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RESUMO

Os microssistemas eletroforéticos (MSE) sdo ferramentas poderosas para a
separacdo de espécies em microssistemas de analises, onde pode ser facilmente
combinada com deteccao eletroquimica (DEQ) e tornando-se, portanto, um método
de deteccdo ideal. No entanto, a influéncia da alta tensdo no eletrodo de trabalho
utilizada para a separagdo é um problema a ser contornado devido o aumento da
relacdo sinal/ruido e possiveis danificacbes do eletrodo e/ou do potenciostato.
Assim, foi proposto nesta tese um MSE hibrido de PDMS/vidro com configuragdo de
duplo-canal acoplado a um potenciostato eletricamente isolado com objetivo de
minimizar a influéncia do elevado potencial no canal de separacdo e melhorar a
eficiéncia de separacédo das espécies e, subsequentemente, melhorar os limites de
deteccdo. O MSE contém dois canais paralelos separados 200 pum, sendo um canal
de separacdo e outro de referéncia, e cada um deles contendo um eletrodo de
platina de 15 ou 50 pm colocados cerca de 1 a 4 um dentro do canal. Um eletrodo
serviu como eletrodo de trabalho, posicionado no canal de separagcdo, e 0 outro
eletrodo como eletrodo de referéncia, posicionado no canal de referéncia. Essa
configuracdo associado ao potenciostato eletricamente isolado permitiu que o0s
sinais amperométricos fossem medidos sem qualquer mudanca de potencial ou de
interferéncia oriunda da alta tensdo de separacao aplicada. Objetivando avaliar a
eficiéncia da metodologia proposta nessa tese, amostras de nitrito e peroxinitrito
(espécies reativas de nitrogénio — ERN), tirosina, peréxido de hidrogénio (espécie
reativa de oxigénio — ERO), &cido ascorbico, glutationa e cisteina foram injetadas no
canal contendo o eletrodo de trabalho, enquanto que simultaneamente o tampéo de
acido bodrico contendo TTAB pH 11 foi injetado no canal de referéncia contendo o
eletrodo de referéncia. A partir desta configuracdo, obteve-se uma significativa
diminuicdo no nivel de ruido (cerca de 0,94 pA) e uma relativa melhora na resolucdo
ratificadas pelos eletroferogramas, se comparado com a configuracdo que utiliza
canal unico. Os limites de detec¢do (LOD) para as espécies quimicas supracitados
foram de 0,58 uM, 0,14 uM, 0,75 uM, 0,21 uM, 0,82 uM, néo foi obtida para a
cisteina, e 1,63 uM, respectivamente. A eficiéncia também pode ser vista através
das analises de nitrito realizadas em amostras de perfusato de sangue de ovelhas e
ratos, onde foram detectados uma concentracdo de 68,05 puM e 22,04 uM,
respectivamente, através da metodologia proposta. Foi proposto também nessa
tese, a microfabricacdo e avaliacdo de um microssistema eletroforético de PMMA
com configuracéo de canal Unico acoplado a uma base feita do mesmo material para
fixar o microchip, com deteccao eletroquimica usando eletrodo de pasta de carbono.
O objetivo da construcdo da base foi obter, através da fixacdo, reprodutibilidade de
eventos. E a microfabricagdo do MSE de PMMA obijetivou a viabilidade do seu uso
em analises tendo como perspectiva o baixo custo por unidade confeccionada
devido ao uso de laser de CO, para a microfabricagdo, o qual possui um valor
agregado consideravelmente menor, se comparado com 0S processos
fotolitograficos. A avaliacdo desse sistema foi feita através das andlises de padrdes
de serotonina e acetaminofeno, onde comprovou-se que a microfabricacdo desse
sistema apresentou boa reprodutibilidade e repetitividade de eventos, tornando-se
viavel o seu processamento.

Palavras-Chave: Eletroforese em microchip. Deteccdo eletroquimica. ERO. ER
Hibrido PDMS/vidro. PMMA.



ABSTRACT

Electrophoretic microsystems (EM) are powerful tools for the separation of species of
microsystems analyzes which can easily be combined with electrochemical detection
(ECD) and therefore making it ideal for a method of detection. However, the influence
of high voltage at the working electrode used for the separation is a problem to be
overcome due to the increased signal/noise ratio and possible damage of the
electrode and/or the potentiostat. Thus, it was proposed in this thesis one EM hybrid
PDMS / glass configuration with dual-channel potentiostat coupled to an electrically
isolated in order to minimize the influence of high potential in the separation channel
and improve the separation efficiency of the species and subsequently, improve
detection limits. The EM contains two separate parallel channels 200 microns and a
channel separation and another reference, and each containing a platinum electrode
15 or 50 ym placed about 1 to 4 pm in the channel. An electrode served as the
working electrode, positioned in the separation channel, and another electrode as
reference electrode, placed in the reference channel. This configuration associated
with the electrically isolated potentiostat allowed the amperometric signals were
measured without any change or potential interference arising from the high voltage
applied separation. Aiming to evaluate the effectiveness of the methodology
proposed in this thesis, samples nitrite, tyrosine and peroxynitrite (reactive nitrogen
species — RNS), hydrogen peroxide (reactive oxygen species — ROS), ascorbic acid,
glutathione and cysteine were injected into the channel containing the working
electrode, while simultaneously boric acid buffer pH 11 containing TTAB was injected
into the reference channel containing the reference electrode. From this
configuration, we obtained a significant reduction in noise level (about 0.94 pA) and a
relative improvement in the resolution ratified by electropherograms, compared with
using single channel configuration. The limits of detection (LOD) for the chemical
species mentioned above were 0.58 UM, 0.14 UM,
0.75 uM, 0.21 puM, 0.82 uM, was not obtained for cysteine and 1.63 uM, respectively.
The efficiency can also be seen by analyzing nitrite performed on samples of
perfusate blood of sheeps and rats, where have been detected a concentration of
68.05 uM and 22.04 uM, respectively, by the proposed method. It was also proposed
in this thesis, microfabrication and evaluation of a PMMA electrophoretic
microsystem with single channel configuration coupled to a base made of the same
material to fix the microchip with electrochemical detection using a carbon paste
electrode. The purpose of the construction of the base was to obtain, by fixing,
reproducibility of events. And the microfabrication of PMMA EM aimed the viability of
its use in analysis perspective as having the lowest cost per unit made due to the use
of CO; laser for microfabrication, which has a value considerably lower, compared
with photolithographic processes. The evaluation of this system was performed
through the analysis standards of serotonin and acetaminophen, which proved that
the microfabrication of this system showed good reproducibility and repeatability of
events, making it viable processing.

Keywords: Microchip Electrophoresis. Electrochemical Detection. ROS. RNS. Hybrid
PDMS/glass. PMMA.
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1 INTRODUCAO

Uma das grandes necessidades, se ndo a principal, nos dias atuais e nas
diversas areas, sendo mais pontual em exatas e da terra, é a identificacdo e a

quantificacdo de compasitos em quantidades cada vez menores.

Se tomarmos como exemplo a identificacdo e quantificacdo de substancias
que estdo intrinsicamente ligadas a formacdo e evolugdo do cancer, como
peroxinitrito (BRAJTER-TOTH; CHAMBERS, 2002; GUNASEKARA, et al., 2011), ou
se diagnosticado em quantidades infimas e/ou no inicio da formacdo implicard em
tratamentos mais eficazes e menos invasivos; ou se conseguirmos identificar e
quantificar metais potencialmente toxicos (BERGAMINI et al., 2006) ou toxinas no
monitoramento de industrias, nos diversos ramos, teremos como evitar desastres

ambientais, ou se no inicio, fazer corre¢cdes mais rapidas e eficazes.

Assim, a Quimica, sobre tudo a Analitica, vem incessantemente
desenvolvendo métodos e técnicas as quais venham contribuir para identificar e
quantificar quantidades, cada vez mais infimas, de analitos nos mais diversos tipos
de matrizes. E para isso dispbe-se de varias técnicas, tais como: Espectrometria de
Absorcdo Atdmica, Espectrometria de Fluorescéncia Atdmica, Espectrometria de
Emissdo Atdmica, Espectrometria de Massa Atbmica, Espectrometria Atdmica de
Raio X, Espectrometria de Absorcdo Molecular no UV-Vis, Espectrometria de
Luminescéncia Molecular, Espectrometria de Infravermelho, Espectroscopia Raman,
Espectroscopia de Ressonéncia Magnética Nuclear, Espectrometria de Massas,
Microscopia, Cromatografia Gasosa e Liquida, Eletroforese Capilar e finalizando
com as técnicas Eletroanaliticas (SKOOG, 1981; CHRISTIAN, 1986; SKOOG et al.,
1998; BARD; FAULKNER, 2001; BRETT, C.; BRETT, A., 2001; BOCKRIS, 2002;
ALEIXO, 2003; LANDERS, 2006; PAVIA et al., 2010; COLLINS et al., 2011).

Em relagdo as técnicas supracitadas, as eletroanaliticas, sobretudo aquelas
em que a varredura de potenciais gera sinais analiticos na forma de correntes
elétrica, tém protagonizado nas diversas aplicacdes e areas em determinacdes de
espécies quimicas (CRESPILHO; REZENDE, 2004). As técnicas eletroanaliticas se
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destacam, consideravelmente, por apresentar relevante robustez no que se refere a

sensibilidade e reprodutibilidade de sinais.

Dentre as técnicas eletroanaliticas podemos citar a voltametria de
redissolucdo anddica e catddica, voltametria de pulso diferencial e de onda
quadrada, onde essa Ultima tem significativa importancia por caracterizar espécies
eletroativas com grande versatilidade (BARD; FAULKNER, 2001; BRETT, C,;
BRETT, A., 2001; BOCKRIS, 2002).

Os problemas encontrados na realizagdo das detecgcdes, como a
eletroquimica, sdo as propriedades especificas de cada matriz, se existem
interferentes e em caso positivo se existem agentes mascarantes eficazes, se a
amostra precisa de derivatizacao, se a espécie possui tempo de meia-vida favoravel
a metodologia e deteccdo propostas, como por exemplo detectar as espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio, se o0s analitos a serem determinados tem
comportamento fisico-quimico semelhantes em relacdo a deteccdo, em como
introduzir as amostras na zona de detec¢do. Assim, fica perceptivel que néo é téo
simples a escolha ou o desenvolvimento de metodologias analiticas, principalmente
para determinacfes de espécies que possuem elevado indice de interferéncias e

curto tempo de meia-vida.

As andlises de maior sucesso em laboratérios de pesquisa ou de rotina
envolvem sistemas que proporcionam em uma Unica etapa a amostragem, o0
tratamento de amostras, a separacdo dos analitos, se necessario, e a analise da
espécie de interesse, e projetado para contornar as possiveis complexidades da
amostra e a sua matriz correlata. No entanto, em geral, estes métodos requerem
frequentemente um intenso e longo tempo de trabalho. E para superar esta barreira
Sao necessarios processos de analises automatizados, aumentar a sua rapidez de
amostragem, melhorar a precisdo, sensibilidade e reprodutibilidade. Quanto aos
meétodos de separacéo, entre o final da década de 70 e no inicio de 80, foi sugerido
a eletroforese capilar de zona de alta eficiéncia como uma técnica de separacéo de
solutos ionizados (HARRISON et al., 1992).

Eletroforese capilar (EC) € uma técnica de separacao altamente poderosa e

eficiente. Isto faz com que se torne o principal método de separacdo escolhido para
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ser utilizado em sistemas de analise baseados em microchip, devido a facilidade de
injecdo e de separacdo através da aplicagcdo de alta-voltagem em sistemas de
microcanais sem complicacdes nas etapas analiticas (LACHER et al., 2004; CHEN;
HAHN, 2007).

Pesquisas mostram que o primeiro sistema que interfaceou a deteccao
eletroquimica com eletroforese capilar de zona foi proposto em 1987 por Wallingfor e
Ewing (WALLINGFORD; EWING, 1987), e para a primeira miniaturizacao
propuseram um dispositivo, o qual foi um sistema baseado nos principios da

cromatografia gasosa, em 1979 (TERRY et al., 1979).

A atual tendéncia €, além da miniaturizacdo dos sistemas de EC
convencionais e da diminuicdo do caminho de separacao, a integracdo da deteccgao
amperométrica (FISCHER et al., 2005; GHANIM; ABDULLAH, 2011). A grande
vantagem dos detectores amperométricos integrados aos microssistemas
eletroforéticos (MSE) esta no fato de as mesmas técnicas litograficas poderem ser

usadas para a fabricacdo dos microchips, assim como a producao dos eletrodos.

Dentre as técnicas usadas para deteccao eletroquimica integradas aos MSE
€ a amperométrica a mais largamente utilizada por possuir a vantagem de alta
sensitividade quando comparado a condutometria e potenciometria (HARRISON et
al., 1993; VAZQUEZ et al., 2010).

Um foco bastante discutido inerente ao emprego da deteccao eletroquimica
integrado a MSE ¢€ a influéncia do potencial no canal de separacdo (LACHER et al.,
2004). Assim, objetivando superar essa dificuldade tém sido publicadas véarias
pesquisas metodoldgicas de como isolar o detector amperométrico das
interferéncias causadas pela alta-voltagem no canal de separacao, tais como, as
configuracbes de alinhamento de eletrodos: final-do-canal (do inglés end-channel),
no-canal (do inglés in-channel) e fora-do-canal (do inglés off-channel) (FISCHER et
al., 2009; GUNASEKARA. et al., 2011).

Dessas configuragcbes o mais largamente usado é o final-do-canal, o qual o
eletrodo de trabalho é posicionado dezenas de microns da saida do canal de
separacao. A configuracdo de eletrodos de trabalho no final-do-canal com detecc¢éo
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amperomeétrica proporciona uma montagem muito facil e um conveniente método
para eliminar problemas associados com deteccdo da queda de alta-voltagem
através do canal (HUANG et al., 1991; COLTRO et al., 2004; HULVEY et al., 2010),
em adicdo a permissao suficiente do desacoplamento da voltagem de separacédo do
eletrodo de trabalho e do detector (LACHER et al., 2004).

7z

A importancia marcante inerente ao microchip € o design, pois isso esta
diretamente relacionado com as etapas analiticas que se pretendem trabalhar ou
serem integrados. E o design e a funcdo que definem a sequéncia de acdes que
ocorrem no dispositivo, em que o "T" de injecdo e do microcanal de separagcdo € o
mais comum dos designs apresentados em pesquisas publicadas. No entanto, se for
necessario realizar algumas reacdes antes ou ap0s a coluna analitica, como por
exemplo, derivatizacdo ou reacdes bioanaliticas (POZO-AYUSO et al., 2008; MARK
et al., 2012), faz-se necesséario a utilizacdo de esquemas restritos, tais como
adicionar reservatérios para realizacdo de reacfes enzimaticas em poOs colunas
(POZO-AYUSO et al., 2008), mdultiplos canais para otimizar a performance de
analises genéticas, imunoensaios e separacdo de interesse (POZO-AYUSO et al.,
2008; GHANIM; ABDULLAH, 2011; MARK et al. 2012).

Um estudo interessante foi feito tendo em vista a fabricacdo e avaliagdo entre
configuragdes de canais Unico e duplo (POZO-AYUSO et al., 2008; CASTANO-
ALVAREZ et al., 2009), o qual comprovou que uma configuracdo com duplo-canal e
duplo-eletrodo de ouro posicionados um em cada canal tem sensibilidade,

reprodutibilidade e separacfes simultaneas satisfatorias e promissoras.

Nesta tese, foi proposto a microfabricacdo e avaliacdo de dois sistemas
microfluidicos. Um deles feito de PMMA com canal simples e uma base para fixar o
microchip feitos do mesmo material objetivando diminuir o custo do
microprocessamento usando laser de CO,. E pode-se observar que a
microfabricacdo desse sistema apresentou boa reprodutibilidade e repetitividade de

eventos e de facil confeccéo.

No outro sistema foi feito um microchip hibrido de PDMS/vidro com duplo-
canal em paralelo, sendo um deles usado para a separagcdo e 0 outro como

referéncia, integrado com um sistema de deteccdo eletroquimica, usando um
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potenciostato eletricamente isolado, com dois eletrodos de platina, um em cada
canal, sendo aplicado um potencial no eletrodo de trabalho posicionado no canal de

separacao e o outro eletrodo foi usado como pseudo-referéncia.

O sistema foi usado para avaliar a minimizagdo da interferéncia da alta-
voltagem durante a separacdo quando integrados o MSE com um potenciostato
eletricamente isolado, assim como o efeito da relacdo sinal/ruido através do
alinhamento dos eletrodos nos canais. Isto permitiu o desenvolvimento de uma
ferramenta muito eficiente para a separacao e determinacao de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio. E para avaliar sensibilidade, sensitividade, robustez,
reprodutibilidade e repetitividade os resultados adquiridos com a metodologia

proposta foram comparados com outras metodologias ja publicadas na literatura.

A técnica escolhida para a etapa experimental deste trabalho foi um
microssistemas com aplicacdes eletroforéticas integrado a deteccdo eletroquimica
(MSE-DEQ), por apresentar diversas vantagens, tais como: simplicidade de
instrumentacéo; custo relativamente baixo; economia no consumo de amostras e
reagentes (~ 100 uL por amostragem); analises rapidas (~ 1 min por amostragem) e
praticas devido a injecdo das amostras automatizadas por programas de
computador ja pré-estabelecidos; possibilidade de tratamento de amostras em linha;
dispersdo controlada da amostra injetada; possibilitar separacdo de espécies;
técnica de elevada versatilidade; alta reprodutibilidade de eventos; elevada
repetitividade de sinal; excelente sensibilidade (podendo chegar a ~ fM, dependendo
das espécies, do potenciostato e da metodologia aplicada) e precisdo; deteccdo de

especies instaveis, como por exemplo peroxinitrito.

Todas essas vantagens fazem com que esta técnica se torne bastante
atraente com crescimento exponencial, tendo registros em revistas e jornais da area
sobretudo no ambito internacional, como Analytical Chemistry e Lab-on-Chip, uma
grande quantidade e diversidade de artigos escritos sobre analise baseados em
microfabricacdo associado a eletroforese integrado a detectores eletroquimicos
principalmente nas areas de poluicdo, meio ambiente, na agricultura e sobretudo
bioanalises, fazendo com que haja uma maior utilizacdo nos Centros de Pesquisas e

nas Universidades.
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Para alcangcar os propoésitos desta tese foram otimizados os parametros
experimentais, levando em consideracdo a separacdo eletroforética das espécies
através da aplicacdo de alta-voltagem e quantificacdo das mesma usando deteccao
eletroquimica. Em seguida, foram definidos os parametros analiticos do
procedimento proposto, e sua eficacia foi avaliada através dos resultados obtidos
nas analises das amostras de perfusato de sangue de ovelhas e ratos.



2.1

2.2

24

OBJETIVOS

Geral

Construir e aplicar um microssistemas eletroforético de PMMA com detecgéo

amperometrica.

Desenvolver e avaliar um microssistema eletroforético hibrido de PDMS/vidro

com uma configuragdo de duplo-canal em paralelo e duplo-eletrodo com

distancia fixa entre eles e posicionado um em cada canal, para a separacao,

identificacdo e monitoramento de espécies reativas de oxigénio (ERO) e
nitrogénio (RNS).

Especificos

v

v

Fazer o design do microssistema eletroforético de PMMA, para a
realizacdo da etapa de microfabricacéo.

Fabricar o microssistema eletroforético com 0s microcanais e o0 suporte
usando uma maquina de gravacao a laser de CO, em colaboracdo com o
Grupo de Eletroforese e Microdispositivos (GEM) da Universidade de
Campinas, Unicamp; e as mascaras de PDMS e de vidro, assim como,
dos eletrodos de pasta de carbono e de platina.

Construir e integrar os microchips hibrido PDMS/vidro e de PMMA com
detector amperométrico.

Fazer a otimizacdo da selagem do chip com dibutil ftalato, observando

obstrucdo dos microcanais.

Otimizar os parametros das condi¢cdes experimentais do procedimento
proposto (usando microssistema eletroforético hibrido PDMS/vidro com
deteccdo eletroquimica) para obtencdo de respostas eletroquimicas
satisfatorias, tais como, concentracdo dos reagentes, a configuracdo do
posicionamento dos eletrodos nos canais para avaliar o sinal analitico
ausente de interferéncias e a relacéo sinal/ruido, o potencial no eletrodo
de trabalho, a potencial de separacao para procedimento eletroforético, a

performance da resolucdo das espécies analisadas.
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Definir os parametros analiticos do procedimento desenvolvido (relacéo
sinal/ruido, limite de deteccéo, limite de quantificacdo, linearidade, faixa de
trabalho, frequéncia de amostragem) a partir das curvas de referéncia.
Testar e aplicar a eficiéncia do microchip de PMMA com suporte integrado
determinando paracetamol e serotonina.

Comparar os resultados adquiridos com a metodologia proposta com
outras metodologias publicadas na literatura.

Empregar o sistema proposto (PDMS/vidro com deteccéo eletroquimica)

em amostras de perfusato de sangue de ovelhas e ratos.
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3 MICROSSISTEMAS DE ANALISES QUIMICAS ASSOCIADOS A METODOS
ELETROANALITICOS

A tendéncia mundial a miniaturizacdo ndo € uma busca nova ou recente, na
verdade o crescimento e consolidagdo vem sendo almejada a séculos pela
comunidade cientifica. Em diversas ramificagbes da ciéncia € comum, e alguns
casos indispensaveis, o uso de microdispositivos ou dispositivos miniaturizados. Na
quimica, em destaque a analitica, ndo seria diferente das outras areas do
conhecimento que estd enveredando, também, no mundo das miniaturizagbes
(COLTRO, 2007).

O trabalho pioneiro de Manz e Herrison (MANZ, 1992; HARRISON, 1992)
com chips microfluidicos s&o de consideravel interesse devido alto grau de
integracao, portabilidade, consumo minimo de reagentes, alta performance e rapidez
e que seu desenvolvimento seriam promissores para analises bioquimicas e
farmacéuticas, diagndésticos clinico, monitoramento ambiental, investigacdes
forenses, dentre outras (DUAN, 2010).

Desde a sua introducdo em 1992 por Manz e colaboradores, (MANZ, 1992;
HARRISON, 1992) microssistemas eletroforéticas (MSE) tem atraido a atencdo da
comunidade para as suas separacoes rapidas e de alta resolucdo, a integracdo de
varias etapas de andlise, baixo consumo de amostra e reagentes, processamento
paralelo, entre outras funcionalidade interessante (WEST 2008; ARORA, 2010).
Embora o ambiente de separacdo pode ser sensivelmente reduzido pelo uso de
microcanais, a integracao de sistemas de deteccdo ndo é tao simples. Desta forma,
a deteccao eletroquimica (DEQ), e, em particular, amperométrica e voltamétrica,
atende aos requisitos de reducao de ambientes celulares de deteccdo e integracéo
com os protocolos de microfabricagdo. Ha varios exemplos de aplicagbes EM-DEQ
sucedidas, que podem ser verificadas em comentarios ja publicados (WEST, 2008;
GHANIM; ABDULLAH, 2011).
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3.1 Miniaturizacao de dispositivos

Desde Richard Feynman, em 1959, a humanidade testemunhou o
desenvolvimento de tecnologia mais rapida de sua historia: a miniaturizacdo de
dispositivos eletrénicos. Microeletronica foi a mais importante tecnologia
desenvolvida do século passado. Com circuitos integrados e progresso no
processamento de informagdes a microeletronica tem mudado a nossa forma de
trabalhar, descobrir e inventar (NGUYEN; WERELEY, 2006).

A busca pela miniaturizacédo de dispositivos eletrbnicos a partir da década de
60, foi devido as necessidades de inovacdes de forma revoluciondria na eletrénica e
na informatica e do progresso da tecnologia moderna. Essa revolucédo inovadora
tornou-se notdria quando observamos a miniaturizacdo de radios, televisores,

gravadores, telefones, disco rigido e microcomputadores (COLTRO, 2007).

A quimica analitica se preocupou com a miniaturizacdo na tentativa de
melhorar e otimizar seus sistemas para, consequentemente, aumentar o
desempenho analitico. Com tudo, as exigéncias de andlise foram exigindo novas
escalas, saindo da perspectiva do macro para o micro, oferecendo como contra
partida vantagens como reducéo de volume de reagentes e amostra, passando para
nanolitros e até mesmo picolitros, baixo custo de fabricacéo e reducao de frequéncia
analitica (LIVAK-DAHL; SINN; BURNS, 2011).

Em 1979, tivemos a primeira miniaturizacdo na instrumentacao analitica, que
foi de um sistema cromatografico em fase gasosa. Esse trabalho foi feito por
Stephen C. Terry e colaboradores (TERRY et al., 1979), com apoio do Instituto
Nacional para Seguranca Profissional e Saude e pela NASA e Laboratorios

Eletronicos de Stanford da Universidade de Stanford, Stanford-Califérnia.

Esse trabalhou relatou a miniaturizagdo de um sistema de analises a gas
baseado nos principios da cromatografia gasosa. A maioria dos componentes foi
fabricada em silicio usando fotolitografia e técnicas de cauterizagcdo quimica, que
permitiu reducdes de tamanhos de quase trés ordens de magnitude, se comparado
com as instrumentacfes convencionais de laboratérios. O microcromatografo foi

construido em lamina circular de silicio com raio de 2,5 cm; onde, foi construida uma
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vélvula de injecdo e uma coluna de separacdo de 1,5 m de comprimento no
substrato (TERRY et al., 1979).

Eles realizaram a deteccao utilizando um detector de condutividade térmica,
que foi construido em outro substrato, e posteriormente prensado mecanicamente
integrando-o ao substrato que continha a coluna de separacdo. Isso promoveu
grandes repercussdes e impactos, principalmente por realizar separacdes com
relativa rapidez, porém, nao foi aceito imediatamente pela comunidade cientifica,
consequéncia da falta de habilidade e experiéncia tecnoldégica em métodos de
separacdo. Com isso, houve limitagdo no desenvolvimento de pesquisas
relacionadas a miniaturizacéo, sendo direcionado ao desenvolvimento de sensores,
microbombas e microvalvulas, mais precisamente na década de 80 (COLTRO et al.,
2007).

A década de 90 foi marcada pela retomada do desenvolvimento de pesquisas
relacionadas com microssistemas de analises por Manz e colaboradores (COLTRO
et al., 2007), retomada esta que se deve a apresentacdo de um microssistema
cromatografico em fase liquida fabricado em substrato de silicio de dimensoes,
fantasticas, de 5 x 5 cm, contendo uma coluna tubular aberta de 6 ym x 2 ym x 15
cm, a qual tinha uma eficiéncia de separacao tedrica de 8000 e 25000 pratos em 1 e
5 minutos, respectivamente. O volume total da coluna era de 1,5 nanolitros, com um
detector condutrimétrico com volume de cela de 1,2 picolitros, e conexfes externas
para uma bomba de cromatografia liquida e valvulas para aplicacdo de pressao
(MANZ et al., 1990).

Paralelamente a apresentacdo desse microdisposito foi proposto, também por
Manz e colaboradores, o conceito de microssistemas para andlises totais,
representado pela sigla uTAS. O desenvolvimento do uTAS foi de grande relevancia,
pelo fato de permitir integrar varias etapas analiticas, tais como, introducdo da
amostra, pré-tratamento da amostra, reacdes quimicas, separacdo analitica e
deteccdo em um Uunico sistema, e, devido a essa configuracdo os PTAS foram
denominados “lab-on-chip” (COLTRO et al., 2007).
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A area de sistemas de micro andlises total (lab-on-chip), miniaturizacdo ou
sistemas microfluidica de analises, € um campo que estd rapidamente se

desenvolvendo, devido sua larga aplicacdo nas ciéncias naturais e da vida.

Sistemas microfluidicos, fabricados através da utilizacdo de biomateriais, tem
recebido uma enorme atencdo nos ultimos anos (DITTRICH et al., 2006). Pode-se
citar como exemplo a fabricacdo de todo um sistema com um hidrogel versatil
(CABODI et al., 2005), a producédo de canais de gelatina reticulada com a enzima
transflutaminase que ocorre naturalmente adequados para a cultura de células
aderentes e analise (PAGUIRIGAN; BEEBE, 2006), o protétipo desenvolvimento de
um dispositivo 3D feito inteiramente a partir de um termoplastico biodegradavel
(KING et al, 2004), a fabricacdo de hidrogéis de gradiente utilizando um processo de

fotopolimerizacdo e microfluidicos (BURDICK et al., 2004), dentre outras inovacdes.

Os WTAS podem ser fabricados através de tecnologia alternativa e com
diferentes tipos de substrato planares, tecnologia esta que usa uma fonte energética
para fazer a transferéncia de imagem dos microcanais para o substrato. Essa
transferéncia € feita em um material denominado como fotorresiste, que é um
polimero sensivel a radiacédo. A radiacdo provoca uma interacdo entre o substrato e
o feixe incidente, devido absorcao de luz ou espalhamento inelastico das particulas
que afetam a estrutura quimica do fotorresiste alterando a solubilidade do substrato,
e com isso permite a revelagdo da imagem fotogravada (LANDERS, 2006; COLTRO
et al., 2007). Essa tecnologia convencional € a mais utilizada e recebe a
denominacéo de fotolitografia, que consiste em transferir estruturas micrométricas,
da ordem de 10 a 100 pym, para um substrato sélido, geralmente silicio, com o auxilio

de radiacdo UV ou raios-X (NGUYEN; WERELEY, 2006).

A maioria dos chips microfluidicos reportado no inicio foram fabricados
usando materiais de vidro ou silicio a partir de técnicas fotolitograficas. Porém, a
aplicagéo deles é relativamente limitada por causa do alto custo e procedimento de
fabricacdo complicada, outro fator € a limitacdo na modificagcdo geométrica dos
canais do chip. Na tentativa de sobressair dessas desvantagens, pesquisadores

passaram a desenvolver chips de materiais diferenciados dos ja citados.
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Um material que tem um custo muito menor que 0s j& supracitados € o
polimero poli(metil metacrilato) (PMMA). Encontra-se, também, na literatura
trabalhos com poli(dimetil siloxano) (PDMS), poli(carbonato) (PC), poli(éster),
poli(estireno), poli(etileno tereftalato glicol) e poliolefinas (DOLNIK et al., 2000;
Becker; Gartner, 2000).

O PMMA tem sido um dos polimeros mais comumente utilizados para
microfluidos. Ele € particularmente Util para chips microfluidicos devido as
caracteristicas das propriedades quimicos atraentes, baixo preco, excelente
transparéncia Optica, facilidade de fabricacdo, biocompatibilidade e excelentes
propriedades elétricas e mecanicas (BECKER; LOCASCIO, 2002).

O PMMA pode decompor-se em metacrilato de metilo (MMA), a uma
temperatura elevada e pode ser reutilizada, tornando-se um material ideal para a
preparacdo de "microchips verdes”, ou seja, microchips que nao agridem o
ambiente. Além disso, suas propriedades quimicas e fisicas Unicas oferecem uma
grande promessa para a fabricacdo de microdispositivos com Uteis funcionalidades
(DUAN et al., 2010).

Duan e colaboradores fizeram uma pesquisa sobre o uso de PMMA, fazendo
a confeccdo, selagem e aplicacdo. Eles optaram por esse polimero porque possui
propriedades, tais como, baixo custo, excelente transparéncia oOptica, que facilita a
observacdo do sistema, facil fabricacdo, biocompatibilidade e excelentes
propriedades mecéanica e elétrica. Um importante foco dado por eles foi a forma com
que fizeram a selagem do chip, utilizando o dibutil ftalato (DBP) a uma temperatura
de aproximadamente 90°C por 10 minutos, o que é considerado muito menor se

comparada com a selagem dos chips de vidro (DUAN et al., 2010).

3.2 Conceitos béasicos de separacdes por eletromigracdo em capilares

Os avancos tecnoldgicos nas ultimas décadas proporcionaram um grande
salto nas ciéncias, sobre tudo as que envolvem separacdes analiticas. A década de
50 foi marcada pela introducdo da cromatografia em fase gasosa; na década de 70
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foi o desenvolvimento da cromatografia liquida e na década de 80 a implementagéo
da terceira técnica de instrumentacdo de separacdo a eletroforese capilar
(TAVARES, 1997).

A eletroforese capilar foi desenvolvida pelo sueco Arne Tiselius em 1930,
através do meétodo da fronteira movel. O trabalho desenvolvido apresentou a
separacao parcial de algumas proteinas constituintes do soro sanguineo, e através
disto Ihe foi concedido o prémio Nobel em 1948. A partir desse feito, a eletroforese
ocupou um excelente destaque entre as metodologias empregadas para
biomoléculas (TAVARES, 1996; SKOOG, D. A. et al., 1998).

A eletroforese é uma técnica de separacdo baseada na migracao diferencial
de espécies ibnicos, neutras ou ionizaveis com base no seu movimento por meio de
um fluido sob a influéncia de um campo elétrico aplicado. Se dois solutos tém
mobilidades eletroforéticas diferentes, a separacdo geralmente ocorre. A separagao
€ realizada em um meio tal como uma placa de gel semi-sélido. Géis fornecem
suporte fisico e estabilidade mecénica para o sistema tampé&o fluidico. Em alguns
modos de eletroforese, o gel participa no mecanismo de separacdo, serve como
uma peneira molecular. Meios como papel ou acetato de celulose sédo suportes
alternativos. Estes meios sdo menos inerte do que géis, pois eles contém grupos
superficiais carregadas que podem interagir com a amostra ou o tampao fluidico
(TAVARES, 1996; WEINBERGER, 2000).

As técnicas que empregam eletromigracdo em capilares tém se mostrado
altamente eficientes e por isso vem crescendo e tornando populares em quimica
analitica. Elas sdo aplicadas especialmente na bioanalise, na separacdo de ions
organicos e inorganicos pequenos, farmacos, explosivos, corantes, polimeros,
proteinas e peptideos, DNA e RNA, células, particulas, dentre outros (SILVA et al.,
2007).

A eletroforese capilar teve um grande avanco e aceitacdo pela comunidade
cientifica e isso se deve a algumas vantagens, tais como, simplicidade na
instrumentacédo, eficiéncias de separacdo extremamente altas, tempo de analise
relativamente curto, pequenas quantidades de amostra, reduzida quantidade de

amostras, pelo fato do didmetro interno dos capilares serem na ordem de
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micrometros e comprimento na ordem de centimetros e consequentemente, baixo
custo de analise e por sobressair as outras técnicas de separac¢do devido a
possibilidade de varios modos de separacao efetuados em uma unica coluna capilar
e da diversidade dos compostos passiveis de analise em cada modo. Além disso,
instrumentos comerciais automatizados permitem operagao confidvel em analises de
rotina (TAVARES, 1997; WEINBERGER, 2000; SILVA, etal., 2007).

As separacOes realizadas a partir de técnicas de eletromigracdo em capilar
utilizam capilares de diametro interno bastante reduzido e empregam campos
elétricos elevados, que sdo baseados em diferentes principios de separacdo as
quais, em casos particulares, podem se sobrepor. Essas técnicas de separacao
incluem as eletroforéticas capilares e cromatograficas capilares que utilizam campo
elétrico para bombeamento dos fluidos (TAVARES, 1997; WEINBERGER, 2000).

A instrumentacao para a eletroforese capilar é suficientemente simples, onde
um capilar de silica fundida preenchido com um tamp&o, possuindo um diametro
interno entre 10 e 100 um e comprimento de 40 a 100 cm, é posicionado entre dois
reservatérios de tampdo que também contém eletrodos de platina. A amostra é
introduzida em uma das extremidades, a deteccao na outra e um potencial de 5 a 30
kV em corrente continua é aplicado entre os eletrodos (SKOOG et al., 1998;
WEINBERGER, 2000).

A amostra ¢é introduzida por injecao sob presséo, na qual uma extremidade do
capilar é inserida em um recipiente contendo a amostra e elevado por curto intervalo
de tempo acima do nivel do capilar para forcar a confluéncia da amostra para dentro
do tubo. Outra forma de conseguir esse proposito € aplicar vacuo no tubo, pela
extremidade do detector, ou através de fluxo eletrosmotico (SKOOG, et al., 1998;
WEINBERGER, 2000; COSTA, 2008; MANOEL, 2011).

Outra importante caracteristica da eletroforese capilar € a presenga do fluxo
eletrosmotico (EOF - electroosmotic flow), que € o fluxo em volume dividido pelo
campo elétrico aplicado sobre o plug total ou capilar. Quando uma alta voltagem é
aplicada por meio de um capilar de silica fundida contendo uma solucédo tampao, um
fluxo eletrosmotico é geralmente produzido, causando uma migragao do solvente em

direcdo ao catodo em um intervalo de tempo, conhecido como tempo de migragéo
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eletrosmotica (teo) que € o tempo requerido para que o liquido percorra o caminho
(comprimento) efetivo do capilar (Ler) que € comumente medido como o tempo de
“‘migracéo” de um marcador neutro, conhecido como marcador do fluxo eletrosmaético
e cuja mobilidade é assumida desprezivel com relacdo ao analito, devido a
eletrosmose que é definida como o movimento de um liquido através de uma
membrana ou capilar como consequéncia da aplicacdo de um campo elétrico, onde
a velocidade linear do fluxo dividida pelo campo elétrico aplicado é chamada de
mobilidade eletrosmoética (Ueo). O tempo de migracdo eletrosmoética ndo pode ser
confundida com o tempo de migracdo (t,) de uma espécie, o qual é o tempo
requerido para que a espeécie quimica percorra o caminho efetivo do capilar que € a

distancia entre os pontos de injecao e deteccado (SILVA, et al., 2007).

A causa do fluxo eletrosmético é a dupla camada elétrica que se desenvolve
na interface silica/solugdo onde ocorre ionizagdo dos grupos silandis (Si-OH) da
silica presente no interior dos capilares quando em contato com o eletrélito de
corrida com valor de pH maior que 3. Na superficie do capilar estdo dispostos
grupamentos dissociados (grupos silanoatos) que conferem carga negativa a
parede. Estes grupos silanoatos atraem os prétons H* provenientes da solugéo de
corrida formando uma camada interna de cations (camada fixa) proxima a parede do
capilar. Esta camada nao é suficiente para neutralizar todas as cargas negativas da
parede do capilar e entdo se forma uma segunda camada de protons (camada
movel) (SKOOG, et al., 1998; WEINBERGER, 2000; MANOEL, 2011).

Os cations na camada difusa externa a dupla camada sao atraidos para o
catodo, ou eletrodo negativo, e uma vez que estdo solvatados arrastam o solvente
com eles. A eletroosmose leva a um fluxo liquido da solugdo com um perfil radial
(plano) de sua velocidade através do tubo porque o fluxo origina-se em suas
paredes. Como apresentado na Figura 1 o perfil essencialmente radial permite que
as moléculas dentro do capilar se movimentem com velocidades muito proximas,
independentes de sua posicéo radial e, consequentemente, o fluxo eletrosmotico
permite uma maior eficiéncia na separa¢do dos picos (resolucdo) e ndo contribui
significativamente para o alargamento de banda, como o fluxo gerado por pressao o
faz em cromatografia liquida (TAVARES, 1996; TAVARES, 1997; SKOOG, et al.,
1998; WEINBERGER, 2000; SILVA, et al., 2007; MANOEL, 2011).
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Figura 1 — Perfis de fluxo para liquidos sob (A) fluxo eletrosmético (linear ou radial) e
seu respectivo sinal (pico) e (B) fluxo induzido por diferenca de presséo
(laminar) e seus respectivos sinais (picos).
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Fonte: modificado de SKOOG et al., 1998; TAVARES, 1996.

Um fator significativamente relevante é a vazao do fluxo eletrosmético. Ele se
apresenta geralmente maior que a velocidade de migragédo eletroforética (vep) dos
ions individuais tornando-se efetivamente a bomba de fase mdvel da eletroforese
capilar de zona. Mesmo que as espécies migrem de acordo com as suas cargas
positivas, negativas ou neutras, dentro do capilar, a vazdo eletrosmética é
normalmente suficiente para arrastar todas as espécies para a mesma extremidade
do capilar, de forma que todas possam ser detectadas quando elas passam por um
ponto comum (SKOOG et al., 1998).

A velocidade de migracao v, conforme Equacéo (1), de um ion em um campo
elétrico € uma grandeza diretamente proporcional ao produto da mobilidade
eletroforética (Mep) pelo campo elétrico (E) em volts por centimetro aplicado na
solucéo presente no capilar.

\% ~
V = HeE = Hef T Equacao (1)

onde, V é a voltagem aplicada e L o comprimento do tubo ente os dois eletrodos
(SKOOG et al., 1998; WEINBERGER, 2000).
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A velocidade resultante do analito (Vresuttante), CONforme Equacao (2), € a soma

das velocidades eletroforética (vep) € eletrosmotica (veo).

Vresultante = Veletrosmético + Veletroforético Equacéo (2)

Esta quantidade pode ser medida experimentalmente dividindo-se o
comprimento efetivo do capilar pelo tempo de migragao (Les / tm). Dependendo dos
sinais e magnitudes relativas destas velocidades, a velocidade resultante de um
analito pode possuir o0 mesmo sentido da velocidade eletrosmoética ou o sentido
contrario. Deve-se considerar que a velocidade resultante é a velocidade do ion
medida como o seu deslocamento em relacdo a parede do capilar dividida pelo
tempo. E o termo “velocidade aparente” também denomina a velocidade resultante
ou total do analito (SILVA et al., 2007).

Figura 2 — Velocidades na presenca de um fluxo eletrosmaético. Os comprimentos das
setas préximas aos ions indicam a grandeza de suas velocidades de
migracao (v), a seta aponta para a diregao de movimentagao. O eletrodo
negativo estaria a direita e o eletrodo positivo a esquerda dessa solucgéao.

Veletrosmético .

Veletroforético Vresultante = Veletrosmético + Veletroforético
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Fonte: modificado de SKOOG et al., 1998.



36

O campo elétrico é a forca que atua sobre a particula carregada dividida pela
sua carga elétrica. Considerando as técnicas de eletromigracdo capilar, esta forca &
tomada como a componente axial do campo, que € a diferenca de potencial aplicada
(V) nas extremidades do capilar dividida pelo comprimento total do capilar. Deve-se
considerar também o campo elétrico radial proveniente da dupla camada elétrica
formada nas proximidades da parede do capilar, a qual esta envolvida no fendmeno
da eletroosmose, e o comprimento total do capilar o qual é tipicamente maior que o
comprimento efetivo (SILVA et al., 2007).

A mobilidade eletroforética (u), conforme Equacdo (3), é diretamente
proporcional a carga do ion e inversamente proporcional a for¢a de retardamento por
friccdo sobre o ion, onde essa forca é determinada pelo tamanho e formato do ion e
pela viscosidade do meio, ou seja, € a taxa de migracdo observada, v, ou a
velocidade eletroforética, vep, dividida pela magnitude do campo elétrico aplicado, E,
em um dado meio. Essas mobilidades podem ser expressas com sinal negativo, pois
a migracao de solutos ou particulas pode ocorrer no sentido contrario aquele do
campo elétrico, o qual é tomado como referéncia, e apenas valores aparentes
podem ser determinados em um meio de suporte sélido (SKOOG et al., 1998;
WEINBERGER, 2000; SILVA et al., 2007). Logo, a mobilidade eletroforética de um

ion é dada por:

ze

Hep = N Equacéo (3)

onde, f é o coeficiente de atrito, z € o nimero de cargas elementares do ione e é a
carga elementar. O coeficiente de atrito aumenta com o tamanho do ion e com a
viscosidade do eletrdlito suporte. Para ions esféricos rigidos, de raio r, movendo- se
em um meio de viscosidade n, o coeficiente de atrito pode ser estimado utilizando-se

a Lei de Stokes:
f=6mnr Equacao (4)

Os coeficientes de atrito para particulas que possuem outros formatos, como
por exemplo o elipsoides, podem ser estimados, no entanto utiliza-se equagcdes mais
complexas (SILVA et al., 2007).
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Outro fator indiscutivelmente importante é a mobilidade eletroforética efetiva
(Hef) de uma espécie quimica. Para solugdes de eletrdlitos compostos de um acido
ou base fracos, existem pelo menos duas espécies em equilibrio, a molécula ndo
ionizada que possui mobilidade zero, e a base ou acido conjugado, cada qual com
um valor particular de mobilidade. Entdo, da mesma maneira que 0s ions simples
sao caracterizados por um dado valor mobilidade i6nica, o conceito de mobilidade
efetiva é utilizado para descrever a migracdo de eletrdlitos fracos. Ela pode ser
calculada pela definicdo classica de Tiselius, na qual qualquer substancia presente
em solucdo em diferentes formas, relacionadas entre si por um equilibrio &cido-base
rapido, migrard em um campo elétrico com um soluto Unico, possuindo uma certa
mobilidade efetiva, assim, a mobilidade efetiva é dada pela somatdria das
mobilidades eletroforéticas de cada espécie individual (u;) de todas as n espécies
relacionadas entre si por equilibrios quimicos, multiplicadas pela fracdo molar ou
funcéo de distribuicdo destas espécies (a;), a qual & dada pela raz&o entre o nimero
da carga z e o raio r do ion, conforme a Equacéo (5) (TAVARES, 1996; SILVA et al.,
2007):

Mot = TILq oy Equacdo (5)

As funcdes de distribuicAo dependem da magnitude das constantes de
dissociacao do soluto, e determinam a predominancia relativa das varias espécies
num intervalo de pH. Logo, a Equacéo (5) sugere uma dependéncia indireta entre a
mobilidade efetiva e o pH do meio (TAVARES, 1996), consequentemente, € de
suma importancia o controle do pH da solucédo ou eletrdlito utilizado nos processos
eletroforéticos para separacao de compostos com carater acido-base, pois influencia
diretamente no valor da mobilidade efetiva do ion, referente ao produto das
mobilidades eletroforéticas das espécies em equilibrio e a distribuicdo das
concentracdes relativas de cada espécie no pH considerado (TAVARES, 1997)

Assim sendo, a escolha de uma solugcdo tampao adequada tem implicagdes
diretas na otimizagdo da separagdo. Sabendo-se da suscetibilidade do fluxo
eletrosmotico a variagdes de pH faz-se necessario que o tampéo apresente alta
capacidade tamponante, baixo valor de absorbancia no comprimento de onda

selecionado para as analises com deteccao espectrofotométrica, e baixa mobilidade,
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para minimizar a geragao de calor por efeito Joule (TAVARES, 1997; COSTA, 2008;
MANOEL, 2011).

Pode-se afirmar também que a escolha do tamp&o esta concatenado a
consideracdes sobre a forma da banda, que via de regra, tampdes contendo ions
com mobilidade semelhante a do soluto previnem distor¢cdes no perfil da banda e
minimizam o seu alargamento. E outro fator de relevante importancia refere-se a
mobilidade do co-ion, que é o composto do sistema tamponante que apresenta a
mesma carga dos compostos analisados. Idealmente ele deve apresentar
mobilidade igual ou mais proxima possivel do analito, reduzindo consequentemente
o alargamento e distorcdo no perfil do pico eletroforético (TAVARES, 1997;
MANOEL, 2011).

Um problema que pode ocorrer em eletroforese capilar, quanto a detecgéo,
estd relacionado ao comportamento da mobilidade de alguma espécies idnicas
relacionados ao tipo de potencial aplicado. Supondo uma espécie ibnica com
determinada carga, a qual se opde ao sentido do fluxo eletrosmético (EOF): se a
mobilidade for menor ou igual ao EOF, o fluxo de tal espécie tera mesmo sentido
gue EOF possibilitando a deteccao, podendo no segundo caso (igual ao EOF) tornar
o tempo de deteccdo muito longo para essa espécie, tornando-se impraticaveis em
alguns casos; se a mobilidade for maior que o EOF, o fluxo de tal espécie tera
sentidos oposto ao EOF, impossibilitando sua deteccao (COLOMBARA et al., 1997;
HADDAD et al., 1999; BERGAMO, et al., 2011).

Uma maneira de superar essa dificuldade é otimizar o pH da solugéo tampéo
utilizado como eletrolito suporte ou fluidico (BGE - background electrolyte). Em
alguns casos faz-se necessario a adicdo de aditivos no BGE para manipular o EOF,
onde estudos apontam os surfactantes por oferecer uma maior oportunidade para a
manipulagéo de seletividade, ndo somente para inversdo do EOF, como também
diminuir o tempo de migracdo das espécies. Os modificadores tipicos do EOF séo
sais de amodnio quaternario hidrofébicos, tais como o brometo de
tetradeciltrimetilamonio (TTAB), brometo de dodeciltrimetilaménio (DTAB), e brometo
de cetiltrimetilamoénio (CTAB), que sao surfactantes catidnicos. O primeiro trabalho
que identificou o uso de surfactantes catidnicos, visando a inversao do fluxo

eletrosmotico foi publicado por Fuerstenau, onde foi estudado o efeito de sais
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quaternarios de alquilaménio na magnitude do potencial zeta de esferas de quartzo.
Verificando uma inversao de sinal com o aumento da concentracédo de surfactantes
com cadeias entre 10 e 18 carbonos, Fuerstenau postulou, pela primeira vez, a
adsorcao superficial de semi-micelas, agregados bidimensionais formados pela
interacao lateral das cadeias alifaticas (COLOMBARA et al., 1997; HADDAD et al.,
1999; GONG et al., 2007; BERGAMO et al., 2011).

O modelo do mecanismo, atualmente aceito, pelo o qual a inversdo do fluxo
ocorre esta baseado na formacdo de uma camada de semi-micelas na superficie
interna do capilar. Supondo uma situagcdo onde em fluxo eletrosmoético normal a
superficie interna do capilar esteja negativamente carregada e os cations, na
proximidade da superficie, estejam arranjados de acordo com uma dupla camada
elétrica. Com a adicdo de um surfactante catidnico ao eletrélito condutor, uma
pequena quantidade de mondémeros do surfactante desloca os cétions da dupla
camada e sdo adsorvidos na superficie. As forcas que governam a adsorcao nesta
etapa sdo de carater couldmbico (forcas de London), e atuam entre os sitios de
carga negativa da superficie e as cabecas dos monémeros, carregadas
positivamente (COLOMBARA et al., 1997; GONG et al., 2007).

A adsorcdo dos mondmeros poderdo alcancar um estagio onde todos os
sitios de carga da superficie serdo totalmente neutralizadas com o aumento da
concentracdo do surfactante adicionado ao eletrélito condutor. Esta etapa €
caracterizada pela formacdo da monocamada, na qual a cabeca dos monémero
estara firmemente ligado a superficie e a cauda voltada para a solucdo. Se este
arranjo ndo possuir carga efetiva na superficie, o fluxo eletrosmaético sera suprimido.
Se aumentar a concentracdo do surfactante na solucdo aumentara a possibilidade
de interagbes coesivas entre as caudas, convertendo na camada dupla. A adsorgéo
das semi-micelas na camada dupla acontece de forma que uma das cabecas fica
firmemente ligada a superficie, enquanto que a cabeca diametralmente oposta
estara voltada para a solucdo. Uma dupla camada composta de anions sera entéo
organizada na solucdo interfacial e, sob acdo de um campo elétrico, o fluxo
eletrosmotico € invertido, ou seja, migra em direcdo ao anodo (COLOMBARA et al.,

1997).
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Existem varios modos de separacdo em eletroforeses. Na eletroforese por
fronteira movel, uma quantidade apreciavel de amostra € colocada em um tubo,
preenchido com tampédo fluidico ou BGE. Ao aplicar o campo elétrico os
componentes da amostra migram em certa direcdo com velocidades especificas,
dependendo da mobilidade das espécies. Em eletroforese de zona a amostra no
meio tamponante, como uma banda de pequena espessura, onde, aplicando o
potencial, cada zona migra independentemente, com velocidades constantes mas
diferenciada pela especificidade de sua propria mobilidade. As mobilidades da
eletroforese em solucao livre, gel e micelar pertencem a essa categoria. JA na
isotacoforese, a amostra € inserida entre duas solucdes, denominados eletrélito lider
e terminador. Diferentes gradientes de potencial desenvolvem em cada banda, de tal
forma que todos os cations eventualmente migram com velocidades idénticas e
constantes quando o campo elétrico é aplicado (TAVARES, 1996; WEINBERGER,
2000).

A maneira pela qual a amostra € introduzida no capilar tem implicacdo direta
na analise quantitativa, como mencionado anteriormente. A reprodutibilidade da area
do pico, ou altura, reflete a precisdo da técnica de injecdo. Em eletroforese capilar a
amostra pode ser introduzidas no capilar por métodos eletrocinético ou
hidrodindmicos. Na injecdo hidrodinamicamente a amostra é introduzida através da
criacdo de um gradiente de presséo entre os reservatérios da amostra e do eletrdlito
de corrida, enquanto as extremidades do capilar estdo mergulhadas nestes
reservatorios. Utilizando a injecdo eletrocinético, um determinado valor de potencial
€ aplicado entre os reservatérios da amostra e eletrélito durante um intervalo de
tempo definido, enquanto a extremidade apropriada do capilar € inserida no
reservatorio da amostra, ao passo que a outra extremidade € colocada no
reservatorio do eletrélito de corrida (TAVARES, 1996; SILVA et al., 2007).

Nas ultimas décadas, a eletroforese capilar tem conquistado a atencdo de
pesquisadores em todo o mundo, como uma poderosa técnica alternativa para a
separacdo e monitoramento de compostos de interesse, farmacéutico, clinico,
ambiental, dentre outros. Atualmente, microcanais contidos em estruturas baseadas

em microdispositivos estdo sendo utilizados com notavel frequéncia em técnicas de
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eletromigracéo capilar, devido ao avanco nos desenvolvimentos na é&rea de
nanotecnologias (TAVARES, 1997; WEINBERGER, 2000; SILVA et al., 2007).

3.3 Fotolitografia e laser de CO, como processo de microfabricacao

A litografia é a técnica mais usual para a fabricacdo de estruturas em
microescala. Dependendo do tipo de feixe de energia, as técnicas de litografia pode
ser ainda dividido em fotolitografia, litografia de elétron, litografia de raios-X, e
litografia de ion (NGUYEN; WERELEY, 2006; KUMAR, 2010).

Dentre as técnicas litograficas supracitadas a fotolitografia € a técnica mais
relevante para a fabricacdo de dispositivos microfluidicos, e foi utilizada nesse

trabalho, por esse motivo sera a Unica técnica discutida.

O processo fotolitografico tem como foco a obtencdo de uma mascara de
fotorresiste sobre o substrato que fara a protecao seletiva deste substrato durante o
processo subsequente da tecnologia planar, que constitui a base dos processos de
fabricacdo dos dispositivos e circuitos integrados, resistores, diodos, transistores e
microssistemas (FIORAVANTE JUNIOR, 2004).

Inicialmente sdo feitos os projetos das mascaras onde sdo determinados 0s
padroes que serdo transferidos para o filme de fotorresiste. E para tais processos,
utiliza-se uma camada de emulsdo de um polimero liquido fotossensivel a luz UV
chamado fotorresiste, que transfere padrées de estruturas micrométricas de uma
mascara, na ordem de 10 a 100 um, para um substrato sélido (FIORAVANTE
JUNIOR, 2004; FERNANDES; FERREIRA, 2006; FONSECA at al., 2007).

A mascara € uma placa de vidro transparente com metal (cromo) padrao
sobre ele. Para aplicac6es microfluidicos com estruturas relativamente grandes, uma
mascara impresso em um filme plastico transparente de alta resolucéo filmadora &
uma opcdo de baixo custo e prototipagem rapida (NGUYEN; WERELEY, 2006;
LANDERS, 2006; COLTRO et al., 2007; KUMAR, 2010).
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O processo de fotolitografia consiste de uma sequéncia de etapas. Tendo na
primeira etapa é deposicdo sobre o substrato uma fina camada de fotorresiste
através de centrifugagdo em um spinner, e subsequentemente a aplicacdo do
fotorresiste é realizada uma cura em temperatura adequada usando uma estufa ou
placa quente para a evaporacdo do solvente e solidificacdo do fotorresiste. Em
sequéncia, a camada de fotorresiste € exposta a luz UV através de uma mascara em
uma fotoalinhadora. A mascara contém partes claras e opacas que definem o
padrdo que sera transferido ao filme de fotorresiste (FIORAVANTE JUNIOR, 2004;
NGUYEN; WERELEY, 2006; LANDERS; 2006; RUANO-LOPEZ et al., 2006
FERNANDES; FERREIRA, 2006; COLTRO et al., 2007; KUMAR, 2010).

Tém-se dois tipos de fotorresiste, positivo ou negativo. O fotorresiste positivo
€ inicialmente um polimero insoluvel na solu¢do utilizada como revelador, no qual
quando exposto a luz ultravioleta se degrada ficando sollvel na solucéo reveladora.
O fotorresiste negativo € inicialmente solavel na solucéo utilizada como revelador e
durante a exposicdo se polimeriza tornando-se insolivel. Os mecanismos de
fotopolimerizagdo e de degradacdo do polimero dependem do tipo de fotorresiste
utilizado. Ou seja, se usar o fotorresiste positivo, as areas do filme de fotorresiste
expostas a luz ultravioleta apresentam um aumento na taxa de dissolucdo em
solvente especifico, enquanto que utilizando fotorresiste negativo, as areas do
fotorresiste expostas a luz UV apresentam diminuicdo na taxa de dissolucdo em
solvente especifico. Subsequentemente a exposicao é realizada a revelacdo quimica
do fotorresiste. O revelador dissolve as partes expostas ou nado expostas
dependendo do tipo de fotorresiste utilizado no processo, e apés o0 processo de
revelacdo, tem-se a mascara de fotorresiste responsavel pela protecdo do substrato
durante o processo subsequente que pode ser de corrosdo ou deposicdo de filmes
(FIORAVANTE JUNIOR, 2004; NGUYEN; WERELEY 2006; LANDERS, 2006;
RUANO-LOPEZ et al., 2006).

O processo de corrosédo quimica do filme néo protegido pelo fotorresiste pode
ser feita por solugéo liquida especifica, por exemplo, solu¢cdo de &cido fluoridrico
para a corrosdo de SiO,, ou por um plasma com radicais reativos especificos, o mais
usual atualmente, por exemplo, plasma de CF, com H; para corroer SiO,. Por meio

de um plasma consegue-se definir geometrias com dimensdes menores e com
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paredes verticais das janelas, devido a caracteristica anisotropica da corrosdo. Ja no
processo de deposicdo, o metal € evaporado sobre o substrato com fotorresiste
revelado, fixando-se sobre as zonas livres de resina e sobre a resina resultante do
processo de fotogravacdo. Apds a evaporacdo o metal depositado sobre a resina é
removido pela dissolucdo da resina que o suporta (FIORAVANTE JUNIOR, 2004,
NGUYEN; WERELEY, 2006; LANDERS, 2006; RUANO-LOPEZ et al., 2006).

A Figura 3 apresenta a diferenca da transferéncia de padréao utilizando o

fotorresiste positivo e negativo.

Figura 3 - Transferéncia padrdo utilizando fotorresiste positivo e negativo. (A)
revestimento do fotorresiste (negativo ou positivo), (B) fotolitografia
(méscara de campo escuro ou mascara de campo claro), (C) revelacéo
do fotorresiste, (D) deposicdo de metal, e (E) lavagem do fotorresiste
com material em cima; permanece a estrutura transferida.

Resiste positivo Resiste negativo
(A)

Méascara de campo escuros  Mascara de campo claros
L AL
__ﬁ I___|
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Fonte: modificado de NGUYEN; WERELEY, 2006.

Em sintese, o processo fotolitografico consiste em:

v' Escolher o substrato adequado para a interacao desejada no método

escolhido ou proposto;
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v' Sua correspondente limpeza para remover particulas e contaminacdes
da superficie, assim como alguns vestigios de impurezas organicas,
inorganicas e metalicas;

v' Depois da limpeza, a lamina de silicio pode ser coberta com um
material que servira para formar uma camada de barreira cuja fungdo é
proteger o substrato, ou partes do substrato em processos de
dopagem, corrosdo por ions ou deposicdo de filmes, onde o material
mais comum é o diéxido de silicio;

v Fotogravacdo dos microcanais no fotorresiste, que € um polimero
fotossensivel, corrosdo do substrato e a selagem dos microcanais de
forma permanente, como por exemplo os microchips feitos somente de
vidro, ou de forma reversivel, como os microchips hibridos de

PDMS/vidro (COLTRO et al., 2007).

Geralmente, fotolitografia € categorizado como a impressdo de contato, a
impressao de proximidade e impresséo de projecdo. Nas duas primeiras técnicas, a
mascara € trazido para perto do substrato. Impressdo de contato permite que a
mascara toque a camada de fotorresiste (NGUYEN; WERELEY, 2006; LANDERS,
2006).

A capacidade de um sistema de reproduzir detalhes de uma imagem é
definido como resolugéo, poder de definicdo ou definicdo deste sistema. Geralmente
costuma-se empregar o termo resolucdo do processo no lugar de resolucdo. Neste
sentido, resolucéo significa a minima dimensao que se pode obter de acordo com 0s
critérios adotados no processo, ou seja, as menores dimensdes que se pode obter
no fotorresiste que estejam livres de falhas indesejaveis e que tenham um perfil
adequado para a realizagdo do processo subsequente (FIORAVANTE JUNIOR,
2004; NGUYEN; WERELEY, 2006; LANDERS, 2006).

A resolucao é dada pelo numero de pares de linhas e espacos de mesma
largura que podem ser percebidos como distintos huma dimensao de 1 mm. Logo, 0
poder de resolugdo de 2000 linhas/mm tem o significado de capacidade de
reproduzir tragcos de 0,25 um de largura. A resolucdo do sistema de impressao
depende do produto de um fator de 1,5 pela raiz quadrada da multiplicacdo do

comprimento de onda e a distancia entre a mascara e a camada do fotorresiste. Isto
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implicara que para um comprimento de onda constante quanto maior a distancia
entre a mascara e a camada de fotorresiste, mais profundo sera o canal. No entanto,
€ comprovado experimentalmente que a imagem apresenta irregularidades (borrada)
em canais muito profundos (FIORAVANTE JUNIOR, 2004; NGUYEN; WERELEY,
2006; KUMAR, 2010).

A resolucdo do sistema de impressao de projecédo é estimado como a razéo
entre o comprimento de onda e o dobro da abertura numérica do sistema de lentes
de imagem. Durante as impressGes de contato e de projecdo € oferecido uma
resolucdo da ordem de 1 micron, a impressdo de proximidade tem uma resolucéo
mais baixa da ordem de alguns microns. Profundidade do foco de impressdo de
projecéo (0,1 a 0,25 um) é fraca em comparacdo com a impressao de proximidade
(cerca de 5 pm). A maioria dos sistemas de fotolitografia utiliza uma lampada de
mercurio como fonte de luz, que tem um espectro numa faixa de 365 a 546,1 nm
(NGUYEN; WERELEY, 2006; LANDERS, 2006).

Fotolitografia de fotoresistes grossos tem um grande impacto na fabricacédo de
dispositivos microfluidicos. Dispositivos microfluidicos usam fotoresistes grossos
diretamente como material funcional ou como um molde para a moldagem do
polimero, como o PDMS, bem como galvanoplastia de metais, como os eletrodos de
platina largamente usados em deteccdes eletroquimicas em eletroforese em
microchip. Neste caso, 0 processo de litografia deve oferecer uma alta relacédo de

aspecto, que € a relacdo entre a espessura do resiste e a menor dimensédo da
estrutura (NGUYEN; WERELEY, 2006; KUMAR, 2010).

Devido a espessura e a elevada relagéo de aspectos exigidas deve ser usado
feixe de alta energia ou fotorresistes especiais tais como éter glicidilico polifuncional
derivado do Novolac bis-fenol-A, ou simplesmente SU-8, o qual € um resiste
negativo de mais alta resolucdo ja desenvolvido, que tem sua estrutura quimica
baseada na resina epoxi (molécula que contém um ou mais grupos 1,2-epoxi) e
sollivel em solventes organicos. Grossas camadas de resiste pode ser conseguido
com varias etapas de centrifugagédo, ou com revestimento viscoso de resiste a uma
velocidade de rotacdo mais lenta. Devido a melhor profundidade de foco oferecido

pela proximidade da impressao ser da ordem de 5 pm, uma camada mais espessa
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do resiste do que a essa profundidade pode degradar a resolugcdo (NGUYEN;
WERELEY, 2006; LANDERS, 2006; RUANO-LOPEZ et al., 2006; KUMAR, 2010).

A resolucao da fotolitografia é limitado pelo comprimento de onda. Para a
fabricacdo de nanoestruturas com tamanho da ordem de dezenas de nanometros, 0
efeito de interferometria pode ser utilizado. Esta técnica é chamada de litografia
interferométrica (LI). LI € um processo simples , em que dois feixes de luz coerente
interfere para gerar uma onda estacionaria. Os gradeamentos tém um periodo
espacial de metade do comprimento de onda da luz interferente. Se o laser
ultravioleta é usado, estruturas menores do que 100 nm, pode ser criado por LI
(NGUYEN; WERELEY, 2006; KUMAR, 2010).

Os processos fotolitograficos com todas as suas etapas de processamento &
uma érea do conhecimento que esté direta ou indiretamente ligada as muitas linhas
de pesquisas em ambitos tecnoldgicos os quais buscam melhor compreender tais
processos ou descobrir novos agentes materiais ou instrumentais que possam
proporcionar melhores performances e controle de parametros dos processos de

microfabricacgao.

A fabricacdo de dispositivos microfluidicos a base de polimeros tornaram-se
uma promissora opgao em comparagdo com 0s materiais ja estabelecidos, tais como
silicio e de vidro, devido a algumas vantagens, tais como baixo custo, facilidade de
fabricacdo e as propriedades do material obtidos em massa. Esta tecnologia de
fabricacéo pode ser dividida em dois grupos: as técnicas de replicacdo, em que uma
estrutura principal esta replicada sobre o material de polimero, e a técnica direta, no
qual cada dispositivo é fabricado separadamente. Para um pequeno numero de
dispositivos, meétodos de replicacdo, tais como estampagem a quente e de
moldagem por injecdo sdo complexo e caros em comparacdo com uma técnica
direta, tais como a ablacédo a laser (NAYAK et al., 2008; HONG et al., 2010).

A microfabricagdo a laser (Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation - Amplificagdo de Luz por Emissédo Estimulada de Radiagéo) € um método
promissor para a confeccdo de microdispositivos poliméricos empregando
microcanais. As propriedades Unicas dos lasers permitem cortes confiaveis, de baixo

custo e alta produtividade, e este processo também demonstra significativas
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vantagens na qualidade e repetitividade. E uma alternativa altamente precisa, rapida
e sem contato para usinagem, e por ser um processo sem contato, ndo ocorre o
desgaste de ferramentas, comumente visto em outros métodos. Tém-se
apresentado na literatura varias aplicacdes da ablac&o a laser, tais como, corte por
laser de CO, de diferentes plasticos poliméricos, tais como o polietileno,
polipropileno e policarbonato, fabricacdo de sistemas microfluidicos de polimetil
metacrilato (PMMA) usando laser de CO, (NAYAK et al., 2008; HONG et al., 2010).

O mecanismo de ablacdo a laser é uma combinagdo complexa de processos
fotoquimicos e fototérmicos. Isto significa que algumas ligacdes quimicas das
substancias sdo quebradas diretamente durante o processo de absorcédo de fotons,
enquanto outras sdo quebradas termicamente pelo calor liberado das moléculas
excitadas, as quais ndo se quebram fotoquimicamente (NAYAK et al., 2008; HONG,
et al., 2010).

As densidades de poténcia normalmente obtidas com lasers de corte e
sinterizacdo variam de 1 a 5 MW/cm?. Tais densidades de poténcia, contudo, ndo
sdo suficientes para se obter um corte limpo, e um jato de gas direcionado a posi¢ao
focal € normalmente usado para remover material fundido e vaporizado da zona de
corte. O movimento da peca em relacédo ao foco do feixe laser leva a um corte limpo
e estreito em quase todos os tipos de materiais. Em geral, as altas velocidades de
corte em superficies planas e tridimensionais deixam o material relativamente sem
distorcbes, de tal maneira que as pecas cortadas podem ser imediatamente
utilizadas. Os lasers mais utilizados para o corte sdo os de CO; e de Nd:YAG, tanto
pulsados como continuos (NAYAK et al., 2008; HONG et al., 2010).

O laser de CO;, é o tipo de laser moleculares mais usual e um dos mais
eficientes. O dispositivo de geracdao de laser de CO, consiste em trés partes
principais: 0 meio ativo (espécie quimica que determina o comprimento de onda
radiagdo emitida), o ressonador (ou cavidade 6tica com dois espelhos de diferente
grau de reflexdo) e uma fonte eletromagnética que fornece energia para excitagao
do meio ativo. Este tipo de laser utiliza uma mistura de gases de dioxido de carbono,
nitrogénio e hélio, onde o nitrogénio facilita o processo de excitagdo das moléculas
de CO.,. A geracao do laser de CO, envolve a excitagao eletrobnica da molécula de

nitrogénio por colisdo dentro de uma descarga gasosa, seguido por transferéncia de
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energia ressonante para um nivel vibracional da molécula de di6éxido de carbono. O
hélio tem a fungdo de esvaziar os niveis de energia mais baixos do laser para
manter o processo de inversao de populagcdo e também de estabilizar a descarga

elétrica dissipando calor da zona de geracéao do laser (LIMA, 2014).

A poténcia do laser necessaria para corte e sinterizacdo varia
consideravelmente com o material a ser processado, além disso, a densidade da
poténcia do laser e o tamanho do comprimento de onda influenciam na eficiéncia do
corte e da sinterizacdo. Dependendo do tipo de material a ser processado este ira
interagir diferentemente com o laser, devido ao comprimento de onda que cada laser
apresenta (LEITE, 2007).

O laser de CO, é mais recomendado para cortar e sinterizar materiais
organicos, tais como polimeros e ceras, pelo fato destes materiais absorverem
melhor a radiagao do laser no comprimento de onda 10,6 um. O laser de Nd:YAG é
mais usado para sinterizar materiais inorganicos, tais como materiais metalicos e
ceramicos, também pelo fato destes materiais absorverem melhor a radiagdo do
laser em 1,06 um (LEITE, 2007).

O processo de corte a laser mais comum € o que provoca a fusdo do material.
Neste processo, durante o corte, a funcao principal do laser € de uma fonte de calor
muito intensa. A diferenca para outras fontes de calor € a densidade de poténcia no
foco de um laser comercial de alta poténcia pode chegar a megawatts por milimetros
qguadrado. A temperatura no foco pode chegar a valores comparaveis ao da fuséo
nuclear, e se o feixe for absorvido pela superficie, esta sera imediatamente
evaporada (LIMA, 2014).

Alguns parametros de processo devem ser ajustados para otimizar um corte a
laser, tais como: poténcia de saida do laser, modo de operacdo (continua ou
pulsada) e a qualidade do feixe. Na operacdo pulsada, outros parametros também
sdo importantes, como poténcia pico, taxa de repeticdo e largura temporal do pulso
laser. A optica de focalizagdo é também de fundamental importancia para um bom
sistema laser, sendo os principais parametros o comprimento focal da lente e a
posicdo do ponto focal em relacdo a superficie da peca. Outros parametros a serem

controlados séo a velocidade de corte e a aceleracdo, a presséo, tipo e pureza do
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gés de assisténcia, diametro do bico e sua distancia até a superficie da peca (LIMA,
2014).

Em contraste ao laser de UV, o laser de CO, emite radiacdo infravermelha de
um comprimento de onda maiores, 10,6 um, consequentemente, produz uma largura
minima de canais, e poténcia, geralmente, de até 50 W. Isto significa que o feixe de
laser de CO, sempre produzirda uma ablacéo fototermicamente. Além disso, o laser
de CO, emite radiacdo continuamente. E as radiacGes eletromagnéticas emitidas
pelo laser de CO, interage com as ligacbes C-C, C-O e C-N, o que o torna
apropriado para interagbes com material organico (NAYAK et al., 2008; COSTA,
2009; HONG et al., 2010).

Sempre que o feixe de laser é focalizado a superficie do substrato polimérico,
a temperatura do ponto irradiado subird tdo rapidamente que o material,
primeiramente derrete e, em seguida, decompde-se e vaporiza-se, deixando a
abertura no substrato. Se o feixe de laser mover-se através da superficie do
substrato sera criada uma abertura no local da superficie correspondente aos pontos
de incidéncia do feixe. A abertura é conduzida para longe do ponto aquecido em
todas as direcdes pelo gas aquecido do polimero vaporizado, enquanto a maioria da
ressolidificacdo do material fundido na sequéncia do feixe. Assim, o feixe de laser
movel é capaz de cortar estruturas, tais como canais e cavidades no substrato a
base de polimero (NAYAK et al., 2008; HONG et al., 2010).

O poli(metil-metacrilato) (PMMA), por ser um termoplastico facilmente
abrasado, consequentemente, torna-se um excelente substrato para a fabricacéo de
microssistema, dentre outras, devido a sua facil modelagem. Abaixo da temperatura
Ty (temperatura abaixo da qual um polimero amorfo se torna duro e fragil, estado
vitreo, e acima da qual o mesmo polimero € macio, estado “borrachoso”), ele
permanece em um estado vitreo. Quando a temperatura aumenta para além de Ty,
ela atinge um estado semelhante a borracha. Em temperaturas entre 170 e 210 °C,
ocorre deformagfes ao longo das cadeias das moléculas. Tem sido apresentado na
literatura, que por causa do grande comprimento da cadeia de PMMA, o nimero de
monomeros produzidos por evento de iniciacdo € de aproximadamente 1000, e o
produto substancialmente dominante liberado a partir da fase em massa é do

mondmero metacrilato de metila (MMA) . O produto esperado a partir da
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decomposicdo do PMMA usando o feixe de laser de CO, em onda continua €,
segunda a literatura, o monémero de MMA (NAYAK et al., 2008).

Em suma, é aceito que o PMMA degrada termicamente por despolimerizacéo
da cadeia, produzindo MMA como o Unico produto de decomposicdo. Este tipo de
degradacdo €, nas suas caracteristicas gerais, o inverso de polimerizagdo. E um
processo de cadeia caracterizado pela iniciacdo, propagacao e terminacdo. A parte
principal de decomposicédo ocorre em cerca de 360 °C, dependendo da velocidade
de aquecimento. Existem, pelo menos, dois processos de decomposi¢cdo: uma
envolve a despolimerizagao iniciada pelos grupos terminais de vinila e o outro ocorre
nas ligacdes saturados entre carbonos (C—C), incluindo os grupos terminais carbono
ligado a hidrogénio (C—H) (NAYAK et al., 2008).

A desvantagem apresentada pelos métodos de fabricacdo baseado em laser
€ que a radiagao do laser provoca alteracdes fisico e/ou quimicas nas vizinhancas
das ablacBes, podendo dificultar a selagem ou até mesmo inviabilizando-a, e
consequentemente, em muitos casos o perfil da secgao transversal das ablagdes é

gaussiana, nao tendo muita flexibilidade enquanto a isso (COSTA, 2009).

3.4 Influéncia do potencial de separacdo na deteccdo eletroquimica usada

em eletroforese capilar e em microchip

Um foco muito discutido na deteccdo eletroguimica (DEQ) em eletroforese
capilar (EC) e eletroforese em microchip é a influéncia do potencial de separagéo
nas colunas capilares e nos microcanais (LACHER et al., 2004). Com o objetivo de
superar esta dificuldade foram publicadas varias pesquisa com propadsito de isolar o
detector amperométrico da interferéncia causada pela alta voltagem nos canais de
separacao, tais como configuracdo do alinhamento dos eletrodos dentro e fora do
canal de separagdao (do inglés “end-channel’, “in-channel” e “off-channel”)
(FISCHER, 2009). A configuragdo mais amplamente usada para o alinhamento dos
eletrodos é o “end-channel’. Nesta configuragdo o eletrodo de trabalho é
posicionada dezenas de microns da extremidade (saida) do canal de separagédo
(VANDAVEER 1V, 2004; COLTRO et al., 2004).
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A configuragao “end-channel” com deteccdo amperométrica proporciona uma
montagem muito f4cil e conveniente método para eliminar os problemas associados
com a queda da alta tensdo na deteccao através do microcanal ou capilar (HUANG
et al.,, 1991; WALLENBORG et al.,, 1999; COLTRO et al.,, 2004; HULVEY et al.,
2010), além de permitir desacoplamento suficiente do potencial de separacdo do
eletrodo de trabalho e do detector (LACHER et al., 2004). No entanto, esta
configuracdo produz uma alta corrente de fundo, baixa sensibilidade e diminuicdo da
eficiéncia de separacéo por causa da difusdo das espécies a serem analisadas que
ocorre devido a area que se situa entre a saida do canal de separacao e o eletrodo
trabalho (WALLENBORG et al., 1999).

Na tentativa de contornar os problemas produzidos pela configuragéo “end-
channel” foi proposto por LUNTE e colaboradores o uso de um desacoplador de
paladdio (Pd) em um microchip hibrido PDMS/vidro para permitir o posicionamento
do eletrodo de trabalho dentro do canal (“in-channel”) e consequentemente adquirir
uma melhoria relevante do desempenho de separacdo de espécies quimicas e
diminuir a relagdo sinal/ruido (LACHER et al., 2004).

Foi proposto recentemente por Gabriel e colaboradores um microdispositivo
eletroforético de PMMA e um desacoplador a base de uma esponja feita de acucar
comercial e PDMS posicionado no microdispositivo. Este microdispositivo consistiu
em quatro reservatérios de 3,0 mm de largura, um injector duplo T de cisdo de
200 pum, um canal de separacédo de 4,8 cm de comprimento efetivo, e uma série de
canais para ligar os reservatérios. Um reservatorio adicional, foi posicionado a
200 pm do reservatorio de residuos, e encheu-se com uma “"esponja" de
PDMS/agucar (propor¢cdo em massa de 10:1) que foi utilizado como um
desacoplador. O desacoplamento foi utilizado para minimizar a formacao de bolhas
no canal de separacdo e diminuir o ruido na etapa de deteccdo (GABRIEL et al.,
2014).

A esponja de PDMS foi escolhido como desacoplador, segundo Gabriel,
porque € simples e pode ser facilmente produzido, sem incorrer em despesas
adicionais significativas ou uso de componentes metalicos, como camadas finas ou
fios. Mais importante ainda, esta abordagem foi implementada para evitar a

formacgéo de bolhas na superficie do eletrodo e reduzir o nivel de ruido de analise
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causada pela interferéncia da corrente eletroforética sobre o circuito de detecgdo. E
para testar a eficiéncia analitico do microdispositivo de PMMA, que foi fabricado por
gravacao a laser de CO,, foi demonstrada atraves da realizacdo de analises de uma
série de compostos fendlicos, de dopamina, 2-aminofenol, e catecol. E foi observado
gue o uso do desacoplador possibilitou uma boa separagao e impediu a formacao de
bolhas na superficie do eletrodo. (GABRIEL et al., 2014).

Outra proposta do grupo da Profa. Dra. Susan Lunte usando também a
configuracédo “in-channel” foi o uso de um potenciostato eletricamente isolado. A
pesquisa permitiu com relevante eficiéncia contornar os problemas inconvenientes
apresentados na configuragdo “end-channel’. Esta configuracdo tem a
particularidade de insercédo do eletrodo diretamente no canal de separacdo sem a
necessidade do uso de desacoplamento. E para ser possivel posicionar o eletrodo
de trabalho dentro do canal sem interferéncias produzidas pela alta tenséo foi
utilizado um potenciostato eletricamente isolado (MARTIN et al., 2002;
GUNASEKARA et al., 2011).

Na tentativa de eliminar a ampliacdo de banda na deteccdo amperométrica foi
proposta a configuracdo “off-channel” (VANDAVEER IV et al.,, 2004). Nesta
configuracéo, o eletrodo € posicionado no canal de separacdo, de modo semelhante
a configuracao “in-channel” com detecgdo amperométrica. No entanto, é necessario
utilizar um desacoplador para isolar o detector do potencial de separagcédo. O
desacoplamento desvia eficazmente a separacdo de tensdo do terra (ground) e
estabelece uma regido eletroforeticamente livre, em que os analitos sdo empurrados
para o eletrodo de trabalho por meio do fluxo eletrosmético (EOF) (LACHER et al.,
2004).

Interessantes estudos foram realizados com o objetivo de avaliar a
performance entre as configuracdes de simples e duplo-canal (POZO-AYUSO et al.,
2008; CASTANO-ALVAREZ et al., 2009). Os microchips de canal simples e dupla
foram avaliadas usando um detector amperomeétrico e configuragao “end-channel”
com base em um (para o designe de canal Unico) ou dois (para o designe de dois

canais) eletrodos de 100 um de ouro alinhados na saida do canal de separacao.
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Os parametros que afectam a separacdo de varios compostos fendlicos,
como dopamina, p-aminofenol e hidroquinona, foram estudados nos microchips de
vidro. Assim, a influéncia do potencial de separacdo, o potencial de deteccdo e o
BGE (background electrolyte) foram examinados no microchip de canal Unico para
em seguida servir de parametros para avaliar microchip de duplo-canal. A
configuracdo de duplo-canal demonstrou ser bastante favoravel para melhorar a
performance da separacdo de espécies que usando o canal simples, geralmente,
nao tem uma boa performance (POZO-AYUSO et al., 2008).

Outros problemas apresentados pelo eletroforese microchip e capilar usando
deteccdo amperométrica com o eletrodo de trabalho dentro do canal (configuracéo
in-channel) devido ao potencial aplicado ao canal de separacdo é o aumento do
ruido e, alguns casos, o surgimento de picos sistematicos que podem dificultar a
leitura dos picos das espécies de interesse, e até mesmo danificar o eletrodo de

trabalho e/ou o potenciostato.

Na tentativa de contornar os problemas supracitados Klett e colaboradores
fizeram uma relevante investigacao relacionada ao efeito da posi¢céao do eletrodo de
referéncia em relacdo ao eletrodo de trabalho na extremidade do capilar. As
medicdes das diferenca de potencial entre o eletrodo de referéncia e de trabalho
foram feitas ambas em circuito aberto, e o campo elétrico induzido da eletroforese
capilar mudou o pico de potencial do 6xido de ouro para um pico de reducdo na
auséncia de um desacoplamento do campo elétrico, 0 que proporcionou a
eliminacao da influéncia do campo elétrico no final da coluna do eletroforese capilar

em deteccéo eletroquimica (KLETT et al., 2001).

O mesmo grupo intensificou essa pesquisa com a apresentagcdo em um novo
esquema de deteccdo “potentiostatless” para detecgbes amperométricas em
eletroforese capilar baseado na utilizacdo de microbandas de eletrodos posicionados
em diferentes locais do eletroforese capilar, consequentemente, em diferentes
campo elétrico. A pesquisa demonstrou que o elevado potencial de separacdo no
eletroforese capilar pode ser controlado através do posicionamento das microbandas
no capilar com deteccdo amperométrica em eletroforese capilar, e 0 os resultados
indicaram que a abordagem foi altamente adequados para inclusdo em microchips
integrados (KLETT; NYHOLM, 2003).
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Uma nova metodologia de deteccdo amperomeétrica usando configuragao “in-
channel” foi proposta por Chen e Hahn com objetivo de evitar a interferéncia da alta
voltagem aplicada no canal de separacao. Eles usaram um designe para o microchip
hibrido PDMS/vidro com duplo-canal em paralelo, em vez de canal simples, sendo
um o canal de separacao onde foi posicionado o eletrodo de trabalho e o outro era o
canal de referéncia com o eletrodo de referencia colocado nele. Os eletrodos de
trabalho e de referéncia foram feitos de ouro e posicionados equidistantes 200 um
da extremidade em cada canal. Isso foi demonstrado através da separacdo de
neurotransmissores (CHEN; HAHN, 2007).

Um dos objetivos do uso da configuracdo de duplo canal relatado por Chen e
colaboradores foi permitir que fosse aplicado em ambos os eletrodo de trabalho e
referéncia 0 mesmo potencial elétrico e as suas flutuacdes. E isso seria devido ao
fato de que as flutuagbes no potencial de separacdo nao provocaria interferéncia no
detector amperométrico, pois ambos o0s eletrodos seriam perfeitamente
correlacionados no tempo e magnitude de injecdes e separacdes, e eles justificavam
que com essa estratégia conseguiriam cancelar as medidas entre os dois eletrodos
(CHEN; HAHN, 2007; CHEN; HAHN, 2011; CHEN et al., 2011).

Outra vantagem do posicionamento dos eletrodos no método da configuracao
de duplo-canal relatada por Chen e colaboradores foi que a corrente elétrica entre o
eletrodo de trabalho e contra-eletrodo ndo passavam através do eletrodo de
referéncia e, consequentemente, o efeito de resisténcia elétrica foi minimizada e
durante a deteccdo a variacdo corrente elétrica foi insignificante (CHEN; HAHN,
2007; CHEN et al.,, 2011). Isso foi comprovado através da identificacdo de
aminofendis numa amostras de agua de descarte de um refinador de gas natural
(CHEN; HAHN, 2011).

O mesmo grupo propds um novo detector baseado em nanobanda de
eletrodo e integrado com um microchip hibrido PDMS/vidro de duplo-canal para
melhorar o desempenho do sistema de deteccdo eletroquimico no eletroforese
microchip na configuragao “in-channel”’. Esse trabalho demonstrou-se excelente para
separacao e monitoramento de aminofendis através de uma deteccdo mais sensivel
devido o aumento na eficiéncia de separacédo relatada no trabalho (CHEN et al.
2011).
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3.5 Algumas aplicagbes usando microdispositivos

A vasta maioria das pesquisas, quanto a aplicacdo dos dispositivos
microfluidicos, esta direcionado a ciéncias biolégicas e da vida. Uma recente
aplicacéo para os dispositivos microfluidicos, conferem andlises de drogas, residuos
de explosivos, enzimas, anticorpos, peptideos, DNA e outras amostras biologicas
(AUROUX et al., 2002; LIVAK-DAHL et al., 2011; YEO et al., 2011; GUIHRN, 2014).

Um passo importante para o desenvolvimento de um sistema portétil de
dispositivos para diagnéstico ponto-de-uso (point-of-use) envolveu integracdo de um
sistema transdutor altamente sensivel com o0 modulo também sensivel. Chatterjeea
e colaboradores publicaram um trabalho, que envolveu sinais de transducdo e

microssistemas, bastante promissor.

Eles desenvolveram um sensor microfluidico que explora a ressonancia
ferromagnética, excitada em gotas magnéticas etiquetadas. Esse dispositivo
consiste de um circuito de micro-ondas em que uma linha de abertura e um guia de
onda complanar sdo integrados com a area do sensor ativado bioquimicamente. As
gotas magnéticas sdo imobilizadas na area do sensor por reacdes bio-especificas.
Um sinal de micro-onda aplicado a linha de abertura é acoplado ao guia de onda
coplanar somente na presenca das gotas magnéticas na area do sensor
funcionalizado. A ressonancia ferromagnética nas gotas aumentou ainda mais a
juncao. Essa técnica de deteccdo indutiva foi baseada na miniaturizacdo, e sua
fabricacdo é de baixo custo e pode ser adaptada para deteccdo de uma gama
extensiva de moléculas para as quais os ligantes bio-especifico sejam disponiveis
(CHATTERJEEA et al., 2011).

Neste trabalho foi avaliado a variacdo da producéo do sinal em funcdo da
localizacdo das gotas magnéticas. Subsequentemente, um prototipo do dispositivo
foi construido por biotinilagdo (adicionamento de moléculas de biotina a
determinadas proteinas) da area do sensor e integrado com um chip microfluidico
fabricado em poli(dimetil siloxano) (PDMS). Preliminarmente, foram realizados
experimentos nos prototipos usando estreptavidina (proteina tetramérica composta
de subunidades idénticas, onde cada subunidade associa-se a uma unidade da

molécula de biotina) funcionalizada nas gotas magnéticas etiquetadas. Segundo os
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autores desta pesquisa, o dispositivo apresentou uma resposta distinta e facilmente
discernida do sinal de fundo (CHATTERJEEA et al., 2011).

Uma aplicacdo muito interessante foi apresentada por Ambrosi e
colaboradores sobre manipulagbes magnéticas e eletrocinéticas em um microchip

para aplicacbes de esferas baseadas em imuno-sensoriamento.

O trabalho foi baseado em uma combinacdo da manipulacdo magnética e
eletroforética com deteccao eletroquimica para um versatil microfluidico ser aplicado
como um biossensor baseado em esfera. Nesse sistema a deteccdo amperométrica
foi realizada posicionando o eletrodo fora do canal (configuracdo “off-channel”)
organizado por meio de um célula voltamétrica construida nos microcanais e o
eletrodo de trabalho de ouro colocado na saida. Posteriormente, particulas
superparamagneéticas foram introduzidas e controladas dentro do canal por meio de
em magneto externo permanente em combinacdo com a eletrogeracédo de fluxo a

qual permite carregar reprodutivamente (AMBROSI et al., 2011).

Realizou-se a deteccdo especifica de fenol como produto eletroativo da
fosfatase alcalina com objetivo de obter a prova de conceito, ou validacdo, da
sensibilidade em quantificacdo de proteina. A aplicabilidade do dispositivo foi
demostrado pela deteccdo de imunoglobulina (IgG) de coelhos como proteina
modelo depois de um imunoensaio realizado em particulas magnéticas como
plataforma de imobilizacdo. Uma comparacdo foi realizada entre a deteccéo
eletroquimica usando o dispositivo desenvolvido por eles e a deteccdo Optica
padrao, a qual revelou uma performance similar, entretanto, foi usado quantidades
extremante menores de reagentes com tempo de analise mais curto. Esse novo
dispositivo, chip eletroforético com base magnética, desenvolvido poderd ser
aplicado com interesse néo sO para outras proteinas, mas também para analise de
DNA, contagem de células e controle ambiental (AMBROSI, A. et al, 2011).

Um trabalho que pode ser citado como aplicagdo de microdispositivos na area
da saude e da vida, e que parece ser uma linha bastante promissora, foi publicado
por Triroj e colaboradores. O trabalho teve como proposta a construcdo de um chip

baseado na microfluidica contendo uma colecdo de nanoeletrodos numa plataforma
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miniaturizada com sensor bioquimico para deteccdo de antigeno especifico da

prostata.

A célula de trés eletrodos no chip consistia de uma colecdo 5 x 5 de
nanoeletrodos de trabalho com raios entre 60 e 120 nm, um eletrodo de referéncia
que foi tratado com plasma de Cl, e um contra eletrodo de Au. A colecdo de
eletrodos foi fabricado a partir da geracdo de poros com raios de alta semelhanca
em uma camada isolante de aluminio, usando um feixe de ion focalizado de gas
iodo. Em seguida, foi feito um substrato de vidro com o eletrodo padrdo montado
com uma placa de microcanais de poli(metilsiloxane) dando um volume de 180 nL
para cada canal. A calibracdo da voltametria ciclica foi feita com uma espécie redox
padrdo a qual exibiu um aumento significativo da densidade da corrente em duas
ordens de magnitude, se comparada com a obtida de um microeletrodo. Esse
sistema foi aplicado num chip de nanoelerodos funcionalizado com um biossensor
complexo de antigeno especifico da préstata (PSA), consecutivamente, detectaram
PSA baseado num método de imunoensaio (TRIROJ et al., 2011).

Esse trabalho apresentou diversas vantagens, tais como: testes no ponto de
cuidado (do inglés point-of-care testing), principalmente em diagndsticos para o
cancer, promove tratamentos menos invasivos devido a possibilidade de
diagnosticar a doenga na fase inicial; o microdisposito tem a possibilidade de
detectar uma quantidade muito pequena de biomoléculas, com sinal analitico
significante; o uso da interface molecular favoreceu acesso aos centros eletroativos
da enzimas redox; a comunicacdo elétrica favoreceu a alta sensibilidade para o
reconhecimento biomolecular; o design do microdispositivo preveniu do vazamento
de corrente elétrica, aumentou o campo gerado proximo ao eletrodo promovendo
penetracdo do elétron no centro ativo da proteina, impedindo sobreposicdo da zona
de deplecdo e multiplicando a resposta da corrente; a dimenséo critica do raio do
eletrodo, 100 nm, é comparada com a espessura da dupla camada elétrica,
consequentemente, aumentou o transporte de massa, garantindo que a atividade
catalitica ndo fosse controlada pela difusdo do substrato para o eletrodo, e a

transferéncia cinética de elétrons na superficie do eletrodo (TRIROJ et al., 2011).

Um importante trabalho foi publicado por Martin e colaboradores objetivando o

fabrico de um eletroforese microchip capilar que permitisse o posicionamento do



58

eletrodo dentro do canal (configuragdo “in-channel”’) em detecgbes eletroquimicas
sem o uso de um desacoplador, e sem sofrer interferéncia devido ao potencial de
separacdo, e para ISSO propuseram um potenciostato isolado eletricamente
(MARTIN et al., 2002).

O efeito da posicdo do eletrodo de trabalho sobre o desempenho de
separacdo, em termos de altura do prato e pico de inclinacdo, do dispositivo
microchip eletroforese capilar de poli(dimetilsiloxano) com deteccdo eletroquimica
foi avaliado comparando a configuracéo fora do canal (“end-channel”), a qual era a
mais amplamente utilizada, com o método proposto com nova abordagem de

configuracdo do posicionamento do eletrodo (MARTIN et al., 2002).

Usando catecol como o analito de teste, descobriu-se que, usando a
configuragéo “in-channel” houve uma diminui¢do da altura total dos pratos tedricos
por um fator de 4,6 e reduziu o pico de inclinacdo por um fator de 1,3. Uma
tendéncia semelhante foi observada para o ion inorganico nitrito. Além disso, um
derivado de aminoécido fluorescente e eletroquimicamente ativo foi usada para
comparar diretamente o desempenho de separacdo entre 0 método proposto e o
esquema de deteccdo amplamente utilizado que € o fluorescéncia induzida por laser
(LIF). Neste caso, verificou-se que a altura do pratos tedricos e pico de inclinacao
para ambos 0s esquemas de deteccdo eram essencialmente iguais, € 0
desempenho de separacdo do método proposto foi comparavel a detec¢do usando o
LIF (MARTIN et al., 2002).

LI, X. e colaboradores propuseram um interessante trabalho com um método
acoplando espectrometria de massa a um eletroforese em microchip (MCE-MS) para

rapida analise quiral.

A plataforma MCE-MS foi proposta implantado um microchip hibrido
vidro/PDMS com um emissor nanoeletrospray monolitico. O MCE para a separagéo
enantiomérica foi conseguida por meio da técnica de enchimento parcial. Eles
testaram um novo designe de chips com um canal, “brago”, conectando para o meio
do canal de separacdo MCE para entregar o seletor quiral. A separacdo
enantiomérica de 3,4-di-hidroxifenilalanina (DOPA), acido glutamico (Glu), e serina

(Ser), os compostos de teste selecionados, foram atingidas dentro de 130 s com
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valores de resolucéo (Rs) de 2,4, 1,1, e 1,0, respectivamente. O sistema MCE-MS
para quiral proposto foi sensivel e teve limites de detec¢cdo de 43 nM para I-DOPA e
47 nM para d-DOPA (LI et al., 2013).

A plataforma analitica apresentou ser bem adequado para estudos de
preferéncia estereoquimica em células vivas, pois a cultura de células, a injecéo da
amostra, a separacdo quiral e a deteccdo MS foram integrados em uma Unica
plataforma. O metabolismo de DOPA em células neuronais SH-SY5Y humanas
foram estudadas como um sistema modelo. Incubagédo em chip de células SH-SY5Y
com DOPA racémica foi realizada, e a solucdo de incubacéo foi injetado em linha a
intervalos de tempo. Verificou-se que a concentracdo de I|-DOPA diminuiu
gradualmente a medida que aumentou o tempo de incubacdo, enquanto a
concentragdo de coexistente d-DOPA manteve-se constante. Os resultados
indicaram firmemente que as células SH-SY5Y metabolizou I-DOPA efetivamente

engquanto d-DOPA esquerdo permaneceu intacto (LI et al., 2013).

Um trabalho recente foi publicado por Zhai e colaboradores. Eles propuseram
um chip microfluidico de vidro/PDMS simples para pré-tratamento on-line da amostra
e deteccdo de condutividade sem contato, que consistia de um vidro de espessura
de 0,17 mm e um substrato PDMS incorporado com uma coluna monolitica de
extracdo em fase sélida (SPE). Usando este sistema integrado em microchip,
extracdo de amostra, injecdo, separacdo e deteccdo foram realizadas
automaticamente na sequéncia. Uma amostra de auramina O foi concentrada por
SPE molecularmente impresso (MISPE), eluida a amostra do reservatério, e
injetadas por eletromigracdo para dentro do canal de separacdo para a separagao
eletroforética e deteccdo por condutividade sem contato. O limite de deteccdo
calculados (S/R = 3) foi 2,5 ug mL™. A coluna monolitica foi utilizado para extrair
guantitativamente auramina O, obtendo-se um fator de enriguecimento de linha de
cerca de 12. O sistema de microchip demostrou ser confiavel e aplicavel a analise

de auramina O em amostras de alimentos (ZHAI et al., 2014).

Outro trabalho recente baseado em eletroforese em microchip foi proposto por
Mitra e colaboradores, onde analisaram ensaios em temperaturas elevadas e alta
intensidade de campo de separacdo. Eles usaram dispositivos microfluidicos com

canais de separacdo de 11 cm de comprimento para realizar separagbes em
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temperaturas entre 22 (ambiente) e 45 °C e forcas de campo elétrico de 100 a
1000 V/cm. Para avaliar o desempenho de separacdo, N-glicanos foram utilizados
como um sistema de modelo e marcadas com 8-aminopyrene-1,3,6-trissulfénico
para conferir carga para a eletroforese e os tornar fluorescente. Tipicamente, o
aumento da difusividade, a temperaturas mais elevadas conduz a um aumento da
dispersdo axial e desempenho de separacdo pobre; no entanto, demonstra-se que
as forcas de campo suficientemente elevada compensa o impacto do aumento da
difusividade, a fim de manter a eficiéncia de separacdo. Eficiéncias para estas
separacdes sem solugcao (analito) sdo as mesmas nas temperaturas de 25, 35 e
45 °C com intensidades de campo separagdo = 500 V/cm (MITRA et al., 2014).

Recentemente Garcia e Escarpa propuseram recentemente um
microssistema eletroforético (MSE) com deteccdo eletroquimica como uma
ferramenta poderosa na andlise de alimentos. Segundo a literatura, o juncdo do
MSE com deteccédo eletroquimica e nanotecnologias é uma area de pesquisa muito
recente, no entanto torna-se bastante atraente, sobretudo sabendo que os
nanomateriais podem melhorar significativamente o desempenho analitico dos MSE.
Eles relataram o acoplamento entre MSE e nanofios de cobre (CuNWSs) para a
analise seletiva de monossacarideos em amostras de mel (GARCIA; ESCARPA,
2014).

Em termos de aplicabilidade real, o estudo da confiabilidade analitica dos
MSE é uma questdo de suma importancia. Para este fim, um grupo representativo
de nove amostras de mel foram analisadas e os resultados foram comparados com
os obtidos anteriormente por HPLC. Abordagem MSE-CuNWSs permitiu a separagéo
de glicose e frutose em menos que 250 s sob separacao otimizada (NaOH 20 mM +
HsBO3; 10 mM, pH 12; potencial de separacdo + 1000 V) e condi¢bes de detecgao
(E =0,70 Vem NaOH 20 mM + H3BO3 10 mM , pH 12). Uma excelente estabilidade
de EOF durante a analise da amostra foi obtida com tempos de migracdo para
RSD <2 % e, para as correntes amperométricos < 9 % . Os conteudos quantitativos
para glicose e frutose individual obtidos utilizando ME-CuNWs em comparagao com
0s obtidos por HPLC foram altamente de acordo com erros < 10%, indicando a
confiabilidade da abordagem. O excelente desempenho analitico obtido confirmou a

poténcia analitica da abordagem do ME-CuNWSs, aumentando a maturidade da
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tecnologia de microchip e abrindo novos caminhos para a futura implementacdo de
aplicacfes na area de andlise de alimentos (GARCIA; ESCARPA, 2014).

3.6 Monitoramento de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio

Os radicais livres e oxidantes derivados de radicais livres desempenham
papéis importantes em sistemas biolégicos e tém sido implicadas na patologia de
muitas doencas. O grande problema para determinar o papel de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio (ERO e ERN) € o tempo de meia-vida curta que essas
espécies possui e que sao dificeis de medir in vivo. ERO nas células e tecidos tém
sido demonstradas por uma série de métodos. Efeitos de sequestrantes de radicais
livres, tais como a superoxido dismutase (SOD), catalase, glutationa-peroxidase, e
antioxidantes tais como a vitamina E tém sido detectados indiretamente. Muitos dos
métodos utilizados nos estudos de radicais livres fornece uma avaliagdo global do
estresse oxidativo, mas ndo mostram a informacéo especifica sobre os locais sub-
celulares in-situ de distribuicdo de radicais livres especificos, como pode ser
revelado por abordagens citoquimico (ROVER JUNIOR et al., 2001; ARMSTRONG,
2002; RIBEIRO et al., 2005 ; HUBER et al., 2008;).

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), de nitrogénio (ERN),
entre outras espécies reativas, é parte integrante do metabolismo humano e é
observada em diversas condigdes fisiolégicas. ERO e ERN tém importante funcéo
biolégica, como na fagocitose, fendmeno em que essas espécies sdo produzidas
para eliminar o agente agressor. Por outro lado, quando sua produgdo é
exacerbada, o organismo dispde de um eficiente sistema antioxidante que consegue
controlar e restabelecer o equilibrio. O estresse oxidativo resulta do desequilibrio
entre o0 sistema pro e antioxidante com predominio dos oxidantes, com dano
consequente (VASCONCELOS et al., 2007).

O organismo humano sofre acdo constante de ERO e ERN geradas em
processos inflamatérios, por alguma disfuncédo biolégica ou provenientes dos
alimentos. As principais EROs distribuem-se em dois grupos, os radicalares: hidroxil
(HO), superéxido (O,7), peroxila (ROO") e alcoxila (RO’); e os nao-radicalares:
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oxigénio, peroxido de hidrogénio e acido hipocloroso. EROs sdo um conjunto de
moléculas que sé&o gerados a partir da reducéo parcial do oxigénio molecular (O5).
Deste modo, anion superoxido, peroxido de hidrogénio, e hidroxil, os principais
EROs, sdo formados pela reducdo sequencial de O,. Além disso, ERO se
distinguem de outras moléculas contendo oxigénio, devido a sua meia-vida
relativamente curta. ERO sdo subprodutos de numerosas vias metabdlicas, mas as
mitocondrias sdo o principal local celular onde O, é reduzida. Assim, a producao de
ERO é diretamente proporcional a atividade celular, o que € relativamente elevado
no embrido, enquanto que a atividade das células diferencial de contribuir para a
definicdo de padrdes de desenvolvimento (RIBEIRO et al., 2005; BARREIROS et al.,
2006; HERNANDEZ-GARCIA et al., 2010).

ERN s&o produzidos em células aerobias durante o metabolismo basal e
estimulos fisiopatolégicos. Dentre as ERN incluem-se o 6xido nitrico (NO), 6xido
nitroso (N2O3), acido nitroso (HNO ), nitritos (NO ), nitratos (NO3') e peroxinitritos
(ONOO’). Enquanto alguns deles podem ser altamente reativos no organismo
atacando lipidios, proteinas e DNA, outros sao reativos apenas com os lipidios.
Existem ainda alguns que sdo pouco reativos, mas apesar disso podem gerar
espécies danosas. O 6xido nitrico (NO) e peroxinitrito (ONOQO™) sao dois importantes
ERN produzidos em células. O NO é uma molécula biolégica importante que
participa numa série de processos fisiolégicos, incluindo a sinalizacdo neuronal,
regulacdo da pressao sanguinea, a resposta imune, proliferacdo celular e da
apoptose. Estas espécies tém sido implicados em varias doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas. O NO reage com o0 superéxido para produzir ONOO™, que é
uma espécie altamente reativa capaz de participar do estresse oxidativo, nitracao e
nitrosilacdo in vivo. Nitrito € um metabdlito principal de NO e € mais estavel em
relacdo ao NO. Por conseguinte, a produgcdo de NO em sistemas biol6gicos podem
ser identificados utilizando concentracdo do nitrito (ARMSTRONG, 2002;
BARREIROS et al., 2006; GUNASEKARA et al., 2012).

Devido aos fatores supracitados, dentre outros, existe um interesse
acentuado pela comunidade cientifica em identificar e quantificar as ERO e ERN. A
literatura apresenta o desenvolvimento de varias metodologias com aplicacbes de

diferentes técnicas com o objetivo de separar, monitorar e detectar tais espécies.



63

Uma pesquisa relevante foi publicada por Hulvey e colaboradores. A pesquisa
teve como objetivo o desenvolvimento de metodologia analitica utilizando-se da
construcdo de um microdispositivo para realizar a separacao eletroforética e detectar
amperometricamente peroxinitrito e outras espécies eletroativas. Esta espécie
responsavel pelo estresse oxidativo instiga a comunidade cientifica, de é&reas
multidisciplinares com relevante interesse em desenvolver formas de determinar a
mesma (HULVEY et al., 2010).

Essa metodologia permitiu uma separacdo eletroforética em um tempo
relativamente baixo, na ordem de 25 s para 0 ONOQO™, e alta resolugéao temporal em
comparacdo a eletroforese capilar, que despende de varios minutos. Sendo a
analise mais rapida, permite detectar o ONOO™ antes de acontecer significativa
degradacdo, e consequentemente consegue aumentar a resolucdo temporal,
permitindo localizar mais precisamente a mudanga de dinamica em sistemas
quimicos (HULVEY et al., 2010).

Essa demostrou ter significativa relevancia cientifica, pois, devido sua
robustez e sensibilidade, poderd em aplicacdes futuras, ser usado como dispositivo

para monitorar espécies transientes geradas por sistemas biol6gicos.

Vazquez e colaboradores desenvolveram um eletroforese em microchip
hibrido PDMS/vidro com dupla deteccdo, amperométrica e condutométrica sem
contato (VAZQUEZ et al., 2010).

Neste trabalho o método desenvolvido foi utilizado para determinacfes
simultaneas de espécies idnicas e eletroativas. Para isso aplicaram uma separacao
eletroforética dos principais metabdlitos resultantes da degradacdo de peroxinitrito a
baixo pH (3,5), sendo as espécies eletroativa, o nitrito, e a ndo eletroativa, o nitrato,
onde conseguiram a separacao em 50 s, usando acido latico a 30 mM e hidroxido de
tetradeciltrimetilamoénio (TTAOH) a 0,75 mM, como tampédo transportador. Uma
vantagem observada no uso simultineo de ambos os detectores foi prever
informagdes complementares dadas pela combinacéo das caracteristicas individuais
oferecidas por cada modo de deteccdo. Assim, enquanto ambos 0s ions eram
detectados por condutometria sem contato com boa efieciéncia, o nitrito era,

também, detectado amperometricamente de forma simultanea com um significante
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aumento na sensibilidade comparado a deteccdo por condutometria sem contato.
Uma vantagem associada a plataforma microfluidica foi procedimento seguido na
fabricacdo do microchip e a sensibilidade dos eletrodos. O método usado para a
fabricacédo do eletrodo da deteccdo condutométrica foi muito robusto, extremamente
barato se comparado a outras técnicas, simples e versétil; oferece boa flexibilidade
no posicionamento do ponto de deteccdo ao longo do canal de separagéo,
favorecendo a otimizacdo do método de separacao; e, a integracdo do eletrodo de
trabalho para deteccdo amperomérica no microchip feito, que permite substituicdo
facil e simples (VAZQUEZ et al., 2010).

Gunasekara e colaboradores explorou o uso de um eletroforese microchip de
configuracado de alinhamento de eletrodos “in-channel” com detecgéo eletroquimica
utilizando um potenciostato isolado eletricamente para a separagao e deteccdo em
canais de varios anions biologicamente importantes (GUNASEKARA et al., 2011).

Empregou-se potencial de separacdo com voltagem de polaridade negativa e
brometo de tetradeciltrimetilamonio (TTAB), como um modificador do tampé&o usado
como eletrdlito suporte e objetivando inverter o fluxo eletrosmético, para a separacéo
de nitrito, glutationa, o acido ascorbico e a tirosina. Foi observado que quando o
potencial de meia-onda mudou de aproximadamente 500 mV negativo o resultados
para os padrdes de nitrito e o H,O, foram semelhantes para as configuragées “in-
channel’ e “end-channel’. E foram observadas eficiéncias de separacdo mais
elevadas para ambas, nitrito e H,O, com a configuracao “in-channel” de deteccgao.
Os limites de deteccdo foram de aproximadamente duas vezes mais baixa e a
sensibilidade foi de aproximadamente duas vezes mais elevada para a detec¢céo de
nitrito, quando comparado com a configuracdo “in-channel”’. A aplicacdo deste
dispositivo microfluidico para a separagao e a deteccdo de marcadores relacionados

com o estresse oxidativo foi demostrado com sucesso (GUNASEKARA et al., 2011).

Outro trabalho relevante publicado por Gunasekara e colaboradores foi um
eletroforese microchip com deteccao eletroquimica utilizada para monitorizar o 6xido
nitrico (NO) a patrtir de dietilaménio (Z) -1 - (N, N-dietil - amino) diazen - 1 - ium - 1
,2 - diolate (DEA/NO) e sal dissédico 1 - (hidrox - il - NNO - azoxi) -L- prolina
(proli/NO). NO foi gerado através de hidrélise acida dos sais NONOate. Os produtos

de hidrdlise &cida foram introduzidos num canal de separagdo de 5 cm usando
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injecdo “gated” e a separacdo foi realizada utilizando polaridade reversa e um
eletrolito carreador consistindo de &cido bérico 10 mM e brometo de
tetradeciltrimetilamoénio 2mM a pH 11 (GUNASEKARA et al., 2011).

A deteccéo eletroquimica foi realizada usando um potenciostato isolado numa
configuracéo “in-channel”. Potenciais aplicados ao eletrodo de trabalho, geralmente
maior do que 1,0 V vs Ag/AgCl como eletrodo de referéncia, permitiu a deteccao
direta de nitrito, NO, DEA/NO, e Proli/NO. A resolucéo da linha de base foi excelente
para a separacao de Proli/NO e NO, no entanto, foi pobre (1,0 £ 0,2 ) entre DEA/NO
e NO. O nitrito estava presente em todas as amostras testadas.

Um trabalho mais recente foi publicado por Scott e colaboradores. Eles
propuseram o desenvolvimento de um sensor baseado em separac¢éo todo em vidro
usando microdidlise acoplada a eletroforese microchip com deteccdo amperométrica
(SCOTT et al., 2013).

O sistema incluiu uma interface de fluxo “gated” para injetar aliquotas de
amostras discretas de perfusato microdialise no sistema de um eletroforese
microchip. A deteccao eletroquimica foi realizada com um eletrodo de platina com
uma configuragao “in-channel” usando um potenciostato eletricamente isolado. Para
facilitar a ligagdo do eletrodo na configuragdo “in-channel” foi empregado um
processo de fabricacdo, que proporcionou os eletrodos de trabalho e de referéncia
alinhados com a superficie do vidro. Foram realizadas separacfes com este sensor
tanto na forma normal, quanto com a polaridade invertida. O sistema foi avaliado in
vitro para o monitoramento continuo da producéo de peroxido de hidrogénio a partir
da reacdo da glicose oxidase com glicose. Experiéncias de microdialise foram
realizadas utilizando uma sonda circular BASIi com um tempo de atraso total de
cerca de cinco minutos e um tempo de subida de menos de 60 segundos. O
principal objetivo do método proposto foi usar esse chip em conjunto com um
sistema de analise portatii para o monitoramento continuo de drogas e
neurotransmissores em animais livremente vagando, como ovelhas, por exemplo
(SCOTT et al., 2013).
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3.7 Epitome dos principais métodos eletroquimicos de anélises

A voltametria € uma técnica eletroquimica na qual informa qualitativamente e
guantitativamente um composito ou espécie quimica através da resposta de uma
corrente elétrica a partir de um potencial, feita durante a eletrélise de dada espécies
eletroativa em uma cela eletroquimica constituida de trés eletrodos (BARD;
FAULKNER, 2001).

O eletrodo de trabalho é feito de material inerte ao meio, como ouro platina,
carbono, mercurio, e se for constituido de eletrodo gotejante, a técnica recebe o
nome de polarografia. O eletrodo de referéncia, que usa-se geralmente o eletrodo de
prata/cloreto de prata, deve possuir uma area superficial relativamente maior que a
area do eletrodo de trabalho, este fator tem como objetivo ndo polarizar o eletrodo
de referéncia para manté-lo com potencial constante durante o0 processo
eletroquimico, ao passo que o eletrodo de trabalho de area menor € polarizado

assumindo o potencial aplicado nele (BOCKRIS, 2002).

O eletrodo chamado de contra-eletrodo ou auxiliar, o qual geralmente utiliza-
se o fio de platina, foi desenvolvido para resolver as limitacdes das células de dois
eletrodos, servindo para assegurar o sistema potenciostéatico, logo, ao aplicarmos
uma diferenga de potencial entre o eletrodo de trabalho e o de referéncia, sabendo
primeiramente que o sistema € conectado a um amplificador operacional, a
resisténcia do eletrodo de referéncia aumenta ao passo que o eletrodo auxiliar
diminui, e, com isso, a corrente passara entre o eletrodo de trabalho e o auxiliar,
evitando assim, distarbios no eletrodo de referéncia que funcionara sem
interferéncias e mantendo o seu potencial constante durante a medida, podendo
usar inclusive eletrodos de referéncia com dimensdes pequenas (BRETT, C.;
BRETT, A., 2001; BARD; FAULKNER, 2001; BOCKRIS, 2002).

Quando aplicamos um potencial entre os eletrodos de trabalho e referéncia
em forma de varredura, variando a uma velocidade constante em fungéo do tempo,
0 potencial e a corrente resultante sédo registrados concomitantemente originando o
voltamograma, ou seja, a curva da corrente versus o potencial obtido (BOCKRIS,
2002; ALEIXO, 2003).
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A primeira técnica voltamétrica desenvolvida foi a polarografia. Os primeiros
estudos polarogréficos foram feitos por Heyrovsky e Kuceras em 1922, utilizando o
eletrodo gotejante de mercurio como eletrodo de trabalho e calomelano saturado
como eletrodo de referéncia (BARD; FAULKNER, 2001).

Se tratando de eletrodo de trabalho, o eletrodo de mercurio gotejante, ou néo,
foi 0 mais importante por apresentar vantagens, como: faixa de potenciais de +0,3 V
a -2,3 V, regiao de potencial que ocorrem as reacodes eletrodicas da maioria dos ions
metélicos e de consideravel nimero de espécies organicas. A gota de mercurio fica
imovel na ponta do capilar e o voltamograma € registrado nessa Unica gota, e deste
modo ele € um eletrodo de superficie renovavel, minimizando, ou até mesmo,
evitando problemas, como por exemplo envenenamentos superficiais (BRAJTER-
TOTH; CHAMBERS, 2002).

E, dentre os eletrodos solidos, o eletrodo de platiha € um dos mais
importantes, onde, dependendo do eletrdlito suporte utilizado pode atuar na regiao
de cerca de +1,1 V a -0,5 V versus eletrodo de calomelano saturado (ECS), sendo
bastante atrativo pela regido anddica. Outro eletrodo sélido bastante atrativo devido
sua atuacao na regido anddica é o eletrodo de ouro, o qual pode trabalhar em
intervalos de potencial de +1,5 V a -0,8 V vs ECS. Ja os eletrodos de carbono,
principalmente o de carbono vitreo, € muito utilizado nos dias atuais, pois
dependendo do meio utilizado, o eletrélito suporte, ele pode atuar em um intervalo
de potencial de +1,5 V a -1,1 V versus ECS. Embora esses eletrodos possam ser
usados na regido catodica, todos eles possuem um desempenho inferior ao eletrodo
de mercurio, isso esta relacionado com as propriedades que envolvem a renovagao
da superficie e a possibilidade de formar amalgamas com varios metais
(GRIMSHAW, 2000; BRETT, C.; BRETT, A., 2001; BARD; FAULKNER, 2001;
BOCKRIS, 2002; ALEIXO, 2003).

A Figura 4 apresenta a janela de potencial dos eletrodos de platina (Pt),

mercurio (Hg) e carbono (C) relacionados ao meios basico, neutro e acido.
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Figura 4 - Janela de potencial dos eletrodos de Pt, Hg e C em diferentes pH.
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Fonte: BOCKRIS, 2002.

A Figura 4 apresenta o comportamento dos eletrodos a diferentes pH. No
eletrodo de Pt o potencial anddico é deslocado para o catédico a medida que a
solucéo se torna basica. O eletrodo de Hg apresenta um comportamento semelhante
ao de Pt, no entanto, em hidroxido de tetraetilaménio (Et4NOH) 0,1 M ha uma
ampliacdo da janela de potencial. Em relacdo ao eletrodo de C em solugéo de KCI
0,1 M consegue-se uma ampliagcdo na janela de potencial similarmente ao eletrodo
de Hg.

A partir da década de 60 iniciou-se a busca de desenvolvimento de novos
tipos de eletrodos de trabalho para serem usados em aplicacdes voltamétrica e

amperométricas, como por exemplo, os eletrodos quimicamente modificados.

Do ponto de vista analitico a voltametria classica é bastante limitada para as
necessidades dos dias atuais, ela possui uma sensibilidade relativamente baixa com
limite de deteccdo de cerca de 1 uM. A atual conjuntura para analises pode exigir
quantificacdo de tragcos com concentracdes na ordem de até 1 fM. A baixa
sensibilidade estad diretamente ligada a corrente capacitiva, a qual € a corrente
necessaria para carregar a dupla camada e principal componente da corrente de

fundo, que constitui a corrente residual. E essa corrente surge devido a fen6meno
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relacionados com a dupla camada elétrica (BARD; FAULKNER, 2001; ALEIXO,
2003).

Uma inovagdo importante na busca de melhoria instrumental foi a
discriminagao da corrente capacitiva da faradaica, esta ultima é a corrente relativa a
reagdo de oxireducao da espécie em estudo no eletrodo, e isso foi possivel com o
desenvolvimento das técnicas de pulso, sobretudo de pulso diferencial (BRETT, C.,
BRETT, A., 2001). Essa instrumentacdo foi desenvolvida proporcionando medidas
de corrente e aplicagbes de potencial e pulsos de potencial realizados em intervalos
de tempo infimos. E devido a corrente capacitiva ser compensada ao registrar as
diferencas de corrente, houve um aumento na sensibilidade da técnica, promovendo
um limite de detec¢éo na ordem 1 nM (BOCKRIS, 2002; ALEIXO, 2003).

A voltametria de pulso diferencial € uma das técnicas eletroanaliticas mais
utilizada, isso se deve as vantagens significativas inerentes a detectabilidade e
resolucdo, comparado as outras técnicas eletroanaliticas. Porém, uma outra técnica,
que do ponto de vista analitico vem sendo incorporado em Vvarios instrumentos,

inclusive comerciais, € a voltametria de onda quadrada de varredura rapida.

Essa instrumentagdo foi desenvolvida por Baker em 1957, no entanto, a
tecnologia nessa década nao favoreceu a sua utilizacao, e ela s6 foi implementada
nos polarégrafos na década de 80, sobretudo a varredura rapida, a qual é
conhecida, também, de onda quadrada de Osteryoung, em homenagem ao
pesquisador norte-americano que a desenvolveu. A principal vantagem apresentada
por esta técnica, se comparada com voltametria de pulso diferencial, é a rapidez
com que o experimento € executado com sensibilidade semelhante ou um pouco
melhor que a outra técnica (BARD; FAULKNER, 2001; BOCKRIS, 2002). Por
exemplo, se um experimento tipico de voltametria de pulso diferencial requerer trés
minutos para sua total execucédo, pode ser feita em voltametria de onda quadrada

em segundos.

Mesmo com todas as vantagens das técnicas supracitadas, elas possuem
grande limitacdo para atender as analises de tracos, onde o limite de deteccéo pode
ser menor que 1 nM. Uma possibilidade para contornar esse problema é a utilizacéao

de processos de pré-concentracdo do compdésito em andlise, fazendo com que a
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corrente faradaica aumente de forma a superar a corrente de fundo. Isso faz com
que detecte limites inferiores a 1 nM. Com isso, a pré-concenragdo apresenta
excelente vantagem nas analises voltamétricas, pois se torna bastante facil e
conveniente a sua utilizacdo por poder realizar essa etapa no proprio eletrodo de
trabalho. Essa técnica recebe o nome de voltametria de redissolugcdo, anddica e
catédica (BARD; FAULKNER, 2001).

Na determinacao por voltametria de redissolucéo, o analito é eletrodepositado
em um microeletrodo, geralmente a partir de uma solugéo sob agitacdo mecanica.
Depois de dado tempo, que deve ser medido com precisdo, interrompe-se a
eletrdlise, cessa a agitacdo e determina o analito voltametricamente. Na segunda
etapa citada o analito é redissolvido ou retirado do microeletrodo, dai o nome
associado ao método. Na redissolucdo anddica, o microeletrodo comporta-se como
0 catodo durante a etapa de deposicdo e como anodo durante a etapa de
redissolucdo, que é quando o analito € oxidado de volta a sua forma original. Na
redissolucao catddica, o microeletrodo comporta-se como um anodo durante a etapa
de eletrodeposicdo e como um catodo durante a retirada do analito (BARD;

FAULKNER, 2001).

A voltametria de redissolucdo anddica é largamente utilizada na determinacao
de metais potencialmente téxicos, levando em consideracdo que varios deles podem
ser eletrodepositados. Nesta técnica a etapa de pré-concentracdo consiste de uma
eletrodeposicdo, com potencial constante e controlado, da espécie eletroativa em
um eletrodo estatico ou estacionario, conseguintemente a essa etapa, tem-se uma
etapa de repouso e uma de determinacdo, onde essa Uultima consiste na
redissolucdo de volta a solucédo da espécie anteriormente eletrodepositada (BARD;
FAULKNER, 2001; BOCKRIS, 2002).

A voltametria de redissolucdo € uma técnica muito sensivel e conveniente
para analises de espécies tracos, porém ela é relativamente restrita a metais que
apresentam solubilidade no mercurio. Esta técnica também é aplicada a alguns
compostos ibnicos e organicos, que formam compostos pouco sollveis com o

mercurio e ficam depositados na superficie do eletrodo (BOND, 1999).
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A voltametria de redissolucdo também apresenta limitacdes e por isso foi
desenvolvido a voltametria adsortiva por redissolucao, técnica esta que é embasada
por pré-concentracao feita pela adsorcdo da espécie eletroativa de interesse na
superficie do eletrodo. No caso de metais, € feito através de seus ions complexos
adicionando-se a solugdo contendo o0 ion metdlico um complexante,
consequentemente, o produto complexo formado € acumulado junto a superficie do
eletrodo. Com isso, a pré-concentracdo nao depende da solubilidade do metal, como
no caso da voltametria de redissolucdo. E, devido a essas caracteristicas, essa
técnica pode ser aplicada a um numero ilimitado de substancias orgéanicas,
precisando apenas que elas tenham propriedades de superficie-ativa e eletroativa
para serem adsorvidas na superficie do eletrodo de trabalho. Quanto ao limite de
deteccao, pode chegar a ordem de 1 fM (BOND, 1999; CHRISTIAN; ALEIXO, 2003).

Outra técnica eletroquimica a saber € a deteccdo condutométrica
capacitivamente acoplado sem contato (C*D). Ela ganhou muita popularidade como
deteccdo usados em microchips de eletroforese desde a sua introducdo em
eletroforese capilar convencional (EC), em 1998 (VAZQUEZ et al., 2010).

Em 1998 Zemann e colaboradores publicaram o trabalho sobre um detector
de condutividade capacitativamente acoplado sem contato para ser aplicado em
eletroforese capilar (ZEMANN et al.,, 1998). O detector era constituido por dois
eletrodos posicionados em torno do cilindro e o revestimento de poliamida no

exterior do capilar de silica fundida, com um intervalo de deteccao de 2 mm.

Os eletrodos formava um condensador cilindrica e a condutividade elétrica da
solugdo era medida entre os eletrodos. Objetivando minimizar a influéncia de
reatancia, que € a resisténcia oferecida a passagem de corrente elétrica por um
indutor ou capacitor num circuito, do liquido foi utilizado uma baixa frequéncia
ultrassbnica para o acoplamento da tensdo de corrente alternada. Para uma verséo
melhorada do detector, duas canulas de seringa (tubo de plastico, borracha ou
metal, de calibre variavel, com formas e objetivos diversos, aberto em ambas as
extremidades, destinado a ser introduzido no corpo), foram utilizados como eletrodos
e o capilar foi simplesmente montado no tubo. Isto permite uma colocacao facil do

detector em varias posi¢coes ao longo do capilar. O limite de deteccdo de cétions e



72

anions inorgéanicos foi de 200 ppb conforme para o sddio e cloreto, respectivamente
(ZEMANN et al., 1998).

Silva e Lago publicaram, também em 1998, um trabalho muito relevante sobre
a producdo de um detector oscilométrico para ser aplicado em eletroforese capilar.
Neste trabalho foi apresentado dois anéis de prata com 2 mm separados por 1 mm
pintados sobre o revestimento de poli(imida) de um capilar de silica fundida de
diametro interno de 75 pm e 360 um de diametro externo e utilizados como eletrodos
para medi¢des oscilométrica (SILVA; LAGO, 1998).

Um gerador de funcéo foi utilizado para aplicar um sinal sinusoidal ao longo
de um dos eletrodos, a outra foi ligada a um conversor de corrente-tensdo. O sinal
retificado foi proporcional a entrada da célula implicando em uma funcdo da
condutividade da solucéo interna na regidao dos eletrodos . Eletroferogramas de
cations alcalinos e alcalino-terrosos mostraram boa relacdo sinal-ruido. As
condic@es tipicas de eletroforese, o limite de deteccéo para o litio foi de 1,5 uM , e
houve boa linearidade até uma concentracdo de 2 mM. Deteccdo de condutividade
indireta de sais de aménio quaternario foi conseguido usando acetato de potassio
tampdo de corrida, que mostrou resultados similares aos de detectores
condutométricas convencionais (SILVA; LAGO, 1998).

Deteccao da condutividade é uma técnica de deteccado universal, que envolve
a medicdo das diferencas de condutividade da solucdo de eletrdlito, em comparacao
com a das zonas de analitos. A integracdo de C*D com o dispositivo de microfluidos
€ bastante simples, devido a auséncia de contato fisico dos eletrodos de deteccéo,
com a solugdo de eletrélito. Além disso, a facilidade de miniaturizacdo e
instrumentacdo de baixo custo tém desempenhado um papel importante no sucesso
do C*D no campo de eletroforese em microchip (VAZQUEZ et al., 2010).

A técnica eletroquimica mais amplamente utilizada em microdispositivos de
analises é a amperometria. Método eletroquimico de andlise quantitativa que
determina a concentracdo de uma solucédo, baseado na medida de intensidade de
corrente elétrica (LUNTE et al., 1996; WANG, 2006). A deteccdo amperométrica tem

varias vantagens para utilizacdo com sistemas de eletroforese em microchip, por



73

exemplo, a facilidade de miniaturizagao, a sensibilidade e seletividade, e geralmente
apresentam baixos limites de detec¢éo (LACHER, 2001).

A deteccdo amperométrica € caracterizada pela aplicagcdo de um potencial
constante para o eletrodo de trabalho e a medicao da corrente elétrica em fungéo do
tempo, conforme Equacdo (6). O potencial aplicado facilita as reagbes redox de
substancias a serem analisadas, enquanto que a corrente de saida é proporcional a
concentracdo dos analitos (VANDAVEER IV et al., 2004). Além disso, a resposta da
corrente é diretamente proporcional ao numero de mols de analito oxidado ou
reduzido na superficie do eletrodo de trabalho, tal como descrito pela lei de Faraday
(LUNTE et al., 1996; BARD; FAULKNER, 2001; BOCKRIS, 2002):

dQ _

g =4= F — Equac&o (6)

onde i; € a corrente gerada na superficie do eletrodo no tempo t, Q é a carga na
superficie do eletrodo, t € o tempo, n é o numero de moles de elétrons transferidos
por mols de analito, N € o numero de mols de analito oxidados ou reduzidos, e F é a
constante de Faraday (96.485 Cmol™). Amperometria é um modo popular de
deteccdo em eletroforese capilar e microchip, devido a sua facilidade de operacéo e
contribuicdes para que haja minima corrente de fundo. A seletividade é conseguido
através da escolha criteriosa do potencial de detec¢do, com o potencial 6timo sendo
selecionado por meio da constru¢do de um voltamograma hidrodinamico (LUNTE et
al., 1996; BARD; FAULKNER, 2001; BRETT, C.; BRETT, A.; 2001; BOCKRIS, 2002).

3.8 Descricéao e evolucao dos eletrodos de pasta de carbono

Com o desenvolvimento das técnicas eletroanaliticas, 0s sensores
eletroquimicos tornaram-se mais atrativos nas diversas areas de pesquisas. Assim,
varios trabalhos vém sendo publicados em revistas especializadas, nas quais
autores descrevem diferentes tipos de eletrodos utilizados na quantificacdo de
espécies eletroativas (CRESPILHO; REZENDE, 2004).
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O primeiro eletrodo de pasta de carbono foi desenvolvido por Ralph N.
Adams, do Departamento de Quimica da Universidade de Kansas, Lawrence-
Kansas, em 1958. Essa descoberta esta ligada a busca de um eletrodo de carbono
com possibilidade de ser renovavel para ser aplicado em uma ampla faixa de
potenciais positivos, pois o eletrodo de mercurio metalico, de gota pendente ou néo,
€ impossibilitado a aplicacdo devido a sua oxidacdo(ADAMS, 1958; VIEIRA,
LUPETTI; FATIBELLO-FILHO, 2003). Em 1963, Adams utilizou pela primeira vez o
eletrodo de pasta de carbono para determinar ouro e prata, utilizando a voltametria
de redissolucao anddica (ADAMS, 1958).

A pasta de carbono € uma mistura de carbono grafite com um aglutinante,
geralmente nujol (6leo mineral), para compactar o p6é e deixa-la mais uniforme
possivel. Adams utilizou uma propor¢cdo de 1 g de carbono grafite e 7 mL de
bromoformio (ADAMS, R. N., 1958). Consideracfes relevantes a serem seguidas
sdo a uniformidade no tamanho do p6 do grafite, a alta pureza quimica e a baixa
capacidade de adsorcdo de oxigénio e impurezas eletroativas. O aglutinante deve
ser um liquido organico quimicamente inerte, de baixa volatilidade, livre de
impurezas, eletroinativa, imiscivel com a solugcdo do analito e com o eletrdlito, ser
bastante aglomerante para preencher os espacos entre as particulas do grafite
(VIEIRA; LUPETTI; FATIBELLO-FILHO, 2003).

Em 1963, Theodore Kuwana e William G. French do Departamento de
Quimica da Universidade da California, Riverside-California, investigaram o
comportamento eletroquimico de liquido orgéanicos incorporados a pasta de carbono
(KUWANA; FRESCH, 2006).

Eles relataram que a eletro-oxidacdo ou eletro-reducdo de compostos
organicos € frequentemente desempenhada em solventes organicos por causa das
limitacbes de solubilidade. Porém, é frequente a formacdo de ions a partir dos
compostos que oxidam ou reduzem, 0s quais, se solUveis e estaveis com sais,
podem ser dissolvidos e eletrolisados em solu¢gbes aquosas; e se, 0 produto desta
posterior eletrolise, por outro lado, for insolivel em meio aquoso, dificulta a
interpretacdo dos dados porque a corrente-potencial irregular é causada pela
precipitacdo ou formacéo de filme na superficie do eletrodo (KUWANA; FRESCH,
2006).
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Contornando este problema, foram eletrolisados varios compostos organicos
em solugcdo aquosa de um eletrodo de pasta de carbono, os quais foram
intimamente misturados com compostos organicos insoluveis (KUWANA; FRESCH,
2006). A partir disso, surge o conceito de agente modificador, definido como
qualguer espécie quimica com propriedades de melhorar a sensibilidade e a
estabilidade de um eletrodo de pasta de carbono.

A denominacdo eletrodo quimicamente modificado foi utilizado inicialmente
por Moses e colaboradores, do Laboratorio de Quimica Kenan da Universidade de
Carolina do Norte em 1975, onde eles modificaram eletrodos de SnO, com aminas,
piridil e ligantes etilenodiamina e monitoraram a reacao e confirmacao da interacao
guimica, principalmente com aminas, com Espectroscopia Fotoelétrica de Raio-X
(MOSES, 1975;).

O principal objetivo da modificacdo de eletrodos é pré-estabelecer e controlar
a natureza fisico-quimica da interface eletrodo-solucdo como uma forma de alterar a
reatividade e seletividade do sensor base, favorecendo conseguintemente, o
desenvolvimento de eletrodos mais versateis para varios fins e aplicagdes, tais como
catélise de reacdes organicas e inorganicas e transferéncias de elétrons em
moléculas de interesse. Segundo a literatura, a maior parte de aplicacbes de
eletrodos quimicamente modificados envolve técnicas voltamétricas ou
amperomeétricas, ou ainda a utilizacdo como eletrodos de ion-seletivos (PEREIRA et
al., 2002).

A primeira modificacdo em eletrodo de pasta de carbono com enzimas foi
proposto por Wojciech Matuszewski e Marek Trojanowicz do Departamento de
Quimica da Universidade de Warsaw, Pasteura-Polénia em 1988. Eles prepararam o
eletrodo de pasta de carbono modificado com a mistura de 100 mg de pé de grafite,
5 mg de glucose oxidase e 10 mL de 6leo de silicone. A determinagéo foi feita
amperometricamente, obtendo um limite de detec¢cdo de 20 uM de glucose para
cada 750 yL de volume de amostra. Obtiveram uma frequéncia analitica de 120
amostras por hora e uma estabilidade do sensor desenvolvido de 3 semanas sem
diminuicao significativa na sensibilidade (MATUSZEWSKI; TRAJANOWICZ, 1988). A
partir dessa primeira modificacdo, varias outras modificacdes foram desenvolvidas

utilizando diversos materiais bioldgicos.
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O desenvolvimento de eletrodo de pasta de carbono modificado
guimicamente possui como relevantes e atraentes vantagens de melhorar
seletividade e diminuir o limite de deteccéo do analito de interesse; o procedimento é
geralmente simples; a regeneracdo da superficie do eletrodo é feita através da
renovagcdo da pasta da ponta do eletrodo; e aumentar a seletividade nas
determinacdes, esse Ultimo muito almejado pelos analiticos (VIEIRA, 2003;
BERGAMINI, 2006).

A confeccdo ou preparo de um eletrodo quimicamente modificado exige
saber, primeiramente, quais as caracteristicas analiticas, ou bioanaliticas, desejadas
ou indispensaveis do sensor. Todas as pesquisas desenvolvidas, até hoje, estédo
concatenadas a otimizacdo da robustez desses dispositivos. Conseguintemente todo
avango nas pesquisas envolvendo modificacdo de eletrodos, possibilitou uma

consideravel evolucao destes sensores.

No entanto, apesar de toda as vantagens apresentados, deve-se levar em
consideracao que a primeira etapa do processo de desenvolvimento da modificagéo
do eletrodo é arguir se o eletrodo sem a modificacdo, como por exemplo o eletrodo
de pasta de carbono, ja ndo é suficientemente seletivo e quantifica as espécies na

faixa de limite necessario.
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EXPERIMENTAL
Equipamentos e acessorios:

Potenciostato/galvanostato da Autolab® PGSTAT 12 (AUT73222)
interfaceado a um microcomputador, sistema, o qual é controlado pelo
software GPES (General Purpose Electrochemical System) versdo 4.7 Eco
Chemie B.V. Utrecht, The etherlands;

Potenciostato/galvanostato PalmSens da Electrochemical Sensor Interfaces,
Versao 1.11;

Potenciostato isolado modificado modelo 8151BP 2-canal Wireless (Pinnacle
Tecnologia, Lawrence, KS, USA);

Fonte de alimentacdo de alta voltagem com 4 canais (HV Rack, Ultravolt Inc.,
Ronkonkoma, NY, USA), controlada por um software de escrita em LabVIEW
(National Instruments, Austin, TX, USA);

Maquina de gravacdo a laser, de resolucdo de 1200 dpi, do fabricante
Gravograph Industrie International, Saint Luc-Franca, modelo L-Solution 100,
BP15-Z.1.-10600 La Chapelle;

Prensa termostatica;

Microscopio eletronico invertido (Nikon Ti-L, Melville, NY, USA).

Cuba de ultrassom da Cristéfoli Equipamentos de Biosseguranca LTDA
(USC070236) de capacidade 2,5L, frequéncia ultrasbnica 42kHz e poténcia
220V;

Micropipetas Eppendorf de volume variavel;

Ponteiras de micropipeta (Eppendorf);

Balanca analitica MICRONAL MARK 200;

Vidrarias em geral, tais como: béqueres, baldes, provetas, pipetas, entre
outras vidrarias de diversas graduacgfes volumétricas;

pHmetro (Marte Mark 2000);

Papel indicador universal pH 0 — 14 (Merck);

SU-8 10 fotorresiste e SU-8 revelador (Micro-Chem, Newton, MA, USA);
Fotorresiste AZ 1518 e 300 MIF revelador (Mays Quimica, Indianapolis, IN,
USA);
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Mascara de filme fotolitografico (50.000 dpi; Infinite Graphics, Minneapolis,
MN, EUA), de 100 mm (4 ") de silicio (Si) (wafers de silicio, Boise, ID, EUA),
vidro de borosilicato flutuador (4" x 1.1 mm; precisdo de vidro e 6ptica, Santa
Ana, CA, USA);

Coater de rotacdo 100 Cee (Brewer Science, Rolla, MO, USA);

Chapa de aquecimento programéavel (Thermo Scientific, Asheville, NC, USA);
AutoCad LT 2004 (Autodesk, San Rafael, CA, USA);

Impressora para filme de transparéncia com resolucdo de 50.000 dpi (Infinite
Graphics, Minneapolis, MN, USA);

Fonte de UV de fluxo i-line (ABM, San Jose, CA, EUA);

Substratos revestidos de platina (Pt) por pelicula de vidro (2000 A Pt camada
sobre 200 A Ti, Facilidade de Microfabricacdo, Ralph Adams Institute of
Bioanalytical Chemistry, University of Kansas, KS, USA);

Sylgard 184 Silicone Elastomer kit: PDMS (Ellsworth Adhesives, Germantown,
Wisconsin, EUA), titanio (Ti ) etchant (TFTN; Transene, Danvers, MA, USA);
Fio de cobre (calibre 22; Westlake Hardware, Lawrence, KS, USA);

Pasta coloidal de Ag (Ted Pella, Redding, CA, EUA);

MiliQ ( 18,3 MQ cm) (Millipore, Kansas City, MO, USA);

Perfurador de biopsia de 4 mm de diametro (Harris Uni-core, Ted Pella
Redding, CA, USA);

Perfilador de superficie (Alpha Step-200, Tencor Instruments, Mountain View,
CA, USA).

Reagentes e solucgdes utilizados

Neste trabalho todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau analitico,

ou P. A., da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA), Fisher Scientific (Fair Lawn , NJ,
EUA), Cayman Chemicals (Ann Arbor, Ml), Vetec Quimica (Vetec Quimica Fina Ltda,
Duque de Caxias, RJ, BR) e Merck (Sao Paulo, SP, BR), e as solucdes foram
preparadas em agua deionizada.

1.
2.

Acido cloridrico concentrado, HCI.
Acido nitrico concentrado, HNOs.

3. Cloreto de potassio, KCI.
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Ferricianato de potassio, CsNgFeKs.
Serotonina (5-hidroxitriptamina), N2OC1oH12.
Acetaminofeno (paracetamol), CgHgNO».
Tetraborato de sédio (bérax), Na;B,07.10H,0.
Nujol (petrolato liquido).

© © N o o &

Carbono grafite em po.

10. Nitrito de sodio, NaNO».

11.Acido bérico, H3BO:s.

12.Brometo de tetradeciltrimetilamonio (TTAB), C17H3sNBr.

13.Tirosina (acido(S)-2-Amino-3-(4-hidroxiphenil)-propanoico), CoH11NO:s.

14. Acetona, CH3COCHs5;

15. Alcool isopropilico (IPA - isopropyl alcohol), CzH;OH.

16.Perdxido de Hidrogénio 30%, H,0..

17.Hidréxido de sédio, NaOH.

18. Peroxinitrito, ONOO™.

19.Glutationa (GSH ou forma reduzida), (acido (2S)-2-amino-4-{[(1R)-1-
[(carboximetil) carbamoil]-2-etil-sulfonil] carbamoil} butanoico), C1o0H17N306S.

20.Acido  ascoOrbico  (AA), (3-oxo-L-gulofuranolactona  (5R)-5-[(1S)-1,2-
diidroxietil]-3,4-diidroxifurano-2(5H)-ona), C¢HgOs.

21.Cisteina (Cis), ((R)-2-amino-3-sulfanil-propandico), C3H;NO.S.

22.Triclometano (Cloroférmio), CHCls.

4.3 Preparo das solugbes de peroxinitrito e das amostras de perfusato de

sangue de ovelhas e ratos:

Solucdo de peroxinitrito (ONOO?) 42 mmol L™ — Ap6s a compra, o padrdo
de ONOO™ de concentracdo 420 mM (dados fornecidos pelo fabricante), foi estocado
sob uma temperatura de -80 °C e antes do preparo da solucéo foi colocado no gelo
até o total degelo; apods o total degelo; em seguida a solucdo padréao foi diluida em
tampéo acido borico (10 mM) pH 11 contendo TTAB (2 mM) a 42 mM. O preparo
dessa solugédo era realizado sempre no momento da andlise porque o ONOO™ é
muito instavel. Todas as outras concentra¢des foram diluidas a partir dessa ultima

concentracao.
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Preparo das amostras de sangue de ovelhas e ratos - As amostras de
sangue de ovelhas e ratos foram coletados por meio de uma sonda de microdialise
loop BASi com membrana 1 cm de comprimento e peso molecular de corte de 30
kDa. A sonda tem 16 cm de tubulacao fixa que proporciona um tempo de atraso de 5
minutos para uma taxa de fluxo de 1 pL por minuto. Foi utilizada para a perfusao
uma bomba de seringa do tipo cateter de microdialise (CMA) a uma taxa de fluxo de
1 pLmin™. A primeira hora era apenas linha de base de perfusdo do tampao fosfato
50 mM (pH = 7,6) com NaCl 119 mM. Depois, a seringa foi ligada a nitroglicerina
injetavel, a qual possui efeitos vasodilatadores periféricos e consequente reducao
das necessidades de oxigénio pelo miocardio, a uma concentragéo de 4,8 mg mL™,
e a coleta de amostras foi realizada durante 2 horas. O perfusato foi coletado em
intervalos de 10 minutos para que cada vial (frasco) obtivesse um volume de
amostra coletada de 10 pL. Foi usado o mesmo procedimento de coleta de amostra

tanto para as ovelhas, quanto para os ratos.

4.4  Preparo do eletrodo de pasta de carbono

O preparo da pasta de carbono, segundo a literatura, geralmente tem uma
proporcao de 30% de 6leo mineral e 70% de carvao ativado em pé. No entanto, essa
proporcdo nao foi favoravel para realizar detec¢cdes amperométricas para volumes
de solucdes na escala de yuL. Assim, a pasta de carbono foi preparada a partir de
carvao ativado em pd, nujol como 6leo mineral, utilizando a seguinte proporcédo: 20%
de 6leo mineral, nujol, adicionado a 80% de carvao ativado em p0. Isto implicou em
concentracdo de: carvdo ativado 0,80 mgmg™? (%m/m) e 0,20 mgmg™ (%m/m).
(ADAMS, 1958; CRESPILHO; VIEIRA; LUPETTI; FATIBELLO-FILHO, 2003;
REZENDE, 2004)

O preparo da pasta exigiu alguns cuidados para se obter éxito na
repetitividade e na reprodutibilidade. O primeiro esta ligado a forma de pesagem dos
constituintes da pasta, onde a melhor forma foi pesar os dois constituintes juntos,
pois a pesagem separada ndo garantia a massa real do carvao ativado e do Oleo

guando tivéssemos que junta-los para transformar em pasta.
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O segundo esta ligado a mistura dos constituintes, que deve ser a mais
homogénea possivel, isso envolve também a quantidade de nujol, porém quanto
mais nujol for colocado menos condutora, serd a pasta, atrapalhando
consequentemente a resposta eletroquimica desejada. A melhor forma de se obter
éxito no quesito conduténcia foi colocar a quantidade de dleo mineral sobre o carvao
ativado e macerar até se tornar em uma pasta homogénea e compacta. O terceiro
foi colocar a pasta no eletrodo de forma compacta para permitir boa condutancia,
para isso foi utilizada uma ponteira de micropipeta eppendorf de 200 uL, onde a
pasta foi pressionada para ficar compactada e, consequentemente, tornar-se bom

condutor.

Por ultimo foi colocado um conector de ouro, soldado em fio de cobre, em

contato com a pasta; o qual serviu como contato entre a pasta e o transdutor.

4.5 Fabricagdo do microchip de PMMA

A fabricacdo do microchip foi realizada em trés etapas. A primeira etapa foi
direcionada ao design do chip, onde usou-se um programa de computador de facil
manuseio, o CoreIDRAW X5, conforme mostrado na Figura 5. O desenho foi feito
dividindo o microchip em duas partes: primeiramente 0s microcanais foram
desenhados em formato de cruz num retangulo de dimensdées 3,0 x 6,0 cm, onde o
maior microcanal, equivalente a parte vertical da cruz, mede exatamente 4,5 cm, o
menor, equivalente a parte horizontal da cruz, exatamente 1,5 cm, e em trés das
guatro extremidade da cruz foi feito um circulo de 3,0 mm de diametro para servir de
reservatorio. No segundo momento do desenho foi feito a base retangular com

dimensdes iguais a parte contendo os microcanais, 3,0 x 6,0 cm.



82

Figura 5 - Designe do chip feito no CorelDRAW X5 e a forma ampliada da interseccao
dos microcanais.

Fonte: Autor, 2011.

Na segunda etapa foi realizada a gravacédo e o corte do chip anteriormente
desenhado no substrato de poli(metil metacrilato) (PMMA) de 2 mm de espessura.
Isso foi possivel utilizando a Maquina de Gravacéao a Laser de CO,. Esta maquina foi
interfaceada a um microcomputador, onde cada cor referente ao desenho (feito no
CorelIDRAW X5) foi relacionado com a poténcia do laser (profundidade do corte
desejado) e a ordem de acdo da maquina. Assim, primeiro eram feitos o0s
microcanais, seguido dos trés reservatorios e os quatro orificios nas extremidades e
por ultimo o corte do microchip. Os orificios nas extremidades foram idealizados para
facilitar o alinhamento das duas faces do microchip antes da selagem irreversivel.

A cor preta do desenho representa, para o0 programa utilizado no
interfaceamento, a primeira acdo e menor poténcia e foi utilizado para a construcéo
dos microcanais. As cores amarela e verde do desenho tem a mesma poténcia,
sendo diferente apenas a ordem de acao, onde a primeira acao foi referente a cor
verde e a segunda a amarela. Essa ordem foi feita estrategicamente para obter a
reprodutibilidade no corte dos reservatorios. Uma vez que a gravacao e 0s cortes
eram feitas na chapa de PMMA, cortando primeiro o microchip, o mesmo nao ficava

de forma fixa para permitir a reprodutibilidade no corte dos orificios (reservatorios)
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de um microchip para outro, logo eram feitos primeiro os reservatorios e em seguida

o corte do microchip. As linhas vermelhas ndo foram utilizadas para esse sistema.

Na terceira etapa foi otimizada e efetivada a selagem das duas partes do chip
microfluidico, uma lisa sem desenho, e outra com 0os microcanais e orificios para

reservatorios.
A selagem seguiu 0s seguintes passos:

1. Limpeza das duas partes do microchip com agua deionizada, por
1 min, no ultrassom;
Limpeza, por 1 min, com isoprapanol no ultrassom;
Secagem das placas usando ar comprimido;
Espalhamento de 60 uL do selador dibutil ftalato (DBP) a 10% (m/v) em
isopropanol na parte lisa do microchip para evitar que 0s microcanais
fossem obstruidos;

5. ApGs espalhamento o microchip com o selador foi deixado por 2 min
sob temperatura ambiente para evaporar o isoprapanol;

6. O microchip foi colocado em uma prensa termostéatica por 10 min a
uma temperatura de 90 °C, sob uma pressao constante;

7. A temperatura da prensa termostatica foi diminuida para 25°C e entéo

foi retirada a presséo da prensa.

Apbés a selagem do microchip foi colocado azul de bromotimol nos
microcanais para melhorar a visualizacdo no microscopio 6ptico, com o objetivo de

observar se 0s microcanais estavam obstruidos pelo selador.

Na Figura 6 esta demonstrado o microchip montado com os microcanais

preenchidos com azul de bromotimol.
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Figura 6 - Imagem do microchip montado com os microcanais preenchidos com azul
de bromotimol.

Fonte: Autor, 2011.

4.6 Construcédo do suporte para o microchip de PMMA

A fabricacdo do suporte para o microchip foi realizada em trés etapas

semelhantes a fabricacdo do microchip.

Assim como no microchip, a primeira etapa foi direcionada ao design, onde foi
usado o mesmo programa, CorelDRAW X5. O desenho foi feito dividindo o suporte

em dez partes distintas e de tamanhos e formas diferentes.

Na segunda etapa foi realizada a gravacao e o corte do suporte desenhado
no substrato, também, de PMMA de 2 mm de espessura. Foi utilizada a mesma
maquina de gravacao a Laser.

Na terceira etapa montou-se o suporte colando as partes com cloroférmio, de
forma a ter partes fixas e outras méveis. As partes fixas foram coladas deixando um
espaco para encaixar o microchip de forma que deixasse espacos nas laterais, no
entanto esse espaco foi feito de uma maneira que permitisse aproximar a

extremidade do microchip, a qual possuia o final, ou saida, do microcanal
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responsavel pelo contato com o eletrodo e o reservatério do descarte e
consequentemente fazer a deteccdo. Ja as partes moveis foram feitas para: uma
delas servir como suporte superior do chip para gerar pressao e, consequentemente,
nao ter vazamento por baixo, para isso foi colocado dois parafusos para unir a parte
movel com a parte fixa; a outra parte movel é o suporte do eletrodo de trabalho, que
nesse caso foi usado um eletrodo de pasta de carbono, a parte mével do suporte foi
confeccionado para facilitar o alinhamento do eletrodo com o orificio do microchip,
onde haveria a saida das espécies em andlise para o reservatério do descartes. As

dimensdes do suporte, jA montado, foram de 12,5 x 13,5 cm.

Nas Figuras 5 e 6, estdo demonstradas a base dos microchips montada,

imagem da parte frontal e da parte de tras, respectivamente.

Figura 7 - Imagem frontal da base montada dos microchips.

Fonte: Autor, 2011.
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Figura 8 - Imagem da parte de tras da base montada dos microchips.

Fonte: Autor, 2011.

4.7 Fabricacdo do microchip hibrido PDMS/vidro

A fabricacdo do disposto microfluidico baseado em PDMS/vidro foi descrita
anteriormente pelo grupo da Profa. Susan M. Lunte, dentre outros (MARTIN et al.,
2000; FISCHER et al.,, 2009; LI et al., 2010; GUNASEKARA et al., 2011,
GUNASEKARA et al., 2012; ZENG et al., 2011; WANG et al., 2012; ZHANG et al.,
2012; WANG; BI; 2013). Brevemente, o fotorresiste negativo SU-8 10 (para os
canais eletroforéticos) foi revestido por rotagdo em um substrato de Si de 100 mm
para uma espessura de 15+1 ym usando um coater de rotacdo modelo 100 Cee. O
substrato foi entdo transferido para uma chapa quente programavel para curar
suavemente a 65 °C durante 2 minutos e depois a 95 °C durante 5 min. Os designs
dos canais microfluidicos foram criados usando um AutoCad LT 2004 e impresso em
um filme de transparéncia com uma resolucdo de 50.000 dpi. O substrato foi
revestido com filme transparente e expostas a 344 mJ/cm? utilizando uma fonte de
UV de fluxo i-line. Apds a exposicédo a radiagdo UV, o substrato foi curado a 65 °C
durante 2 min e 95 °C durante 10 min. O substrato foi, entdo, desenvolvido em SU-8
revelador, lavado com 4alcool isopropilico (IPA), e secado sob atmosfera de
Nitrogénio. Um altimo "hard bake" foi realizado a 175 °C durante 2 h. A espessura do
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fotorresiste aumentado (levantado), o que corresponde a profundidade dos canais
de PDMS, foi medida com um perfilador de superficie. As microestruturas de PDMS
foram feitas por moldagem de uma mistura 10:1 de PDMS elastémero e agente de

cura, respectivamente, sobre a master (mestre) modelador de Si.

O design do microdispositivo que foi moldado apresenta canal duplo, sendo
um deles o canal de separacédo e o outro o canal de referéncia ou branco, ambos
medindo 3,5 cm a partir da interseccdo para o final dos canais de separacédo e
referéncia e os bracos laterais mediram 0,75 cm de comprimento. A largura e a
profundidade dos microcanais eletroforéticos foram de 40 e 15 um, respectivamente,
exceto o canal de residuos de amostra que tinha 80 um de largura e comprimento de
0,9 cm. Os microcanais que representam os bracos laterais do microchip possuem
dimensdes: 0,75 cm de comprimento, 40 um de largura e 15 um de profundidade. E
para a confeccdo dos 6 reservatérios foram feitos furos no polimero bastante
simétricos utilizando para isso um perfurador de biépsia de 4 mm de didametro,
exceto para o reservatério de residuos/GND, que era de 6 mm de diametro, e iSsSO
se fez necessario para diminuir os efeitos de campo produzido pela alta tensao
aplicada nos canais de separacao e referéncia.

Finalizando essa etapa, o substrato de PDMS contendo duplo-canal, canal de
separacao e canal de referéncia, foi entdo selado reversivelmente sobre vidro de
borosilicato plano contendo eletrodo de trabalho de Pt medindo 15 ou 50 ym de
largura e um eletrodo de referéncia também de 15 ou 50 ym e de Pt. Em outra
seccdao abaixo foi feita descricdo da fabricacdo desses eletrodos. Os eletrodos de Pt
de trabalho e de referéncia foram cuidadosamente alinhados nos canais de
separacao e de referéncia (dentro do canal cerca de 1 a 4 um) com o auxilio de um

microscopio eletrénico invertido.

Nas Figura 9 e 10 sdo apresentas o0 esquema ilustrativo do sistema
microfluidico e imagens fotograficas dos moldes utilizadas para a producdo das

mascaras com microcanais de PDMS.
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Figura 9 - llustragcdo esquematica do sistema de microcanais no microssistema
eletroforético (MSE) de duplo-canal, com uma configuracdo dentro do
canal (in-channel) e detector eletroquimico. O canal duplo tem
comprimento: 3,5 cm de canal de separacédo e canal de referéncia (a partir
da interseccdo dos canais com a extremidade do canal de separacéo) e
1,0 cm de bracos laterais. Todos os canais tém a mesma secc¢ao
transversal de dimensfes de 40 um de largura e 15 um de profundidade,
com excecdo do canal de residuos de amostra que é de 80 um. Todos
reservatorios tem um didmetro de 4 mm, o que é equivalente a um volume
de 20 pL, com excegao do reservatorio de residuos/GND, que é cerca de
50 uL.

Tampéo Amostra
ET HV HV

Canal de separacao
GND/ ' GND/
Residuos . 1 - Residuos da

1
amostra

|
R - @
Tampao Branco
HV HV

Canal de referéncia ‘

Fonte: Modificado de CHEN; HAHN, 2007.

Figura 10 - Imagens fotografica dos moldes para o microchip de PDMS. A diferenca
entre as duas imagens é a distancia entre os canais de separagdo e
trabalho, em (A) € 160 um e em (B) 400 pum.
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Fonte: Autor, 2012.

4.8 Fabricacédo dos eletrodos de platina (Pt)

A fabricacdo dos eletrodos de platina ja tem sido descrito por S. M. Lunte e
colaboradores (MARTIN et al., 2000; COLTRO et al., 2008; GUNASEKARA et al.,
2011; GUNASEKARA et al., 2012; SCOTT, et al., 2013). Os eletrodos usados nos
experimentos para detec¢do eletroquimica consistiram de uma camada de adesao
de 200 A de Ti seguido por uma camada de 2000 A de Pt depositado em um
substrato de vidro. O fotorresiste positivo (AZ 1518) foi dinamicamente aplicado a
placa de vidro com revestimento de Pt a 100 rpom durante 5 s. A rotacédo do coater foi
entdo realizada em rampa até uma velocidade final de 3500 rpm e mantido por 30 s
para produzir um fotorresiste de espessura de 2,0 - 2,2 um. O fotorresiste foi
suavemente cozido a 100 ° C durante 2 min e, em seguida, exposto a 86 mJ/cm?
usando uma fonte de inundacdo UV in-line e a méscara de uma transparéncia
adequada. ApOs a exposicao, a placa foi desenvolvida durante 30 s em revelador
300 MIF e em seguida enxaguadas completamente com 18,2 MQ.-cm agua

deionizada e secou-se com gas nitrogénio.

Uma cura rigida final foi realizada a 100 °C durante 10 min. O fotorresiste
remanescente no prato serviu para proteger o metal subjacente, ou da base, do

procedimento de ataque acido subsequente. A platina metalica foi removida por
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imersdo em agua régia (3:1:6 H,O/HCI/HNO3) a 85 °C durante 30 s para remogao
completa da platina.

O titanio metalico foi removido por imersdo da placa de Ti em produto
corrosivo realizada a 95 °C durante 45 s. Apés a conclusdo do processo de corrosao
do metal, o fotorresiste remanescente foi removido por lavagem da placa com
acetona, seguido de isopropanol, e secou-se com gas nitrogénio. Os contatos
elétricos para os eletrodos de platina foram feitos com fios de cobre colados com
tinta condutora de prata liquida (Ted Pella Inc., Redding, CA, EUA) e imobilizadas

com cola epoxi.

Figura 11 - Imagens fotografica dos eletrodos de platina. (A) eletrodos de 15 um, e (B)
eletrodos de 50 um.

Fonte: Autor, 2012.
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4.9 Testes eletroforéticos para avaliar provaveis obstrucdes dos
microcanais do microdispositivo de PMMA

Um ponto interessante desse teste foi como carrear as espécies quimicas de
uma extremidade a outra, em direcédo e sentido do detector, do microdispositivo em

cruz.

A literatura apresenta duas formas de carreamento: uma utilizando
microbombas, porém no geral, a introducdo de microbombas para carreamento
aumenta significativamente o grau de complexidade dos dispositivos, o que pode
requerer um controle exacerbado dos processos de microfabricacdo, assim como o

Seu custo.

Uma saida para microssistemas, justamente por ndo oferecer etapas
adicionais com as microbombas, foi utilizar o bombeamento eletrocinético, que é
uma das técnicas mais empregadas de manipulacdo dos fluidos em microcanais. A
magnitude do fluxo eletrosmotico € dependente do tipo de material utilizado como
substrato e das propriedades da solucdo que preenche os canais, tais como pH,
viscosidade, constante dielétrica e forca idnica; e isso se deve ao fato que o fluxo
eletrosmotico esta relacionado a distribuicdo ndo uniforme de ions nas regides
proximas as paredes dos canais, quando estas possuem excesso de carga. Esse
tipo de mobilizacao do fluido favorece a aplicacdo do microssistema em separacdes
eletroforéticas, como por exemplo, eletroforese de zona e eletrocromatografia, uma
vez que a fonte de alta tensdo ja esta disponivel na integracdo da plataforma
microfluidica. E o mais interessantes desse tipo de mobilizacdo é que facilmente
selecionam-se os canais por onde o fluxo deve passar pela aplicagdo do potencial

nos reservatorios correspondentes a esses canais (COLTRO et al., 2007).

Assim, para observar se havia obstru¢gdes nos microcanais foi utilizado um

teste eletroforético com os seguintes passos:

1. Preparou-se uma solucdo de borato 20 mM, onde essa solucéo iria
servir como eletrolito suporte. A escolha do borato esta relacionado ao

pH na deteccéo de acetaminofeno e serotonina as quais exigem um pH
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alto, e, no caso do borato o pH foi 9,2. Esse pH foi corrigido com
NaOH.

Preencher os microcanais com a solucdo de borato. Para esse passo
foi utilizada uma seringa de 20 mL adaptada para aplicar presséo
negativa e fazer fluir a solu¢cdo por todo o microcanal. No inicio foi
preenchido dois dos trés reservatérios com a solugdo e o terceiro
reservatorio foi utilizado para aplicar a pressdo negativa,
conseguintemente preenchendo os microcanais. No entanto, com essa
formatacao ficava faltando o maior dos microcanais a ser preenchido,
justamente por nado ter reservatorio. Assim, depois de totalmente
preenchido a outra parte do chip, foi aplicado uma pressao negativa no
orificio do microcanal que ndo possuia o reservatorio. Finalizando com
todo o chip preenchido.

Como os microcanais nao nos dava certeza de que estavam totalmente
cheios de solucéo tinhamos que fazer um teste para averiguar. E para
isso usamos o teste eletroforético, com a ajuda da instrumentagao
fabricada no proprio laboratério, coordenado pelo professor José
Alberto Fracassi da Silva. A instrumentacao era basicamente uma fonte
de alta tensdo de 0 a 4kV a qual era ligada a outra fonte de 12 V, e
este era ligado a um transdutor de sinal analdgico-digital que era
conectado a um microcomputador. O transdutor tinha fundamental
importancia porque ele determinava a tensao exata para a fonte de alta
tensdo, e entdo era aplicada a tenséo nos eletrodos. Todo o sistema
era controlado pelo software LabVIEW ™ da National Instruments e que
estava interfaceado ao microcomputador. Assim, foi colocado o
eletrodo positivo em um dos reservatorios e 0 negativo no outro, se
desse sinal no LabVIEW né&o estava obstruido. Para a extremidade do
microcanal que nao tinha o reservatorio usinado nele préprio foi feito
um reservatdrio na base do chip com a finalidade de fazer esse estudo
e para a deteccdo amperomeétrica, uma vez que nos reservatorios
usinados no chip ndo possui espaco suficiente para colocar todos o0s

eletrodos.
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A Figura 12 demostra o fluxo eletroforético apds aplicacéo de alta tensdo. Nos
esquemas a e b estdo representados o sentido da mobilidade do fluxo eletroforético
assumira sempre o sentido do polo positivo, eletrodo positivo, para o polo negativo,

eletrodo negativo.

Figura 12 - Esquema demostrando a aplicacdo da tensdo com seus respectivos
sentidos de fluxo eletroforético.

1 & q-...i

Fonte: Modificado de Coltro et al., 2007

4.10 Procedimento de eletroforese usando o microchip hibrido PDMS/vidro

Separacdes com microssistemas eletroforético em foram realizadas em um
dispositivo hibrido PDMS/vidro usando um método de injecdo gated (MARTIN et al.,
2000; ZHANG et al., 2007; GUNASEKARA et al., 2011) e a tensdo de separacao foi
aplicada usando uma fonte de alimentacdo de alta voltagem. O eletrdlito de base
(BGE - do inglés background eletrolyte) consistiu de uma solucdo tampao de acido
bérico 10 mM com TTAB 2 mM, ajustado para pH 11 com NaOH. Neste caso, 0
TTAB é apenas utilizado para reverter o fluxo eletrosmoético (EOF) e esta presente
numa concentracdo inferior a concentracdo micelar critica (HULVEY et al., 2010;
GUNASEKARA et al., 2011; SCOTT, 2013). O BGE foi introduzido nos reservatorios
e levada através do canal sob pressdo negativa até o total preenchimento dos
canais do microchip de forma que nédo fossem observadas bolhas de ar, para isso foi
utilizado um microscépio. Apds o completo preenchimento dos canais com BGE
usando pressdo negativa, a solugdo-padrédo ou amostra desejada foi colocada no

reservatorio de amostra HV, conforme Figura 9.
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Quatro fios de platina foram conectados a quatro cabos de alta voltagem (HV
— high-voltage) e colocados no reservatério da amostra (sample HV) com
HV = -1200 V, no reservatério da referéncia ou branco (blank HV) com HV =-1200 V
e ambos reservatoérios do tampao (buffer HV) com HV =-1400 V. Dois fios de platina
conectados a cabos neutros (ou cabos de aterramento — HV = 0 V) foram colocados
nos reservatérios dos residuos (GND/waste e GND/sample waste), tal como

mostrado na Figura 9.

A injecao das solucdes padrao e branco (referéncia) foi realizada a partir da
aplicacdo de alta-voltagem, ja supracitadas, nos reservatorios em um intervalo de 1
s seguindo o sentido e a direcao de fluxo das solucdes dos reservatorios Sample HV
e Blank HV para o reservatério GND/Sample waste. Uma Injecdo do tipo gated
foram realizadas por flutuacdo da alta-voltagem em ambos os reservatorios Buffer
HV de forma sincronizada entre eles e os reservatérios Sample HV e Blank HV, a
qual permitiu que a alta-voltagem em ambos os reservatérios Sample HV e Blank HV
entregasse as solucdes da amostra e do branco nas interseccbes dos canais de
separacdo e referéncia do microchip para em seguida serem carreadas pelas
solugcbes tampdo seguindo sentido reservatério GND/Waste. Para parar uma
injecdo, a alta-voltagem em ambos reservatorios Buffer HV foi restabelecida.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES - PARTE |

Dispositivos microfluidicos sdo de interesse consideravel devido ao seu
elevado grau de integracdo, portabilidade, o minimo consumo de reagente, alto
desempenho e velocidade. Eles sdo bastante promissores para anélises biomédicas
e farmacéuticas, diagnosticos clinicos, monitoramento ambiental, investigacdes
forenses, dentre outros (MANZ et al., 1992).

Inicialmente a maioria dos dispositivos microfluidicos foram fabricados
utilizando vidro ou silicio fazendo uso das técnicas fotolitograficas. No entanto, a sua
aplicacdo se torna limitada por causa do alto custo e a limitagdo na modificacao
geométrica dos microcanais. Polimeros sdo menos caros e estdo se tornando 0s
materiais mais promissores para a fabricacdo de dispositivos microfluidicos com
tecnologias de replicacio em massa, tais como moldagem por injecdo e
estampagem a quente. Uma ampla variedade de materiais poliméricos tém sido
avaliados para a fabricacdo de microchips em vez de vidro, um deles é o
poli(metacrilato de metilo) (PMMA) (DUAN et al., 2010).

Nesta tese foi utilizada a estratégia de ligagdo assistida por plastificante para
o fabrico de um dispositivo microfluidico de PMMA e de uma base para o microchip
objetivando facilitar as analises, feita com o mesmo material. Os microchips, os
microcanais e a base foram fabricados por laser de CO,. Subsequentemente, as
placas de canal de PMMA e as coberturas de PMMA em branco foram coladas em
conjunto a uma temperatura de 90 °C usando o plastificante. A facilidade,
simplicidade, versatilidade e baixo custo da colagem assistida por plastificante, torna
esse meétodo extremamente atraente para producao de dispositivos microfluidicos de
PMMA. A viabilidade e desempenho do microchip com base (suporte) obtidos foram
avaliados através da deteccdo de serotonina e paracetamol por eletroforese em
microchip usando deteccao eletroquimica com eletrodo de pasta de carbono.

A seguir estdo escritos os estudos de otimizacdes experimentais realizados

na tentativa de tornar o método proposto mais seletivo e sensivel.

5.1 Otimizacao do eletrodo de pasta de carbono

Conforme descrito anteriormente, o eletrodo de pasta de carbono foi usinado

em uma ponteira de pipeta automética de 200 yL com um fio fino de cobre servindo
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como contato. Existiu uma dificuldade inicial para colocar a pasta de carbono na
ponteira porque o canal da ponteira era muito estreito e dificultava a etapa de
compactamento da pasta. Depois de sanado esse problema surgiu outro, como o
canal era muito estreito, depois que compactava o 6leo mineral escorria para a
ponta do eletrodo, consequentemente, atrapalhava o processo eletroquimico por
dificultar a condutancia elétrica. O o6leo mineral era adicionado na pasta em
quantidade percentual, no caso 30% (m/m), e para corrigir o problema tivemos que
diminuir a quantidade de 6leo mineral de forma que nao escorresse para a ponta do
eletrodo e que continuasse compactando. Assim, conseguimos otimizar para uma
propor¢éo de 20% (m/m) obtendo um sinal analitico melhor que o resultado da pasta
com proporcdo 30%. Para comprovar a melhora da resolucdo do sinal analitico
devido a proporcdo da massa do 6leo em relacdo ao carvao ativado foi feito uma
voltametria ciclica (VC) para avaliar o comportamento eletroquimico do eletrodo de
pasta de carbono utilizando uma solugédo de ferricianeto 1 mM em cloreto de

potassio 0,1 M.

Na Figura 13 esta representado o grafico voltamétrico, VC, do eletrodo de
pasta de carbono otimizado, usando ferricianeto de potassio 1 mM. Foi utilizado um
fio de platina como eletrodo auxiliar e prata/cloreto de prata saturado, AgQ/AgClsaturados
como eletrodo de referéncia. O voltamograma ciclico apresentou as caracteristicas
do processo redox do sistema ferricianeto de potassio, consequentemente,
tornando-se viavel para a utilizacdo do eletrodo nos testes experimentais com 0s

microdispositivos confeccionados.
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Figura 13 - Voltamograma ciclico do eletrodo de pasta de carbono (20% de nujol e
80% de carbono grafite). Parametros fisico-quimicos: tempo de equilibrio
igual a 1 s; 2 scans; potencial inicial de 0,0 V; potencial no 1° vértice igual
a 0,0 V; potencial no 2° vértice igual a 0,75 V; potencial step de 0,005 V;
solucdo de ferricianeto de potassio 1 mM em cloreto de potassio 0,1 M;
velocidade de varredurade 0,1 V.
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Fonte: Autor, 2011.

5.2 Determinacéao do raio do eletrodo de pasta de carbono

Um fator relevante em trabalhos que utilizam eletrodos de trabalho do tipo
‘homemade” é saber qual a area ativa do eletrodo que estara em contato com as
espécies redox para a realizagdo dos processos eletroquimicos. Assim, com esse
objetivo foi calculado o raio do eletrodo de pasta de carbono a partir de principios
basicos de eletroquimica. Uma vez comprovada a estabilidade de sinal analitico, o
passo posterior seria a determinacdo da area e, conseguintemente, o raio do

eletrodo a fim de julgar a escala de trabalho.
Para essa determinagdo seguimos 0s seguintes passos:

1. Usando uma solucao de ferricianeto 1 mM em cloreto de potassio 0,1 M,

foi feito o estudo da velocidade de varredura, utilizando as seguintes
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velocidades, v, em V/s: 0,003; 0,01; 0,03; 0,04; 0,05; 0,07; 0,09; 0,10;
0,12 e 0,15.

2. Construiu-se um grafico da corrente de pico, iy, versus a raiz quadrada da
velocidade de varredura, v*2.

3. Como o coeficiente angular € proporcional & area do eletrodo, a partir do
gréfico i, vs. v”?, foi observada a linearidade da reta e escolhido a
velocidade de varredura 0,05 V/s com a respectiva corrente de pico, 0,869
MA, para o calculo da area do eletrodo de trabalho. Isso foi possivel
usando a equacédo de corrente de pico dada por:

i, = (2, 69 x 105)n3/2ADé/2 CZ\’)Ul/2 Equac&o (7)

onde, n é adimensional e significa quantidade de elétrons envolvidos no
processo redox, que nesse caso como foi utilizado a solugcdo de
ferricianeto a quantidade de elétrons foi 1; A significa area do eletrodo e é
dada em cm?, objeto desse estudo; D, € o coeficiente de difusdo da
espécie em cm?s™, que nesse caso como foi o ferricianeto e teve um valor
de 7 x 10°; C,” é a concentracdo da espécie em mol cm™, que foi usado a
solucao de ferricianeto 10° M; v é a velocidade de varredura em Vs, que
nesse caso foi escolhida a velocidade de 0,05 Vs™, velocidade escolhida
para ser aplicada nos testes com o acetaminofeno e serotonina; e, i, € a
corrente de pico em amperes, que foi dado a partir da velocidade de
varredura, 0,869 A (BARD; FAULKNER, 2001).

Aplicando-se a equacéo (1) foi obtida a area eletroativa de 2,6 x 10° cm?, e

usando a equacgéo A = r’ encontramos o raio do eletrodo, 9 pym.

5.3 Estudo do potencial de separacao eletroforética

Esse estudo nos mostra a partir de qual potencial, ou o potencial maximo, que
pode ser aplicado para que garanta a mobilidade com efetiva separagao
eletroforética. E isso pode ser dado pelo comportamento da reta, enquanto tiver

linearidade, a resisténcia produzida pela solucdo no microcanal permanece
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favorecendo a mobilidade, se sofrer inclinacdo tendendo verticalmente pode indicar
aumento de temperatura da solucdo, efeito Joule, interferindo nas propriedades
fisico-quimicas. Se sofrer inclinacdo tendendo horizontalmente, queda de corrente,
implica em obstrucdo dos microcanais devido a formacdo de bolhas oriunda de

eletrélise.

A Figura 14 retrata exatamente o melhor potencial, a ser usado no método, a
inclinacdo tendendo a vertical e o potencial que se inicia a geracédo de bolhas. Esse
estudo foi feito usando bérax como eletrolito suporte em duas concentracbes
distintas, 10 mM e 20 mM.

Figura 14 - Gréaficos do potencial de separagdo vs. corrente elétrica, utilizando borax
(A) 10 mM e (B) 20 mM como eletrolito suporte. Parametros fisico-
quimico: tempo de equilibrio de 5 s; tempo de corrida de 1000 s;
intervalos de 0,15 s; potencial no eletrodo de trabalho de 0,9 V; faixa de
potencial aplicado de 0,0 a 1,0 kV.
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Fonte: Autor, 2011.

Pode-se observar através dos resultados apresentados pelos graficos da
Figura 14 que h& perda de linearidade nos pontos. Isso ocorre devido a formacéo de
bolhas dentro dos canais e proximo ao eletrodo de pasta de carbono. Pode-se
observar ainda que esse fenbmeno estd relacionado a concentracdo do tampéo
borax. O bdérax a uma concentracdo de 20 mM ocorre o aparecimento de bolhas em
potenciais de alta voltagem superiores a 0,5 kV provocando a perda de linearidade
da curva. J4 o borax a uma concentragdo de 10 mM apresenta geragdo de bolhas
somente a partir de 0,7 kV. Entretanto a escolha da concentracdo de 20 mM foi
justificado devido a mobilidade eletroforética das espécies em estudo, e pela
condutancia da solucdo que esta relacionado com a concentracdo, ou seja, a
mobilidade das espécies teve um melhor comportamento em solugdes de bdrax com

concentragdes 20 mM do que em 10 mM.

5.4 Determinacdo amperométrica de acetaminofeno e serotonina para
averiguacao da viabilidade do microchip de PMMA e do suporte para

fixacéo

O principal objetivo desse estudo foi verificar se era possivel detectar
paracetamol e serotonina separadamente com simples injecdo da amostra padréao
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para observar o comportamento dessa andlise usando o microchip fixado no

suporte. A priori ndo foi feito nenhuma otimizacéo para a detec¢éo dessas espécies.

A montagem do sistema foi relativamente simples e reprodutivel, comecamos
envolvendo o microchip com uma fita impermeavel, do tipo veda rosca, para evitar
vazamentos na base do microchip; e o microchip foi colocado de forma que deixasse
espaco suficiente para servir de reservatorio que coubesse os eletrodos de trabalho.
Neste teste foi utilizado a pasta de carbono como eletrodo de trabalho, e referéncia
prata/cloreto de prata, e um fio de platina como contra eletrodo que foi utilizado
apenas. Em seguida foi colocado uma solucdo de borato 20 mM nos microcanais do
chip aplicando presséo dinamica negativa e averiguado através da aplicacdo de uma
corrente elétrica se 0s microcanais estao totalmente preenchidos e sem bolhas, em
caso afirmativo era possivel verificar a corrente elétrica aplicada usando o aparelho;
e caso contrario a corrente elétrica nula, pois as bolhas e/ou os defeitos nos
microcanais impediriam o contato continuo da solucdo necessaria para que

houvesse a condutancia elétrica.

Segundo passo foi analisar a eficiéncia do sistema desenvolvido
determinando amperometricamente padrdes de acetaminofeno e serotonina. E para
isso foi interfaceado com o sistema o PalmSens (Electrochemical Sensor Interfaces),

para realizar a detec¢cdo amperométrica.

A sequéncia dos passos para a analise do acetaminofeno e da serotonina

esta descrita a seguir:

1. Uma vez montado o sistema microfluidico, os microcanais do chip
totalmente preenchidos com o eletrélito suporte, borato 20 mM, e os 04
(quatro) reservatorios, onde o reservatorio 4 foi usinado na base do chip
com capacidade de 2 mL. No reservatorio 1, foi colocado conforme a
Figura 13, 20 pL de acetaminofeno ou serotonina 1 mM preparado em
borato 20 mM, para isso foi retirado o eletrdlito suporte desse reservatorio
e acrescentado em seguida.

2. Todos os eletrodos foram conectados: de trabalho (eletrodo de pasta de
carbono), de referéncia (Ag/AgCl) e auxiliar (fio de platina) ao PalmSens,

e colocados estrategicamente no reservatério 4, o qual é o maior
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reservatorio, capacidade de 2 mL, e por ser o reservatorio receptor das
espécies analisadas. Foi realizada a medicdo amperométrica com 0s
seguintes parametros: tempo de equilibrio de 5 s; tempo de corrida de
1000 s; intervalos de 0,15 s; potencial de 0,9 V.

3. Para proporcionar um fluxo eletroforético, foi colocado os eletrodos, de
alta tensdo da eletroforese, positivo no reservatério 1 e o negativo no
reservatorio 2 e aplicou-se um potencial de 0,5 kV, assim, conforme a
figura, o acetaminofeno ou a serotonina foi carreada para o canal 2 por 5
s. Foi usado esse tempo para que parte do analito de interesse ficasse na
interseccédo da cruz formada pelos microcanais. O estudo da otimizacéo
do tempo de eletromigracéo nao foi realizado.

4. ApoOs o passo 2, imediatamente foi trocada as posi¢coes dos eletrodos de
alta tensdo, onde a ordem do posicionamento dos polos é importante,
uma vez que a mobilidade do fluxo eletroforético ocorre do polo positivo
para o polo negativo. Logo, foi colocado o eletrodo positivo no
reservatorio 3 e o negativo no reservatorio 4 e aplicou-se a mesma tensao
do passo 3.

5. Os passos 3 e 4 foram repetidos em triplicata para observar a
repetitividade de sinal.

Na Figura 15 estd ilustrado a imagem fotografica do sistema proposto
utilizado nas aplicacoes.
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Figura 15 - Imagem fotografica do sistema de PMMA proposto.

Fonte: Autor, 2011.

A voltametria ciclica tem encontrado consideravel aplicagdo como uma
ferramenta para diagnosticar e fornecer informacdes sobre os mecanismos de
reacOes redox realizadas sob véarias condicdes. Essa técnica voltamétrica é exemplo
de um processo no qual as varreduras lineares diretas e inversas sao aplicadas; e,
onde, os produtos formados na varredura direta podem ser detectados na varredura
inversa, se ndo tiverem sidos removidas do eletrodo de trabalho ou néo alterados
por uma reacdo quimica subsequente. Assim, Inicialmente foi realizado uma
voltametria ciclica objetivando determinar o potencial de oxidacdo da serotonina,
uma vez que ndo estava bem definido na literatura. Através da Figura 16 foi possivel
verificar que o potencial de oxidacdo da serotonina foi de 0,3 V e que a reagdo néo é

reversivel para a faixa de potencial aplicado.
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Figura 16 - Voltamograma ciclico da serotonina 1 mM. Parametros fisico-quimico:
tempo de equilibrio igual a 1 s; 2 scans; potencial start de -0,8 V,
potencial no 1° vértice igual a -0,8 V; potencial no 2° vértice igual a 0,90
V; potencial step de 0,90 V; velocidade de varredura de 0,1 V.
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Fonte: Autor, 2011.

As Figuras 17 e 18 confirmaram a deteccdo amperométrica dos dois
compostos, a serotonina que é um neurotransmissor e em meio basico possui
mobilidade catibnica seguindo seu respectivo fluxo eletrosmético, e o
acetaminofeno, que em meio basico ndo possui mobilidade catibnica e nem
anibnica, consequentemente, assume o fluxo hidrodinamico da solucdo. A deteccao
amperométrica, mostrada nos gréaficos, ratifica a possibilidade do uso do eletrodo de
pasta de carbono, feito a partir de 80% de p6 de carbono mais 20 % (m/m) de 6leo

mineral, para a determinacéo das espécies.

A calda e a falta de simetria apresentadas nos picos, tanto na detecg¢ao do
paracetamol quanto da serotonina, estao relacionadas com a distancia do eletrodo
na saida do canal de deteccdo, fator o qual permite a difusdo das espécies
caracterizando o alargamento e a falta da simetria dos picos. Uma solucdo para
esse problema seria posicionar o eletrodo dentro do microcanal e usar um

desacoplador ou um potenciostato eletricamente isolado. O método proposto nao
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possibilita posicionar o eletrodo dentro do canal, e para tornar isso possivel deveria

ser mudada a configuracdo do microchip e do eletrodo, o que poderia ser um teste
futuro.

Figura 17 - Amperograma da serotonina 1 mM em bérax 20mM como eletrélito
suporte. Parametros fisico-quimico: tempo de equilibrio de 5 s; tempo de

corrida de 1000 s; intervalos de 0,15 s; potencial no eletrodo de trabalho
de 0,9 V; alta-voltagem de 0,5 kV.
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Figura 18 - Amperograma do acetaminofeno 1 mM em bdérax 20mM como eletrélito
suporte. Parametros fisico-quimico: tempo de equilibrio de 5 s; tempo de
corrida de 1000 s; intervalos de 0,15 s; potencial no eletrodo de trabalho
de 0,9 V; alta-voltagem de 0,5 kV.
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Fonte: Autor, 2011.

Os amperogramas apresentados nas Figuras 17 e 18 tiveram como objetivo
comprovar a aplicabilidade do microchip microfluidico associado a uma base, ambos
de PMMA, o que foi positivo. No entanto, ficou comprovado também que outros
parametros precisam ser otimizados, como por exemplo, a mobilidade das espécies
em estudo com a finalidade de obtenc¢&o de graficos mais simétricos, a distancia do
eletrodo de trabalho em relacdo a saida do microcanal, o tipo e o pH do eletrdlito
suporte, analisar as duas espécies simultaneamente para averiguar a eficiéncia da

separacao eletroforética, dentre outras.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES - PARTE II

O microssistemas eletroforético (MSE) € uma ferramenta poderosa para a total
separacdo em microsistemas de analises. A deteccéo eletroquimica (DEQ) pode ser
facilmente combinada com MSE e &, portanto, um método de detecgdo ideal. No
entanto, os limites de deteccéo sao relativamente altos devido a sensibilidade e ao

ruido da fonte de alimentacao de alta tenséo utilizada para a separacao.

Assim, um método de configuracdo de duplo-canal associados com um
potenciostato isolado eletricamente foi utilizado na segunda parte deste trabalho
para avaliar a performance de separacdo e minimizacdo da influéncia do potencial
de separacdo sobre o ruido, e, subsequentemente, melhorar a sensibilidade, o

desempenho de separacao e os limites de deteccdes.

O sistema EM-DEQ contém dois canais paralelos separados, cada um
contendo um eletrodo de Pt de 15 pum colocados exatamente no mesmo ponto no
canal de separagao. Um eletrodo foi utilizado como eletrodo de trabalho e o segundo
eletrodo como o de referéncia. Os dois eletrodos foram posicionados na saida dos
canais, cerca de 1 a 4 um dentro do canal, e 0s sinais amperométricos foram
medidos sem qualquer mudancga de potencial ou de interferéncia oriunda da tensao

de separacao aplicada.

Esse dispositivo foi utilizado para monitorar amostras contendo nitrito, tirosina,
H.O,, ONOO™, glutationa (GSH), acido ascorbico (AA) e cisteina (Cys), e nitrito em
amostras de perfusato de sangue de ovelhas e ratos. As amostras foram injetadas
no canal de separacdo contendo o eletrodo de trabalho, enquanto o eletrdlito
carreador (BGE) foi simultaneamente injetado no canal de referéncia com o eletrodo
de referéncia para avaliar o desempenho do microchip. Os resultados seréo

apresentados detalhadamente nos pontos que seguem.
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6.1. Efeitos da condutancia e capacitancia nos microchip com deteccéo

eletroquimica

A melhor eficiéncia de pico em separa¢des nos microssistemas eletroforéticos
pode ser obtida quando o detector é colocado ao longo do microcanal. Em particular
para a deteccdo eletroquimica, é problematico devido a interferéncia da intensidade
do campo eléctrico. Para superar este problema, Chen e Hahn (CHEN; HAHN, 2007)
propuseram um designe (projeto) com duplo-canal, onde ambos os eletrodos de
trabalho e de referéncia sdo posicionados em uma regido isopotencial, sendo um
canal usado como canal de referéncia preenchido com BGE. Nesse trabalho, este
design foi explorado para a separacdo de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio
utilizando polaridade negativa e para discutir alguns parametros que afetam o

desempenho da estratégia de deteccao.

Na deteccédo eletroquimica, € preciso evitar a queda de tensao (IR = corrente
elétrica x resisténcia elétrica) na solucédo de eletrélitos, principalmente quando séo
usados eletrodos com grande area. Em aplicacdes de microchip, a queda de IR
pode ser pronunciada devido as dimensfes dos microcanais e a baixa condutividade
de BGE. Uma vantagem sobre o uso de microssistemas com duplo-canal é
apresentar um percurso maior entre os eletrodos de trabalho e de referéncia. Chen
e Hahn relataram que o efeito da resisténcia da solu¢éo ndo é significativo quando
usada a configuracdo de dois canais, no entanto, a configuracao deles utilizava um
sistema de trés eletrodos (CHEN; HAHN, 2011), trabalho, referéncia e auxiliar.
Nesse trabalho foi utilizada uma configuracdo de dois eletrodos, trabalho e
referéncia, e verificou-se que o0 posicionamento dos eletrodos dentro dos

microcanais promovia instabilidades e baixa reprodutibilidade dos resultados.

E como os eletrodos utilizados possuiam tamanhos micrométricos, deve-se
levar em consideragcdo 0s parametros temporais da técnica -eletroanaliticas
empregada que governa a espessura da camada de difusdo, uma vez que para ser
considerado um microeletrodo, em definicbes mais abrangentes, suas dimensoes,
em uma dada condigdo experimental, sejam comparaveis ou menor que a camada
de difusdo. Assim, sob essas condicdes € obtido um perfil de estado estacionario ou
pseudo estacionario. Essas caracteristicas contribuem para um comportamento

eletroquimico diferenciado, com voltamogramas apresentando um perfil sigmoidal
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referente ao estado estacionario obtido através, predominantemente, do transporte
de massa diferenciado nessas superficies eletrédicas, em que prevalece a difusao
radial (PAIXAO, 2007).

As vantagens proporcionadas com o0 uso de eletrodos com tamanhos
micrométricos tem atraido interesse de pesquisadores na area de eletroanaléitica,
tais como: a corrente de estado estacionario para processos faradaicos € obtida em
um curto espaco de tempo; a razdo entre corrente faradaica e corrente capacitiva €
aumentada, uma vez que a corrente capacitiva decai proporcionalmente com a area
do eletrodo, enquanto que a corrente faradaica é proporcional aos parametros
dimensionais dos eletrodo; baixa sensibilidade a queda 6hmica, produto entre
corrente elétrica e resisténcia (IR), possibilitando estudos eletroquimicos de sistemas
redox em solventes com elevada resisténcia ou na auséncia de eletrélito suporte;
devido aos baixos valores de corrente medidos com microelétrodos, o produto IR é
desprezivel para um amplo intervalo de valores de resisténcias; o potencial aplicado
pode ser variado rapidamente, porque a corrente capacitiva € minimizada; a razao
entre sinal e ruido, S/R, em condi¢cdes de estado estacionario € melhorada quando
comparada com eletrodos de tamanho convencional; aumento do transporte de
massa da espécie eletroativa para a superficie do eletrodo e, consequentemente,
pouca interferéncia de efeitos hidrodinamicos sobre o sinal de corrente; o pequeno
tamanho dos eletrodos pode propiciar a sua utilizacdo para a exploracdo de
dominios microscépico, como pequenos volumes (PAIXAO, 2007).

Um problema relevante encontrado na utilizacdo de microssistema
eletroforético com deteccédo eletroquimica (MSE-DEQ) é o efeito da resisténcia
elétrica, que é a capacidade de um material se opor a passagem de corrente elétrica
mesmo quando existe uma diferenca de potencial aplicada, e capacitancia, que é a
guantidade de energia elétrica que pode ser acumulada em si por uma determinada
tensdo, produzida pelo eletrdlito suporte (BGE, do inglés background electrolyte) que
fica entre os eletrodos de trabalho e de referéncia quando sdo colocados nos
microcanais, especialmente se o0s eletrodos tiverem uma configuragdo com
posicionamento dentro dos microcanais (alinhamento ou configuragao in-channel),
0S quais promovem a Iinstabilidade em sistemas que utilizam detectores
eletroquimico (KLETT et al., 2001).
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Conforme esperado para deteccdo amperométrica, uma voltagem constante
aplicada entre os eletrodos de trabalho e de referéncia, no entanto, a resisténcia
produzida pela BGE entre os eletrodos afeta o ruido de fundo (ou ruido background)
(KLETT; NYHOLM, 2003; CHEN; HAHN, 2011). O uso de um potenciostato
eletricamente isolado j4 tem sido utilizado pelo grupo em outros trabalhos
publicados, o0s quais demostraram excelente robustez, sensitividade,
reprodutibilidade e repetitividade dos resultados utilizando as metodologias

propostas nos trabalhos.

A principal vantagem do uso de um potenciostato eletricamente isolado em
EM-DEQ é a possibilidade de permitir que o eletrodo de trabalho seja posicionado
diretamente no microcanal de separacdo sem danificar os componentes eletrénicos
do potenciostato devido a alta-voltagem aplicada no microcanal de separacao, além
de tornar desnecessario o uso de um desacoplador (MARTIN, et al., 2000;
GUNASEKARA, et al., 2011). Outra vantagem € diminuir a geracdo excessiva de
ruidos, podendo melhorar a relacdo sinal/ruido e, consequentemente, o limite de

deteccéao.

A Figura 19 apresenta uma imagem fotogréafica do potenciostato eletricamente

isolado usado em todo esse trabalho.
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Figura 19 - Imagem fotografica do potenciostato eletricamente isolado modificado
Modelo 8151BP 2-canal Wireless (Pinnacle Tecnologia, Lawrence, KS,
USA).

Pinnacle Technology 8163

Fonte: Autor, 2012.

Como foi anteriormente mencionado, quando se emprega uma configuracao
de posicionamento do eletrodo no final do canal (configuracdo end-channel) existe
um problema significativo com o alargamento de banda, o que provoca uma perda
de resolucdo dos picos analiticos, e, portanto, reducéo da resposta do detector. Por
isso, foi escolhido para esse trabalho a configuracdo com o posicionamento dos
eletrodos dentro dos canais (alinhamento in-channel), pois € comprovado em outros
estudos a superioridade dos resultados em comparagdo com a configuracéo fora do
canal (alinhamento end-channel), tais como o aumento de eficiéncia de separacao
dos picos analiticos, auséncia de dispersdo e/ou difusdo, favorecendo assim a
formacao de picos simétricos (MARTIN et al., 2000; GUNASEKARA et al., 2011).

Na literatura jA est4 estabelecido que existe resisténcia e capacitancia
produzida pelo BGE entre os eletrodos de trabalho e de referéncia quando sdo

colocados em microcanais ou em capilares, e isso afeta a estabilidade dos sistemas
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que utilizam a detecgdo eletroquimica, o que afeta o ruido de fundo. A distancia
entre os eletrodos de referéncia e de trabalho influenciam no efeito da resisténcia e
capacitancia do BGE. Logo, variando a distancia entre eles variard também a
relacdo entre corrente elétrica e a resisténcia (IR) conforme esta estabelecida na Lei
de Ohm, que enuncia que a voltagem (V) é diretamente proporcional ao produto da
corrente e resisténcia elétrica, conforme a equacao (2) (KLETT et al., 2001; KLETT;
NYHOLM, 2003; CHEN; HAHN, 2011):

V=IR Equacéo (8)

Através desta lei fica evidente que a distancia entre os eletrodos de trabalho e
o de referéncia devem ser fixos em todos 0s experimentos para que se possa obter
repetitividade e reprodutibilidade dos resultados, o que ndo é tdo simples quando se

trata de micro e nano escalas.

Nessa tese foi usado um microssistema eletroforético com duplo-canal em
paralelo posicionados a 200 pum de distancia um do outro (CHEN; HAHN, 2007,
CHEN; HAHN, 2011; CHEN; TENG; HAHN, 2011) e um potenciostato eletricamente
isolado como detector para permitir o posicionamento do eletrodo de trabalho dentro
do microcanal de separacéo. Os eletrodos de trabalho e de pseudo-referéncia foram
feitos de platina através da técnica fotolitografica, os quais mediram 15 e 50 um de
largura, e estes foram posicionados no canal de separacao e no canal de referéncia,
respectivamente. A distancia entre os eletrodos de trabalho e de referéncia foi fixada
de forma irreversivel. Essa fixacdo dos eletrodos torna os resultados das analises
bastante reprodutivel, se comparado com os resultados que usam a configuracéo de
canal unico com eletrodo de trabalho de Pt (15 pum) e de Ag/AgCI referéncia, uma
vez que é verdadeiramente dificil reproduzir a distancia entre os eletrodos de
trabalho e de referéncia (GUNASEKARA et al., 2011).

O design de duplo-canal foi escolhido devido as vantagens apresentadas pelo
posicionamento dos eletrodos no método de duplo-canal, o qual ndo permite que a
corrente elétrica entre o eletrodo de trabalho e o contra-eletrodo passe através do
eletrodo de referéncia, minimizando os efeitos de resisténcia e, portanto, tornando a
variacdo de corrente insignificante durante a deteccdo , reduzindo assim o ruido
(KLETT et al., 2001; KLETT; NYHOLM, 2003; CHEN; HAHN, 2011).
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O microdispositivo EM-DEQ com duplo-canal dessa tese foi configurado com
dois eletrodos de platina, referéncia e trabalho, colocados sempre a mesma
distancia um em relacdo ao outro, 15 um, e posicionados 1 a 4 um dentro do canal
(in-channel), dos 15 um do comprimento do eletrodo. O potencial aplicado pela fonte
de alta-voltagem para realizar a intensidade de campo elétrico de separacao foi de
400 V cm™ em cada canal, de separacéo e de referéncia. Esta configuracdo permitiu
uma deteccdo amperométrica sem interferéncia e ajudou a producéo de flutuacdes
constantes do potencial elétrico nos eletrodos de trabalho e de referéncia em todos

0S experimentos.

6.2 Injecdo da amostra (gating eletrocinético) em microchip de duplo-canal

Uma das etapas consideravelmente importante em desenvolvimento de
metodologias que envolvem microssistema eletroforético € a forma como a amostra
sera introduzida no sistema e levada até o detector. A importancia da forma de
introducdo de amostra esta concatenado com as caracteristicas da zona de amostra
porque esse fator determina a qualidade da separagédo analitica das espécies, onde
a reprodutibilidade e repetitividade séo exigidos. Dentre os métodos utilizados para a
introducdo da amostra em microdispositivos, 0s trés mais relatados na literatura séo
“‘unpinched”, “pinched” e “gated” (COLTRO et al., 2007).

O modo de injecdo de amostra mais simples dos trés supracitados € o
“‘unpinched”, o qual consiste em injetar as amostras utilizando um desenho basico de
injetor de forma de cruz ou simples T. A literatura reporta que para uma injecao nos
microssistemas eletroforéticos, ou eletroforese capilar, € necessario um controle
rigoroso do potencial aplicado para a injecdo da amostra, que esta relacionado ao

volume da amostra, para evitar vazamento no canal de separacéo.

As injecBes mais reprodutiveis sdo realizados por formacdo dos plugues de
injecdo com controle de tensdo de quatro direcdes e aplicacdo de "tensbes
pushback" para evitar vazamentos dos canais secundarios. A injecdo da amostra é
realizada através da aplicagdo de um potencial no canal de separacdo, geralmente,
em intervalos de 1 a 10 s, onde os eletrodos sé&o colocados nos reservatorios da
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amostra e do descarte da amostra. Durante esse tempo, espera-se que 0 microcanal
esteja totalmente preenchido pela amostra para que seja iniciada a etapa de
separacao a partir de uma diferenca de potencial aplicado no canal de separacdo
(MARTIN, 2000; COLTRO et al., 2007).

O método “pinched” de introdugcdo de amostra baseia-se na dispensa dos
aliquotas (plugues) de amostras definidas em grande parte pelas dimensdes fisicas
da interseccdo do canal. A injecdo “pinched” utiliza forcas eletrocinéticas para
confinar a amostra na etapa de carregamento e para injetar o plugue da amostra
durante a etapa de distribuicdo. Esse método de injecdo pinched da amostra é
visualizada na Figura 20, onde se percebe como ocorre a introducdo da amostra na
pratica (ALARIE et al., 2001).

Figura 20 - Imagens de microscopia de fluorescéncia que descrevem a injecéo
pinched. (a) etapa de carga da amostra, (b) etapa de distribuicdo de
amostra.

a) Sample Loading
Buffer

Sample . ‘

Sample Waste

b) Sample Dispensing

Fonte: ALARIE, J. P. et al, 2001.

Como pode ser visto na Figura 20, a partir do potencial aplicado a amostra é
injetada no sentido da esquerda para a direita até que para a aplicacéo do potencial
neste sentido e passa a ser aplicado o potencial de cima para baixo e um plugue da

amostra é carreada para o detector e, consequentemente, tem-se o sinal analitico.
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A injecado “gated” baseia-se na dispensa de volumes de amostra proporcional
a forca do campo e da duragéo temporal, semelhante as injecdes eletrocinéticas em
capilares. “Gating” eletrocinéticas, funcionando como uma micro-valvula que abre e
fecha, tem sido amplamente utilizada em dispositivos microfluidicos para a injecéo
da amostra e interruptor de fluxo (ZHANG et al., 2007).

Investigar o desempenho da injecéo € bastante relevante para microfluidica e
analise quimica a base de microfluidica. Como foi escolhido para método de
introducd@o de amostra a injecéo tipo gating, devido sua excelente reprodutibilidade e
repetibilidade de eventos e ser de facil aplicacdo e execucdo, a injecdo de gating
eletrocinético em microcanais foi avaliada usando a técnica de imagens
microscopica. Nesta avaliacdo observou-se o perfil do microfluxo na intersec¢éo dos
canais e nos canais de separacao e referéncia, o qual revelou que a difusdo da
amostra desempenhou um papel significativo ao desativar o “gated”, o que poderia
causar vazamento (fuga) de analito na injecdo de amostra. Devido a difusdo, o
analito cruza a interface do fluxo do analito e do fluxo de propagacado, e em seguida

formada uma area de difusdo de cauda semelhante em canais de jungéo.

Nas Figuras 21 e 22 estdo apresentados um esquema e imagens
microscépicas de gating eletrocinético. Na aplicacdo das injecdes gated ou fluxo
interruptor (ou comutador) em separacdo utilizando microssistema eletroforético,
inicialmente um microfluxo dos analitos € realizado do canal S para o canal SW,
conforme a Figura 21A. Para evitar o0 vazamento (ou escapamento) dos analitos
para o canal BW, outro microfluxo de canal B € introduzida no canal SW e no canal
BW simultaneamente, conforme a Figura 21B. Conforme a Figura 21C, quando o
microfluxo do canal B é interrompido, uma aliquota da amostra € entdo injetado a
partir do canal S para o canal BW seguindo um fluxo eletrosmético ou hidrodinamico,
dependendo das cargas das espécies em analise ou se existe a necessidade do uso
de um desacoplador, como em aplicagcbes com configuragdo que posiciona o
eletrodo de trabalho dentro do canal e o potenciostato ndo € isolado eletricamente.
Em seguida, o microfluxo de canal B é reestabelecido. Os analitos sdo novamente
bloqueados (fechado). Um sistema microfluidico pode ser convenientemente

alcancado, modulando a intensidade dos campos elétricos em microcanais.
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Figura 21 - Diagrama esquematico da valvula gating eletrocinética para a injecao de
amostra. (A) Gating, a amostra foi transportada do canal S para o Canal
SW, e foi bloqueada, ou fechada, por um tampéao do canal B. (B) Injecéo, a
valvula foi aberta para a injecdo da amostra, quando o fluxo de tampé&o de
canal B foi retida. (C) Gating, fluxo de amostra foi fechado novamente
para a prevencdo da amostra de vazamento, ou de fuga, em Canal BW.
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Fonte: (ZHANG, G. et al, 2007).
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Figura 22 - Imagens microscépicas do gating eletrocinético das injec6es de amostras
feitas nas intersec¢cbes do microchip de duplo-canal. Os canais de
separacgéo e referéncia tinham 3,5 cm de comprimento e 40 ym de largura.
Para esse teste foi usado fluoresceina em acido borico 10 mM contendo
dodecilsulfato de sédio (SDS) 2 mM como BGE. Os potenciais aplicados
nos reservatérios da amostra e do BGE foram, respectivamente, 1200 V e
1400 V, e tempo de injecdo de 1 s. (A) Imagem antes de ser aplicada a
injecdo. (B) Imagem do exato momento que esta sendo aplicada a injecéo.
(C) Imagem apo6s ser aplicada a injecdo. Os resultados deste teste foram
idénticas para os dois canais, de trabalho e de referéncia.

Fonte: Autor, 2012.

Objetivando observar se havia reprodutibilidade e repetitividade nas injecoes
foi feito o estudo eletrocinético das inje¢Bes gating usando a fluoresceina em &cido
borico 10 mM contendo dodecilsulfato de sodio (SDS) 2 mM como BGE para ser
possivel fazer as imagens microscopicas. Esse estudo foi de vital importancia devido
ao tipo de configuragéo utilizado no método proposto. Como a configuragdo possuia
duplo-canal em paralelo foi extremamente importante saber se havia simetria e
perfeita injecdo em ambos o0s canais. Os resultados deste teste apresentaram
excelente repetitividade e reprodutibilidade de eventos, tornando-se perfeitamente
aplicavel para o método analitico desenvolvido. A Unica exigéncia para que
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ocorresse fidelidade na repetitividade e reprodutibilidade foi a simetria ha confeccao
dos reservatorios para 0 mesmo microchip e a reproducdo dessa manufatura para

todos os outro microchips.

6.3 Otimizagdo do posicionamento dos eletrodos nos microcanais e do
potencial elétrico aplicado no eletrodo de trabalho

Como relatado por Chen e Hahn (CHEN; HAHN, 2007), a estratégia de canal
duplo pode ser favoravel para minimizar a interferéncia da intensidade do campo
elétrico de separacdo. Usando este esquema, os eletrodos podem ser colocados no
meio do canal de separacdo. Neste caso, a eficiéncia dos picos é elevada e
comparavel as estratégias de deteccdo em canal (do inglés on-channel), tais como
fluorescéncia induzida por laser. A primeira abordagem dessa etapa do trabalho
para a deteccdo das espécies reativas de nitrogénio (ERN) e das espécies reativas
de oxigénio (ERO) foi colocar o eletrodo de trabalho (WE do inglés working
electrode) e o eletrodo de referéncia (RE do inglés reference electrode) dentro do
microcanal com cerca de 200 um da saida, no entanto observou-se o0 aparecimento
de picos de sistema nos eletroferogramas. Tem-se observado um comportamento
semelhante, utilizando microchips de canal Unico, quando o RE foi posicionado
longe do WE. O aparecimento destes picos de sistema pode estar relacionado com
a alteracdo da composicdo da BGE durante a injecado gated, que pode modificar o
potencial WE (mais uma vez, devido a queda de IR) e induzir a uma mudanca de

corrente. Mas ainda deverao ser feitos mais testes neste sentido.

Visando a otimizacdo do sistema proposto para reduzir a0 maximo a
interferéncia produzida pela alta-voltagem aplicada ao canal de separacdo, o que
poderia aumentar o ruido e danificar os eletrodos e/ou o potenciostato, e melhorar a
resposta dos picos analiticos foi feito o estudo do posicionamento dos eletrodos nos
microcanais em relacdo a saida, do tamanho dos eletrodos, e do potencial aplicado
a WE.

O efeito do posicionamento do eletrodo sobre o aparecimento de picos de
sistemas foi investigado e os resultados sao apresentados na Figura 23. Nas Figuras

23A, 23B e 23C pode-se notar a presenca de picos de sistemas quando ambos WE
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e RE séo colocados a 200 e 5 pm da saida do canal e cerca da metade dos

eletrodos no interior e fora do canal, respectivamente.

Os picos de sistema s6 podem ser eliminados através do posicionamento dos
eletrodos no fim do canal. Foi conseguido um excelente nivel de ruido de 1 pA
colocando os eletrodos de 1 a 4 um no interior do microcanal, como apresentado na
Figura 22D. Além disso, a corrente de linha de base foi diminuida de 150 para 28,
para 3,8 e 2,8 nA quando os eletrodos foram colocados em 200, 5, metade no

interior e metade fora e 1 um, respectivamente, no interior do microcanal.
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Figura 23 - Eletroferogramas e ilustracdes esquematicas dos alinhamentos dos
eletrodos. Parametros fisico-quimico: BGE (pH = 11) , 10 mM acido
borico contendo 2 mM TTAB; WE = 1,1 V; intensidade de campo elétrico
de separacdo eletroforética 400 Vcm™ e injegdo (|) de 1 s; configuracéo
in-channel. (A) eletroferograma do branco com os eletrodos 200 um da
saida dos microcanais; (B) eletroferograma do branco com os eletrodos
5 um da saida dos microcanais; (C) eletroferograma do branco com os
eletrodos posicionados cerca da metade dentro e metade fora (7 a 8 um)
dos microcanais; (D) eletroferograma do branco com os eletrodos
posicionados somente de 1 a 4 um no interior dos microcanais (corrente
de fundo 2,8 nA).
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Fonte: Autor, 2012.

Como um dos objetivos deste trabalho é a determinacdo do nitrito em
amostras reais, foi realizado um estudo experimental para avaliar o melhor potencial
do eletrodo de trabalho para o monitoramento de nitrito, que apresentou 1,1 V como
a melhor resposta para o sinal analitico, e também observou que o sinal analitico
diminui consideravelmente quando diminuiu o potencial, conforme apresentado na

Figura 24.
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Figura 24: Eletroferogramas de nitrito (100 mM), comparando os diferentes potenciais
do eletrodo de trabalho (1,1, 1,0 e 0,9 V ); BGE (pH = 11) , 10 mM &cido
bérico contendo 2 mM TTAB; intensidade de campo elétrico de separagao
eletroforética 400 Vem™ e injegdo (]) de 1 s.
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Fonte: Autor, 2012.

As dimensbes do eletrodo € de fundamental importancia, ndo apenas para
facilitar o alinhamento nos microcanais, mas para melhorar a resposta do sinal
eletroanalitico, uma vez que o analito esta em fluxo e passa através do eletrodo num
curto espaco de tempo. Foram avaliados o efeito do tamanho do eletrodo sobre a
resposta do detector eletroquimico de canal duplo para a deteccéo de nitrito. Foram
testados eletrodos de microbanda com 15 e 50 um de largura. Notavelmente, os
eletrodos de 15 pm apresentaram maior altura do pico e melhor relagcdo de
sinal/ruido para a detec¢ao de nitrito. Assim, eletrodos de 15 um foram utilizados ao

longo do trabalho.

Na Figura 25 estdo apresentados os eletroferogramas com picos para nitrito
500 puM para comparacdo dos diferentes tamanhos de eletrodos, e as imagens
microscoépicas do alinhamento dos eletrodos de 50 e 15 pm, respectivamente. Esse
alinhamento, logicamente, somente é possivel realiza-lo através do auxilio de um
microscopio. Como a selagem do microchip é reversivel e tendo 0 microscopio
auxiliando o alinhamento dos eletrodos em relacdo aos microcanais torna essa

etapa extremamente facil e de simples execuc¢éo. E pelas imagens pode-se observar
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que é possivel realizar os cortes, ou pogos, para os reservatorios e alinhamentos de

forma simples e perfeitos.

Figura 25: (A) Eletroferogramas de nitrito ( 500 uM ) comparando diferentes tamanhos
de eletrodos , 15e 50 um (WE = 1,1 V). BGE (pH = 11) , 10 mM &acido bérico
contendo 2 mM TTAB; intensidade de campo elétrico de separacao
eletroforética 400 Vem™ e injecdo (|) de 1 s. (B) imagem microscépica do
alinhamento dos eletrodos de platina de trabalho e de referéncia (RWE) de
50 um de comprimento; e (C) imagem microscopica do alinhamento dos
eletrodos de platina de trabalho e de referéncia (RWE) de 15 um de
comprimento.
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Fonte: Autor, 2012.

6.4 Efeito narelacdo sinal/ruido (smoothing effect)

O método de efeito de suavizacdo (smoothing effect) por média foi utilizado
para reduzir a alta frequéncia do ruido associada com deteccdo amperométrica.
Nesse trabalho foram feitas as analises de dados com e sem o smoothing effect, e
para isso foram utilizados os dados processados dos resultados das analises das
amostras padrdo de nitrito, tirosina e peréxido de hidrogénio. Através dos resultados
ficou evidente que o uso de smoothing foi relativamente consideravel se comparado
com os resultados sem smoothing. O método do smoothing effect foi realizado a
partir do estudo de médias das leituras do processador de dados e ficou evidenciado
que, para a quantidade de dados processados, a melhor média para reduzir a alta
frequéncia do ruido associada com a deteccao amperométrica na metodologia
proposta foi a média na ordem de 5 vezes, ou seja, a média de 5 dados processados

consecutivamente.

A Figura 26 apresenta o resultado desse estudo através dos graficos com e
sem a aplicacdo do smoothing. Pode-se ratificar a diferenca entre os resultados com
(em preto) e sem (em vermelho) o smoothing effect, como ja era esperado para a
sua aplicacéo, a diminuicdo da frequéncia. Consequentemente, diminui-se o ruido
de forma consideravel e suavemente a altura dos picos, com isso adquirindo uma

melhor relag&o sinal/ruido.
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Figura 26 - (A) Ampliacdo do grafico com foco na linha de base para verificar o ruido
no intervalo de 5 s; a linha vermelha representa os resultados sem
suavizagdo (smoothing) e a linha preta representa os resultados com
suavizacdo (smoothing). (B) Eletroferograma de uma mistura equimolar
nitrito (1), tirosina (2) e H,O, (3), todos com a mesma concentragao
3,125 yM. E = 1,1 V. BGE (pH = 11), 4cido bérico 10 mM contendo TTAB 2
mM:; intensidade de campo elétrico de separacéo eletroforética 400 Vem™
e injecao (|)de 1s.
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Fonte: Autor, 2012.

Esta aplicacdo foi consideravelmente favoravel, uma vez que um dos
problemas associados a este tipo de sistema e metodologia € o valor elevado da alta
frequéncia de ruidos que induz a baixos valores para a relagédo sinal/ruido, relacédo
esta utilizada para calculos dos limites de detec¢édo e quantificacdo (LOD e LOQ).
Assim, se a alta frequéncia de ruidos € diminuida numa proporcdo maior que a
reducdo do sinal analitico implicara uma razéo sinal/ruido maior e isso produz,
consequentemente, um aumento nos valores dos LODs, podendo chegar a valores

surpreendentes.
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Assim, foi aplicado o feito de suavizac&o para calcular os limites de deteccgéo
para poder fazer um estudo de comparagdo com os resultados os quais ndo foram
aplicados o efeito de suavizacdo. A Tabela 1 apresenta os resultados calculados

com e sem o efeito de suavizacgao.

Tabela 1 - Comparacdo de resultados com e sem o efeito de suavizacdo e das
configuragbes de canais Unico e duplo.

LOD para LOD para LOD para Ruido
Nitrito (uUM) H,O, (UM)  Tirosina (uM)

Configuracéo (S/N=3) (S/N=3) (S/IN=3)

Duplo-canal / eletrodos de 1,87 2,5 0,53 4 pA
trabalho e referéncia de Pt
(15 um) (antes Smoothing)

Duplo-canal / eletrodos de 0,58 0,75 0,14 1pA
trabalho e referéncia de Pt
(15 pum) (ap6s Smoothing)

Canal unico / eletrodo de 2,06 23 - 25 pA
trabalho de Pt e de

referénce de  Ag/AgCl

(GUNASEKARA et al., 2011)

Fonte: Autor, 2012.

Como pode ser visto na Tabela 1 houve uma melhora consideravel quando se
aplica o smoothing effect. Pode ser observado uma diminuicdo na ordem de 3,2

vezes nos limites de detecc¢do calculados.

No entanto, mesmo os resultados com o uso do efeito de suavizagdo serem
bastante atraentes € preciso ter cuidado neste tipo de aplicacdo, uma vez que nao
existe um estudo detalhado na literatura para este tipo de aplicacéo, os valores
podem variar de sistema para sistema, de método para método. Fica dependente
principalmente da eficiéncia de separacdo do método. Se o processo envolver uma
série de analitos em que eles apresentam uma boa eficiéncia de separacao entre
eles, o uso de suavizacdo vai efetivamente melhorar a relacdo sinal/ruido e
consequentemente o LOD. Porém, se o0 método ndo proporciona um bom
desempenho de separacdo ndo € sugerido 0 seu uso, uma vez que produz uma
diminuicdo na altura de picos e, consequentemente, dificulta a visualizacdo da

bY

separacdo dos picos nos eletroferogramas devido a uma pequena diminuicdo na
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altura dos picos. Assim, a fim de se obter resultados mais confidveis para os analitos
estudados foi utilizado o efeito de suavizacdo apenas em andlises com boa
eficiéncia de separacdo, ou seja, 0s eletroferogramas com picos com maior

resolucao.

Associando a esse estratégia o modelo de configuracdo de duplo-canal,
desde que a interferéncia proveniente do potencial eletroforético seja evitada e
produzir um bom desempenho da separacdo dos analitos em estudo, proporcionara
uma consideravel diminuicdo dos LOD. Isso pode ser comprovado através da
excelente resposta da frequéncia do ruido que baixou de 4 para 0,98 pA (com efeito
de suavizacdo) quando comparado com o sistema de canal Unico que apresentou
um ruido de 25 pA (GUNASEKARA et al., 2011). Os resultados comparativos estao
apresentados na Tabela 1.

6.5 Desempenho de separacdao e limites de deteccéo

A performance de separagcdo de algumas espécies de interesse no estresse
oxidativo e nitrosativo usando a configuracdo de duplo-canal, com alinhamento dos
eletrodos dentro do canal cerca 1 um, e detec¢do eletroquimica foi avaliada para a
separacao de nitrito, glutationa (GSH), acido ascorbico (AA), H,O,, tirosina e cisteina
(Cys), e estédo apresentados na Figura 24. Susan et al publicou protocolos para a
separacdo e deteccdo destas espécies com microchip CE usando deteccéo
amperométrica em microchip de configuragdo de Unico canal e usando um
potenciostato eletricamente isolado (potenciostato wireless) (GUNASEKARA et al.,
2011; GUNASEKARA et al., 2012). O uso do potenciostato wireless proporcionou o
posicionamento dos eletrodos em uma configuracdo dentro do canal (configuracao
in-channel, cerca de 1 a 4 um dentro do canal), sem a necessidade de um
desacoplamento, e sem sofrer com a interferéncia das elevadas voltagem de

separacoes.

Na Figura 27 pode-se observar que o nitrito (pico 1 na Figura 27A, 27B e 27C)
mostrou uma consideravel resolugcéo e tempo de migracdo. O sinal de pico analitico

foi bastante simétrico, assim como um valor de LOD bastante expressivo se
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comparado com outros métodos. A GSH (pico 2 na Figura 27A e 27B) apresentou
uma melhoria significativa relacionada com o tempo de migracdo e separagcdo em
relacdo ao AA e H,0O,, se comparado com outros trabalhos ja publicados, que
mostraram a dificuldade em separar a GSH do AA e H,0, (GUNASEKARA et al.,
2011).

Um obstaculo bastante normal relacionado com os analitos em estudo neste
trabalho € a separacdo entre tirosina, AA e GSH. Observando-se a Figura 27B,
percebe-se que, com a metodologia proposta, houve uma melhora significativamente
da separagcdo da GSH em relagcdo aos outro analitos, e conseguiu-se identificar a
tirosina e o AA, porém € preciso melhorar a resolu¢do do picos e/ou o tempo de
migracdo da tirosina em relacdo ao AA. Na Figura 27C é apresentado a confirmacao
da identificacdo da tirosina e do AA e ratifica a necessidade da melhoria ja
mencionada. Algo que se pode informar, ainda na Figura 27C, € o tempo de
migracdo da Cys igual ao da GHS, isso implica dizer que, com a metodologia
proposta, ndo se conseguiu separar esses analitos, sendo eles interferentes um do
outro nas condicdes experimentais estudadas. No entanto, observou-se uma
excelente eficiéncia de separacdo e tempo de migracdao para Cys na auséncia de
tirosina. Pode ser visto na Figura 27D que se realizar andlise da mistura apenas de

nitrito, tirosina e H,0,, a eficiéncia de separacao € excelente.
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Figura 27 - Eletroferogramas de misturas equimolar 100 uM de: (A) nitrito (1), GSH (2),
AA (3) e de H,0; (4); (B) nitrito (1), GSH (2), tirosina (3), AA (4) e H,0O; (5);
(C) nitrito (1), Cys (2), tirosina (3) e AA (4), (D) nitrito (1), tirosina (2) e H,0,
(3). E=1,1V; BGE (pH = 11) 4cido bdérico 10 mM contendo 2 mM TTAB;
intensidade de campo elétrico de separacdo 400 Vem™ e injegdo (|) de 1's
(paréametros otimizados).
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Fonte: Autor, 2013.

A estratégia da utilizacdo de duplo-canal também reduziu consideravelmente
a corrente de fundo (cerca de 0,8 nA) e da linha de base do ruido, o que garantiu a
melhoria consideravel dos limites de deteccdo (LOD) para estes analitos. Embora
nao tenha sido encontrada a separacédo da linha de base para todos os analitos
apresentados, a resolucao pode ser melhorada através da injecdo de amostras mais
diluidas, uma vez que os eletroferogramas apresentadas na Figura 27 foram obtidos
por concentracdo de analitos de 100 pM. Os LODs calculados usando a relacao do
sinal/ruido igual trés (S/R = 3) e para 1 s da injecao foram de 0,58, 0,75, 0,14, 0,82,
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0,21 e 1,63 pM para o nitrito, H;O,, tirosina, GSH, AA e peroxinitrito (ONNO"),

respectivamente.

Na Figura 28 estdo apresentadas as curvas de referéncia do nitrito, H,O,,
tirosina, GSH, AA e ONOO", com suas respectivas equacdes de reta e coeficiente
de linearidade.

Figura 28 — Curvas de referéncia para andlise de: (A) nitrito; (B) H,O,; (C) tirosina; (D)
GSH; (E) acido ascorbico (AA); e (F) ONOO™. Microchip PDMS/vidro de duplo-canal
com 3,5 cm de comprimento dos canais de separacgao e referéncia e alinhamento dos
eletrodos dentro do canal (1 a 4 ym do eletrodo dentro do canal). Eletrodos de
trabalho e referéncia de Pt (15 um cada). E = 1,1 V aplicado no eletrodo de trabalho.
BGE (pH = 11) - &cido borico 10 mM contendo 2 mM TTAB. Alta voltagem aplicados
nos reservatdrio da amostra de 1200 V e do BGE de 1400 V - intensidade de campo
elétrico de separacdo de 400 Vcm™. Faixa de concentracdo de 6,25 a 100 pM. Esses
parametros foram usados paratodos as andlises.
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As figuras de mérito apresentadas na Figura 28, através do coeficiente de
correlacdo linear (R), faixa de concentracdo e equacdo da curva de referéncia,
supracitadas ratifica a excelente resposta analitica através sensibilidade na deteccdo
usando método proposto neste trabalho, assim como excelente robustez,
repetitividade e reprodutibilidade de eventos. Somado a estes fatores foi a obtencao
de excelente resultados para os limites de deteccdo (LOD) para as espécies

estudadas quando comparadas as outras técnicas e metodologias.

Na Tabela 2 estdo apresentados resultados comparativos para o LOD obtidos

por diferentes metodologias e técnicas.
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Tabela 2 - Comparacédo de LODs entre a metodologia e técnica propostas* e outras
metodologias e técnicas.

Analito Métodos e Técnicas LOD Ref.

* 0,75 pM *
UFIA-DEQ 7nM Ll et al., 2013
H,0,  PM-DEQ 2nM Ll et al., 2010
MSE-LIF 1nM CHEN et al., 2010
CL-PD 4 pM SHU et al., 2007
DCL 2 uM YANG et al., 2009

* 0,82 UM *
MSE-LIF 1,3nM CHEN et al., 2010
GSH AIB-DEQ 0,10 UM SEZGINTURK; DINCKAYA,
2004
FD-UV/vis 1nM

GAO et al., 2012
FD-UV/vis 178 uM
ZENG et al., 2011
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* 0,21 pM *
AA ECVM-DEQ 1,00 uM GANESAN et al., 2013
ENCM-DEQ 2,00 uM WANG; BI, 2013
ENCM-DEQ 3,00 uM WANG et al., 2012
ENCM-DEQ 0,14 uM ZHANG et al., 2012
MCEQA 0,80 uM MOGHADAM et al., 2011
* 1,63 uM *
MSE-DEQ 2,4 uM HULVEY et al., 2010
ONOO~ EFCM-ECD 0,2 uM PETEU et al., 2010
ECVM-DEQ 0,1 uM WANG; CHEN, 2010
FD-UVvis 0,01 uM HUANG, et al., 2007
Significados das siglas: * = método proposto; MSE = microssistema eletroforético;
DEQ = deteccdo eletroquimica; pFIA = analise por injecdo em microfluxo;
C'D = condutividade sem contato capacitivamente acoplado a deteccao;
CZE = (eletroforese capilar por zona; UV = detecgcdo ultra violeta;

GC = cromatografia gasosa; MS = espectroscopia de massa; HPLC = cromatografia de
liquida alta eficiéncia; CL = cromatografia liquida; PM = micromatrizes de proteina;
LIF = fluorescéncia por laser induzido; PD = fosforescéncia; DCL = deteccédo de
guimiluminescéncia; ENCM = eletrodo de nanotubo de carbono modificado;
FD = deteccdo de fluorescéncia; IRS = espectroscopia de infravermelho;
AIB = biossensor inibidor amperométrico; UV/vis = ultravioletalvisivel; ECVM =
eletrodo de carbono vitreo modificado; MCEQA = método cinético-
espectrofotométrica quimiométrica assistida; EFCM = eletrodo de fibra de carbono
modificado; ECD = detecc¢éo eletrocatalitica.

Fonte: Autor, 2013.

Ao comparar os resultados dos LODs dos analitos estudado (nitrito, H,O,,
tirosina, GSH, AA e ONOQO™ ) pelo método proposto e outros métodos publicados na
literatura, pode-se afirmar que o método proposto é viavel se o0s niveis de
concentracdo das espécies em estudo estiverem dentro da faixa de concentracao

exigida para as analises das amostras reais pertinentes.
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6.6 Deteccao e identificacao de peroxinitrito (ONOO")

Peroxinitrito € uma espécie eletroativa e reativa envolvida no estresse
nitrosativo. Em condicbes otimizadas corretamente, o peroxinitrito pode ser
identificado, separado e detectado por microssistema eletroforético (MSE) com
deteccao eletroquimica (DEQ), (GUNASEKARA et al., 2011; VAZQUEZ et al., 2010;
HULVEY et al., 2010).

Buscando os melhores resultados analiticos para ONOO™ foi proposta a
preparacdo da solucdo padrédo de peroxinitrito usando apenas a solugéo tampao
(BGE) pH = 11 de acido bérico 10 mM contendo TTAB 2 mM para a diluicdo sem
acrescentar NaOH, diferindo do preparo da solucdo encontrado na literatura que
acrescentaram NaOH a solucdo padrao em BGE, que provavelmente pode ter
mudado o pH 11 para um valor maior dificultando a estabilidade do ONOO™
(GUNASEKARA et al., 2011). Assim, com essa estratégia tornou-se mais facil o
preparo das solucdes e pode-se notar uma melhora na resolucéo e na eficiéncia de
separacdo, em comparagdo com os resultados encontrados na literatura. A amostra
padrao de peroxinitrito apresentou dois picos, sendo o primeiro nitrito e segundo

ONOO'. Isso pode ser observado na Figura 26A.

Objetivando a otimizacdo e confirmacao dos resultado foi feito o estudo do
comportamento das espécies presentes na amostra padrdo, ONOO™ e nitrito,
guando submetidas a diferentes potenciais do eletrodo de trabalho. Na Figura 29B
pode-se ver a partir deste estudo que o pico analitico do nitrito é reduzido, a uma
certa propor¢cdo, quando o potencial aplicado ao eletrodo de trabalho também é
reduzido. Isso ja era esperado conforme os resultados observados na Figura 24, e
assim foi confirmado os resultados apresentados, onde o nitrito ndo apresentou
nenhum sinal de pico a um potencial de 0,5 V aplicado ao eletrodo de trabalho. A
amostra padrao de ONOO™ apresentou uma diminuicdo no seu pico, no entanto
ainda era evidente no potencial de 0,5 V, diferindo assim do comportamento redox
apresentado pelo nitrito para 0 mesmo ensaio. A utilizacdo do método proposto

podera permitir uma quantificacdo mais precisa do ONOO™ em matrizes complexas.

E para determinar o limite de deteccdo do ONOO™ utilizando o método

proposto foi construida uma curva de calibracdo para uma faixa de concentracdo de
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6,25 a 100 pM, todos os pontos em triplicata. Os resultados com as figuras de mérito
estdo apresentados na Figura 28F. Inicialmente, uma concentragdo de 100 pM de
solucdo padrdo de ONOO™ foi preparada por diluicdo da solucdo de estoque de
concentracdo 42 mM em solucao tampéo de acido borico 10 mM contendo TTAB 2
mM a pH 11 (BGE). Cada concentracdo subsequente, usadas no intervalo de
concentracdo supracitadas, foi obtida por diluicdo em série em uma proporcao de
1:1 do padréo 100 para 50 uM, 50 para 25 uM, 25 para 12,5 uM e 12,25 para 6,25
MM. A curva de calibracdo mostrou uma resposta linear com R = 0,99874 (para cinco

pontos, n = 3).

Utilizando os dados da amostra com concentracdo de 6,25 uM foi calculado o
LOD levando em consideracado a relacdo sinal/ruido (S/R = 3) e obteve um valor de
1,63 pM, que demonstra ser um excelente resultado para o método proposto se
comparado com outros métodos. Deve-se levar em consideracdo que os resultados
pode ter perdido um pouco em sua precisdo, uma vez que a analise foi realizada em

triplicado e ONOQO™ degrada de maneira relativamente rapida.

Figura 29 - Eletroferogramas de padrdes de ONOO™ 500 pM. (A) 1 — nitrito, 2 — ONOO™ e

% degradacdo de ONOO™; (B) Comparacdo de diferentes potenciais do eletrodo de

trabalho (1,1, 0,9, 0,7 e 0,5 V); BGE (pH = 11) &cido bérico 10 mM contendo 2 mM
TTAB; intensidade de campo elétrico de separacdo 400 Vcm™ e injegdo (|) de 1 s (As
condi¢cdes experimentos foram utilizados nos dois procedimentos).
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Fonte: Autor, 2013.

6.7 Monitoramento de nitrito em amostras perfusatas de sangue de ovelhas

e ratos

O microchip de duplo-canal com deteccdo amperométrica foi aplicado na
determinacao de nitrito em perfusato de sangue de ovelhas e ratos, com o objetivo
de testar a eficiéncia do sistema proposto. As analises seguiram as seguintes
etapas: obteve-se a amostra, perfusada pelo grupo da Profa. Dra. Susan Lunte
(SCOTT et al., 2013), a qual tinha 10 puL para cada amostra e foi estocada a uma
temperatura de -80 °C. Apos o total descongelamento, foi diluido em uma proporcéo
de 1:1 com BGE, ou seja, 10 pL de solucdo tampao, e as andlises foram feitas
imediatamente apls preparacdo. Apesar da complexidade das matrizes das
amostras, o método proposto neste trabalho, demonstrou ser uma excelente
metodologia para monitoramento das espécies estudadas, sobretudo para nitrito. Os

eletroferogramas para as analises das amostras sao mostrados na Figura 30.
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Figura 30 - Eletroferogramas da determinacao de nitrito nas amostras de perfusato de
(A) ovelhas (% nitrito); (B) ratos (% nitrito); E = 1,1 V; BGE (pH = 11) de acido borico
10 mM contendo TTAB 2 mM; intensidade de campo elétrico de separacgio

eletroforética de 400 Vecm™ e de injecgdo (|) de 1 s; adicdo de 2 uL padréo de nitrito 10
mM em 20 uL da solucéo 1:1 de amostra do perfusato da ovelha ou rato e BGE.
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Fonte: Autor, 2013.

Com base nos dados obtidos a partir da curva de referéncia para o a solucao
padrdo de nitrito, calculados apods a otimizacdo completa do método proposto e
apresentado na Figura 30, foram os feitos célculos adequados para quantificar a

concentracdo do nitrito nas amostras analisadas. Os resultados apresentaram uma
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concentracéo de 34,025 + 0,012 uM de nitrito nas amostras de perfusato sangue de
ovelhas, e como a deteccdo foi feito a partir da amostra apos diluicio em uma
proporcao de 1:1, a concentracado real sera 68,05 uM, aproximadamente, e usando a
mesma estratégia para as amostras de perfusato de sangue de ratos detectou-se
uma concentragéo del1,02 + 0,012 pM de nitrito, sendo que a concentragéo real foi
de aproximadamente 22,04 puM. O pico para o nitrito foi confirmado com o teste de
adicdo de padrdo. A adicdo de padréo foi realizado a partir da adicdo de 2 pL de
nitrito 10 mM em 20 pL da solucéo 1:1 de amostra do perfusato da ovelha ou rato e
BGE.
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7 CONCLUSOES

A estratégia de selagem assistida plastificante para o fabrico do dispositivo
microfluidico de PMMA e da base para fixacdo do microchip, feita com o mesmo
material, onde os microchips, 0os microcanais e a base foram fabricados por laser de
CO,, demostrou significativa facilidade, simplicidade, versatilidade e um baixo custo
consideravel, consequentemente, esse método torna-se extremamente atraente
para producéo de dispositivos microfluidicos de PMMA. A viabilidade e desempenho
do microchip obtido foram avaliados através da deteccdo de serotonina e
paracetamol por eletroforese em microchip usando deteccdo eletroquimica com

eletrodo de pasta de carbono.

A partir do resultados discutidos ficou comprovado que o sistema precisa ser
otimizado, como por exemplo, a mobilidade das espécies em estudo para obter-se
graficos mais simétricos, a distancia do eletrodo de trabalho em relacdo a saida do
microcanal, o tipo e o pH do eletrdlito suporte, analisar as duas espécies
simultaneamente para averiguar a eficiéncia da separacdo eletroforética, dentre

outras.

A outra estratégia demonstrou ser viavel integrar um microssistema
eletroforético hibrido PDMS/vidro com duplo-canal paralelo a um potenciostato
eletricamente isolado. O potenciostato eletricamente isolado permitiu o
posicionamento do eletrodo de trabalho dentro do microcanal de separacédo, o qual

recebeu uma alta voltagem, sem danificar os eletrodos e/ou o potenciostato.

O modelo de configuracdo de duplo-canal propiciou que a interferéncia no
eletrodo de trabalho proveniente do potencial de separagéo fosse evitada. Com isso,
se comparado com a configuracdo de canal simples, obteve-se uma expressiva
melhora na eficiencia e no desempenho da separacdo dos analitos e uma
consideravel diminuicdo no ruido (cerca de 0,94 pA) e, consequentemente, na
relacdo sinal/ruido, e na sensibilidade do meétodo proposto comprovada pela
diminuicdo consideravel do limite de deteccdo, se comparado a outros métodos

propostos na literatura.



143

As figuras de mérito, tais como, coeficiente de correlagéo linear (R), faixa de
concentracdo e equacao da reta de referéncia, ratificaram a excelente resposta
analitica através da sensibilidade na detec¢do usando o método proposto, assim

como excelente robustez, repetitividade e reprodutibilidade de eventos.

A efichcia do método proposto foi ratificada através da eficiéncia de
separacao e dos excelentes LODs, calculados usando a relacdo do sinal/ruido igual
trés (S/R = 3) e para 1 s da injecao, encontrados para nitrito (0,58 uM), tirosina (0,14
uM), peroxido de hidrogénio (0,75 pM), glutationa (0,82 uM), acido ascoérbico (0,21
uM), cisteina (ndo obteve-se LOD) e peroxinitrito (1,63 pM). Ao comparar 0s
resultados dos LODs dos analitos estudados pelo método proposto e outros
métodos ja publicados na literatura, pode-se afirmar que o método proposto é, sem
davidas, viavel de aplicacdo se os niveis de concentracdo das espécies em estudo
estiverem dentro da faixa de concentracdo exigida para as andalises das amostras

reais pertinentes.

Em especial, os resultados obtidos para o nitrito possibilitou realizar andlises
de amostras de perfusato de sangue de ovelhas e ratos, obtendo-se uma excelente
resposta para a concentracao de nitrito, a qual foi confirmada pela adicdo de padréo
de nitrito. Com isso, ficou evidente a viabilidade do método proposto para a sua

aplicacdo em amostras reais.
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PERSPECTIVAS

Usar o sistema desenvolvido para analise de 6xido nitrico em células.

Aplicar a metodologia desenvolvida para separar e monitorar pesticidas em
alimentos.

Construir microchips com outras configuracdes e substratos;

Fazer eletrodos de pasta de carbono com e sem modificacbes para associa-
los aos microssistemas e, consequentemente, melhorar a sensibilidade e
seletividade de espécies;

Fabricar eletrodos multiplos, com possibilidades de acoplar a microssistemas,
para analises voltamétricas e amperométricas de NOX.

Estudar a possibilidade de portabilidade de microssistemas para a realizacao

de analises in campo.
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