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Introducao

Em sistemas biotecnoldgicos é usual a necessida-
de de separacdes preparativas. Nesses casos, a
eletroforese capilar (EC) e a em gel apresentam
desvantagens. Na primeira devido ao pequeno volume
envolvido e na segunda, pela dificuldade de recuperar
0 composto de interesse do gel, além de ambas
serem descontinuas. A Free Flow Electrophoresis
(FFE) é uma técnica adequada para esse modo, pois
€ continua e ndo utiliza gel. Foi proposta inicialmente
em 1958 por Barrollier at al.[1], mas seu uso tem sido
maior desde 1990 e tem sido aplicada para
isolamento, pré-concentragdo  de  farmacos,
peptideos, proteinas, organelas e células e até
mesmo metais de transicdo [2].

A técnica se baseia na aplicagdo do campo elétrico
transversal a um fluxo hidrodindmico do eletrdlito e da
amostra, contido entre duas placas de vidro
separadas por alguns milimetros (0,56 mm), sendo
gue sua largura pode variar entre 10 e 200 mm e seu
comprimento entre 50 e 500 mm. A amostra é
injetada na cdmara em um ponto e na saida s&o
coletadas entre 6 e 96 fragbes. A separacdo ocorre,
portanto, de acordo com um vetor resultante da
velocidade de migracdo elétrica e da velocidade
hidrodindmica na cdmara. Os obstaculos na sua
utilizacdo séo problemas associados com as distor-
¢Oes da amostra devido ao fluxo eletrosmotico (EOF),
hidrodindmico e convecgdo térmica[3]. Além dos
problemas citados, o desempenho da FFE pode ser
afetado pela penetragcdo dos produtos de eletrélise do
compartimento dos eletrodos na cémara da
separagéo.

Este trabalho tem como objetivo caracterizar uma
camara FFE homemade dimensionada com 180 mm
de largura, 292 mm de comprimento e 3 mm de
espessura, sendo 73 capilares para a coleta das
fragBes. O fluxo do eletrdlito na cAmara de separacao
e nas camaras dos eletrodos foi mantido por
gravidade, em um sistema de altura constante do
liquido. A tenséo elétrica foi mantida com auxilio de
uma fonte EC500 (Apparatus Corp.) O teor de
analitos nas saidas foram avaliados por UV-Vis
(Agilent 8453A) ou por Eletroforese Capilar
(Beckman-Coulter PACE/MDQ). Um sistema de
resfriamento adjacente & placa de vidro inferior, com

bombeamento de agua resfriada foi utilizado.
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Resultados e Discusséao

Foi avaliada a distribuicdo de eletrdlito nas
diferentes saidas medindo-se a vazao em diferentes
alturas manométricas (AH). Observou-se uma
distribuicdo normal entre as vazdes em cada tubo
(desvio-padrdo de 0,02 mL min' para 0,29 mL
min “.tubo’e 15 mm de altura).

Para reduzir a vazdo total minima e aumentar o
tempo de residéncia foi estudada a influéncia da
concentracdo de SDS no eletrélito. A AH minima
obtida foi de 7 mm (0,14 mL.min *tubos™).

Para avaliar a entrada dos produtos das eletrélises
na caAmara de separacado, foram estudados os fluxos
nos compartimentos dos eletrodos e a concentragéo
de tampdo no eletrélito para minimizar este efeito.
Para tanto foram avaliados os valores de pH e a
condutividade nos tubos nas saidas em cada
situagcdo experimental. O aumento da vaz&o nesses
compartimentos para valores maiores que 50 mL.min
! reduziu drasticamente esse efeito e um parametro
de area de separacao util foi definido.

O EOF nas condicdes de trabalho foi determinado
(10,6 mm do ponto de injecdo - 5 tubos). A largura da
banda observada foi de 10 tubos.

Foram determinadas razfes entre as mobilidades
eletroforéticas aparentes obtidas na FFE e por
eletroforese capilar (grau de similaridade) para
espécies com diferentes tamanhos e cargas, tais
como verde de malaguita e metilorange (~36%) e para
triptofano e fenilalanina cerca (~50%). O grau de
similiaridade  permite  avaliar a componente
hidrodindmica no sistema.

As condi¢des 6timas observadas para a operagéo
da camara foram de: vazdo de 0,27 mL min ‘tubo !
para o eletrélito, 80 mL min* para os eletrélitos no
compartimento dos eletrodos.

Conclusdes

Os promissores resultados obtidos demonstram o
potencial da cAmara desenvolvida na separacdo de
espécies de interesse analitico e biotecnoldgico.
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