer sinal proveniente de emissées de luz fora da regido focal,
rantes®, eletrodos modificados para células combustie@n  szo fortemente rejeitadas pela instrumentacéo.
dispositivos eletrocrémicds como agente sensibilizador para
o tratamento fotodinamico do canterentre muitos outros. A coONCLUSAO
Fig.5 mostra os eletroferograma da ZnPcTS ffol. L ob-
tidos com o sistema implementado no laboratério (A) e no equi- A construgcdo do equipamento de eletroforese capilar é sim-
pamento comercial (B), em condi¢cGes experimentais semelharples e economicamente viavel e sua adaptacéo a outros siste-
tes de eletrdlito e campo elétrico. O eletroferograma mostranas de detecgéo disponiveis é igualmente factivel. O equipa-
varios picos que sdo tentativamente atribuidos a presenca d@sento implementado no laboratério apresenta boa resposta li-
isbmeros de posicdo do grupo sulfona no macrociclo, que ponear do detector e reprodutibilidade de sinal. Seu desempenho
dem ser encontrados num total d& $icos de menor intensi- quando comparado a um equipamento comercial mostra um
dade por sua vez podem ser atribuidos a espécies com ordefiygite de deteccéo considerado bom dentre os padres aceitos
superiores de estados de agregacdo e a espécies de menor giaUiteratura para este tipo de detecgéo por fluorescéncia.
de sulfonag&o. E claro que o custo da instrumentagéo espectroscopica usa-
da neste trabalho é muito elevado frente ao custo de um equi-
pamento comercial para eletroforese capilar. No entanto, um

15000 * sistema compreendendo: i) um monocromador de 20 cm de
distancia focal com rede de difragdo de 160 linhas/mm (reso-
lucdo de ca. 2 nm numa faixa espectral de 350 a 1000 nm); ii)
S um detector CCD, interface controladora do detector, computa-
W dor e software; iii) laser de He/Ne de 5 mW; iv) lentes, filtros
[:4

opticos para cortar a luz do laser (notch filters) e interferéncias
7500 - espectrais de ordem superior (filtros de canto) e v) fonte de
alta tensao, capilar e outros pequenos acessorios, pode custar
nos dias de hoje ndo mais que US$ 25.000,00. Além do custo
reduzido (ca. de 1/4 do custo do instrumento comercial, este
sistema seria ainda mais versétil, pois poderia ser facilmente
adaptado para outros tipos de experimentos espectroscopicos,
como fotoluminescéncia (de estado sélido) induzida por laser,
1.0 (B) ou, com uso de uma lampada de tungsténio, ser usado para
fazer espectroscopia de absorcdo e reflectancia no visivel e
infravermelho proximé*3® (vide refs.[15 e 36], onde um siste-
ma optico semelhante ao descrito acima foi montado para fazer
espectroscopia de reflectancia no visivel).

Além disso, este trabalho mostra que arranjos experimentais
utilizados em espectroscopia Raman laser, ja existentes, po-
dem ser adaptados para serem utilizados como sistema de
deteccgdo de fluorescéncia induzida por laser.
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