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RESUMO

Microssistemas de andlise total (uTAS) possibilitam a integracdo de diversas etapas de uma
andlise quimica dentro de um Unico dispositivo. Esses sistemas apresentam vantagens como
baixo consumo de amostra, portabilidade, integracdo com diferentes técnicas de deteccdo e
andlises relativamente rapidas. Neste sentido, este trabalho propde o desenvolvimento de
um dispositivo microfluidico hibrido PDMS/Vidro para a detec¢do eletroquimica de
glifosato em amostras ambientais. O dispositivo utilizado apresenta canal de separacdo de
5cm com bracos laterais de 0,75cm, com alinhamento do tipo off-channel para o eletrodo de
trabalho, com injecdo da amostra do tipo pinched e adi¢do de surfactante para a inversao do
fluxo eletroosmotico. Trés diferentes eletrodos de trabalho foram avaliados, sendo o
eletrodo de cobre o mais eficiente. Utilizando voltametria ciclica, evidenciou-se que a
deteccdo do glifosato pode ser realizada a partir da complexacdo do analito com ions Cu(ll)
gerados na superficie do eletrodo. De uma forma geral, 0 mecanismo eletroquimico
associado ao processo envolve uma etapa eletroquimica reversivel com a formacéo dos ions
Cu(ll) e uma etapa quimica irreversivel que compreende na formagdo do complexo Cu(ll)-
glifosato. A deteccdo voltamétrica do glifosato utilizando tampéo borato obteve resposta
linear no intervalo de 30 — 100 uM, com R= 0,998. No que tange a deteccdo amperométrica
do analito, verificou-se que a amperometria convencional ndo é satisfatoria e a
amperometria de pulso apresentou resultados promissores. Além disso, a utilizagdo desta
técnica em microssistemas de analise para a determinacdo de glifosato configura-se como

uma alternativa inédita na literatura.

Palavras-chave: Microssistemas de andlise; glifosato; Eletrodo de cobre; deteccdo

amperomeétrica.



ABSTRACT

Micro Total Analysis Systens (UTAS) enable the integration of several steps of a chemical
analysis within a single device. These systems have advantages such as low sample
consumption, portability, integration with different detection techniques and relatively fast
analysis. In this sense, this work proposes the development of a hybrid PDMS / Glass
microfluidic device for the electrochemical detection of glyphosate in environmental
samples. The device used has a 5cm separation channel with lateral arms of 0.75cm, with
off-channel alignment for the working electrode, pinched sample injection and addition of
surfactant to allow a reverse electroosmotic flow. Three different working electrodes were
evaluated, with the copper electrode being the most efficient. Using cyclic voltammetry, it
was shown that the detection of glyphosate can be performed from the complexation of the
analyte with Cu (Il) ions generated on the surface of the electrode. In general, the
electrochemical mechanism associated to the process involves a reversible electrochemical
step with the formation of Cu (Il) ions and an irreversible chemical step that comprises the
formation of the Cu (Il) -glyphosate complex. VVoltammetric detection of glyphosate using
borate buffer obtained linear response in the range of 30 - 100 puM, with R = 0.998.
Regarding the amperometric detection of the analyte, it was verified that the conventional
amperometry is not satisfactory and the pulse amperometry presented promising results.
The use of this technique in Micro Total Analysis Systems is an alternative for glyphosate

detection, which can help researches to solve problems and detect important species.

Keywords: Micro Total Analysis Systems; glyphosate; copper electrode; amperometric

detection
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1 INTRODUCAO

A miniaturizagdo em quimica analitica é uma tendéncia que vem obtendo grande
relevancia nos ultimos anos, levando ao desenvolvimento de novas tecnologias que
possibilitam operacgdes laboratoriais em microescala. Com o objetivo inicial de aumentar o
desempenho analitico, a miniaturizacdo proporcionou uma revolucdo que gerou o0
desenvolvimento de novas tecnologias cientificas (COLTRO et al., 2007).

A Figura 1 mostra a correlacdo das tendéncias da quimica analitica moderna e suas
implicacOes préaticas. A simplificacdo (facilidade de implementag&o), automacéo (sistema
automatico de controle dos processos) e miniaturizagdo (construcdo em escala pequena) é
essencial para o desenvolvimento tecnoldgico que possibilita o desenvolvimento de novas
areas dentro da quimica analitica. As novas tecnologias possibilitam o desenvolvimento de
procedimentos analiticos que sdo utilizados para obter informacgdes requeridas no decorrer

de uma pesquisa cientifica e adequam-se a finalidade proposta.

Figura 1 - Correlacdo entre as tendéncias na quimica analitica moderna e o0s
desenvolvimentos tecnoldgicos.

——

Foas s4s el
Quimica Analitica Moderna Informacdes solicitadas
(tendéncias) —eep

Simplificacio l

Miniaturizagio X Procedimentos Analiticos

Desenvolvimentos tecnolégicos l

Informacio Analitica

Adequacio a
finalidade

Fonte: Adaptado de Rios, Escarpa e Simonet, 20009.
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Neste sentido, os microssistemas de andlise total (UTAS — do inglés Micro total
analysis systems) e a microfluidica como um todo séo figuras-chave no desenvolvimento
tecnoldgico dentro da quimica analitica. A microfluidica pode ser definida como a ciéncia e
tecnologia dos sistemas que processam ou manipulam pequenas quantidades de fluidos (da
ordem de 10-9 a 10-18 litros), usando canais com dimensdes de dezenas a centenas de
micrdmetros (WHITESIDES, 2006). As primeiras aplicacfes da microfluidica versavam
sobre o desenvolvimento de plataformas para a analises quimicas devido a caracteristicas
notaveis como uso limitado de amostras e reagentes, separacfes e deteccdes com alta
resolucdo e sensibilidade e baixo custo de analise (RIOS; ESCARPA; SIMONET, 2009).

De acordo com Whitesides (2006), o desenvolvimento da microfluidica foi baseado
em quatro pilares principais. O primeiro pilar foi o desenvolvimento de analise molecular
tais como cromatografia de fase gasosa (GPC), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e eletroforese capilar (CE). Essas técnicas, aliadas a forma capilar, revolucionaram
a analise quimica visto que possibilitaram alta sensibilidade e resolucdo utilizando
pequenos volumes de amostra. O desenvolvimento de plataformas ainda menores baseadas
nos avancgos dessas técnicas possibilitou outras aplicagdes em microescala tanto na quimica
quanto na bioguimica. O desenvolvimento de armas quimicas e biolégicas durante a Guerra
Fria e a necessidade de cessar essas ameacas foi o segundo pilar da microfluidica. Durante
a década de 1990, a Agéncia de Projetos de Pesquisa Avancada de Defesa (DARPA, do
inglés Defense Advanced Research Projects Agency) financiou uma série de projetos para o
desenvolvimento de plataformas microfluidicas com o intuito de detectar possiveis ameagas
quimicas e bioldgicas. Esse estimulo foi fundamental para o desenvolvimento académico de
tecnologias relacionadas a microfluidica

O terceiro pilar da microfluidica foi o desenvolvimento da biologia molecular e da
gendmica, onde tecnologias como o sequenciamento de DNA exigiram o desenvolvimento
de metodologias analiticas com alta sensibilidade, resolucdo e processamento. Essas
caracteristicas requeridas sdo compativeis com as propriedades dos sistemas microfluidicos
de analise. O quarto e ultimo pilar foi o progresso da microeletrénica, onde houve o
desenvolvimento de sistemas microeletromecanicos. Algumas das contribuigdes da
microeletrénica consistem no uso de plataformas de vidro ou silica que posteriormente

foram trocadas por plataformas de elastobmeros
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Em teoria, um UTAS ideal possibilitaria a execucdo de todas as etapas quimicas de
andlise (preparo de amostra, separacdo do analito e detec¢do) em um Unico dispositivo.
Desta forma, um UTAS pode ser considerado um dispositivo no qual ha uma melhora da
performance de andlise através da redugdo do tamanho fisico do mesmo. De acordo com
Rios e colaboradores (2009), a miniaturizacdo implica em ambientes de trabalho em
microescala, onde fendmenos caracteristicos sdo evidenciados, tais como fluxo laminar e
necessidade de manipulacdo precisa do volume das amostras. Esta Gltima caracteristica
propicia a utilizagdo desses microssistemas nos mais diversos campos do conhecimento,
como por exemplo na Quimica Analitica, com o desenvolvimento de metodologias de
andlise e quantificacdo de espécies nas mais diversas matrizes, como por exemplo o
controverso herbicida glifosato, o agrotdxico mais comercializado no mundo e que
apresenta possiveis efeitos nocivos aos seres humanos

Dentro deste contexto, a utilizacdo de microssistemas de analise para a
determinacdo de moléculas de interesse ambiental como o glifosato oferece meios para o
desenvolvimento de metodologias alternativas e inovadoras dentre das possibilidades de

analise apresentadas na literatura.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Glifosato

A expansdo do agronegocio brasileiro como um dos principais setores da economia
tem como pilar essencial a utilizagdo de agrotdxicos que permitem o aumento da
produtividade de commodities importantes tais como o café, o milho e a soja. De fato, a
utilizagdo destes agrotoxicos (pesticidas, herbicidas, fungicidas e outros) vem crescendo
ano apos ano. O grafico presente na Figura 2 é um indicativo deste processo econdmico e
agricola. Enquanto a area total utilizada em culturas agricolas no Brasil apresentou um
ligeiro aumento no periodo entre 2005 e 2014, o consumo de agrotoxicos praticamente
quadruplicou no mesmo periodo, evidenciando assim o uso destes agentes para aumentar a
produtividade de diversas lavouras (BOMBARDI, 2017).

Figura 2 - Relagdo do crescimento da area plantada no Brasil e do uso de agrotoxicos no
periodo de 2005 até 2014.
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Fonte: Adaptado de Bombardi, 2017.
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Ao passo que a economia brasileira desenvolve-se com base no aumento da

produtividade agricola e estratégias utilizando agrotoxicos sdo largamente empregadas

tendo como base o afrouxamento de legislacGes ambientais que possam limitar o uso destes

agentes, a investigacdo e monitoramento dos agrotoxicos torna-se de extrema importancia

para a garantia de politicas que possam assegurar tanto a saide humana quanto a limitacdo

de impactos ambientais decorrentes dessa pratica.

Dentre os mais diversos agrotdxicos utilizados no pais, o glifosato destaca-se por

ser 0 herbicida mais comercializado no pais (Figura 3A), sendo responsavel por cerca de

45% do total do volume de vendas de agrotoxicos no pais, além de ser o principal

agrotdxico utilizado na mais importante commodotie agricola, a soja. Além disso, a

comercializacdo do glifosato no mercado brasileiro vem crescendo de forma vertiginosa

com o passar dos anos (Figura 3B). Estes dados demonstram a relevancia do herbicida

dentro do cenério do agronegdcio brasileiro, a0 mesmo tempo em que alertam para 0 uso

exacerbado do agrotoxico.

Figura 3 — A) Relacdo dos principios ativos mais comercializados no Brasil no ano de 2014,
com énfase para o herbicida glifosato. B) Vendas do herbicida glifosato (em toneladas) entre

0s anos de 2009 e 2014.
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Fonte: Adaptado de Bombardi, 2017.
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Do ponto de vista técnico, o glifosato (N-(fosfonametil)glicina) configura-se como

um herbicida ndo-seletivo, sistémico, pds-emergente (herbicidas pos-emergentes sdo
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aqueles que podem ser utilizados apds a emergéncia das plantas daninhas porém antes que
as mesmas interfiram no desenvolvimento da cultura), sendo o principio ativo de diversos
herbicidas tais como Glyphomax®, Rodeo®, Pondmaster®, Expedite® e Roundup®, sendo
0 Ultimo o herbicida mais comercializado no mundo. Sendo um anélogo aminofosfénico do
aminoacido natural glicina, o glifosato foi sintetizado inicialmente em 1950 pelo quimico
suico Henri Martin, o qual trabalhava para uma pequena industria farmacéutica. Nenhuma
aplicacdo farmacéutica ou estudo bioldgico relacionado ao glifosato foi reportada até os
anos 1960, quando o quimico da Monsanto John Franz efetuou estudos utilizando o
composto como um herbicida e descobriu a potencialidade do mesmo para o controle do
crescimento de plantas daninhas (DILL et al., 2010; MENSAH; PALMER; MULLER,
2014).

Um produto da degradacdo do glifosato é o &cido aminometilfosfonico, também
conhecido como AMPA. A ocorréncia do AMPA junto ao glifosato € comum em amostras
de 4gua e solo, visto que microorganismos estdo envolvidos na degradagédo do glifosato a
AMPA (GRANDCOIN; PIEL; BAURES, 2017).

2.1.1 Propriedades fisico-quimicas e mecanismo de atuacgao

De acordo com Amarante Jr. e colaboradores (2002), o glifosato € uma molécula
com formula CsHsNOsP (massa molar: 169,1 g mol-1) que pode existir também na forma de
sal de isopropilamonio quando acrescido do grupo (CHs)2CHNHa+ (neste caso com uma
massa molar total de 2282 g mol1). O seu principal metabolito, o acido
aminometilfosfonico (AMPA), apresenta massa molar de 111,04 g mol-1. Tanto o glifosato
quanto os sais de glifosato apresentam-se como solidos cristalinos bastante sollveis em
agua (12 g L-1a 25 °C, para o glifosato) e baixissima solubilidade em solventes organicos.

As estruturas quimicas do AMPA e do glifosato sdo apresentadas nas Figuras 4A e 4B:
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Figura 4 — A) Estrutura do acido aminometilfosfonico; B) Estrutura do glifosato.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Aplicado via pulverizagdo, o glifosato atua no mecanismo da enzima
5-enolpiruvilishikimato-3-fosfato sintase (EPSPS) presente na via do shikimato, na qual a
enzima EPSPS atua na sintese de aminoacidos aromaticos tais como fenilalanina, tirosina e
triptofano (Figura 5) Esses aminoacidos sdo precursores de flavonoides, acidos benzoicos,
alcaloides e lignina, os quais séo essenciais para o desenvolvimento das plantas. A inibicdo
da enzima EPSPS leva entdo a necrose das plantas em dias ou semanas, visto que a via do
shikimato corresponde a 30% do peso seco da planta e, desta maneira, qualquer
interferéncia nessa via acarreta na degradacdo e morte das plantas. (DE ABREU; DA
MATTA; MONTAGNER, 2008; MENSAH; PALMER; MULLER, 2014). A Figura 10
mostra a a¢do do glifosato na via do shikimato e os principais produtos que sao inibidos.

O glifosato € bastante adsorvido pelo solo e, portanto, grande parte dos seus
residuos sdo encontrados imobilizados no mesmo. A meia-vida do glifosato no solo é de
47 dias, sendo este tempo varidvel em decorréncia das condigdes geoclimaticas que afetam
a presenca do herbicida. Além disso, microbios presentes no solo promovem a degradacédo
do glifosato em AMPA (CHAUZAT; FAUCON, 2007; DE ANDREA et al., 2003).



Figura 5 - Mecanismo de acéo do glifosato na via do shikimato.
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Com relacdo ao equilibrio acido-base da molécula, o glifosato apresenta quatro

atomos de hidrogénio ionizaveis, tendo pKi= 0,8; pKz= 2,16; pKs=5,46 e pKs= 10,14

(Figura 6). Evidencia-se entdo que o glifosato se apresenta na sua forma ionizada em
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diferentes solos, visto que estes apresentam acidez moderada. O AMPA, por sua vez,
apresenta trés atomos de hidrogénio ionizaveis, tendo pKi= 0,9; pK2= 5,6 e pKs= 10,2
(DELMONICO et al., 2014).

Figura 6 - Equilibrio acido-base para o glifosato.
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2.1.2 Legislacao regulamentaria e riscos a saide humana e ao meio ambiente

Desde a sua introducdo no mercado nos anos 1970, a utilizacdo do glifosato em
diversas lavouras e culturas cresce vertiginosamente, sendo este o principal herbicida a ser
comercializado tanto no Brasil quanto no mundo. O glifosato é empregado no controle de
ervas daninhas de culturas diversas tais como soja, cana, milho, algoddo e fumo. Além
disso, o glifosato pode ser utilizado no controle de ervas aquaticas (JUNIOR et al., 2002).
De acordo com Bombardi (2017), o glifosato € o herbicida (principio ativo) de maior
comercializagdo no Brasil, tendo cerca de 45% do volume total de agrotoxicos

comercializados no pais (mais de 194 mil toneladas de glifosato comercializados no ano de

2014).
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No que tange a legislacdo brasileira acerca do glifosato, dois érgdos regulam os
limites maximos permitidos para o mesmo. O Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA), na resolucdo 357 de 17 de marco de 2005 regulamenta os valores maximos de
glifosato presente em &guas doces.

Para aguas doces da classe 1 (que podem ser destinadas para 0 consumo humano
apos tratamento simplificado) o limite estabelecido é de 65 pg L-1. Para aguas doces da
classe 3, categoria em que se encaixam a maior parte dos rios que cortam as cidades
brasileiras, o limite estabelecido é de 280 ug L-1. A titulo de comparacdo, a agéncia de
protecdo ambiental (EPA, do inglés Environmental Protection Agency) dos Estados Unidos
da América estabelece um limite de 0,7 pg L-1 para aguas de consumo humano. Ou seja, a
legislacdo brasileira permite niveis de glifosato cerca de 90 vezes maiores do que a
legislacdo norte-americana. No que tange ao Limite Maximo de Residuo (LMR) presente
em alimentos, a legislacdo brasileira considera tolerante valores que vao desde 0,02 mg kg-1
para alimentos como a banana até 2 mg kg-1 para soja, enquanto que a Unido Europeia
determina um valor médximo de at¢é 0,1 ng mL-1 para todos os pesticidas,
independentemente da sua estrutura ou atividade biologica (CATRINCK et al., 2014;
CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE, 2005; YUAN et al., 2017).

A exposicao crénica ao glifosato esta associada com diversos disturbios e doencas,
incluindo diabetes, esclerose multipla, depressdo, obesidade, mal de Alzheimer, doencas
cardiacas, ma formacdo congénita, doencas no sistema renal, entre outras (SAMSEL;
SENEFF, 2013). Estudos realizados com peixes demonstram que o glifosato alterou o
funcionamento do metabolismo energetico, atividade da enzima acetilcolinesterase (que
atua diretamente no sistema nervoso) e também causou mudangcas significativas no sistema
imunologico. Além disso, do ponto de vista ambiental, o glifosato (e seus metabolitos)
podem ser encontrados tanto em lagos, rios e riachos, quanto em aguas subterraneas.
Elevadas concentracfes do herbicida podem, portanto, levar a alteragcbes nos ecossistemas
como um todo (LANGIANO; MARTINEZ, 2008; MELLO; BALVEDI; GOULART,
2018).

Recentemente, o uso do glifosato tem sito contestado em ac¢des judiciais. Em 2018,
a Monsanto foi condenada pela justica do estado da Califérnia, nos Estados Unidos da

América a efetuar o pagamento de uma multa milionaria (US$ 78 milhdes) devido a
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atuacdo do herbicida glifosato no desenvolvimento do cancer de um jardineiro local. Este
julgamento € histérico pois foi o primeiro a vincular o uso do glifosato com doengas
desenvolvidas por usuarios. No Brasil, uma medida liminar também do ano de 2018 propds
a suspensdo da comercializacdo do glifosato no pais foi embargada pela justica em segunda
instancia. A medida de suspensdo do uso do glifosato no Brasil, levaria, de acordo com o

ministro a Agricultura a época, a um “desastre para a agricultura” (G1, 2018).

2.1.3 Metodologias de detecgdo do glifosato e desafios

De acordo com Valle e colaboradores (2018), a deteccdo e quantificagdo do
glifosato configuram-se como um processo caro, laborioso e lento, visto que a deteccdo
desta molécula ndo pode ser realizada em conjunto com outras espécies e exige uma série
de condicOes especiais para a sua realizagdo. Estas dificuldades experimentais levam a um
baixo nimero de laboratérios credenciados para a detecgdo e quantificacdo do herbicida.
Como resultado, atualmente, ndo existem programas de monitoramento dos niveis de
glifosato no mundo, o que torna dificil a averiguacdo tanto de areas possivelmente
contaminadas quanto o nimero de pessoas que estdo sendo contaminadas diariamente.

Os desafios na deteccdo do glifosato sdo varios e todos decorrem da natureza do
herbicida. A deteccdo por meio de metodologias analiticas simples se torna complicada
devido a sua caracteristica idnica, alta polaridade e alta solubilidade em agua, dificuldade
na evaporacado, baixa solubilidade em solventes organicos, baixa volatilidade, baixa massa
molecular e facilidade na complexacdo com metais. Além disso, deteccdes fluorimétricas
e/ou fotométricas ndo sdo possiveis devido a auséncia de grupos fluor6foros ou croméforos
na estrutura do glifosato. Somado a todas essas dificuldades, a similaridade estrutura do
glifosato com aminoécidos leva a interferéncia dessas espécies na deteccdo do herbicida,
sendo essencial o pré-tratamento das amostras (GRANDCOIN; PIEL; BAURES, 2017;
MELLO; BALVEDI; GOULART, 2018).

A Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA, do inglés Environmental Protection
Agency) dos Estados Unidos da América tem como metodologia oficial de analise o método
EPA 547.0. Esta metodologia utiliza a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia

(HPLC) com uma coluna de exclusdo catidnica tendo como eluente &cido fosforico 0,05%.
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O glifosato é oxidado a glicina na presenca de hipoclorito de calcio e esta complexa com o-
ftaldeido-2-mercaptoetanol formando um fluor6foro, que possibilita a deteccdo com
comprimentos de onda de excitacdo e emissdao em 340 e 455 nm, respectivamente
(WINFIELD; BASHE; BAKER, 1990).

Metodologias baseadas em técnicas cromatograficas sao largamente reportadas na
literatura para a detecgéo do glifosato. Estas metodologias, de uma forma geral, baseiam-se
na quebra de componentes presentes numa mistura, no qual cada parte pode ser analisada
de forma individual.

Catrinck e colaboradores (2014) desenvolveram uma metodologia de analise para
glifosato e AMPA utilizando HPLC como técnica de separacdo e deteccdo por UV-vis.
Como o glifosato ndo apresenta absorcdo na regido UV-vis, os autores efetuaram um
procedimento para a derivatizagdo do analito com o uso do reagente cromogénico FMOC-
Cl, o qual permite sensibilidade necessaria para a deteccéo na regido do ultravioleta. Para
melhorar a sensibilidade do método, os autores otimizaram parametros como o efeito da
concentragdo do tampdo, tempo de reacdo e tempo de homogeneizacdo para 0
procedimento de derivatizacdo. Apesar do aspecto inovador do trabalho, a utilizacdo de
agentes derivatizantes configura-se como uma desvantagem necessaria para a realizagdo
das analises espectrofotométricas do glifosato.

Cromatografia gasosa também pode ser utilizada na determinacdo de glifosato.
Royer e colaboradores (2000) desenvolveram uma metodologia baseada na avaliacdo de
diferentes agentes derivatizantes com 0 objetivo de atuar no grupamento aminico e/ou
carboxilico, tais como 2-cloroetanol, trifluoroetanol, diazometano e isopropilcloroformato.
Baseado nos resultados obtidos, a mistura de anidrido trifluoroacético (TFAA) e
2,2,3,3,4,4,4-heptafluoro-1-butanol (HFB) para a determinacdo de glifosato e AMPA foi
escolhida como a mais promissora para a analise de amostras de agua utilizando um
espectrébmetro de massas como sistema de deteccdo (GC-MS/MS). Quando aplicada, a
metodologia apresentou recuperacao na faixa de 83—-84 %, com limite de quantificagdo de
0,05 pg L-1 para cada analito. Um contraponto presente nesta metodologia estd na
necessidade de etapas de remocgdo do excesso de agente derivatizante (efetuadas com o
emprego de resinas de troca i6nica), o que diminui consideravelmente a frequéncia analitica

do método proposto além de tornar a metodologia de analise mais laboriosa.
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Metodologias que utilizam abordagens espectroscopicas também estdo presentes na
literatura. Nesta forma de detec¢do, a interacdo entre a matéria e a radiagdo eletromagnética
é utilizada para a aquisicdo de dados que utilizam a resposta analitica obtida em funcéo do
comprimento de onda ou frequéncia. A utilizacdo de sondas fluorescentes para a detec¢éo
de glifosato é reportada na literatura. Li colaboradores (2011) sintetizaram quantum dots de
telureto de cadmio (CdTe) e 6xido de silicio (SiO2) funcionalizados com 6-calixareno para

a deteccdo de glifosato (Figura 7).

Figura 7 - Resumo gréfico do trabalho de Li e colaboradores para a deteccédo de glifosato
utilizando quantum dots de telureto de cadmio (CdTe).
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Fonte: Adaptado de Li e colaboradores, 2011.

A utilizagdo do 6-calixareno torna-se um ponto positivo essencial para o
desenvolvimento da metodologia. Estas estruturas apresentam cavidades relativamente
pequenas para que pesticidas aromaticos tais como carbaril e metilcarbe possam adentrar,
sendo, portanto, uma barreira fisica para uma maior seletividade. Por outro lado, o tamanho
reduzido possibilita a entrada de moléculas menores como o glifosato. Um ponto negativo,
entretanto, refere-se a similaridade da estrutura do glifosato com outras moléculas
facilmente encontradas na natureza, como 0s aminoacidos. A seletividade do glifosato
frente a moléculas de estrutura similar ndo foi avaliada pelos autores. As nanoparticulas,
quando na presenca do herbicida, apresentam um aumento na intensidade de fluorescéncia

emitida, tendo como faixa linear 1-25 nmol L-1 e limite de deteccdo de 0,0725 nmol L-1. O
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ensaio de recuperacdo efetuado pelos pesquisadores mostrou a potencialidade do método,
com recuperagdes entre 97,4 e 101,7% em amostras de natureza ndo citadas pelos os
autores.

Também utilizando deteccdo fluorimétrica, Wang e colaboradores (2016)
desenvolveram uma metodologia para a deteccdo de glifosato baseada numa reacgédo
imunolégica. Inicialmente, quantum dots de carbono (CDs) foram acoplados a um
anticorpo especifico para glifosato (IgG). A sonda gerada (IgG-CDs) permite a deteccédo
fluorimétrica do herbicida. Para eliminar os efeitos do excesso da sonda na detec¢do do
analito, os autores utilizaram nanoparticulas magnéticas baseadas em antigenos e FesOa4 as
quais possibilitam a remocdo do excesso da sonda e aumenta a seletividade do método
proposto. Em condigBes otimizadas, a deteccdo do glifosato pode ser realizada com
comprimento de onda maximo em 450nm, com uma faixa linear entre 0,01 e 80 pug mL-1. A
metodologia proposta também mostrou boa seletividade, visto que diversos pesticidas
(incluindo glifosina e PMIDA) e ions metalicos foram avalidos como possiveis
interferentes. A validacdo do método foi realizada através do ensaio de recuperacdo com a
deteccdo do herbicida em amostras de agua de rio, cha e solo, com recuperacdes entre
87,4% e 103,7%. A Figura 8 mostra um resumo grafico do trabalho realizado pelos autores.

Abordagens espectrofotométricas também sdo relatadas na literatura. Cetin e
colaboradores (2017) desenvolveram uma metodologia para separagdo e pre-concentracéo
do glifosato através de microextracdo liquido-liquido com deteccdo espectrofotométrica
baseada na conversdao do glifosato em &cido ditiocarbanico na presenca de dissulfeto de
carbono (CSz). Apo0s esta etapa, o produto formado complexa com ions Cu(ll) e a absorcao
do mesmo é monitorada em 435nm. Os autores reportam uma faixa linear de 0,5 — 10 mg L-

1, € a utilizacdo da metodologia proposta para determinacdo de glifosato em legumes.
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Figura 8 — Resumo grafico do trabalho de Wang e colaboradores (2016) para a determinacao
de glifosato através de detecgdo espectrofotométrica.
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Fonte: Adaptado de Wang e colaboradores (2016).

A auséncia de grupos passiveis de reducdo e/ou oxidacdo na molécula do glifosato
pode parecer um entrave para a sua detec¢do utilizando técnicas eletroquimicas. Entretanto,
trabalhos presentes na literatura langam mao de artificios para contornar este problema.
Coutinho e colaboradores (2007) efetuaram a determinacgédo direta de glifosato utilizando
cromatografia de interacdo hidrofilica como técnica de separacao e deteccdo coulorimétrica
com microeletrodos de cobre. O trabalho é baseado no aumento da corrente anodica do
microeletrodo na presencga de agentes complexantes como o glifosato, levando a formacao
de complexos de Cu(ll) solGveis. Um fator extremamente positivo para a metodologia
desenvolvida é a utilizagdo de amostras (sucos de frutas) sem a necessidade de
procedimentos de extracdo, limpeza ou preconcentracdo. Nestas condigdes, 0s autores
reportaram um limite de deteccdo de 0,01 mg L-,com uma faixa linear de 0,01 — 34 mg L-1.

Sato e colaboradores (2001) desenvolveram uma metodologia para a deteccdo e
separacdo dos herbicidas glifosato, glufosinato e bialafos utilizando cromatografia de troca
anidnica como técnica de separacdo e amperometria de pulso como técnica de detecgéo e
utilizago de eletrodos de ouro. Estes herbicidas apresentaram correntes cataliticas baseadas
na oxidagdo das aminas presentes na estrutura das suas moléculas. De acordo com 0s

autores, a resposta eletroquimica observada na amperometria de pulso assemelha-se com o
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perfil de aminoacidos, os quais apresentam adsorcdo/dessorcdo catalitica na superficie do
eletrodo de ouro. Esta similaridade é decorrente da semelhanca estrutural desses herbicidas
e 0s aminoacidos em geral. Apds a otimizacdo, os limites de deteccdo para glufosinato,
bialafos e glifosatos foram calculados em 20, 65 e 50 ng mL-1, respectivamente. A
metodologia foi aplicada na determinacdo dos herbicidas em amostras de soro e urina.

Bataller e colaboradores (2012) desenvolveram uma metodologia para a detecgéo de
glifosato baseado numa lingua eletrbnica voltamétrica. Esta metodologia baseia-se na
voltametria de pulso e consiste no uso de trés diferentes eletrodos de trabalho (Pt, Co e Cu)
encapsulados num cilindro polimérico. Na presenca de glifosato, a corrente de corrosao dos
eletrodos de Cu e Co aumentaram significativamente, provavelmente devido a formacéo de
complexos de Cuz+ e Co2+. A metodologia € relativamente simples, apresenta baixo custo e
rapidez nas analises. Os autores também avaliaram possiveis interferentes ao método (como
acidos hamicos e Caz+).

A tabela 1 abaixo elenca algumas abordagens presentes na literatura para a detecgéo
do glifosato, dando énfase para abordagens cromatogréficas, espectroscopicas e

eletroquimicas:
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Tabela 1 — Relagdo de trabalhos presentes na literatura que propdem a determinacédo de glifosato em matrizes ambientais e alimenticias.

Deteccéo Amostra Analito (s) Faixa linear Caracteristicas Referéncia
) ) Utilizacdo do agente
) Néo Glifosato e 3 o (CATRINCK
HPLC (UV-vis) Nao reportado1 derivatizante FMOC-
reportado1 AMPA o etal., 2014)
) Utilizacdoda mistura
Nozes e Glifosato e 0,0025 - 0,200 ug o (ROYER et al.,
GC-MS derivatizante
groselha-preta AMPA mL-1 2000)
TFAA/HFB
Glifosato, N
i Codeteccéo de 12 (LUO; CHEN;
IC2 Agua Bentazone e 10 -500 pg L1 .
) anions ZHAO, 2015)
Picloram
Quantum dots de
. Amostra ] o (LIetal.,
Fluorescéncia - Glifosato 1-25nmol L1 telureto de cadmio
fortificada 2012)
(CdTe)
i ) Uso de anticorpos
o Aguas, chd e _ (WANG et al.,
Fluorescéncia Glifosato 0,01 -80 pg mL-1  (1gG) e quantum dots
solo 2016)
de carbono (CDs)
Utilizacdo de
L ) ] (CETIN et al.,
Espectrofotométrica Legumes Glifosato 0,5-10mg L1 metodologia de 2017)

extracao
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Eletrodo de carbono

o Amostra _ modificado com (MORAES et
Voltamétricas ) Glifosato 0,83 —9,90 umol L1
padréo nanotubos de al., 2010)
carbono
Amostras néo
o Sucos de _ precisaram de pré (COUTINHO
Coulorimetrica Glifosato 0,01 —34 mg L1
frutas tratamento e/ou et al., 2007)
extracédo
o i ) y Sistema simplesede  (CAMPOS et
Voltametrica Aguas Glifosato Né&o reportado )
baixo custo al., 2012)

1= Autores apenas reportaram a utilizacdo da sonda para a derivatizacdo do glifosato. 2= Deteccdo por condutividade. 3= Voltametria

de

Pulso

Diferencial
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3 ELETROFORESE CAPILAR EM MICROCHIP

O desenvolvimento da microfluidica possibilitou a aplicacdo de suas tecnologias
nos mais diversos campos do conhecimento. Assim, sistemas baseados em Eletroforese
Capilar (EC) puderam ser miniaturizados e possibilitaram a integracdo de etapas como
injecdo, separacdo e deteccdo em um unico dispositivo substancialmente menor do que
outros sistemas similares tais como cromatografos, por exemplo (COLTRO et al., 2007).

Vantagens como pequeno volume de amostra, menor consumo de
reagentes/solventes, menor voltagem de separacdo e maior sensibilidade sdo alguns dos
atrativos para a utilizacdo do microchip eletroforese para a deteccdo e separacdo de
analitos. Apesar dos avancos recentes na area, algumas limitagdes sdo corriqueiras tais
como necessidade de interfaceamento entre diferentes componentes do sistema, baixa
velocidade para o transporte de massa, introducdo da amostra e analises sucessivas de um
conjunto de amostras (COLTRO et al., 2007; HENRY,, 2006)

3.1 Principios Bésicos da Eletroforese Capilar

A Eletroforese Capilar é uma forma de separacdo de compostos ibnicos ou ionizaveis
presentes num capilar onde um campo elétrico € utilizado para tal propésito. Desenvolvida
na década de 1930 pelo pesquisador sueco Arne Tiselius (1902-1971), a eletroforese foi
utilizada inicialmente na separacdo parcial de proteinas constituintes do soro sanguineo.
Devido ao trabalho inovador, Tiselius foi agraciado com o prémio Nobel de Quimica no
ano de 1948. Diversos avancos dentro da eletroforese foram obtidos com o passar dos anos
até o estabelecimento da eletroforese capilar por diversos grupos de pesquisa baseados nos
Estados Unidos durante o comeco da década de 1980 (HENRY, 2006; TAVARES, 1996).
Dentre as diversas vantagens que a Eletroforese Capilar apresenta, destacam-se 0 manuseio
de volumes extremamente reduzidos (na escala de nanolitros, 10-9 L), possibilidade de
completa automacéao da anélise, deteccédo e injecdo em fluxo e ampla compatibilidade com
sistemas de deteccdo usuais para cromatografia liquida (HARSTAD et al., 2016).
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O comportamento das moléculas sob a influéncia do campo elétrico é essencial
para a compreensdo de como este fendmeno ocorre. De forma geral, as moléculas podem
ser carregadas tanto positivamente quanto negativamente. Quando as cargas positivas
igualam numericamente as cargas negativas dentro de uma molécula, estas cargas anulam-
se gerando uma molécula eletricamente neutra. Quando presentes em solucdo, moléculas
carregadas tendem a procurar regides que apresentam cargas elétricas contrarias. Quando
ndo ha a presenca de um campo elétrico sendo aplicado na solucdo, 0 movimento das
moléculas é randdémico. Entretanto, quando ha a presenca de um campo elétrico as
moléculas tendem a se mover de forma mais organizada e, desta forma, os cations (espécies
positivamente carregadas) movem-se em diregdo ao catodo (eletrodo negativamente
carregado) e 0s anions (especies negativamente carregadas) movem-se em direcdo ao anodo
(eletrodo positivamente carregado). Estes fatores levam a geracdo de um fenémeno
denominado fluxo eletroosmético e € a partir deste fendbmeno decorrente da aplicacdo de
um campo elétrico que a separagdo de espécies por meio da EC se faz possivel
(TAVARES, 1997; WHATLEY, 2001).

Como denotado na Figura 9, a razdo massa/carga (m/z) também tem notavel
relevancia dentro da eletroforese capilar. Quatro tipos de particulas carregadas sao
demonstrados: Particulas grandes e pequenas positivamente carregadas e particulas grandes
e pequenas negativamente carregadas. Levando em consideracdo que todas as particulas
tém apenas uma Unica carga, nota-se que o valor absoluto da forca exercida por cada
particula serd a mesma. Entretanto, a aceleracdo criada por essa forga pode ser determinada
pela relacdo Forca= massa X aceleracdo. Desta forma, particulas menores tém maior
aceleracdo e tendem a migrar mais rapidamente para 0 polo de carga oposta. Essa
caracteristica é fundamental para a eletroforese capilar pois permite ndo somente a
separagdo de espécies com cargas diferentes mas também tamanhos diferentes
(WHATLEY, 2001).
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Figura 9 — Esquema de separacdo eletroforética com espécies de cargas e tamanhos diferentes.
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Fonte: Adaptado de Whatley, 2001.

3.2 Eletroosmose ou fluxo eletroosmético

O fluxo eletroosmoético (EOF, do inglés eletroosmotic flow) é um fendmeno que
ocorre como decorréncia do diametro pequeno do capilar e que pode ocorrer em qualquer
sistema eletroforético (TAVARES, 1997). Em sistemas que utilizam capilar de silica
fundida, o fluxo eletroosmotico decorre da ionizacdo dos grupos silandis na parede do
capilar, que apresentam carga negativa devido a passagem de uma solucdo alcalina no
meio. A presenca de contra ions no meio leva a formagdo de uma dupla camada elétrica.
Esta dupla camada é composta, entdo, de uma camada fixa e outra mdvel, que cria uma
diferenca de potencial denominada potencial zeta. Este potencial é gerado dentro de todo o
capilar e produz um fluxo uniforme sem a geracdo de pressdo. Essa caracteristica é
extremamente importante do ponto de vista experimental, pois contribui para o néo
alargamento dos picos, visto que moléculas iguais tenderdo a se mover com velocidades
muito proximas (QUEIROZ; JARDIM, 1993). Outra caracteristica que nao contribui para o
alargamento do pico é o perfil do fluxo dentro do capilar. Este fluxo apresenta um perfil

plano dentro da superficie do capilar visto que 0 mesmo tem origem nas paredes do tubo, o
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que difere do fluxo gerado por pressdo presente na cromatografia liquida (SKOOG et al.,
2017).

Quando um campo elétrico é aplicado, forcas elétricas atuam na camada difusa e 0s
fons arrastam moléculas de agua formando um fluxo que é direcionado para o céatodo,
enquanto que a parede do capilar permanece negativa. EOF pode também ser obtida com
outras superficies (positivas, neutras ou negativas) e neste caso a dire¢do do fluxo
eletroosmético dependera da carga presente na superficie do capilar. O fluxo sempre ocorre
em direcdo ao eletrodo que apresenta a mesma carga da parede do capilar. Ou seja, num
sistema onde a parede do capilar esta carregada de forma negativa, o fluxo eletroosmotico
tende a ser direcionado do &nodo para o catodo. Desta forma, espécies com carga positivas
sdo facilmente detectadas quando o fluxo eletroosmdtico normal é utilizado. Entretanto,
quando a espécie de interesse a ser detectada tem carga liquida negativa, o fluxo
eletroosmético devera ser modificado de forma tal que a detecgéo seja facilitada.

A velocidade do fluxo eletroosmoético dentro de um capilar ou canal pode ser

mensurada utilizando a equacdo de Smoluchowski:

Voor = — (EC/ 4m7) E Equacio (1)

Onde ¢ é a constante dielétrica do eletrdlito, { € o potencial zeta (em Volts), n é a
viscosidade do meio e E é o potencial aplicado (Volts cm-1). Além disso, a velocidade do
fluxo é geralmente maior do que as velocidades de migracdo eletroforética dos ions
individuais, isto €, apesar de que os analitos tenham uma migracdo associada a sua carga
dentro do capilar, o fluxo eletroosmdtico tende a arrastar todas as espécies, sejam elas
positivas, neutras ou negativas (SKOOG et al., 2017).

Outro parametro que pode ser previsto do ponto de vista tedrico é a velocidade de
migracdo dos analitos, baseado na mobilidade eletroforética. De acordo com Dziubakiewicz
e Buszewski (2013), a separacdo eletroforética deriva da diferenca na velocidade de
migracdo de particulas carregadas sob influéncia de um campo elétrico. Levando em
consideracdo um capilar preenchido com tampao, duas forcas principais atuam sobre os
ions. A forca eletroestatica resulta do produto entre a carga do ion (q) e o campo elétrico

gerado (E). A segunda forca atua na direcéo oposta e é denominada forca de friccao, a qual
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resulta do produto entre a viscosidade da solucdo (n), o raio idnico da espécie (r) e a
velocidade eletroforética (vep). Durante o procedimento de separacdo eletroforética,

entretanto, ambas as forcas estdo em equilibrio, portanto:
qE = —6mnrv,, (Equacéo 2)

Sabendo-se que a mobilidade eletroforética (uep) é proporcional & carga da

particula e inversamente proporcional ao raio e viscosidade do meio, tem-se:

_ 4
Mep 6mrn

(Equacéo 3)

Desta forma, a velocidade eletroforética para os ions pode ser obtida a partir da
equacdo 4, onde evidencia-se que a velocidade eletroforética, sob acdo de um campo
elétrico e meio constante, depende tdo somente da carga e do raio da espécie a ser avaliada.

Vep = UepE (Equacéo 4)

3.3 Substratos Microfluidicos e Técnicas de Microfabricagédo

O processo de fabricacdo de um dispositivo microfluidico inicia-se com a escolha
do material de partida, o qual definird qual técnica sera utilizada e também a viabilidade de
producdo do microssistema. De forma geral, 0os materiais de partida podem ser substratos
rigidos (silicio e vidro), poliméricos (elastdmeros e termoplasticos) e papel, cada um com a
sua particularidade no que tange a microfabricagdo (GALINDO-ROSALES, 2017). As
técnicas de microfabricacdo em microfluidica sdo determinantes para estabelecer
pardmetros como tamanho dos canais, layout, limitacGes e aplicagdo dos microssistemas.
Dentre as técnicas convencionais de microfabricacdo destacam-se 0S pProcessos
fotolitograficos, onde estruturas micrométricas (10-100 pum) sdo transferidas para um
substrato sélido a partir do uso de radiacdo UV ou raios-X. Esse procedimento também foi
desenvolvido inicialmente pela industria da microeletronica e adaptado para a microfluidica
utilizando substratos como silicio e vidro.

Os métodos de fabricacdo para substratos rigidos (silicio e vidro, por exemplo)
foram inicialmente adaptados de tecnologias baseadas em microssistemas eletromecanicos

(MEMS), os quais inicialmente utilizaram técnicas previamente utilizadas na industria de
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circuitos integrados. Nessa categoria processos como fotolitografia, deposicdo de vapor
quimico, pulverizacdo catodica (sputtering) sdo utilizados. Grande parte dessas
metodologias sdo consideradas de alto consumo energético e/ou de longa duracao e faz com
que a reprodutibilidade e viabilidade de microssistemas baseados em vidro seja deficitaria
(COLTRO et al., 2007). Essas desvantagens fazem com que as metodologias de fabricacdo
em substratos rigidos ndo sejam convenientes, por exemplo, no que tange o
desenvolvimento de metodologias analiticas baseadas em sistemas microfluidicos, onde
diversos parametros sdo avaliados e a construgcdo de um Unico dispositivo baseados em
silicio ou vidro impossibilita a averiguacdo destes parametros.

Para contornar este problema, metodologias de microfabricacdo baseadas na
fotolitografia suave (do inglés soft litoghaphy) sdo bastante utilizadas em sistemas
microfluidicos devido a caracteristicas como baixo custo de replicacdo, facilidade e
conveniéncia na fabricacdo. De uma forma geral, essa abordagem envolve a cura de um
material polimérico (elastdmeros) na superficie de um molde que contém o dispositivo
microfluidico (comumente feito de materiais como o silicio). Os elastbmeros apresentam
facil remocdo da superficie do molde e assim, a replicacdo dos mesmos é obtida com certa
simplicidade operacional, permitindo uma relacdo custo-beneficio satisfatéria (XIA;
WHITESIDES, 1998).

3.3.1 Substratos poliméricos

Substratos poliméricos emergiram como alternativa aos convencionais substratos
baseados em vidro e silicio. A utilizacdo de substratos poliméricos deve-se,
primordialmente, a simplicidade de uso e baixo-custo destes materiais. Além disso, a ampla
disponibilidade de diferentes materiais plasticos, que possuem propriedades e
caracteristicas singulares, permite aplicacBes distintas para cada material (BECKER;
LOCASCIO, 2002; TSAO, 2016).

De acordo com Tsao (2016), a escolha do polimero a ser utilizado na
microfabricacdo tem como primeiro passo a identificacdo da aplicacdo e as condicOes
experimentais necessarias. O proximo passo € a escolha do polimero tomando como critério

a aplicacdo. De forma geral, existem duas classes principais nos quais 0s substratos
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poliméricos podem se encaixar. A primeira categoria € composta pelos polimeros
termoplasticos que apresentam como principais caracteristicas a rigidez, boa estabilidade
mecanica, e resisténcia a solventes, acidos e bases. Estas caracteristicas fazem com que
dispositivos construidos com esses polimeros sejam utilizados em diversas aplicagdes
bioanaliticas. Entre os principais termoplasticos estdio o PC (policarbonato), PS
(poliestireno) e PMMA (polimetil-metacrilato) A segunda categoria € composta pelo
elastdbmero polidimetilsiloxano, popularmente chamado de PDMS.

O PDMS (Figura 10) é um polisiloxano, uma importante classe de polimeros que
apresenta na unidade monomérica um atomo de silicio ligado ao oxigénio e dois grupos
organicos —R ligados ao silicio. Com férmula empirica (C2HsOSi)n, onde n denota a
quantidade de unidades monoméricas presentes no polimero. A depender da quantidade
dessas unidades monoméricas, 0 PDMS pode se apresentar como um liquido viscoso (baixo

numero de n) ou um semi-solido (alto numero de n) (O"BRIEN, 2003).

Figura 10 — Estrutura do PDMS, demonstrando sua unidade monomérica.
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Fonte: Adaptado de O’Brien, 2003.

De grande elasticidade e passivel de deformacdo com a aplicacdo de forca ou
pressdo de ar, 0 PDMS apresenta grande biocompatibilidade com diversas biomoléculas e
células, propriedades Opticas excelentes, estabilidade térmica (até 186 °C). Entre as
principais desvantagens que o PDMS apresenta, estdo a possibilidade de deformacéo dos

canais, baixa resisténcia a solventes e variacbes de pH (meios extremamente acidos ou
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basicos). Por apresentar grupos ionizaveis, o PDMS pode ser utilizado para induzir um
fluxo eletroosmético de forma anéloga ao que acontece nos capilares de silica (XIA,;
WHITESIDES, 1998).

A Tabela 2 compara as propriedades de diferentes polimeros no que tange as
principais caracteristicas fisicas dos mesmos. Evidencia-se que a depender da aplicacédo

desejada, um tipo especifico de polimero pode ser empregado.

Tabela 2 — Propriedades dos polimeros comumente utilizados como substratos em sistemas
microfluidicos

Termoplasticos

Polimero PDMS °C PMMA pS
Propriedade mecanica Elastdmero Rigido Rigido Rigido
Resisténcia a solventes Ruim Boa Boa Boa
Resisténcia a acidos/bases Ruim Boa Boa Boa
Transmissividade Otica Boa Ruim Boa Ruim
Biocompatibilidade Boa Boa Boa Boa

Fonte: Adaptado de Tsao, 2016.

3.4  Aditivos utilizados em eletroforese capilar

De acordo com Tavares (1997), aditivos podem ser utilizados em eletroforese
capilar para facilitar processos de detec¢cdo e/ou separacdo. O emprego desses aditivos é
indicado em situaces onde se faz necessario a solubilizacdo de solutos ou compostos
presentes na matriz da amostra, reducdo da interacdo de solutos com a parede do capilar
(minimizacdo da adsorcdo), alteracdo da mobilidade do soluto e modificacdo do fluxo
eletroosmoético. A Tabela 2 apresenta alguns dos aditivos empregados em eletroforese

capilar e suas respectivas funcdes.



42

Tabela 3 — Aditivos comumente utilizados em eletroforese capilar

Aditivo Funcéo
Aminas Bloqueiam sitios ativos na superficie do capilar e reduzem
adsorcdo e assimetria de pico
- Reduzem a interacdo soluto-capilar e melhoram a resolucdo e
Anfdlitos

simetria de pico
Polimeros de celulose Agentes modificadores do fluxo eletroosmotico
Aumentam a solubilidade de solutos organicos. Reduzem a
interacdo soluto-capilar.
Tensoativos catidnicos Revertem o fluxo eletroosmotico

Solventes organicos

Fonte: Adaptado de Tavares, 1997.

Tensoativos sdo bastante utilizados em Quimica Analitica devido a possibilidade de
modificar o meio reacional e melhorar tanto a sensibilidade quando a seletividade analitica.
De forma geral, os tensoativos tem estruturas do tipo R—X, onde R é uma cadeia de
hidrocarbonetos comumente linear (de 8 a 18 atomos) e X é um grupamento polar ou
ibnico. Para os tensoativos catidnicos, a estrutura geral obedece a formula RnX+Y -, onde R
representa uma ou mais cadeias hidrofobicas, X representa um elemento que pode formar
uma estrutura catiénica e Y é o seu contra ion (MANIASSO, 2001).

A utilizacdo de surfactantes (tensoativos cationicos) em eletroforese capilar para a
otimizacdo do fluxo eletroosmdtico e também do processo de separacao tem sido utilizado
devido aos efeitos decorrentes da adicdo destes ao sistema. Surfactantes podem interagir
com a parede do capilar (ou canal) e modificar a magnitude e polaridade do EOF assim
como interagir com os analitos e assim facilitar a separacdo dos mesmos (BECKERS;
BOCEK, 2002; DIRESS; LUCY, 2004; GUO; FUNG, 2011; TAVARES, 1996) .Diress e
Lucy (2004) reportaram que o uso de surfactantes catidbnicos como o brometo de trimetil
tetradecilamonio (TTAB) e brometo de cetiltrimetilamonio (CTAB) faz com que a
migracdo de analitos aniénicos aumente, fazendo com que o analito migre em direcédo a
zona de deteccdo. Para tanto, os surfactantes cationicos devem ser adicionados ao tampéao

de corrida.
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Guo e Fung (2011) fabricaram um dispositivo microfluidico baseado em PMMA
para a separacao e deteccao (Via UV-Vis) de espécies anibnicas presentes na urina que sdo
biomarcadores de urolitiase, comumente chamada de pedra nos rins. Os marcadores
monitorados foram acido citrico, acido oxalico e &cido Urico. Os autores reportam que em
meio alcalino, todos os biomarcadores existem na sua forma anionica e a deteccdo dessas
espécies nesse meio é facilitada devido a uma maior absorcdo em 210 nm. Desta forma, 0s
autores avaliaram a influéncia de dois surfactantes, SDS (surfactante aniénico) e CTAB
(surfactante catibnico) na eficiéncia de separacdo das espécies. Quando o SDS foi utilizado
numa concentracdo de 5 mM, tanto o tempo de migracdo quanto o ruido de fundo
aumentam. Isto ocorre devido ao fato de que o EOF estava migrando na dire¢do contréria
ao campo elétrico negativo aplicado no microchip. Por outro lado, quando 0.5 mM de
CTAB foi adicionado ao tampao de corrida, tanto a EOF quanto o campo elétrico migraram
na mesma direcdo. Desta forma, a inversdo da EOF reduziu tanto o tempo de migracdo

quanto o ruido de fundo, levando a uma maior sensibilidade e separagdo mais rapida.

3.4.1 Influéncia da temperatura em sistemas microfluidicos: Efeito Joule

A conducdo de corrente elétrica através de uma solucdo eletrolitica gera calor
atraves das colisdes entre os ions e moléculas do tampdo. Uma vez que altos campos
elétricos sdo aplicados em eletroforese capilar, o efeito Joule tem grande importancia e
algumas implicagfes sdo decorrentes deste fendmeno. Além do desenvolvimento de
gradientes térmicos dentro do capilar, hd também o aumento da temperatura dentro do
capilar devido a ineficiente dissipacdo do calor. Neste caso, o calor dissipado ndo é igual ao
calor produzido e desta forma a temperatura dentro do capilar pode aumentar levando a
evaporacgdo do tampéo, ocasionando bolhas que atrapalham a passagem de corrente dentro
do capilar (SONG; KWAK; JUNG, 2009; WEINBERGER, 2000).

Algumas alternativas para contornar o efeito Joule séo propostas na literatura. Song
e colaboradores (2009) desenvolveram um dispositivo microfluidico voltado para
separagdes bioldgicas onde o efeito Joule foi compensado pela utilizacdo de um canal de
resfriamento preenchido com um liquido refrigerante que possibilitou a dissipacdo da

energia térmica na area ativa do dispositivo e concomitante manutencdo da temperatura do



44

mesmo. Como denotado na Figura 11, a utilizacdo deste canal de resfriamento levou a uma
diminuicdo da temperatura do microchip. Sem a utilizacdo do liquido, verificou-se que a
temperatura do dispositivo ficou na faixa de 62-68°C. Com a utilizagdo do liquido, a

temperatura da zona ativa permaneceu em 30°C.

Figura 11 — Avaliagdo da temperatura de um microchip com adi¢do de liquido refrigerante para a
diminuicédo do efeito Joule.
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3.5 Tecnicas de Injecdo em Microchip eletroforese

A injecdo da amostra em microchip eletroforese é uma das etapas mais importantes
do processo analitico. De forma geral, a quantidade de amostra injetada € de apenas alguns
microlitros, o que faz com que a injecdo seja um dos parametros fundamentais para a

analise. A injecdo apresenta certa peculiaridade visto que, na maioria dos casos, O
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reservatorio de deteccdo (que contém eletrodos de trabalho, referéncia e auxiliar/contra)
deve estar aterrado (ground), o que ndao € um parametro necessario quando a deteccdo
Optica é utilizada nesses microssistemas, visto que a voltagem pode ser aplicada no
reservatorio de deteccdo sem alterar a resposta do detector (GARCIA; CHUMBIMUNI-
TORRES; CARRILHO, 2013; WHATLEY, 2001)

Fatores como a qualidade de separacdo dos analitos e repetitividade analitica séo
decorrentes da introducdo da amostra. Desta forma, duas abordagens principais utilizadas
desde o inicio da eletroforese capilar sdo presentes na literatura: Injecdo hidrodinamica e

injecdo eletrocinética.

3.5.1 Injecdo hidrodindmica

A injecdo hidrodindmica tem como principio o volume de amostra injetado a partir
de uma pressdo aplicada na extremidade do capilar imersa na solugéo da amostra, conforme
a equacéo 2:

_ Apmritin;
Y

% Equacdo (5)

Onde V é o volume injetado, Ap é a diferenca de pressao aplicada, r é o raio interno
do capilar, tinj € 0 tempo de injecdo, m € a viscosidade da solugdo injetada e L é o
comprimento total do capilar. O nimero de particulas injetadas pode ser calculado
substituindo V por Qi/Cl-’ conforme a equacéo 6:

_ ApnT4Citinj
- 8nL

Q;

Onde Qi é a quantidade de particulas (em mols) da amostra injetada e Ci é a sua

Equacdo (6)

concentragdo. Como consequéncia dessa equacdo, nota-se que a quantidade da amostra
injetada é diretamente proporcional a concentracdo da amostra. Além disso, uma pequena
fracdo de amostra injetada é representativa frente a composicdo original da amostra
(GARCIA; CHUMBIMUNI-TORRES; CARRILHO, 2013).

As principais vantagens na injecdo hidrodinamica estéo relacionadas com o volume
de amostra praticamente constante, o que depende da injecdo ou ndo de espécies com
viscosidade diferente e/ou mudancas bruscas na temperatura. As principais desvantagens

estdo relacionadas com as ja citadas diferencas de viscosidade e também as dificuldades de
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controle de parametros como a acuracia no tempo de injecdo, repetitividade de todos 0s
procedimentos e a altura de elevacgdo do capilar (quando utilizada a injecdo por gravidade),
principalmente em sistemas do tipo homemade (COLTRO et al., 2007; WHATLEY, 2001).

Trés modos de inje¢cdo hidrodindmica séo reportados na literatura: Injegdo por
gravidade, injecdo por pressao e injecdo a vacuo. Todas essas metodologias diferem apenas
na forma em que a diferenca de pressdo é alcancada. A injecdo por gravidade utiliza uma
abordagem simples pois ndo necessita de valvulas de injecdo ou dispositivos para pressao.
O capilar de separacdo preenchido com o eletrdlito de suporte funciona como uma coluna
do liquido. Quando uma extremidade do capilar é elevada a uma altura especifica, 4, , 0
fluxo hidrodindmico é alcangado. A taxa de fluxo volumétrico, F, pode ser calculado a

partir da equacdo de Hagen—Poiseuille:

__ Anpgmr*
- 8nL

Equacao (7)

Onde A;, € a diferenca de altura, p é a densidade do liquido e g é a aceleracdo da
gravidade. O volume injetado €, portanto, o produto da taxa de fluxo volumétrico e o tempo
pelo o qual o capilar est4 suspenso. Sabendo a diferenca de altura, duracdo de injecéo e 0s
parametros da solucdo e do capilar, pode-se realizar o célculo para saber exatamente o
volume injetado. Na injecdo por pressdo, a diferenca de pressdo é obtida por meio de
bombas de ar com alta precisdo. Esta abordagem tem maior aplicacdo devido as injecdes
terem maior reprodutibilidade. O terceiro modo de injecdo hidrodinamica, a injecéo por
vacuo, utiliza obviamente um sistema de vacuo para obter a injecdo da amostra nédo
apresenta relevantes aplicacBes presentes na literatura (GARCIA; CHUMBIMUNI-

TORRES; CARRILHO, 2013; WHATLEY, 2001).

3.5.2 Injecao eletrocinética

A injecdo eletrocinética é a outra forma de introducdo da amostra possivel na
eletroforese capilar. Da mesma forma que a injecdo por gravidade presente na injecao
hidrodinamica, este tipo de injecdo ndo necessita de aparelhagem complexa. Nesta forma de
injecdo, um eletrodo é colocado na extremidade do capilar onde a amostra esta presente e
uma alta voltagem é aplicada através do capilar por um curto periodo. Este tipo de injecdo

baseia-se no fluxo proveniente do EOF para 0 bombeamento da amostra. A quantidade da
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amostra injetada depende, entre outros fatores, da mobilidade eletroforética , u; , e da
condutividade da amostra. Neste modo, a quantidade de amostra injetada pode ser obtida a
partir da férmula presente na equacdo (8):

[#i(ke/ ks)+ qup]anCl-tl-n Vinj
L

Qi = Equacdo (8)

Onde Qi é a quantidade da espécie que € injetada, u;é a mobilidade eletroforética da

espécie, ugor € a mobilidade do EOF, ke/k ¢ a razdo da condutividade do tampdao de
S

corrida e a amostra e V;,,; é a voltagem aplicada para a injecdo da amostra. Neste caso, a
quantidade de amostra injetada esta relacionada com a propria mobilidade eletroforética da
amostra juntamente com a sua condutividade. As vantagens para este tipo de injecdo estéo
relacionadas com a simplicidade de injecdo da amostra e melhor sensibilidade de analise
frente & injecdo hidrodindmica. Entretanto, a reprodutibilidade da injecdo eletrocinética é
um pouco menor do que a injecdo hidrodindmica (GARCIA; CHUMBIMUNI-TORRES;
CARRILHO, 2013).

As desvantagens da injecao eletrocinética, entretanto, estdo relacionadas com dois
parametros principais. O primeiro tem respeito & mobilidade dos ions. fons que possuem
mobilidade eletroforética elevada tendem a estar numa quantidade maior de amostra
injetada do que os ions que tem baixa mobilidade. Desta forma, a composi¢do da amostra
injetada ndo corresponde de modo fiel a composicdo da amostra original. O segundo
problema relacionado a injecdo eletrocinética refere-se & composi¢do da amostra. Sabendo

que a quantidade de amostra injetada depende da condutividade/resistividade da amostra
(denotada pelo termo ke/ k ), tem-se que se duas amostras com a mesma concentragdo de
S

um determinado ion possuem diferentes condutividades, a quantidade deste ion a ser
injetada sera diferente nas duas amostras. Do ponto de vista préatico, trés variacGes da
injecdo eletrocinética sdo possiveis: Unpinched, pinched e gated. Essas abordagens podem
ser utilizadas em microssistemas em forma de cruz e a escolha de do tipo de injecédo
depende de fatores como tipo de amostra, precisdo requerida para a andlise e, mais
importante, da fonte de voltagem disponivel (FISCHER et al., 2009).

Forma mais simples de injecdo eletrocinética, a injecdo unpinched consiste na

aplicacdo de alta voltagem no reservatorio da amostra por cerca de 1-5 segundos, com 0
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reservatorio de detec¢do funcionando como ground. Durante este curto espaco de tempo, a
amostra € introduzida no canal de separacdo devido as forgas eletrocinéticas. Logo em
seguida, a alta voltagem é aplicada no reservatério do tampdo e a separacdo € iniciada.
Apesar de ser a forma mais simples de injecdo eletrocinética, a injecdo unpinched pode
causar injecOes ndo reprodutiveis (FISCHER et al., 2009; PENG et al., 2018).

Uma alternativa para a obtencao de injecdes com melhor reprodutibilidade esta na
injecdo pinched. Essa abordagem utiliza o controle da voltagem em todos os reservatérios e
a interseccdo. Inicialmente a regido de interseccdo do microchip é preenchida com a
aplicacdo de potencial negativo no reservatorio de descarte da amostra, tendo o0s
reservatorios de amostra, tampdo e deteccdo estando como ground. Em seguida, a
separacdo € iniciada pela aplicacédo de voltagem no reservatdrio do tampdo e uma voltagem
menor nos reservatorios de amostra e descarte da amostra (FISCHER et al., 2009; PENG et
al., 2018).

O terceiro modo de injecdo eletrocinética € do tipo gated, onde ha o controle da
voltagem em cada reservatorio. Neste modo de injecdo, dois fluxos sdo mantidos
continuamente tendo uma alta tensdo sendo aplicada no reservatorio do tampdo e uma
fracdo dessa alta tenséo aplicada ao reservatorio de amostra com o descarte do tampao e o
descarte de amostra e reservatorio de deteccdo funcionando como ground. Este
comportamento resulta num fluxo de amostra em direcdo ao descarte da amostra e um fluxo
de separacdo do reservatdrio do tampdo para o reservatorio de detec¢do (FISCHER et al.,
2009; HENRY, 2006).

3.6 Detecgcdo em microchip eletroforese

O baixo volume de amostra introduzido no capilar ou canal microfluidico faz com
que a deteccdo de analitos em sistemas que utilizam a eletroforese capilar como técnica de
separacdo seja um dos pardmetros mais importantes no desenvolvimento de metodologias
analiticas. De forma geral, trés grupos de deteccdo sdo passiveis de utilizacdo: Deteccdo
Optica, onde sdo utilizadas técnicas como espectroscopia Raman, absor¢do na regido do
ultravioleta-visivel ou infravermelho, fluorescéncia e quimiluminescéncia; Deteccdo com

métodos acoplados, com a utilizacdo de espectrometria de massas, ressonancia magnética



49

nuclear e espectrometria de emissdo com plasma indutivamente acoplado (ICP— OES) e;
Detecgdo eletroquimica, onde destacam-se as técnicas de amperometria, voltametria,
condutimetria e potenciometria (MARK et al., 2010; OOSTHOEK-DE VRIES et al., 2017,
PENG et al., 2017; SILVA, 2003; ZHA\I et al., 2018).

Sistemas de deteccdo baseados em fluorescéncia utilizam uma fonte externa de
energia para excitar as moléculas do analito a um estado de alta energia. Quando essas
moléculas retornam ao estado energético normal, elas emitem energia com um
comprimento de onda menor que pode ser detectado e utilizado como evidéncia da
passagem do analito. Grande parte dos detectores fluorescente utilizados em eletroforese
capilar e sistemas microfluidicos utilizam lasers como fonte de energia, 0 que comumente é
chamado de fluorescéncia induzida (ou LIF, do inglés Laser-Induced Fluorescence). Nesta
abordagem, os lasers possuem a vantagem de produzir luz intensa num Gnico comprimento
de onda. A natureza monocromatica do laser também possibilita a diminuicdo de
interferéncias na deteccdo do analito.

Peng e colaboradores (2018) desenvolveram uma metodologia analitica para a
determinacdo de Hg(Il) em um dispositivo microfluidico com a utilizagdo de uma molécula
derivada da Rodamina B para derivatizacdo online e deteccdo via LIF. Neste trabalho, a
resposta analitica foi linearmente proporcional a concentracdo de Hg(ll) e a faixa linear foi
obtida no intervalo de 0 — 70 uM, com limite de deteccdo de 0,031uM. A metodologia
também foi aplicada na determinacdo de Hg(ll) em amostras ambientais de agua e a
metodologia de spiking para o analito obteve recuperacdo entre 85% e 103%. Também
utilizando a deteccdo via LIF, Peng e colaboradores (2017) desenvolveram uma
metodologia baseada na utilizacdo de nanotubos de carbonos de paredes multiplas como
adsorvente para a extracdo e preconcentracdo de Cr(I1l) em amostras de agua (Figura 12).
Ap0s a preconcentracdo da amostra, um dispositivo microfluidico com derivatizacdo online
foi utilizado para a deteccdo espectroscopica. O sistema otimizado apresentou faixa linear
de 0 — 10 nM, com limite de deteccdo de 0,094nM e um fator de enriquecimento de 38. As

amostras reais utilizadas apresentaram recuperacéo entre 91,0 e 101,6%.
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Figura 12 — Resumo gréafico do trabalho de Peng e colaboradores para detec¢do via LIF de Cr(l11)
em amostras de 4gua apo6s derivatizacdo online.
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Fonte: Peng e colaboradores, 2017.

Técnicas espectrofotométricas em sistemas microfluidicos podem também serem
utilizadas em estudos de avaliacdo de toxicidade em células. Zhai e colaboradores (2018)
desenvolveram um dispositivo microfluidico que utiliza Espectroscopia Raman para a
avaliacdo da toxicidade de nanoparticulas de prata (Ag-NPs) em células (Figura 13). Essas
nanoparticulas apresentam propriedades antibacterianas e sdo empregadas em diversos
produtos farmacéuticos. Apesar de existir uma certa toxicidade associada ao uso das Ag-
NPs, estudos para determinar a relacéo direta entre o nimero de nanoparticulas em células
e a toxicidade dessas sdao escassos. Neste trabalho, um dispositivo microfluidico baseado
em vidro e quartzo foi desenvolvido para separar e aprisionar células da linhagem HelLa na
presenca de Ag-NPs. Estas células foram analisadas via Espectroscopia Raman amplificada
por superficie e verificou-se que o aumento da concentracdo das nanoparticulas, e
concomitantemente o aumento do numero de Ag-NPs presentes no meio diminuiu a
viabilidade celular, demonstrando assim a citotoxicidade dessas nanoparticulas. A Figura

13 mostra as principais etapas do trabalho, desde o funcionamento do sistema microfluidico
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até os resultados de imageamento celular que comprovam a presenca das Ag-NPs dentro

das células.

Figura 13 — Resumo gréfico do trabalho de Zhai e colaboradores (2018) no desenvolvimento de
sistema microfluidico para determinacdo da citotoxicidade celular proveniente do uso de Ag-NPs.
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Fonte: Zhai e colaboradores, 2018.

Ruecha e colaboradores (2011) desenvolveram um dispositivo microfluidico tendo
PDMS como substrato principal para determinacdo de colesterol utilizando ensaios
enzimaticos acoplados a deteccdo amperométrica. Em linhas gerais, o trabalho baseia-se na
reacdo da enzima colesterol oxidase, que fluem dentro do dispositivo devido ao fluxo
eletroosmotico, com a geracdo de peroxido de hidrogénio, o qual pode ser monitorado
amperometricamente utilizando um eletrodo de ouro. Comparando as correntes na presenca
e auséncia da enzima, os pesquisadores puderam mensurar a quantidade de colesterol
presente. Os autores reportam também que esta metodologia possibilita um baixo limite de
deteccdo (1nM) e rapidez na deteccdo (<100s). Oosthoek-de Vries e colaboradores (2017)

desenvolveram um microchip microfluidico aplicado a espectroscopia de ressonancia
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magnética nuclear de hidrogénio e carbono (1H e 13C NMR) para a identificacdo de duas
moléculas modelo (mentol e crotonato de etila). Os autores reportam que esse dispositivo
possibilita a operacdo em fluxo com baixissimos volumes utilizados na deteccdo
(aproximadamente 150 e 250 nL), o que garante que ndo sejam necessarias dilui¢cbes da

amostra, o que levaria a diminuicdo do sinal da amostra frente ao solvente.
3.6.1 Deteccao eletroquimica em microchip eletroforese

Além dos diversos trabalhos presentes na literatura que reportam sistemas de deteccdo
baseados em técnicas Opticas, as técnicas eletroquimicas de detecgdo possuem notavel
relevancia. Em geral, os sistemas de deteccdo eletroquimicos apresentam alta sensibilidade,
facilidade de operagéo, instrumentagdo miniaturizada e seletividade elevada. A detecgédo
eletroquimica comumente utiliza um sistema contendo eletrodo de trabalho (onde o
potencial varia linearmente com o tempo), eletrodo de referéncia (que apresenta potencial
constante durante o experimento) e um contraeletrodo (geralmente um fio de platina) com a
corrente no sistema fluindo do eletrodo de trabalho para o contraeletrodo (SKOOG et al.,
2017). A construcdo e utilizagdo da deteccdo eletroquimica envolve o posicionamento de
eletrodos, os quais podem ser incorporados aos microchips durante a fabricacdo dos
mesmos, levando a uma melhor reprodutibilidade do sistema. Sistemas de deteccdo
eletroquimica em microchip eletroforese podem ser subdivididos em condutométricos,
potenciométricos ou amperométricos.

A deteccdo amperométrica é uma das mais utilizadas em microchip eletroforese devido
a uma gama de fatores tais como ampla variedade de analitos passiveis de detec¢do, baixos
limites de deteccdo e baixo custo quando comparada com outros sistemas de deteccéo,
como LIF. A deteccdo amperométrica é baseada na oxidacdo ou reducdo do analito na
superficie do eletrodo de trabalho, onde a variacdo na corrente elétrica decorrente da
passagem de elétrons em direcdo ao eletrodo (ou no sentido inverso) é proporcional a

concentracdo do analito presente, conforme a equacéo 9:

i = —AnFD — Equacio (9)
Y
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Onde i representa a corrente medida durante a amperometria, A é a area do eletrodo, n
€ 0 nimero de elétrons envolvidos no processo redox, F é a constante de Faraday, D é o
coeficiente de difusdo, on é a espessura da camada de difuséo e ¢ representa a concentragdo
do analito (GARCIA; CHUMBIMUNI-TORRES; CARRILHO, 2013).

Apesar da amperometria possibilitar a deteccdo tanto da oxidagdo quanto a redugéo de
um determinado analito, a detec¢do via oxidacdo € comumente mais utilizada tendo em
vista devido a interferéncia do oxigénio dissolvido que ocorre quando a detec¢do via
reducdo é utilizada. Um fator especial a ser mencionado nas deteccGes amperomeétricas é
que o potencial a ser aplicado para induzir a oxidac¢do ou reducdo das espécies devera ser
suficientemente positivo ou negativo, respectivamente, para que seja garantida a deteccéo
do analito além de evitar a deteccdo de possiveis interferentes presentes na amostra (POL et
al., 2017; WHATLEY, 2001).

Uma variacdo da deteccdo amperométrica convencional é a detec¢do por amperometria
de pulso (ou PAD, do inglés Pulse Amperometric Detection), sendo esta técnica utilizada
em situacdes em que a oxidacdo da superficie do eletrodo de trabalho ocorre ap6s diversas
andlises. Esta metodologia de analise € utilizada geralmente para a analise de espécies que
ndo apresentam eletroatividade apreciavel como carboidratos e aminoécidos (GARCIA;
CHUMBIMUNI-TORRES; CARRILHO, 2013; GARCIA; HENRY, 2003). A PAD ocorre

em mais de uma etapa, ou pulsos:

1. Na primeira etapa ocorre a limpeza da superficie do eletrodo pela aplicacdo de
um potencial positivo para a remocéo de qualquer produto que presente na
superficie do eletrodo.

2. Uma vez limpa, a superficie é condicionada pela aplicacdo de um potencial
negativo que regenera a superficie metalica do eletrodo.

3. A terceira e ultima etapa é a aplicacdo do potencial de trabalho no qual a
analise sera realizada. Para determinar o0s potenciais de limpeza e
condicionamento, os potenciais de oxidacdo e redugdo do eletrodo séo
determinados via voltametria ciclica. Uma caracteristica importante necessaria

para a utilizagdo da PAD ¢é a capacidade do eletrodo em oxidar e reduzir
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continuamente sem a perda de material. Assim, metais como ouro (Au), platina

(Pt), niquel (Ni) e cobre (Cu) séo utilizados para este tipo de deteccao.

Trabalhos presentes na literatura tendo como base a amperometria de pulso evidenciam
a potencialidade desta técnica de deteccdo. Utilizando a amperometria de pulso como
sistema de deteccdo eletroquimico, Deore e colaboradores (2002) propuseram a
determinacdo de aminoacidos através da oxidacdo de eletrodo de cobre modificado com
polipirrol. De acordo com os autores, a deteccdo destes aminoécidos € baseada na
capacidade de complexacdo com o Cu(ll), o que aumenta a dissolucdo eletroquimica do
eletrodo e gera um aumento da corrente anddica observada. A adi¢cdo do polipirrol é
justificada pela formacdo de uma barreira de exclusdo por tamanho para aumentar a
sensibilidade e estabilidade do eletrodo de trabalho além de uma melhora na
reprodutibilidade das analises. Parametros como potencial de deteccdo, limpeza e pH foram
otimizados para uma melhor resposta do sistema, sendo essenciais para o desenvolvimento
da metodologia analitica.

Apesar de todas essas condigdes que fazem com que a deteccdo por amperometria de
pulso seja extremamente importante na deteccdo de aminoacidos e aglcares, esse sistema
de deteccdo é comumente utilizado em sistemas de cromatografia liquida, sistemas em
fluxo convencionais e eletroforese capilar, sendo escassos os trabalhos presentes na
literatura que utilizem essa técnica em microssistemas de analise (GARCIA; HENRY,
2003). A utilizacdo dessa técnica nesta plataforma de andlise, configura assim um desafio
dentro do campo dos microssistemas de analise (ISLAM et al., 2018).

Além dos parametros supracitados, a deteccdo eletroquimica requer configuracdes de
analise que devem ser verificadas para uma melhor deteccdo. Dentre essas configuracGes de
andlise o posicionamento do eletrodo ¢ um dos mais importantes, visto que apresenta

influéncia direta na detec¢do dos analitos.

3.6.2 Posicionamento do eletrodo de trabalho em microchip eletroforese

A utilizacdo da amperometria como técnica de deteccdo em microchip eletroforese

faz com que seja necessario o posicionamento do eletrodo de trabalho o mais proximo
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possivel da saida do canal para evitar o alargamento de banda no sinal amperométrico.
Alem disso, um dos principais problemas relacionados ao posicionamento do eletrodo esta
na proximidade da aplicacdo do sistema de separacdo do sistema de deteccdo. Esta
proximidade pode levar a perturbacdo da resposta analitica do sistema de deteccdo e
eventual dano ao potenciostato. Desta forma, o desacoplamento da alta voltagem aplicada e
0 sistema eletroquimico de deteccdo se torna um fator importante e necessario para
possibilitar a detec¢do e separacdo de espécies em microchip eletroforese. Para tanto, trés
metodologias séo empregadas no posicionamento do eletrodo de trabalho: posicionamento
end-channel, in-channel e off-channel (FISCHER et al., 2009).

O posicionamento end-channel consiste no alinhamento do eletrodo de trabalho no
final do canal de separacdo. O desacoplamento da alta voltagem ocorre devido a pequena
distancia do eletrodo de trabalho com relacdo ao canal de separacdo, suficiente para
proteger o potenciostato da alta voltagem aplicada. Como exemplo do posicionamento end-
channel, Baldwin e colaboradores (2001) desenvolveram um microchip eletroforese
construido em vidro com eletrodos diretamente incorporados através de processos

fotolitograficos para a deteccdo de dopamina e catecol como analitos de teste (Figura 14).

Figura 14 — Esquema do posicionamento de eletrodo de trabalho na configuracdo end-channel.

o . Reference
E-_.,_.__. : Electrode
Exit of

Separation
Capillary

Edge of
. ¢, Drilled
Working . B "7 Reservoir
Electrode ¢ Hole

Fonte: Baldwin e colaboradores, 2001.
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No sistema proposto, o eletrodo de trabalho (eletrodo de platina) foi posicionado a
cerca de 50 micrémetros de distancia do canal de separacdao. Além disso, o posicionamento
céncavo do eletrodo limita a difusdo da amostra, o que pode gerar alargamento da banda no
sinal amperométrico. O alargamento da banda é uma das principais desvantagens com este
tipo de posicionamento devido a distancia entre o canal de separacdo e o eletrodo de
trabalho, com dispersdo de amostra e perda de eficiéncia. Esta caracteristica faz com que o
posicionamento end-channel tenha performance inferior a detec¢do por LIF, onde o analito
é detectado dentro ou na saida do canal de separacdo (RIOS; ESCARPA; SIMONET,
2009).

O posicionamento in-channel configura-se como wuma alternativa ao
posicionamento end-channel pois o eletrodo de trabalho € colocado diretamente no canal de
separacdo. Para tanto, deve-se utilizar potenciostatos eletricamente isolados, 0os quais néo
precisam utilizar ground e desta forma o eletrodo de trabalho ndo é exposto ao campo
elétrico decorrente da aplicacéo da alta voltagem.

Tanto o posicionamento in-channel quanto end-channel utilizam configuracdes
onde o alinhamento do eletrodo de trabalho é fixo, levando a uma melhor reprodutibilidade
das analises. Entretanto, algumas situagcdes ndo permitem o uso de eletrodos integrados ao
microssistema e, portanto, uma abordagem diferente deve ser realizada. No posicionamento
off-channel, o eletrodo de trabalho € posicionado fora do canal de separacdo e tendo um
desacoplador (geralmente um eletrodo de platina ou paladio) sendo posicionado dentro do
canal. Sendo assim, a tabela 4 elenca as principais caracteristicas e configuracGes
necessérias para cada posicionamento de eletrodo (GARCIA; CHUMBIMUNI-TORRES;
CARRILHO, 2013).

Tabela 4 - Relacdo dos tipos de posicionamento de eletrodo em microchip eletroforese

Posicionamento Configuracdo necessaria Caracteristicas

Posicionamento preciso do A distancia canal-eletrodo pode ser ajustada

End-Channel
eletrodo de trabalho

Off-Channel O uso de um desacoplador é Platina e paladio sdo metais comumente
necessario utilizados para o desacoplamento
O uso de um potenciostato Alta eficiéncia de separacdo com deteccdo

In-Channel . . (- .

isolado é necessario comparavel ao LIF

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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A utilizacdo de desacopladores quando o posicionamento do tipo off-channel
é utilizado tem sido abordada na literatura. De acordo com Rios e colaboradores (2009), um
desacoplador tem a funcdo de redirecionar a voltagem de separacdo para um ground e,
desta forma, criar uma regido com diminuta influéncia do campo elétrico, onde o analito
tende a migrar pela influéncia do fluxo eletroosmético gerado antes do desacoplador.
Desacopladores sdo de extrema importancia quando o posicionamento off-channel é
empregado visto que, caso um desacoplador ndo seja utilizado, a alta voltagem proveniente
do sistema de separagdo da amostra pode ter influéncia no sistema de detec¢do, podendo
danificar o potenciostato utilizado (GARCIA; CHUMBIMUNI-TORRES; CARRILHO,
2013; RIOS; ESCARPA; SIMONET, 2009).



58

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem por objetivo geral o desenvolvimento de metodologia

analitica alternativa para a determinacdo e separacdo de glifosato e acido

aminometilfosfonico (AMPA) em amostras ambientais empregando um microchip

eletroforese hibrido PDMS/vidro com canal simples integrado com detecgéo eletroquimica.

4.2 Objetivos Especificos

Fabricacéo das bases de PDMS e de vidro;

Avaliacdo do comportamento eletroquimico do glifosato em cela eletroquimica
utilizando eletrodo de trabalho de cobre;

Avaliar a influéncia de diferentes sistemas tampédo na resposta eletroquimica para
deteccdo do glifosato;

Avaliacdo do comportamento espectroscopico do complexo formado entre Cuz+ e
glifosato;

Determinar o raio dos eletrodos de trabalho do tipo homemade utilizados para
deteccdo em cela e em microchip;

Determinar o mecanismo eletroquimico associado com o processo de deteccdo do
analito;

Construcdo do microchip hibrido PDMS/vidro integrado com detector
eletroquimico, avaliando diferentes eletrodos de trabalho (Cu, Au e Pt);

Otimizar parametros como o posicionamento do eletrodo para a detecgdo do analito;

Otimizacdo de parametros de injecdo e separagdo da amostra;
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5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

5.1 Equipamentos utilizados

Para as medi¢des das massas dos reagentes utilizou-se balanca analitica eletronica
Shimadzu modelo ATY224 com precisdo de 0,1 mg. Para as medidas e ajustes de pH,
utilizou-se um eletrodo combinado de vidro associado ao potenciémetro QUIMIS,
(Q400mt, Brasil). Eventualmente, a solubilizacdo completa de alguns reagentes foi efetuada
utilizando banho ultrassom da Cristéfoli Equipamentos de Biosseguranca LTDA
(USC070236). Para as analises amperométricas utilizou-se um Potenciostato/galvanostato
da Metrohm Autolab® (Modelo PGSTAT 12 AUT73222) interfaceado a um
microcomputador controlado pelo software GPES (General Purpose Electrochemical
System) versdo 4.7 eventualmente utilizando potenciostato/galvanostato da Metrohm
Autolab® interfaceado a um microcomputador controlado pelo software NOVAe versao
2.1. Utilizou-se fonte de alimentacdo de alta voltagem com 2 canais (HV Rack, Ultravolt
Inc., Ronkonkoma, NY, USA) para injecdo eletrocinética. Medidas espectrofotométricas
foram realizadas utilizando um espectrofotdometro de varredura com feixe duplo (Agilent,
modelo HP 8453) equipado com cubetas de quartzo de 10mm de caminho optico. A analise

de dados foi realizada a partir dos graficos obtidos utilizando o software Origin 8.0.

5.2 Reagentes e Solugdes

Os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau analitico de pureza, ndo sendo
necessaria qualquer purificagdo adicional. sendo provenientes da Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, EUA), Vetec Quimica (Vetec Quimica Fina Ltda, Duque de Caxias, RJ, BR) Merck
(S&o Paulo, SP, BR) e Dindmica Quimica (Indaiatuba, SP, BR).As solucdes foram
preparadas com agua ultrapura (condutividade elétrica < 0,1 uS cm-1) e resistividade
especifica de 18,2 MQ cm obtida a partir do purificador Milli-Qe (Millipore, Bedford, MA,

USA). Diluigcdes subsequentes das solugdes foram efetuadas quando necessarias. As
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unidades monoméricas do PDMS e o seu agente de cura utilizadas (Sylgard 184™ Silicone

Elastomer) foram provenientes da Dow Corning (Elizabethtown, KY, USA).

5.3 Preparo do microchip hibrido PDMS/Vidro

O preparo do microchip hibrido PDMS/Vidro foi efetuado conforme metodologia
citada por Meneses e colaboradores (2015) e desenvolvida por Hulvey e colaboradores
(2010). O molde de silicio, desenvolvido pelo grupo da professora Susan Lunte (University
of Kansas), apresenta canal de separacdo medindo 5 cm a partir da interseccdo até o final
do mesmo e bragos laterais medindo 0,75 cm de comprimento, com design em T. A largura
e a profundidade dos microcanais eletroforéticos foram de 40 e 15 pum, respectivamente. No
que tange a replicagdo do molde por litografia suave, o procedimento descrito abaixo foi

utilizado:

1. Inicialmente o molde de silicio foi limpo com a utilizacdo de uma solucdo a
partir da mistura, em propor¢do equivolumétrica, de &gua deionizada,
acetona e alcool isopropilico e posterior secagem com N2 gasoso tendo
bastante cuidado com a forga aplicada no processo para evitar a remogao dos
canais;

2. Em seguida, o PDMS é preparado pela pesagem e mistura do elastdbmero e
agente de cura na propor¢cdo 10:1 (m/m). Estes reagentes s&o
homogeneizados com o auxilio de um bastdo de vidro e na sequéncia o
recipiente contendo-os € levado para um dessecador acoplado a uma bomba
de vacuo para a remocdo das bolhas presentes no liquido. Apos estar
visualmente homogéneo e sem a presenca de bolhas, 0 PDMS ¢é depositado
no molde e levado a estufa por 3h a 70°C;

3. O microchip de PDMS ¢ retirado da estufa e a sua remocao do molde é feita
de forma cuidadosa com o auxilio de uma espatula. O microchip entdo é
envolto em parafilme, onde sdo anotados o lado superior e inferior do

mesmo;
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4. Para a confeccdo dos reservatorios, furos no polimero sdo realizados
utilizando um perfurador de bidpsia de 4 mm de didmetro, exceto para o
reservatorio de residuos/GND, onde foi utilizado um perfurador de 6 mm de
didmetro, e isso se fez necessario para diminuir os efeitos de campo
produzido pela alta tenséo aplicada nos canais de separacao e referéncia.

5. O microchip de PDMS ¢é entdo selado reversivelmente sobre vidro de
borosilicato plano previamente limpo com a mesma mistura utilizada na
primeira etapa e secagem com N2 gasoso. Este vidro contém um eletrodo de
Pt medindo 15 ou 50 um de largura, o qual ¢ utilizado como desacoplador.

Um resumo gréfico do procedimento esté presente na Figura 15:

Figura 15 — Resumo gréafico do procedimento de preparo do microchip hibrido.

PDMS

MOLDE

Estufa
(70°C - 40min)

PDMS NEGATIVO

VIDRO

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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5.4 Estudos Voltamétricos e Amperométricos

Os estudos voltamétricos para a averiguacdo do comportamento eletroquimico do
eletrodo de trabalho e do glifosato foram realizados em duas configuragdes diferentes. Para
0s experimentos realizados em cela eletroquimica com volume de 5 mL, utilizou-se um
sistema com trés eletrodos sendo Ag/AgCIl como eletrodo de referéncia, fio de platina como
contra eletrodo e fio de cobre, ouro e platina como eletrodos de trabalho. Tampéo fosfato
(0,AM, pH 7,5) e NaOH (0,1M, pH 13) foram inicialmente avaliados como eletrélitos
suporte.

Os experimentos realizados utilizando o reservatdrio de deteccdo do microchip
como cela eletroquimica (aproximadamente 50 uL de volume) foram realizados tendo fio
de prata como eletrodo de referéncia, fio de platina como contra eletrodo (Conforme a
Figura 16). Avaliou-se fio de cobre, ouro e platina como eletrodo de trabalho. A utilizacao
do eletrodo de trabalho posicionado de forma perpendicular ao sistema de anélise
proporcionou um controle da area do eletrodo imersa dentro do microssistema. Além dos
meios avaliados no procedimento anterior, avaliou-se também tamp&o borato (5 mM, pH
11,00) na presenga de CTAB (200 uM).
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Figura 16 — Esquema do funcionamento do microchip com os respectivos eletrodos utilizados.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

5.5 Preenchimento dos microcanais e teste eletroforéticos para avaliar possiveis
obstru¢des do microchip hibrido PDMS/Vidro

O microchip hibrido PDMS/Vidro teve os microcanais preenchidos com o auxilio
de uma bomba de vécuo, exercendo pressdo negativa. Inicialmente trés dos quatro
reservatorios foram preenchidos com solugdo de agua deionizada, sendo a pressao negativa
sendo exercida no quarto reservatdrio por cerca de 5 minutos. Este procedimento foi
repetido para todos 0s outros reservatdrios, sempre aplicando pressdo negativa em um dos
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reservatorios. O mesmo processo foi aplicado utilizando NaOH 0,1M e o eletrélito suporte,
respectivamente.

Apdbs o preenchimento dos microcanais, o teste eletroforético foi realizado. Este
teste € importante pois possibilita saber se 0s canais estdo preenchidos e se ha a passagem
de corrente no meio. Para tanto, o seguinte procedimento foi realizado: Ap6s o
preenchimento dos microcanais com o eletrolito suporte, alta voltagem negativa foi
aplicada (utilizando um eletrodo de platina) em um reservatorio, com a presenca do ground
em outro reservatério. O procedimento foi repetido até que fosse possivel averiguar a
passagem de corrente em todos 0s reservatorios, o que comprova o preenchimento dos
microcanais. Caso ndo fosse possivel obter a passagem de corrente entre os reservatorios, o
procedimento de preenchimento dos microcanais € realizado novamente utilizando o

eletrélito suporte.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 Avaliacdo do comportamento eletroquimico do glifosato em eletrodo de cobre com

tampdo fosfato como eletrélito suporte

Inicialmente a utilizacdo do eletrodo de cobre como eletrodo de trabalho para a
deteccdo do glifosato foi avaliada. Trabalhos presentes na literatura lancam méo de
estratégias baseadas na complexacdo de Cu(ll) com o glifosato. Esta complexagdo se faz
possivel devido ao fato de que, a depender do pH do meio, o glifosato apresenta-se como
um ligante passivel de complexagdo com ions metélicos. O grafico presente na Figura 17
representa a distribuicdo das espécies de glifosato em funcdo do pH do meio, onde o termo
a (que pode assumir valores entre 0 ¢ 1) demonstra qual espécie de glifosato apresenta-se
de forma majoritaria. As espécies de carga liquida negativa de glifosato (H2GLY, HGLY e
GLY), capazes de complexar de forma efetiva com os ions Cu(ll), apresentam-se
majoritariamente disponiveis a partir de pH=5,6, 0 que demonstra a viabilidade dessas
espécies em uma ampla faixa de pH. Adicionalmente, o valor para a constante de
estabilidade para o complexo Cu(ll)—glifosato € de 11,92, o que garante a formacdo de um
complexo estavel entre o ion metélico e o ligante em pH 7,5 (COUTINHO; MAZO, 2005;
PEIXOTO et al., 2015).
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Figura 17 — Distribuicdo das espécies de glifosato em funcdo do pH. Valores de pKa utilizados
para a elaboracdo do gréafico: pKa = 0,8; pKaz= 2,16; pKas=5,46; pKas= 10,14.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Baseado neste comportamento, voltamogramas ciclicos usando eletrodo de cobre
como trabalho em 0,1 mol L-1 de tampé&o fosfato (pH 7,5), na auséncia e na presenca de
1mM de glifosato foram realizados (Figura 18). Na auséncia de glifosato (linha preta), foi
observado um aumento da corrente na regido anddica com um pico em aproximadamente
+0,10 V, o que pode ser um indicio da formagdo de Oxidos de cobre na superficie do
eletrodo (COUTINHO et al., 2007). Por outro lado, a varredura na regido catddica
apresenta um pico em -0,2 V que pode ser atribuido a reducdo do 6xido de cobre na
superficie do eletrodo.

Na presencga de glifosato (linha vermelha), observou-se um aumento na corrente
anodica, na varredura positiva. Este aumento da corrente pode ser atribuido pela formacéo
do complexo Cu(ll)—glifosato e concomitante dissolucdo da camada de 6xidos inicialmente
presentes. Na varredura negativa, observa-se um pequeno deslocamento do potencial e uma
diminuicdo da corrente de reducdo dos 6xidos. Estas variacbes no comportamento catddico

estdo, provavelmente, associadas com a formacdo do complexo Cu(ll)—glifosato que
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impossibilita parcialmente a reducdo dos 6xidos de cobre na superficie do eletrodo pois
apresenta grande estabilidade, conforme o valor da constante de estabilidade anteriormente
citada. Além disso, verifica-se que no pH utilizado durante o experimento, o glifosato esta
majoritariamente (cerca de 60%) na sua forma HGLY 2- que apresenta duas cargas negativas

liquidas e, desta forma, possibilita-o a atuar como um ligante.

Figura 18- Voltamograma ciclico de eletrodo de cobre na auséncia (linha preta) e presenca (linha
vermelha) de 1 mM de glifosato. Condigdes experimentais: Tampédo fosfato (pH 7,5; 0,1M).
Velocidade de varredura: 100 mV s-1. Concentracdo de glifosato avaliada: 1mM. Eletrodo de
referéncia: Ag/AgCI. Contra eletrodo: Fio de platina.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2018).

6.1.1 Mecanismo eletroquimico

Um importante fator a ser analisado no que tange o comportamento eletroquimico
do sistema composto pelo eletrodo de cobre e o glifosato é a determinacdo do tipo de
mecanismo eletroquimico associado. Processos de transferéncia de elétrons e cinética
reacional podem ser monitorados com a utilizacdo de voltametria ciclica em diferentes
velocidades de varredura (Figura 19A). Apesar desta técnica ndo ser totalmente conclusiva,

as evidéncias apresentadas sdo importantes para um direcionamento de como 0 mecanismo
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eletroquimico estd associado a esse processo (BARD; FAULKNER, 2001; GOWDA,
NANDIBEWOOR, 2014).

Em um mecanismo do tipo E:Ci, inicialmente hd uma reacdo eletroquimica
reversivel em equilibrio seguida por uma reacdo quimica ndo reversivel onde o produto da
reacdo eletroquimica € convertido num produto eletroquimicamente inativo (sendo,
portanto, a etapa quimica irreversivel). Quando a constante de equilibrio relacionada com o
processo quimico aumenta, a quantidade da espécie eletroquimica consumida para este
processo também aumenta e, portanto, h& uma menor quantidade da mesma para ser
reduzida ou oxidada na varredura de scan reversa. Se a velocidade de varredura é
aumentada, a etapa eletroquimica comeca a competir com a etapa quimica em termos de
quantidade de matéria e mais da espécie eletroquimica € formada no meio, levando a um

aumento tanto no pico anddico quanto catddico.
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Figura 19 — A)Voltamogramas ciclicos do eletrodo de cobre em NaOH (0,1 M, pH 13,0) na
presenca de glifosato 100 uM com diferentes velocidades de varredura; B) Variacdo da corrente de
pico catodico e anodico em fungdo da raiz quadrada da velocidade de varredura evidenciando
mecanismo do tipo E:Ci; C. CondicOes experimentais: Eletrodo de referéncia: Fio de prata. Contra
eletrodo: Fio de platina.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Como pode ser observado na Figura 17B, tanto o pico de corrente catddica (ipc)
quanto o pico de corrente anddica (ipa) apresentam variacdes lineares em funcdo da raiz
quadrada da velocidade de varredura (vi2). Este comportamento sugere que a reacao €
limitada pelo transporte de massa ou difusdo. Além disso, o perfil apresentado nas Figura
17A e Figura 17B sugerem que o mecanismo associado ao processo é do tipo E:Ci (ZARE;
SAMIMI; ARDAKANI, 2009).

Extrapolando esse tipo de comportamento para o sistema eletroquimico abordado,
tem-se que a etapa eletroquimica reversivel associada ao processo refere-se a oxidacéo do

cobre presente na superficie do eletrodo em Cu(ll) enquanto que a etapa quimica
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irreversivel esta associada com a formacdo do complexo entre glifosato e Cu(ll), o qual tem
alta constante de estabilidade e, portanto, impede que parte do Cu(ll) seja novamente
reduzido na superficie do eletrodo (COUTINHO, 2008).

6.1.2 Avaliacdo da concentracdo de glifosato

Tendo em vista o comportamento eletroquimico apresentado pelo sistema, a
resposta analitica na presenca de diferentes concentrac@es de glifosato foi averiguada. Para
tanto, concentracdes crescentes do analito foram adicionadas a cela eletroquimica (0,5 — 5
mM), conforme a Figura 20. Verificou-se que, na presenca de glifosato, a variacdo da
corrente de pico catddico tende a aumentar com 0 aumento da concentracdo do analito no
meio. Este comportamento possivelmente ocorre devido ao fato de que, na presenca de
glifosato, a quantidade de Cu(ll) disponivel em solucdo para ser reduzido novamente a
cobre na superficie do eletrodo é diminuida e, portanto had uma diminuicdo na corrente de

reducao.

Figura 20 — Voltamogramas ciclicos do eletrodo de cobre em tampdo fosfato (0,1 M, pH 7,5) na
presenca de glifosato (0 -5 mM).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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Alem deste comportamento constatado, verificou-se um deslocamento do pico
catddico para valores mais proximos de zero com 0 aumento da concentracdo. Este efeito
pode ser associado com os fend6menos de transporte de massa e difusdo presentes no
sistema eletroquimico. De uma forma geral, a corrente faradaica (referente ao processo de
oxidacdo e reducdo do sistema) € uma medicgdo direta da reacdo eletroquimica que ocorre
na superficie do eletrodo e, desta maneira, depende da velocidade com que a espécie
eletroquimica migra da solucdo para a superficie do eletrodo, ou seja, depende do
transporte de massa. Quando a concentracdo da espécie no sistema é relativamente baixa, a
difusdo (movimento randémico de moléculas de uma regido de mais alta concentracdo para
uma regido de mais baixa concentracdo) ocorre de forma satisfatoria. Entretanto, quando a
concentracdo da espécie no sistema é relativamente alta, ha uma perturbacéo no processo de
difusdo e, para que o equilibrio do transporte de massa no sistema seja restabelecido, o
sistema eletroquimico aplica mais potencial para a realizacdo do processo e, por este
motivo, o potencial do pico é deslocado (ELGRISHI et al., 2018).

6.1.3 Comportamento eletroquimico do glifosato em eletrodo de cobre com NaOH

0,1 M como eletrolito suporte

A avaliacdo do comportamento eletroquimico do sistema utilizando NaOH 0,1 M
como eletrélito suporte também foi averiguada, conforme apresentado na Figura 21. Neste
sistema verificou-se, na auséncia de glifosato, a presenca de dois picos anddicos em -0,4V e
-0,1V, referentes a oxidacdo de Cuo a Cu+ e de Cu+ a Cuz+, respectivamente, com a
concomitante formacdo de 6xidos das espécies geradas no meio. O aumento da corrente
anodica presente no voltamograma pode estar relacionado com a oxidacdo da molécula de
glifosato possivelmente no seu grupamento amino. De acordo com Coutinho (2008), a
utilizacdo do eletrodo de cobre em meio fortemente alcalino (pH>13,0) pode promover a

oxidag&o do glifosato.
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Figura 21 — Voltamogramas ciclicos do eletrodo de cobre em NaOH (0,1 M, pH 13,0) na presenca
de glifosato 1mM.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Vale ressaltar que, com base no perfil de distribuicdo das espécies presente na
Figura 17, o glifosato apresenta-se majoritariamente na sua forma mais dissociada, GLY 3-,
e este comportamento decorre da atuacdo dos ions de cobre gerados como mediadores
redox entre 0 analito e o eletrodo. Na presenca de glifosato verifica-se comportamento
eletroquimico semelhante ao observado para o sistema contendo tampédo fosfato como

eletrolito suporte.

6.2 Avaliacdo da concentracdo de glifosato em tampéo borato

Alem das condicOes previamente avaliadas, o uso de tampdo borato como eletrélito
foi averiguado. Nestas condicdes, observou-se que com o aumento da concentracdo de
glifosato no meio, a corrente de pico catddico também apresentava aumento (inset da
Figura 23). Nessa condicdo, a corrente de pico anddico ndo apresentou correlacdo com o
aumento da concentracdo do analito. Diante desse cenério, a corrente de pico catédico foi

utilizada como parametro para a averiguacdo da concentracao da corrente no meio.
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Sendo assim, uma correlacdo linear entre a concentracdo de glifosato no meio e a
resposta analitica foi obtida, tendo uma faixa linear de 30 — 100 pmol L-1 e R=0,998, como

pode ser observado na Figura 22.

Figura 20 - Resposta analitica obtida para a variacdo linear da corrente de pico catodico (ipc) em
funcdo da da concentracdo de glifosato. Inset: Voltamogramas ciclicos do eletrodo de cobre em
tampéo Borato (0,1 M, pH 9,0) na presenca de glifosato 30 — 100 uM. Condig¢des experimentais:
Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl. Contra eletrodo: Fio de platina.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

6.3 Verificacdo do perfil espectroscopico do complexo Cu(ll)-glifosato utilizando UV-

Vis

Como forma adicional de verificagdo da formagdo do complexo Cu(ll)-glifosato,
utilizou-se espectroscopia de absorcdo na regido do visivel e ultravioleta para tal
averiguacdo. Sendo assim, solugdes de Cu(ll) (50 mM), glifosato (1 uM) e o complexo
formado foram avaliadas. Inicialmente, verificou-se que, o glifosato apresenta baixa
absorcdo no UV-Vis frente aos ions Cu(ll). Quando o complexo Cu(ll)-glifosato é formado,

h& um aumento da absorbancia referente a formagéo do complexo em 250nm (Figura 23A).
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Este tipo de transicdo é caracteristica de uma transferéncia de carga do ligante para o metal
(TCLM), que geralmente ocorre quando o ligante apresenta pares isolados com energias
relativamente elevadas ou quando o metal possui orbitais vazios de baixa energia (Figura
19A). No caso especifico do complexo de glifosato e Cu(ll), o par de elétrons livres
presente no grupamento amina provavelmente esta envolvido no processo de complexacéo.
Utilizando tampéo fosfato (0,1M, pH 7,5) como meio, a concentracdo de Cu(ll) no
meio foi mantida constante (50 mM) e sucessivas adi¢es de glifosato ( 99 — 394 uM)
foram medidas. Verificou-se que ha uma correlacao linear crescente (R = 0,987) no sinal de
absorbancia com o aumento da concentracdo de glifosato no meio (Figura 23B), 0 que esta
em concordancia com o trabalho de Glass e colaboradores onde os autores verificaram um
aumento da absorbancia com o aumento da concentracdo de glifosato no meio para um
sistema formado por glifosato e 6xido de cobre (1) (GLASS, 1984; SHRIVER et al., 2008).
Adicionalmente, a relacdo linear entre a concentracdo de glifosato presente no meio e o

sinal de absorcdo estdo presentes na Figura 23C.

Figura 21 — A) Espectros de absor¢do no UV-vis para Cu(ll), glifosato e o complexo formado
Cu((I1)-glifosato B) AdicGes crescentes de glifosato (99 — 394 uM) em sistema contendo 50mM de
Cu(ll) C) Correlagdo linear entre glifosato e o sinal analitico obtido através das medicdes
espectroscopicas utilizando UV-vis. Condicdes experimentais: Tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,5.
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6.4 AvaliacOes no dispositivo microfluidico

A partir dessa etapa, a plataforma de trabalho para os estudos deixa de ser a cela
eletroquimica para dar lugar ao dispositivo microfluidico. Para tanto, avaliacfes especificas

para 0 microdispositivo foram efetuadas.

6.4.1 Avaliacdo de diferentes eletrodos de trabalho — Au, Pte Cu

A deteccdo eletroquimica demanda que eletrodos de trabalho possuam
caracteristicas as quais possibilitem uma melhor deteccdo dos analitos. Entre essas
caracteristicas destacam-se a condutividade, reatividade ou inércia, custo e maleabilidade
dos materiais que compdem o eletrodo. Desta forma, a avaliagdo de diferentes eletrodos de
trabalho torna-se de extrema necessidade tendo em vista que 0os mesmos podem responder
de forma diferente com o analito (BIRCH; LANDERS, 2017).

Para avaliar o dispositivo microfluidico hibrido PDMS/Vidro, a atividade
eletroquimica do sistema na auséncia e presenca de glifosato foi averiguada. VVoltametrias
ciclicas foram realizadas para eletrodos de ouro, platina e cobre, utilizando NaOH 0,1M

como eletrolito suporte.
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Como pode ser verificado na Figura 24A, o eletrodo de platina apresenta pico de
reducdo em aproximadamente + 0,2V. Na presenca de glifosato, este pico é suprimido,
possivelmente devido a eletrooxidacao do glifosato. Esta hipdtese pode ser suportada com
base no trabalho de Marangoni e colaboradores (1989), onde a eletrooxidacdo da glicina
(aminoacido de estrutura semelhante a estrutura do glifosato) foi investigada utilizando
eletrodo de platina como trabalho. De acordo com os autores, a eletrooxidagdo em meio
basico leva a formacdo de formaldeido como produto principal. Além disso, € reportado de
que uma camada de Oxido é formada na superficie do eletrodo, o que pode levar a
passivacdo do mesmo. Com base nessas informacdes reportadas na literatura, evidencia-se
que o glifosato pode se comportar de forma semelhante a glicina e a diminuicdo da corrente

catddica do eletrodo na presenca do analito refere-se a passiva¢do do mesmo.
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Figura 22 — Voltamogramas ciclicos
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03

Com base nos resultados obtidos para o eletrodo de ouro (Figura 24B), ndo foi

possivel verificar a presenca de picos de reducdo e/ou oxidacdo na presenca e auséncia de

glifosato, o que é um comportamento que ndo condiz com dados presentes na literatura,

onde o eletrodo de ouro é utilizado para da deteccdo de carboidratos e aminoacidos de

estrutura quimica semelhante ao glifosato.

Para o eletrodo de cobre (Figura 24C), verificou-se a presenca de um pico de

oxidacdo em +0,05V e um pico de reducdo em -0,34V. Na presenca de glifosato, ambos 0s

picos foram suprimidos, o que pode estar relacionado com a formacédo de 6xidos de cobre
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na superficie do eletrodo, o que leva a passivacdo do mesmo na presenca do glifosato.
Devido a estes comportamentos, utilizou-se o eletrodo de cobre para o prosseguimento dos
experimentos.

6.4.2 Avaliacdo da janela de potencial no eletrodo de trabalho

Janela de potencial é um termo comumente utilizado para indicar a faixa de
potencial e é uma das caracteristicas mais importantes a serem avaliadas em sistemas
eletroquimicos. Ela pode ser calculada pela diferenca entre um potencial de reducdo (limite
catddico, Vrep) e um potencial de oxidacao (limite anddico, Voxi). Quanto maior a janela
de potencial do eletrodo de trabalho, maior serd a quantidade de espécies passiveis de
serem oxidadas e/ou reduzidas com a utilizagéo deste eletrodo.

Desta forma, diferentes janelas de potencial foram avaliadas para determinagéo da
janela mais estavel, usando como critério de avaliacdo a repetitividade e precisdo de dez
scans de varredura na faixa estudada. Esta avaliacéo, desta maneira, visa obter uma faixa de
potencial em que tanto o potencial de oxidagdo quanto o potencial de reducéo do eletrodo
se mantenha estavel mesmo quando diversos ciclos sdo efetuados. Mantendo fixo o limite
catodico (Vrep = -0,8 V), seis diferentes limites anddicos foram avaliados (-0,3 V; -0,2V; -
0,1V; +0,1V; +0,2V e +0,3V) para o eletrodo de cobre na auséncia de glifosato.

Como pode ser observado na Figura 25A, a faixa de -0,8V -0,3V ndo apresentou
picos de oxidacdo e/ou reducdo o que impossibilitaria a utilizagdo da mesma para o
monitoramento do eletrodo de cobre. Desta forma, essa janela de potencial ndo pode ser
utilizada. Por outro lado, a Figura 25B mostra a avaliacdo realizada para a faixa de -0,8V -
0,2V. Nesta faixa, evidencia-se um pico de oxidacdo em -0,3V e um pico de reducdo em -
0,6V. O comportamento eletroquimico desse sistema foi estavel mesmo apds a leitura de 10
scans em sequéncia, evidenciando assim que esta janela de potencial apresenta boa
estabilidade. A janela de potencial de -0,8 V — -0,1 V (Figura 25C) apresentou picos de
reducdo e oxidacdo bem definidos, porém observou-se deslocamento no potencial do pico
de reducdo em diferentes scans. Este perfil ndo permite a aplicacdo desta janela de
potencial visto que a estabilidade do sistema eletroquimico ndo é assegurada. De forma
analoga, a janela de potencial de -0,8V — +0,1 V (Figura 25D) apresentou deslocamento

tanto no potencial quanto na intensidade do pico de reducdo. As janelas de -0,8V — +0,2 V
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(Figura 25E) e -0,8V — +0,3V (Figura 25F) ndo apresentaram estabilidade tanto na regido
catodica quanto anddica, além de uma alta corrente associada ao processo.
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Figura 23— Voltamogramas ciclicos de eletrodo de Cu(Il) utilizando NaOH 0,1M como eletrélito suporte mantendo fixo o limite catédico (-0,8V)

e alterando limites anddicos A) -0,3 V; B) -0,2V; C) -0,1V; D) +0,1V; E) +0,2V e F) +0,3V.
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6.4.3 Avaliacdo eletroforética com deteccdo amperométrica

Tendo em vista que o glifosato se apresenta como uma espécie de carga negativa em
quaisquer dos sistemas tampao avaliados alterando apenas a quantidade de cargas negativas
que a molécula possui e também a direcdo do fluxo eletroosmotico que favorece
preferencialmente a migracdo de espécies carregadas positivamente, a utilizacdo de um
surfactante catidnico fez-se necessaria. Neste sentido, utilizou-se brometo de
cetiltrimetilamonio (CTAB) para promover a inversdo do fluxo eletroosmético e, assim,
facilitar a deteccdo do glifosato. Desta forma, utilizou-se nos testes iniciais para a injecéo e
separacdo da amostra voltagens de -500V e -700V, respectivamente, com tempo de injecéo
de 10 segundos.

Inicialmente a técnica de amperometria convencional foi empregada para a deteccao
do glifosato. Aplicando um potencial de -0,1 V, relativo & oxidagdo do Cu(ll) no meio e sua
complexacdo com o glifosato. Desta maneira, a resposta apresentada na Figura 26 foi
obtida.
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Figura 24 — Eletroferograma para a detecgdo de glifosato 1 mM utilizando amperometria.
Condigdes experimentais: Potencial aplicado: -0,1V. Tempo de corrida: 400 segundos. Einj = -500
V. Esep= -700V. Tempo de injecdo: 10 segundos.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Neste sistema, observa-se uma diminuicdo branda da corrente até cerca de 150s com
um posterior aumento brusco da corrente originando um pico com um grande alargamento
de cauda (tempo de eluicdo com cerca de 100 segundos). Este alargamento pode estar
relacionado com dois fenémenos diferentes. O primeiro deles é a quantidade de amostra
injetada e a concentracdo do analito (1mM). O tempo de injecdo utilizado no experimento é
notoriamente grande e, portanto, pode levar a uma grande quantidade de amostra a ser
detectada pelo sistema eletroquimico.

O segundo fenémeno que pode levar a um alargamento de pico é a configuragéo off-
channel do sistema de detecgéo (Figura 27). Este tipo de comportamento foi averiguado por
Fischer e colaboradores (2009) que descreveram que 0 posicionamento de eletrodo na
configuracdo off-channel, apesar de ser de facil implementacdo em dispositivos

microfluidicos, é responsavel por dispersdes e alargamento de pico devido a distancia entre
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o final do canal de separacéo e o eletrodo de trabalho. Ainda de acordo com os autores, este
tipo de comportamento poderia ser minimizado com a utilizagdo de um potenciostato

eletricamente isolado.

Figura 25 — Ampliagdo do reservatério de deteccdo do microchip representando o posicionamento
off-channel.

Desacoplador Eletrodo de

O trabalho

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

A utilizacdo da amperometria convencional na deteccdo eletroquimica de especies,
tais como carboidratos, aminoacidos e o glifosato apresenta uma série de dificuldades
experimentais. A mais notdria delas esta com a aplicacdo de um Unico potencial para a
deteccdo do analito. Se ha apenas um potencial sendo aplicado constantemente no eletrodo,
o0s produtos de oxidacdo gerados na superficie do mesmo gradualmente vao dificultando a
aquisicdo do sinal analitico.

Desta maneira, a amperometria de pulso consiste na alternativa a detec¢do
amperométrica convencional. E importante frisar que ndo existem trabalhos presentes na
literatura que utilizam esta técnica de deteccdo em microssistemas, sendo desta maneira,
este trabalho, o primeiro a propor esta nova abordagem. Inicialmente uma avaliacdo da
potencialidade dessa metodologia foi realizada utilizando um conjunto de trés potenciais

sendo aplicados conforme a Tabela 4. Utilizando tampé&o Borato (0,1 M, pH 11 e adic¢do de
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CTAB 2mM) como eletrdlito suporte e voltagens de injecdo e separacdo de -500V e -700V
respectivamente (voltagens negativas utilizadas tendo em vista a inversdo do sentido do
fluxo eletroosmotico pela presenca do surfactante CTAB) com um tempo de injecdo de 15
segundos, com o tempo de corrida definido em 600 segundos.

Os trés potenciais aplicados foram selecionados com base no perfil voltamétrico na
presenca de glifosato. O potencial de deteccdo (Edet) foi selecionado com base no potencial
do pico de corrente catddica referente a reducdo do Cu(ll) na superficie do eletrodo. De
forma anéloga, o potencial de limpeza (Eiimp) que visa a renovacao da superficie do eletrodo
foi determinado com base no potencial do pico de corrente anddica. O potencial de
condicionamento (Econd) foi definido como base num potencial intermediario entre Edet e

Eiimp em que o eletrodo esta disponivel para uma nova analise.

Tabela 5 — Relagéo dos potenciais aplicados durante a amperometria de pulso.

Tipo de potencial Potencial aplicado (V)  Tempo (ms)
Deteccéo -0,6 500
Limpeza -0,1 300

Condicionamento -0,4 200

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Desta maneira, a Figura 28 mostra o eletroferograma obtido para tal analise.
Apesar da possibilidade de utilizacdo desta técnica, a reprodutibilidade do sistema nao foi
satisfatoria. Observou-se que com o passar do tempo o eletrodo de trabalho apresentava
uma camada de Oxidos presente na superficie levando a sujeira no eletrodo (electrode
fouling). Para contornar este problema, o eletrodo de trabalho foi mantido em solugédo de
acido nitrico 1% ap0s as analises para a regeneracao da superficie do mesmo.

Evidencia-se a presenca de dois picos, o primeiro em aproximadamente 220
segundos e o segundo em cerca de 240 segundos. A presenca de dois picos pode estar
relacionada com duas hipoteses diferentes. A primeira é a de que o0s picos sdo referentes a
mesma espécie (glifosato) porém sendo o resultado de duas inje¢des que ndo migraram no

mesmo tempo até o sistema de deteccdo eletroquimica. Isto pode estar relacionado com
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injecOes ndo eficientes, ou seja, que nao apresentaram tempo suficiente para a migracéo do

analito até o sistema de detec¢éo eletroquimico.

Figura 26 — Amperograma obtido com a utilizacdo da técnica de amperometria de pulso. Condi¢Ges
experimentais - Eletrolito: Tampéo Borato 0,1 M, pH 11,0 com adi¢do de CTAB 2mM. Eletrodo de
trabalho: Fio de cobre. Eletrodo de referéncia: Fio de prata. Contra-eletrodo: Fio de platina.
Concentracdo de glifosato utilizada: 1mM. Voltagens de injecdo e separacdo: -500V e -700V,
respectivamente.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

A segunda hipotese baseia-se nas caracteristicas quimicas do glifosato. O glifosato
apresenta uma hidrolisa em média num periodo de 35 dias (estes valores podem variar a
depender de condicBes como pH e temperatura). Sabendo-se que o glifosato pode ser
metabolizado a AMPA, o metabdlito formado pode estar presente na solucdo padrdo do
herbicida. Assim, 0 menor pico refere-se ao AMPA (que apresenta trés cargas negativas no
pH de trabalho e menor massa molecular) enquanto que o segundo pico refere-se ao
glifosato (também apresentando trés cargas negativas neste pH, porém com uma maior

massa molecular). Como espécies com menor relacdo massa/carga tendem a migrar de



86

forma mais rapida dentro do canal de separacao, o primeiro pico esta relacionado ao AMPA

enquanto que o segundo esta relacionado ao glifosato.

6.5 Estudo do potencial de deteccdo no eletrodo de trabalho para deteccao eletroquimica

do glifosato em microchip eletroforese

Sendo a amperometria de pulso a técnica eletroquimica para a detec¢do do glifosato
no sistema proposto, o potencial de 6timo de deteccdo do analito configura-se como um
importante pardmetro a ser averiguado visto que possibilita seletividade para a metodologia
proposta (PASAS; MARTIN; LUNTE, 2002). Assim, a voltametria hidrodindmica
configura-se como uma das metodologias mais utilizadas para a determinacdo do potencial
otimo de trabalho, pois o campo eletromagnético gerado pela aplicacdo da alta tenséo
necessaria para a separacdo das espécies é considerado. Nesta classe de voltametria, um
fluxo com a solucdo contendo o analito é gerado em direcdo ao eletrodo de trabalho. Esta
técnica difere da maioria das técnicas voltamétricas onde a solugdo é intencionalmente
colocada em repouso (sem agitacdo) para permitir que o transporte de massa seja
majoritariamente efetuado por difuséo.

Desta forma, a averiguacdo do potencial 6timo para a deteccdo do glifosato foi
realizada tomando diferentes potenciais de deteccdo, conforme a Figura 29, onde denota-se
que cinco diferentes potenciais foram avaliados (+0,3; +0,1; 0; -0,1 e -0,2V). Para este
estudo, a intensidade da corrente (em microampeéres) foi definida como parametro analitico
de comparacdo entre as condicGes avaliadas. Com base nos resultados apresentados,
observa-se que quando o potencial de -0,2V é aplicado para a deteccdo do analito, nenhuma
variacdo apreciavel na corrente do sistema ¢é obtida. Neste determinado potencial, verifica-
se a reducdo do Cu(ll) para Cu(l) na superficie do eletrodo. Este processo pode dificultar a
deteccdo amperométrica do glifosato visto que neste determinado potencial a oxidagdo do
cobre metélico a Cuz+ na superficie do eletrodo néo é favorecida.

Por outro lado, quando s&o assumidos valores mais positivos para o potencial a ser
aplicado no eletrodo de trabalho, a resposta analitica (variacdo da corrente) tente a obter

valores ndo negligenciaveis. A facilidade no processo de detec¢cdo com o aumento do
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potencial de detec¢do pode estar relacionada com um aumento na quantidade de ions Cuz+
que sdo efetivamente oxidados na superficie do eletrodo.

Desta forma, tem-se que a melhor resposta analitica obtida para o sistema proposto
foi obtida quando +0,3V foi utilizado como potencial de deteccdo. Nesta condicdo, verifica-
se a oxidacdo do Cu(l) a Cu(lIl) (que inicia-se, de fato, a partir de +0,2V).

Com base nos resultados apresentados na Figura 29, foi possivel a construgdo de um
gréfico relacionando os potenciais aplicados e a corrente medida, conforme a Figura 30.
Desta forma, evidencia-se um aumento linear da resposta analitica em funcdo do potencial

aplicado para a detec¢édo do analito.

Figura 27— Voltamogramas hidrodindmicos para avaliacdo da diferentes potenciais do eletrodo de
trabalho (+0,3; +0,1; 0; -0,1 e -0,2 V) para deteccdo de glifosato. Condi¢Ges experimentais:
Concentragdo da solucdo de glifosato: 1 uM. Voltagem de injecdo: -700V. Voltagem de separagéo:
-900V. Eletrolito utilizado: Tampao borato 0,1M, pH 9,0, contendo 0,1mM de CTAB. Tempo de
injegdo: 10s. Tempo de corrida: 600s.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
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Figura 28 — Curva para averiguacdo da relacdo entre o sinal analitico (intensidade da corrente
medida) e o potencial aplicado no eletrodo de trabalho para a deteccéo de glifosato em microchip
eletroforese. Condicdes experimentais: Concentracdo da solugédo de glifosato: 1 uM. Voltagem de
injecdo: -700V. Voltagem de separagdo: -900V. Eletrolito: Tamp&o borato 0,1M, pH 9,0, contendo
0,1mM de CTAB. Tempo de injecdo: 10s. Tempo de corrida: 600s.

20 4

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

Com base nessas condigdes, efetuou-se o teste para a averiguagcdo da resposta do
sistema com uma solucdo mais diluida. Desta forma, uma solu¢do com concentracédo de 0,1
UM foi utilizada para averiguar a resposta do sistema. Assim, a Figura 31 apresenta o
resultado obtido nessa condi¢do. Adicionalmente, tem-se que 0 comportamento presente na
Figura 28 foi observado novamente,com a detec¢do do glifosato e um pico de menor

intensidade.
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Figura 29 - Amperograma para sistema contendo glifosato. Condi¢bes experimentais:
Concentragdo da solucdo de glifosato: 1 uM. Voltagem de injecdo: -700V. Voltagem de separagéo:
-900V. Eletrolito utilizado: Tampao borato 0,1M, pH 9,0, contendo 0,1mM de CTAB. Tempo de
injegdo: 10s. Tempo de corrida: 600s.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

6.6 Estudo das voltagens de injecdo e separagédo

O estudo dos potenciais de injecdo e de separacdo a serem aplicados para a deteccao
do analito tem grande importancia do ponto de vista experimental. Tanto a velocidade
eletroosmética quanto a velocidade eletroforética apresentam proporcionalidade direta ao
campo elétrico aplicado. Sendo assim, a separacdo e/ou deteccao de espécies sera obtida em
tempos menores quando voltagens maiores sdo aplicadas no dispositivo microfluidico.

Entretanto, a aplicacdo de voltagens muito altas pode resultar em picos sem resolugéo
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devido a influéncia do efeito Joule (BECKMAN COULTER, 1990). Além disso, a prépria
natureza da injecdo eletrocinética leva a implicagdes tais como inje¢cdes com volumes
imprecisos que decorrem de vazamentos durante tanto a etapa de injecdo quanto a etapa de
separacao da amostra.

Desta forma, diferentes voltagens de injecdo e separacdo foram avaliadas, sempre
utilizando voltagens negativas e com uma diferenca de -200V entre as voltagens de inje¢éo
e separacdo. As condicBes experimentais utilizadas foram idénticas aos experimentos
citados na se¢éo 6.4.

Os dados presentes na |Figura 32 evidenciam a influéncia das voltagens de injecéo e
separacdo na deteccdo do glifosato. Com base na Figura 32A, onde foram aplicadas
voltagens de injecdo e separacdo de -600 e -800V, respectivamente, percebe-se variagdes na
corrente até aproximadamente 200 segundos ap0s o inicio da corrida. Apos a estabilizagdo
do sinal, um aumento de corrente com a ocorréncia de um pico referente ao glifosato é
observado em cerca de 385 segundos. Como foi anteriormente citado, a literatura evidencia
gque com 0 aumento das voltagens de injecdo e separacdo o analito tenda a ser detectado
com tempos relativamente menores. No entanto, 0 comportamento apresentado nas Figuras
XB e XC ndo corrobora com a literatura. Utilizando voltagens de injecdo e separacao de -
700 e -900V (32B) e -800 e -1000 (32C)a deteccdo do glifosato s6 foi obtida apds 428 e
473 segundos, respectivamente, apesar do aumento em ambas as voltagens (quando em
relacdo a condicao inicial). Este fato pode ser justificado pela ndo automacéo do sistema de
injecdo, no qual tanto o tempo de injecdo como regulacdo da fonte de alta tensdo séo
efetuados de modo manual.

Para os dados presentes nas Figuras 32D (-1000 / -1200) e 32E (-1100 / -1300), os
valores relativos ao tempo de deteccdo do glifosato (146 e 61 segundos, respectivamente)
corroboram com a literatura. Embora os tempos para deteccdo sejam substancialmente
menores em ambas as condicdes avaliadas, a altura do pico também foi menor,
demonstrando uma menor sensibilidade apesar de um tempo menor de detecgéo.
Antagonicamente, tem-se que os dados apresentados na Figura 32F ndo demonstram a
presenca de nenhum pico referente a deteccdo do glifosato. Este comportamento pode estar
relacionado com a velocidade em que o analito migra dentro do canal, ou seja, com uma

maior velocidade de migracéo, a deteccdo do mesmo torna-se ineficiente.
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Desta forma, a Tabela 6 elenca de forma resumida os principais parametros

mensurados para cada condicdo de inje¢do e separagéo:

Tabela 6 - Relacdo das voltagens de injecdo e separacdo utilizadas e os respectivos tempos
para deteccdo e altura do pico.

Voltagem de injecdo/separacdo (V)  Tempo para deteccdo (s) Altura do pico (LA)

-600/ -800 385 4,80

-700/ -900 428 0,37
-800/ -1000 473 0,33
-1000/ -1200 146 0,10
-1100/ -1300 61 0,08
-1200/ -1400 - -

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019
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Figura 30 - Amperogramas obtidos para a averiguacao das voltagens de injecdo e separacdo. A) Vini= -600V, Vsep= -800V; B) Vinj= -700V, Vsep= -
900V; C) Vinj= -800V, Vsep= -1000V; D) Vinj= -1000V, Vsep= -1200V; E) Vinj= -1100V, Vsep= -1300V; F) Vinj= -1200V, Vsep= -1400V.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho, o desenvolvimento de um microchip eletroforese hibrido
PDMS/Vidro para a deteccdo de glifosato foi realizado. A confec¢do do dispositivo foi
baseada em metodologias previamente estabelecidas. A estratégia de posicionamento off-
channel do eletrodo de trabalho possibilitou maior facilidade na confeccdo do dispositivo,
entretanto, este tipo de posicionamento levou a dificuldades na detecgdo do analito.

O eletrodo de cobre apresentou maior potencialidade para deteccdo do glifosato
quando comparado aos eletrodos de ouro e platina, visto que apresenta uma boa interagdo com
o0 analito. A adicdo de um surfactante catiénico no tampéao configura-se como uma estratégia
interessante devido a natureza do fluxo eletroosmético. O mecanismo eletroquimico associado
a interacdo do eletrodo com o analito é do tipo ErCi, com a formacdo de um complexo entre 0s
ions Cu(ll) provenientes da oxidacéo do eletrodo e do analito. Os estudos no Uv-vis utilizando
0 complexo formado revelaram uma banda caracteristica de transferéncia de carga do ligante
para 0 metal.

Além disso, a adicdo de glifosato no sistema eletroquimico propicia uma diminuigdo
substancial da corrente de pico catddico, diminuicdo esta que esta relacionada com a menor
disponibilidade de ions Cu(ll) na superficie do eletrodo passiveis de reduzir. Uma correlacdo
linear entre a corrente medida e a concentracdo pode ser obtida utilizando-se tampéo borato
como eletrolito. No que tange a deteccdo amperométrica utilizando o microchip, a
amperometria convencional como técnica de detec¢do ndo apresenta eficiéncia comparavel a
amperometria de multiplos pulsos. A aplicacdo destes pulsos possibilita uma configuracdo de
deteccdo mais promissora, com boa sensibilidade agregada. Fatores como a voltagem de
injecéo e separagdo apresentaram grande relevancia para a sensibilidade do sistema e o tempo
de migracdo do analito. Além disso, a utilizacdo da amperometria de pulso, de forma inédita,
em um microssistema de andlise torna-se uma oportunidade para o desenvolvimento de outros

trabalhos na area, possibilitando a deteccao de outras especies.
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8 PERSPECTIVAS

e Melhorar o posicionamento do eletrodo de trabalho para evitar efeito de difuséo
no reservatério de deteccdo;

e Efetuar o interfaceamento da fonte de alta tensdo para possibilitar injecdes
automatizadas das amostras;

e Estabelecer e otimizar pardmetros analiticos tais como pH, curva de calibracéo,
limite de deteccdo e quantificacdo, ensaio com amostra real e avaliagdo de
possiveis interferentes;

e Validar e comparar os resultados obtidos com outras metodologias.
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