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RESUMO

Este trabalho descreve a fabricacdo de microssistemas eletroforéticos
(MSE) de poliéster-toner (PT) e um estudo sobre o melhoramento do
desempenho analitico destes dispositivos. Os MSE de PT foram produzidos
utilizando dois filmes de transparéncia de fabricantes distintos (3M e
Filipaper). Além disso, este trabalho relata uma melhor compreensdo da
geracdo do fluxo eletrosmoético (FEO) bem como a influéncia de alguns
parametros, incluindo as dimensfes do microcanal (largura e profundidade),
0 modo de injecdo e da adicao de solvente organico ao tampéo de corrida. O
desempenho analitico dos microchips de PT foi investigado utilizando o
sistema de detec¢do condutométrica sem contato capacitivamente acoplada
(C*D) e céations inorganicos como analitos modelo. Estes dispositivos
apresentaram valor de FEO (3,4 + 0,2) x10™* cm? V™ s™ com boa estabilidade
ao longo de 25 corridas consecutivas. Verificou-se que a magnitude EOF
depende da dimensdo do canal, ou seja, canais mais largos e de menor
profundidade apresentam maior valor de FEO. A eficiéncia de separacao
encontrada foi de até 50.000 pratos/m para a separacdo dos cations
inorganicos. Os limites de deteccdo (LD) encontrados para K*, Na' e Li"
foram de 4,2, 7,3 e 23 pM, respectivamente. Além disso, observou-se que
um unico dispositivo pode ser utilizado por até trés dias consecutivos. Todos
os melhoramentos encontrados permitiu a detec¢do de cations inorganicos
em amostras reais, como bebida energética e um mistura farmacéutica.

Além do uso do toner convencional, este trabalho descreve pela
primeira vez 0 uso do toner pigmentado como material estrutural na
producdo dos MSE de PT. Os diferentes tipos de toner foram caracterizados
pelas técnicas de analise elementar, espectroscopia dispersiva de raios-X
(EDS), espectroscopia de Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR),
microscopia eletrénica de varredura (MEV), microscopia de for¢ca atdbmica
(MFA), e medidas perfilométricas. Além disso, a resisténcia elétrica, a
influéncia do pH sobre o FEO e o desempenho analitico de cada dispositivo
colorido foi avaliado. Todos esses parametros foram comparados aos MSE
de PT fabricados com toner convencional. Baseados nos dados
encontrados, pode-se concluir que os dispositivos fabricados com
impressora policromatica (IPC) apresentaram melhor desempenho analitico.
Essa melhora est4 associada a composicdo quimica de cada cartucho de
toner, o qual influéncia diretamente na magnitude do FEO. Além disso, foi
encontrado que o desempenho analitico também foi influenciado pelo
processo de impressao. Quando comparada a impressora monocromatica, a
IPC produz dispositivos com superficies mais uniformes e de menor
rugosidade.
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ABSTRACT

This work describes the fabrication of polyester-toner (PT)
electrophoresis microchips as well as a study in order to improve their
analytical performance. For this purpose, two kinds of transparency films
fabricated by different companies (3M and Filipaper) were investigated.
Furthermore, this work also reports a better understanding about the electro-
osmotic flow (EOF) generation and its dependency on some parameters
including the channel dimensions (width and depth), the injection mode and
the addition of organic solvent to the running buffer. The analytical
performance of PT devices was investigated using a capacitively coupled
contactless conductivity detector (C*’D) and inorganic cations as model
analytes. The proposed devices have exhibited EOF values of (3.4 + 0.2)
x10™* cm?V?'s? with good stability over 25 consecutive runs. It has been
found that the EOF magnitude depends on the channel dimension, i.e., the
wider and shallower the channel, the higher the EOF value. Separation
efficiencies around 50.000 plates/m were successfully obtained. The limits of
detection (LD) found for K*, Na" and Li* were 4.2, 7.3 and 23 pM,
respectively. In addition, the same PT device has been used by three
consecutive days. All improvements found allowed the qualitative
determination of inorganic cations in real samples such as energetic drinks
and pharmaceutical formulations.

Besides the conventional toner, this work describes the first time the
use of colored toner as substrate to define the channel walls on PT devices.
The different kinds of toner were characterized by elemental analysis, energy
dispersive X-ray spectroscopy (EDX), fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR), scanning electron microscope (SEM), atomic force microscopy (AFM)
and profilometric measurements. Furthermore, the electrical resistance, the
influence of pH on the EOF magnitude and the analytical performance were
evaluated for all colored devices. All these parameters were compared to PT
produced with conventional toner. Based on the results found, it can be
concluded that PT devices fabricated with color laser printer provided better
analytical performance. This improvement is associated with the chemical
composition of each toner cartridge, which directly affects the EOF
magnitude. In addition, it has been found that the analytical performance is
also influenced by the printing process. When compared to the monocromatic
printer, the color laser printer produces channels better defined and with
lower surface roughness.
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1. Introducéao

1.1. Sistemas Miniaturizados

O processo de miniaturizagdo tem dominado 0 progresso da
tecnologia moderna em varios campos da pesquisa. Na eletrdnica e na
informatica essa revolugcdo foi marcada pelo desenvolvimento do primeiro
microprocessador criado na década de 60 (EHRFELD, 2003). Este
dispositivo foi fabricado em uma pastilha de silicio e nele continha todos os
componentes eletrénicos basicos necessarios para o funcionamento de um
computador. O desenvolvimento destes sistemas em micro-escala
possibilitou a redugcéo de tamanho e peso de equipamentos, além de permitir
0 aumento da capacidade de armazenamento e processamento dos dados.
A combinacdo desses fatores viabilizou a fabricacdo de produtos e
subprodutos que facilitaram e muito o dia-a-dia da humanidade.

Outro campo da pesquisa que passou pelo processo revolucionario da
miniaturizacdo foi a area da Quimica, mais precisamente a Quimica
Analitica. Nesta, o desenvolvimento dos dispositivos microfluidicos sao os
que figuram este verdadeiro marco. O primeiro sistema de analise
microfabricado foi apresentado a comunidade cientifica em 1979. O
cromatografo gasoso miniaturizado continha uma coluna de separacédo de
aproximadamente 1,5 m fabricado sobre uma placa circular de silicio, cujo
seu diametro era de 5cm (TERRY, JERMAN e ANGELL, 1979). Este
dispositivo proporcionou 0 aumento da frequéncia analitica devido a
capacidade de realizar rapidas separacdes. No entanto, a falta de

experiéncia tecnoldgica nesta nova area ndo permitiu que ocorressem
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maiores avancos nesse sistema, deixando assim as pesquisas direcionadas
a miniaturizacdo de outros componentes como bombas, valvulas e sistemas
de detecgéo (DITTRICH, TACHIKAWA e MANZ, 2006).

O renascimento dos sistemas analiticos miniaturizados so foi ocorrer
na década de 1990 com o desenvolvimento de um micro-cromatégrafo
liguido (MANZ et al.,, 1990a) e neste mesmo periodo foi apresentado
também a comunidade cientifica o conceito de microssistemas de analises
totais (UTAS). Esses sistemas, propostos por Manz et al. (MANZ, GRABER
e WIDMER, 1990b), trouxeram muitas vantagens aos métodos de separacéo
existentes, pois em um unico dispositivo é possivel realizar varias etapas
prévias de analise como introducdo e pré-tratamento de amostra, reacoes
guimicas, separacfes analiticas além da integracdo como uma diversidade
de métodos de deteccdo (DITTRICH, TACHIKAWA e MANZ, 2006; MANZ,
GRABER e WIDMER, 1990b; WOOLEY et al., 1998). Além disso, a reducéo
da escala macro para a micro possibilitou a diminuicdo do consumo de
reagente e amostras, diminuindo consequentemente a geracao de residuos,
e aumento da frequéncia analitica. Todas essas vantagens conquistadas,
aliadas a eficiéncia de analise, que foi a motivagdo inicial para o
desenvolvimento dos sistemas miniaturizados, bem como a automacgao e
portabilidade desses dispositivos impulsionou o0 desenvolvimento e
consolidagéo da microfluidica no &mbito nacional e internacional (COLTRO

et al., 2007).
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1.2.  Microfluidica

Em termos de conceito, a microfluidica € um ramo da ciéncia que
estuda o comportamento e a manipulacdo do fluido em estruturas com
dimensdes micrométricas. E um campo multidisciplinar de pesquisa, que
pode ser considerada como fruto do desenvolvimento de algumas areas
fundamentais como a microeletrénica e andlise molecular (WHITESIDES,
2006).

Quem desenvolve trabalho nesta area, entende que varios aspectos
usuais que sdo levados em consideracdo na escala macrométrica dao
espaco a efeitos que afetam significativamente o “mundo” da escala micro,
como capilaridade e tenséo superficial (WHITESIDES, 2006). Além desses
parametros, o baixo nimero de Reynolds, nesses microdispositivos, é outro
fator importante que afeta todos 0s processos quimicos que ocorrem ha
escala micro. A existéncia deste fator impossibilita que a mistura de solucdes
ocorra no interior do microcanal pelo processo de convecg¢do, método
normalmente empregado na quimica convencional (WHITESIDES, 2006;
MANZ e EIJKEL, 2001).

Entretanto, o processo de difusdo tem sido um método eficiente na
mistura de solugbes nos dispositivos fabricados em microescala.
Considerando-se um cubo com aresta d, o tempo que uma molécula
necessita para percorrer essa distancia d diminui com o fator 1/d®. Para
ilustrar esse efeito, uma molécula com coeficiente de difusdo de 10 m?s™
necessita de 500 s para percorrer uma distancia de 1 mm, mas somente 5 s

para percorrer 100 um (MANZ e EIJKEL, 2001). Por outro lado, quando o
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assunto ndo é mistura de solu¢des no interior de um canal microfluidico, o
fendbmeno de difusdo pode ser um problema no processo de separacdo de
espécies sob aplicacdo de um campo elétrico. Em uma separacéo
eletroforética, por exemplo, existe um tempo limite (determinado
experimentalmente) para que as etapas de injecdo e separacdo de amostra
ocorram. No entanto, se este tempo for ultrapassado, o processo de difusdo
se inicia e a separacao dos analitos ocorre com baixa resolucéo e eficiéncia.
Para que este fendbmeno ndo aconteca € necessario se ter um controle

automatizado das etapas de injecéo e separacdo de amostra.

1.2.1. Microfluidica no Brasil

No Brasil o desenvolvimento de microssistemas analiticos comecou a
ser realizado no inicio da década de 2000, tendo o grupo de pesquisa do
Prof. Claudimir L. do Lago (Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo)
como 0 grupo pioneiro. A relativa demora cientifica ndo impossibilitou que
grandes avancos ou contribuicbes tecnoldgicas fossem relatados na
literatura por grupos brasileiros. Nos dias atuais, essa linha de pesquisa tem
sido objeto de estudo dos mais diferentes pesquisadores alocados nas
principais universidades do pais (COLTRO, 2004; NEVES, 2005; SILVA,
2006; COLTRO, 2008a; COSTA, 2009; DUARTE 2010; LIMA, 2010;
SEGATO, 2011; SILVA, 2011).

Um indicativo do crescente interesse cientifico nacional pelo processo
do desenvolvimento dos sistemas miniaturizados, em especial a

microfluidica, pode ser acompanhado pelo aumento do niumero de artigos
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publicados em periddicos especializados. De acordo com o que ja foi
divulgado, os grupos brasileiros tém contribuido significativamente com o
desenvolvimento de sistemas eletroforéticos (DO LAGO et al.,, 2003;
COLTRO et al., 2004; COLTRO, DA SILVA e CARRILHO, 2008b; PICCIN et
al., 2007), sistemas eletroanaliticos (DANIEL e GUTZ, 2003; DANIEL e
GUTZ, 2005; DANIEL e GUTZ, 2007; FERREIRA et al., 2008; DA SILVA et
al., 2009) e sistemas de analise de injecdo em fluxo de baixo custo
(IBANEZGARCIA et al.,, 2006; DE JESUS, BLANES e DO LAGO, 2006;
FONSECA et al., 2007; FONSECA et al., 2010). Como resultado das
contribuicbes brasileiras, ressalta-se a viabilidade do uso do toner, da
poliuretana e da ceramica verde como plataformas microfluidicas (DO LAGO
et al., 2003; COLTRO et al.,, 2004; COLTRO, DA SILVA e CARRILHO,
2008b; PICCIN et al., 2007; IBANEZGARCIA et al., 2006).

O desenvolvimento de plataformas alternativas e economicamente
vidveis para grupos com dificil acesso a instrumentacdo de alto custo tem
recebido uma boa aceita¢éo internacional. Uma prova dessa aceitacdo se da
pelo aumento das colaboragdes internacionais envolvendo universidades
bem conceituadas como Universidade de Harvard, Universidade da Virginia,
Universidade do Texas, Universidade do Kansas, dentre outras. Um dos
resultados mais positivos dessas colaboragbes internacionais € o
desenvolvimento de sistemas analiticos baseados em papel de filtro, do qual
o Prof. Dr. Emanuel Carrilho teve uma participacdo efetiva durante seu
estagio de pos-doutorado em Harvard (CARRILHO, MARTINEZ e

WHITESIDES, 2009; MARTINEZ et al., 2010a).
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O papel € um substrato com custo “quase zero” para microfluidica e,
além de facil obtencéo, apresenta biocompatibilidade e potencialidade para
aplicacdes no campo. Diferentes grupos de pesquisa vém explorando este
substrato para a confeccdo de sistemas para diagndésticos clinicos ou testes
rapidos. Os dispositivos de papel, assim como os de toner, integram a atual
geracdo de dispositivos analiticos descartaveis com elevada potencialidade
analitica e bioanalitica (MARTINEZ et al., 2010a; MARTINEZ et al., 2010b;
CARVALHAL et al., 2010; CHENG et al., 2010).

A Figura 1.1 apresenta um levantamento bibliografico do nimero de
publicacdes brasileiras relacionadas a microfluidica nos ultimos anos. Esta
pesquisa foi feita no dia 03 de abril de 2012 no banco de dados da ISI Web
of Knowledge usando-se as seguintes palavras-chave: microfluidic or
microchip electrophoresis or microchips or microdevices or miniaturized
devices. Para o ano de 2012, também foram considerados os artigos que ja
foram aceitos e estdo disponiveis online nos periédicos na forma néo
editada.

No grafico é possivel observar uma oscilacdo a cada dois ou quatro
anos nas publicacdes encontradas. Isso faz sentido para a pesquisa
realizada, pois este periodo € o tempo medio requerido para a formacao de
mestres e doutores nesta area. Apesar desse fator, € possivel notar uma
expansao no numero de publicacdes desde a implementacao dessa linha de
pesquisa no Brasil. Em outras palavras a microfluidica tem sido cada vez
mais explorada na formacdo de recursos humanos (mestres e doutores) e

estagios de pos-doutoramento.
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Diante deste panorama, a expectativa € que numero de publicacdes
continue aumentando nos proximos anos, uma vez que, em alguns centros
de pesquisa, a formacdo de recursos humanos estd sendo conduzida

integralmente na area da microfluidica.

20
18- I Artigos publicados
|| I Estimativa para 2012
16
14 -

Numero de publicacbes

2S5 o o0 I Sl P P B0 >
Ano

Figura 1.1 Evolucdo do numero de publicagBes de trabalhos desenvolvidos por

pesquisadores brasileiros na area da microfluidica em fun¢do do ano. Os dados
foram extraidos do banco de dados ISI Web of Knowledge usando as seguintes
palavras-chave: microfluidic or microchip electrophoresis or microchips or
microdevices or miniaturized devices em 03/04/2012. Para o ano de 2012, foi feito
uma estimativa visando um aumento no numero de publicacdes de
aproximadamente 30% até o més de Dezembro, em relacdo aos numeros

encontrados no més de Abril.

Um reflexo dessa expansédo nacional da area mencionada pode ser
mensurado pela criacdo de Workshop de Microfluidica no pais
(http://www.Innano.org.br/workshopmicrofluidica/). O primeiro evento foi
realizado no ano de 2011 em apenas um dia e nele foi possivel acompanhar

0s inumeros trabalhos que estdo sendo desenvolvidos nesta area. O
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sucesso do primeiro evento, que contou com a presenca de mais ou menos
120 participantes, colaborou, sem duavidas, para sua expanséo e despertou
em diversos pesquisadores o interesse no desenvolvimento desta linha de
pesquisa. O sucesso foi tanto que um segundo Workshop sera realizado
neste ano de 2012, com tempo expandido para dois dias e participacdo de

palestrantes internacionais.

1.3. Eletroforese Capilar

Diversas técnicas de separacdes analiticas vém sendo desenvolvidas
em micro-escala, como a cromatografia em fase gasosa (CG) e em fase
liquida (CL) e a eletroforese capilar (EC) (AUROUX et al., 2002; WEST et al.,
2008; ARORA et al., 2010). Dentre essas técnicas a EC foi a que mais se
desenvolveu nesta area, devido principalmente a sua simplicidade
instrumental e facilidade em relacdo ao transporte de fluido (BILITEWSKI et
al., 2003). Desenvolvida na década de 80 a técnica surgiu como uma
alternativa a cromatografia em fase liquida (TAVARES, 2003).

Em EC, as separagdes ocorrem em capilares com diametro interno do
capilar da ordem de 15-100 um. Estas dimensdes fornecem a esta técnica
diversas vantagens sobre os sistemas realizados em gel. O uso do capilar
favorece ainda uma eficiente dissipagao do calor gerado pela passagem da
corrente elétrica (efeito Joule), além de permitir a aplicacdo de campo
elétrico mais elevado, de 100 — 500 V cm™, devido a sua alta resisténcia
elétrica (TAVARES, 2003). Outras vantagens encontradas em relagéo a esta
técnica inclui o consumo reduzido de amostra, completa automacdo de

andalise que possibilita a injecdo e deteccdo em fluxo e a possibilidade de
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integracdo com diversos metodos de deteccdo (TAVARES, 1996, TAVARES,
2003).

A eletroforese baseia-se na separacdo de espécies eletricamente
carregadas a partir de suas diferentes mobilidades, sob a influéncia de
campo elétrico (TAVARES, 1996). Um sistema basico de um equipamento
de EC, apresentado na Figura 1.2, é constituido de dois reservatoérios que
contém uma solucéo eletrolitica, conectados entre si por meio de um tubo
capilar normalmente de silica fundida, preenchido com a mesma solucéo
eletrolitica. Em cada reservatério é mantido um eletrodo de platina
conectado a uma fonte de alta tensdo, no qual esta fonte ir4 fornecer a
diferenca de potencial requerida para a separacdo dos analitos. Os analitos
por sua vez, quando injetados migram no interior do capilar e sdo detectados
pelo sistema de deteccdo que esta acoplado do lado oposto a injecdo. O

sinal gerado é enviado ao software de leitura gerando um eletroferograma.

Fonte de
Alta Tensdo y >
7 7
Detector | -~ -
Capilar >

Amostra

Figura 1.2 Esquema da instrumentacao basica requerida para um sistema EC.
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A mobilidade das espécies no interior do capilar é definida pela
relacdo carga/tamanho. A equacdo 1 descreve matematicamente a
mobilidade dessas espécies, sendo que v € a velocidade do ion, E o campo
elétrico aplicado, g é a carga do composto, n é a viscosidade do meioer é o

raio do ion.

p=—2-_1 (Equagéo 1)
E é6nnr

Quanto maior for a razao entre a carga e o tamanho da espécie maior
sera a mobilidade eletroforética, deste modo moléculas pequenas e
altamente carregadas migram através do capilar mais rapido que moléculas
grandes e com carga menor.

Um fator que influencia diretamente na mobilidade das espécies é o
fluxo eletrosmatico (FEO) gerado no interior do capilar. Este fenébmeno que é
caracteristico da técnica de EC ocorre devido ao fluxo da solugédo induzido
pelo campo elétrico aplicado (BAKER, 1995). O FEO é caracterizado por um
perfil radial constante da velocidade, o que ndo contribui para o alargamento
do pico. Este fator distingue EC dos métodos cromatograficos em fase
liguida, que apresenta um fluxo com perfil parabdlico, caracteristico de um
sistema induzido por pressdo (BAKER, 1995). A existéncia do FEO no
capilar se deve a presenca de dupla camada elétrica que se forma na
interface parede do capilar/solucdo. Com solu¢cbes em pH acima de 3 os
grupos silanois da superficie interna do capilar sdo ionizados gerando uma

densidade de cargas negativas. Estas cargas negativas atraem as cargas
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positivas dos cations que estdo presentes na solucdo, formando a dupla
camada elétrica. Com a aplicacdo do potencial esta camada elétrica é
arrastada em direcdo ao catodo, e como estes estdo completamente
solvatados carregam consigo toda a solugcdo tampédo, gerando o FEO
(BAKER, 1995). A Figura 1.3 apresenta esquema de geracdo do FEO no

interior do tubo capilar.

+ -
Anodo Catodo

Figura 1.3 Representacdo da geracdo do FEO no interior do capilar.

O fenbmeno do FEO permite que em uma Unica andlise sejam
separadas tanto os cations, quanto anions e as espécies neutras. Os cations
migram em direcédo ao catodo com mobilidade maior que o FEO. Os anions,
por apresentarem menor mobilidade eletroforética que o FEO, migram em
menor velocidade e as moléculas neutras migram juntamente ao fluxo. A

Figura 1.4 mostra a ordem de migracao das espécies no capilar.
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Figura 1.4 Esquema de ordem de migragéo da espécies no capilar.

De acordo com a necessidade da analise, a magnitude do FEO pode
ser controlada, podendo ser reduzida, suprimida ou até mesmo ter sua
direcdo invertida. A reducao do fluxo € necessaria quando se deseja separar
espécies que apresentam mobilidades muito préximas. Essa reducdo pode
ser conseguida através da modificacdo de parametros fisico-quimicos do
eletrdlito de corrida, como pH, for¢a ibnica, viscosidade, temperatura ou até
mesmo pela adicdo de algum aditivo organico (TAVARES, 1997). Ja a
inversdo da direcdo do FEO € aplicada com o objetivo de se analisar anions
com um menor tempo de andlise. Esta inversdo pode ocorrer pela alteracéao
da polaridade, fazendo com que o fluxo apresente direcdo anidnica ou pela
adicdo de modificadores quimicos ao tampé&o de corrida. Existe uma gama
de compostos que podem ser utilizados para este propdésito, como o brometo
de cetil(triymetilamonio (CTAB), cloreto de cetil(tri)metilamonio (CTAC) e o
brometro de tetradecil(triymetilaménio (TTAB). Esses sais de aminas
quaternarias apresentam em sua estrutura uma regido hidrofilica e outra
hidrofébica. Enquanto a extremidade hidrofilica se associa aos grupos

silanoatos presentes na parede do capilar a extremidade hidrofébica se liga
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a outras aminas quaternarias presentes em solucdo (BAKER, 1995;
TAVARES, 1997). Assim, a extremidade hidrofilica livre da amina atrai os
anions do tampdao, que por sua vez sdo atraidos em direcdo ao eletrodo
positivo (&nodo), resultando na inverséao do FEO.

Outro fator importante a ser determinado € a magnitude do fluxo
gerado no capilar. No entanto, para se obter a magnitude do FEO e
necessario conhecer primeiramente a velocidade desse fluxo no meio. Esta

velocidade pode ser mensurada a partir da equacéao 2:

Vrgo = Upgo E (Equacgao 2)

O Urpgo que é denominado como mobilidade eletroosmotica, pode ser

calculada a partir da equacao 3:

&

e (Equacéo 3)

Ureo =

No qual, € é a constante dielétrica do tampéo e ¢ é o potencial zeta.
A magnitude do FEO, por sua vez, pode ser determinada pela injecao
e detecgao de um marcador neutro, no qual o tempo de migracéo (t,,,) desse

composto € utilizado para o célculo da mobilidade eletrosmética (BAKER,
1995). Neste caso, € importante conhecer também o comprimento efetivo (I)

(comprimento do capilar até o ponto de deteccdo), e a velocidade

eletroosmotica Vrgo Obtida em cm s, que é representado pela equagéo 4:

Vrgo = — (Equacéo 4)
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Combinando entdo as equacdes 2 e 4, a mobilidade eletroosmotica
(urgo) dada em cm?v?'s™, pode ser calculada pela divisdo da velocidade
eletroosmética, em cm s, pelo campo elétrico, E, dado em V cm™.

Outro método frequentemente utilizado para 0 mesmo propdsito é o
monitoramento da corrente eletroforética dentro de um capilar na presenca
de uma solucao eletrolitica e duas concentracfes diferentes. Este método foi
proposto por Huang et al. (HUANG, GORDON e ZARE, 1988) e consiste
inicialmente no preenchimento do capilar com uma das solugfes. Aplica-se
uma diferenca de potencial, por determinado tempo, registrando a corrente
eletroforética gerada. Em seguida, faz-se a troca da solucdo € repete o
procedimento descrito acima. A mudanca de concentracdo no meio provoca
uma alteracdo na corrente eletroforética monitorada, devido a diferenca de
condutividade. O tempo necessario para que a alteracdo dessa corrente
aconteca € determinado de tempo do FEO. Tendo os parametros como
comprimento do capilar, potencial aplicado e o tempo do FEO torna-se

possivel o calculo da mobilidade eletroforética.

1.4. Eletroforese em Microssistemas

A eletroforese em micro-escala foi desenvolvida com suas bases
sedimentadas na EC. Assim, todos os conceitos aplicados em EC séao
vélidos para a eletroforese em microchips. No entanto, a diferenga existente
entre as duas se da no local de ocorréncia do processo de separacao,
enquanto em EC o fenbmeno ocorre no capilar, nos microssistemas o

mesmo acontece no interior de um microcanal.

14



Introducéao

A configuracdo dos microssistemas de eletroforese (MSE) mais
comumente utilizados estd apresentada na Figura 1.5. Neste € possivel
notar que o MSE é composto por um canal de injecdo e um canal de
separacdo, 0s quais estdo dispostos na configuragdo em cruz. Na
extremidade de cada microcanal estdo representados reservatorios
destinados as solugdes. Os reservartorios 1, 2, 3 e 4 sdo destinados para
amostra, descarte da amostra, tampdo e descarte do tampéo,
respectivamente. A interseccdo entre 0s canais de injecdo e separacao pode
sofrer variacdo geométrica de modo a controlar o volume de amostra para
ser introduzido dentro do canal de separacdo (GAWRON, MARTIN e
LUNTE, 2001). Além da geometria em cruz (simples-T) os canais podem ser

arranjados em duplo-T, conforme apresentado na Figura 1.5B.

(B)

injecao

Simples-T

separacdo

[0»)
(@]

duploT

Figura 1.5 Diagrama esquematico de MSE (A), evidenciando arranjos dos canais
nas configuracdes em simples-T ou duplo-T (B). Em (A), os reservatorios para
amostra, descarte de amostra, tampé&o e descarte do tampéo estéo representados
pelos numeros 1, 2, 3 e 4, respectivamente. As indicacdes e0 e el representam a

os eletrodos utilizados no sistema C*D.
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1.4.1. Introducdo da Amostra em Microssistemas Eletroforéticos

Os métodos de introducéo de amostras em MSE representam um dos
parametros mais importantes no processo de separacdo, pois suas
caracteristicas determinam a qualidade de uma separacdo e assegura a
repetibilidade analitica (FU et al., 2002). Nos sistemas miniaturizados o
método de injecdo eletrocinética € o mais utilizado, embora ja existam
alguns trabalhos envolvidos no desenvolvimento de injecdo hidrodinamica
(GREENWOOD e GREENWAY, 2002; BACKOFEN, MATYSIK e
LUNTE, 2002; SAITO, COLTRO, e De JESUS, 2012).

Nos microdispositivos existem trés modos basicos de injecao
eletrocinética: unpinched (RODDY, XU e EWING, 2004), pinched (ALARIE,
JACOBSON e RAMSEY, 2001) e gated (JACOBSON e RAMSEY, 1995).
Dentre eles, o0 modo mais simples de injecdo é o unpinched, pois requer
apenas uma fonte de alta tensdo para realizar as etapas de injecao e
separacao dos analitos. Neste processo, o volume de amostra a ser injetado
€ definido pela geometria e disposicdo entre os canais de injecdo e
separacdo (RODDY, XU e EWING, 2004). Basicamente este modo de
injecdo consiste na aplicacdo de potencial entre os reservatorios (1) e (2)
(figura 1.5A) por um tempo normalmente menor que 10 s. Durante este
processo, a amostra é injetada e preenche todo o canal de injecédo definindo
0 plug de amostra pela intersec¢do dos microcanais. Em seguida, para que
as espécies migrem e se separem no interior no canal de separacdo o
potencial € chaveado e aplicado somente aos reservatorios (3) e (4) de

modo que o processo de separacao eletroforética ocorra.
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1.5. Plataformas Microfluidicas

Existe uma variedade de materiais que podem ser empregados para
fabricacdo dos microchips analiticos. Nas décadas de 1970 e 1980 o
material pioneiro para a producdo dos microchips foi o silicio. Naquela época
este substrato era utilizado em larga escala para confec¢do de circuitos
integrados. No entanto, o alto valor agregado e problemas relacionados a
transparéncia Optica e inércia quimica fizeram com este material fosse
gradativamente substituido pelo vidro e/ou pelo quartzo (COLTRO et al.,
2007). Ja na década de 1990 o vidro passou a ser o0 substrato mais utilizado
para fabricacdo dos MSE. Este material apresenta propriedades fisicas e
quimicas que foram de fundamental importancia para o desenvolvimento da
eletroforese em microescala. Parametros como alta eficiéncia em dissipacéo
de calor, boa transparéncia Optica, baixa reatividade quimica, bom
isolamento elétrico e principalmente a similaridade da superficie do vidro
com a superficie do capilar de silica fundida foi o que impulsionou o largo
emprego deste material (COLTRO et al., 2007).

Os dispositivos de vidro sdo comumente fabricados pela técnica de
fotolitografia seguida de corrosdo quimica por via imida e selagem térmica
(SEGATO et al., 2010). Este método de fabricacdo confere a este material
algumas desvantagens, pois 0 processo € laborioso, de custo elevado,
requer acesso a ambientes limpos bem como a utilizacdo de equipamentos
sofisticados 0 que restringe seu USO a poucos grupos de pesquisas

(MCCREEDY, 2000).
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Devido a essas desvantagens, relacionadas principalmente ao
processo de fabricacdo e aos avancos tecnoldgicos recorrentes, a pesquisa
foi impulsionada a desenvolver materiais alternativos que pudessem produzir
resultados com a mesma capacidade que dispositivos fabricados em vidro.
Neste contexto, a utilizacdo de materiais poliméricos para estes fins tem
apresentado um impressionante crescimento. Esses substratos agregam
caracteristicas como custo reduzido, facilidade de fabricacéo,
biocompatibilidade, flexibilidade, inércia quimica e transparéncia Optica
(BECKER e GARTNER, 2008; ELODIE et al.,, 2011). Além disso, esses
materiais oferecem a vantagem da prototipagem, ou seja, fabricacdo de
varios dispositivos utilizando um Unico molde.

Uma variedade de polimeros pode ser empregada para fabricacéo
dos MSE, nos quais podem ser incluidos poli(dimetilsiloxano) (PDMS)
(MCDONALD et al., 2000; MCDONALD et al., 2002), poli(metil metacrilato)
(PMMA) (WANG et al., 2002; CHEN Y, ZHANG e CHEN G., 2008),
poli(carbonato) (PC) (WANG et al., 2008), poli(uretana) (PU) (PICCIN et al.,
2007), poli(etileno tereftalato) (PET) (ROSSIER et al., 1999) e polimero
termopléstico a base de olefina de estrutura amorfa (TOPAS) (CASTANO-
ALVAREZ, FERNANDEZ-ABEDUL e COSTA-GARCIA, 2005). Estes
dispositivos poliméricos podem ser fabricados pelos processos de litografia
suave (MCDONALD et al., 2000; MCDONALD et al., 2002), estampagem a
quente (CHEN Y, ZHANG e CHEN G., 2008; CHEN Z, ZHANG e CHEN G,
2010), moldagem por injecdo (WANG et al., 2002).

Ainda nesse contexto de materiais alternativos, uma tecnologia

brasileira e inovadora para producdo de dispositivos analiticos de baixo
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custo foi desenvolvida. Denominada processo de impressédo direta, esta
tecnologia foi proposta por Do Lago et al. (2003) e se baseia no uso do toner
para fabricagdo dos microchips (DO LAGO et al.,, 2003). A plataforma
promissora para aplicacdo microfluidica tem a tecnologia mais simples e
mais barata que as ja citadas anteriormente, sendo que cada dispositivo de
poliéster-toner (PT) custa em torno de R$ 0,10.

Este método de fabricacdo consiste primeiramente no desenho do
layout do dispositivo seguido da impressao do mesmo sobre uma folha de
transparéncia com o auxilio de uma impressora a laser. Durante o processo
de impressdo, os canais microfluidicos sdo formados pela delimitacdo de
linhas brancas, isto é, durante este processo na regido delimitada nao
ocorrerd deposicdo da particula de toner. Apos a etapa de impressao, o
desenho impresso € alinhado contra um filme de transparéncia em branco
ou alinhado contra a imagem especular do préprio dispositivo impresso, e
em seguida as duas partes sdo submetidas a selagem térmica a fim de
proporcionar a vedagcdo dos canais microfluidicos. O tempo total de
fabricacdo, envolvendo todas as etapas, desenho, impressao e laminagéao,
dura em torno de 10 minutos.

Outra caracteristica marcante desse processo é a simplicidade
instrumental. Para a fabricacdo desses dispositivos € necessario apenas um
computador, uma impressora a laser, uma plastificadora e um perfurador de
papel. Essa instrumentacdo pode ser adquirida por um valor de
aproximadamente R$ 2.000,00. Quando comparado as tecnologias
convencionais de fabricacdo, 0 processo de impressao direta ¢é

economicamente viavel para pesquisadores com recursos limitados e sem
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acesso a outras tecnologias de fabricacdo. Além disso, 0s equipamentos
necessarios, como cartucho de toner e folhas de transparéncia, sao

facilmente encontrados.

1.6.  Dispositivos de Poliéster-toner

Os dispositivos fabricados em poliéster-toner (PT) tém sido aplicados
por diferentes grupos de pesquisas para realizar separacdes eletroforéticas
de diferentes classes de compostos. Quando acoplados a métodos de
deteccdo eletroquimicos como amperometria e condutometria os microchips
sdo utilizados na deteccdo cations inorganicos (COLTRO et al., 2008b),
espécies anibnicas, como iodeto e ascorbato (COLTRO et al., 2004),
compostos farmacéuticos (LIU et al., 2006a) e neurotransmissores (YU et al.,
2008a; LU et al., 2009).

Além dos métodos de deteccdo eletroquimicos, alguns trabalhos
descrevem o emprego desses dispositivos utilizando-se os métodos de
deteccdo por fluorescéncia (COLTRO, LUNTE e CARRILHO, 2008c;
DUARTE et al.,, 2011; DUARTE et al., 2012). Além da fluorescéncia, Do
Lago et al. (2003) mostraram que o0s microchips de PT podem ser
perfeitamente adaptados para produzir “eletrospray”, etapa de ionizagao
necessaria para deteccdo em espectrometria de massas.

Os chips de PT também apresentam um grande pontencial para
aplicacdes em amostras biolégicas nos processos de extracao, purificacao e
pré-concentracdo. Liu et al. (2006b) apresentou o emprego dos dispositivos

de PT para realizacdo de reacdes enzimaticas (LIU et al., 2006b). Neste
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trabalho, os autores descrevem a constru¢cdo de um micro-reator no interior
do microcanal. Outro trabalho recente descreve a aplicacdo destes mesmos
dispositivos descartaveis para purificacdo e concentracao de proteina (YU et
al., 2008b). Duarte et al. (2011) relatam que os chips de PT podem ser
também utilizados na extracdo em fase solida de moléculas de DNA, com
auxilio de particulas magnéticas. Depois de extraidas, as moléculas séo
amplificadas por RPC, separadas de acordo com o tamanho dos fragmentos
e detectadas por fluorescéncia (DUARTE et al., 2011; DUARTE et al., 2012).

Apesar de todas as vantagens relatadas aos dispositivos de PT e todo
o potencial analitico que esta plataforma promissora apresenta, estes
microchips possui alguns problemas que necessitam ser resolvidos e melhor
estudados. Quando comparado as plataformas microfluidicas mais
comumente utilizadas como vidro e PDMS, os dispositivos de PT
apresentam baixa eficiéncia de separacao e baixa magnitude de FEO. Além
disso, dados da literatura revelam que estrutura da parede microfluidica
contribui com cerca de 90% para o alargamento do pico, devido a interacéao
do analito com a parede do canal (COLTRO, LUNTE e CARRILHO, 2008c;
DUARTE et al, 2012). A associacdo desses problemas tem afetado
negativamente a resolucdo da  separacdo  eletroforética e,
consequentemente a repetibilidade analitica nos chips de PT (COLTRO,
LUNTE e CARRILHO, 2008c). O parametro principal relacionado com o0s
problemas mencionados € a magnitude e estabilidade do FEO. Nos
dispositivos de PT, a geracdo do FEO ainda ndo é completamente
compreendida. O que se sabe é que o FEO neste material € dependente da

composic¢ao quimica do toner e da superficie do filme de transparéncia.
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1.7. Meétodos de Deteccdo para Sistemas Microfluidicos

Os MSE podem ser acoplados a varios sistemas de deteccdo como
fluorescéncia induzida a laser (FIL), a espectroscopia de massa (EM) e os
modos eletroquimicos como a amperometria, potenciometria e condutimetria
(RAMSEY R.S. e RAMSEY J.M., 1999; COLTRO et al., 2004; LIU et al.,
2006a; COLTRO et al., 2008b; COLTRO, LUNTE e CARRILHO, 2008c;
DUARTE et al., 2011).

Dentre estes métodos, a FIL e a EM, apesar de serem as técnicas
que apresentam melhores niveis de detectabilidade e forneca um alto grau
de informacado sobre as espécies, sdo métodos que requerem um completo
controle de instrumentacao off-chip e apresentam alto custo instrumental,
fatores estes que comprometem as caracteristicas e o0s beneficios da
miniaturizacdo (COLTRO et al.,, 2007). Neste contexto, os métodos de
deteccao eletroquimica ganham destaque, pois além de apresentarem facil
integracdo aos sistemas miniaturizados, estes agregam a vantagem de
permitir a completa automacgédo on-chip facilitando a portabilidade dos
sistemas (WANG, 2002; VANDAVEER et al., 2004). Além disso, as mesmas
tecnologias utilizadas para fabricagcdo dos microdispositivos podem ser
empregadas para fabricagéo de microeletrodos.

Apesar do método amperométrico ser o mais amplamente empregado
aos microssistemas analiticos, a detecgcdo condutométrica, em especial a
sem contato, vem sem duvidas ganhando espago no campo da microfluidica

nos ultimos dez anos (COLTRO et al., 2012).
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A deteccdo condutométrica sem contato, também conhecida como
deteccdo condutométrica sem contato acoplada capacitivamente (C*D) foi
inicialmente integrado aos sistemas miniaturizados em 2001 (GUIJT et al.,
2001). Desde entédo tém se apresentado como uma ferramenta poderosa na
deteccdo de diversas espécies analiticas, incluindo espécies organicas e
inorganicas.

O sucesso de integracédo da C*D com os sistemas microfluidicos se
deve a algumas caracteristicas importantes como: isolamento elétrico dos
eletrodos, simplicidade instrumental, deteccdo universal, baixo custo e
facilidade na integracdo aos sistemas de eletroforese (BRITO-NETO et al.,
2005a; BRITO-NETO et al., 2005b). O isolamento fisico dos eletrodos em
relacdo a solucdo eletrolitica utilizada é uma importante vantagem desse
sistema, pois a resposta obtida ndo sofre interferéncia do campo elétrico
aplicado e os eletrodos utilizados nédo sofrem degradacédo ao decorrer das
analises (KUBAN e HAUSER, 2011).

O sistema de C*D faz uso de dois eletrodos que sdo acoplados nas
proximidades do canal microfluidico, onde o processo de separagcdo das
especies ocorre. Basicamente, o sistema funciona com a aplicagdo de um
sinal senoidal de alta frequéncia a um dos eletrodos (eletrodo de excitacao)
e consequente geracdo de uma corrente alternada, esta € acoplada
capacitivamente no eletrolito e captada pelo segundo eletrodo, chamado
eletrodo receptor. Esse sinal de corrente gerado é proporcional a
condutividade das espécies que estdo ali presentes (BRITO-NETO et al.,

2005a; BRITO-NETO et al., 2005b).
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A geometria e 0 posicionamento dos eletrodos desempenha um papel
muito importante no acoplamento do sinal bem como na sensibilidade da
célula de deteccdo C*D. Existem diversos trabalhos na literatura que
descrevem os melhores arranjos para este sistema de deteccio (KUBAN e
HAUSER, 2008; WANG, CHEN e MUCK, 2009; MAHABADI et al., 2010; XU
et al.,, 2010; FERCHER et al., 2010). Geralmente os eletrodos de deteccéo
sdo acoplados aos MSE no modo denominado fora do plano. Neste, os
eletrodos podem ser fixados sobre a tampa do dispositivo ou sobre sua
base. Essa diversidade de integracdo permite que os eletrodos possam ser
fabricados com técnicas de baixo custo, ou até mesmo a utilizacdo de fitas
metélicas adesivas (DO LAGO et al., 2003).

Mais informacfes a respeito desse método de deteccdo bem como
sua funcionalidade, aplicacdes e todo o processo evolutivo desse sistema
podem ser acompanhados em artigos de revisdo (KUBAN e HAUSER, 2008;

KUBAN e HAUSER, 2011; COLTRO et al., 2012).
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2. Objetivos

2.1. Objetivos principais

O presente trabalho visa melhorar o desempenho analitico da plataforma
microfluidica estruturada em poliéster-toner (PT). Para atingir esse objetivo,
dois tipos de transparéncia provenientes de diferentes fabricantes foram
investigados. A geragédo e a magnitude do FEO, bem como a influéncia dos
efeitos geométricos sobre este parametro, foram sistematicamente avaliadas.
Adicionalmente, esta dissertacdo apresenta as primeiras analises qualitativas
de espécies inorganicas em amostras de bebidas e mistura de farmacos

usando-se MSE de PT acoplados com C*D.

2.2. Obijetivos secundarios

Além dos objetivos principais, este trabalho também visa demonstrar o
uso do toner pigmentado na producdo dos MSE de PT. Nesta parte do
trabalho, estudou-se o efeito da pigmentacdo do toner no desempenho
eletroforético dos microdispositivos. Os dispositivos coloridos foram
comparados com aqueles fabricados a partir do toner convencional (impressora
monocromatica). Os diferentes tipos de toner foram caracterizados por analise

elementar, técnicas espectroscopicas, analise morfoldgica e perfilometria.
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3. Procedimento Experimental

3.1. Reagentes e Preparo das Solugdes

Todas as solugcbes empregadas no desenvolvimento da parte
experimental foram preparadas semanalmente utilizando-se agua deionizada
(resistividade 18 MQ cm). Os reagentes utilizados estao listados na Tabela 1
e foram usados como recebidos dos fabricantes, ou seja, sem tratamento e

purificacdo prévia.

Tabela 1- Relacdo de reagentes utilizados no desenvolvimento da parte

experimental.

Massa Molar

Reagentes Fabricante ~ Fureza
(g/mol)

Acido 2-(N-morpholino) etanosulfénico 195,24 Sigma >99%
(MES)
Cloreto de sodio 58,44 Sigma =299,8%
Cloreto de potassio 74,55 Sigma 299,5%
Cloreto de litio 42,39 Sigma 298,5%
Fosfato de potassio monobasico 137,99 Sigma 298%
Fosfato de potassio dibasico 141,96 Sigma >99%
L-Histidina (His) 155,15 Sigma >99%

Para todos os cations foram preparadas solu¢bes estoques na

concentracdo de 10mmolL®. As solucbes de fosfato de potéssio

monobasico e dibasico foram preparadas nas concentracfes de 10 e

20 mmol L™ em pH 9.
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3.1.1. Amostras Reais

A farmacia Therapheutica forneceu gentilmente as amostras padréo
(p6) de diclofenaco de sédio e diclofenaco de potassio. A amostra de
carbonato de litio (Carbolithium®) foi adquirida em uma farmacia na forma de
comprimido. A bebida energética Gatorade® foi comprada em um
supermercado (Walmart™) na cidade de Goiania. Assim como os padrdes,
as solucfes dos farmacos foram preparadas em agua deionizada em uma
concentracdo estoque estimada de 10 mmol L™. De cada solucdo estoque
foi retirado uma aliquota de 10 pL e diluida em 1,0 mL agua deionizada, de
modo que cada analito apresentasse concentracdo final de 100 pmol L™
Para a bebida energética foi retirada uma aliquota de 6,1 pL e diluida em

1,0 mL agua deionizada.

3.2. Materiais

Para fabricacdo dos dispositivos de PT, foram utilizados dois filmes de
poliéster de marcas distintas, sendo uma obtida junto a 3M (Austin, TX,
USA) do modelo CG 3300 e outra adquirida junto a Filipaper (Rio de Janeiro-
RJ, Brasil) do modelo FP 0260.

Uma impressora a laser monocroméatica com resolugdo de 1200 dpi
(dots per inch) (Hewlett Packard, modelo HP LaserJet P1005) foi utilizada
para producdo dos microchips. O cartucho de toner empregado (modelo
C4096A) foi obtido junto a Hewlett Packard, (Palo Alto,CA,USA). Na etapa
de selagem térmica para estes dispositivos, foi empregada uma laminadora

obtida junto a Gazela (Divinépolis-MG) modelo AC 00.12.30. Para impresséao
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dos dispositivos coloridos foi utilizada uma impressora policromatica (Hewlett
Packard, modelo HP CP1515n) com resolugdo de 1200 dpi. Neste caso, a
laminadora utilizada foi do modelo 230 AC que possui um sistema de
controle de temperatura. A temperatura empregada para selagem térmica foi

fixada em 140 °C.

3.3. Fabricacéo dos Microchips de PT

Os dispositivos de PT foram fabricados pelo método da impressao
direta (DO LAGO et al., 2003), no qual detalhes sobre o processo de
fabricacdo pode ser facilmente encontrado em varios trabalhos descritos na
literatura (DO LAGO et al., 2003; COLTRO et al., 2004).

Resumidamente o processo consiste inicialmente no desenho da
configuracdo do dispositivo com auxilio de um sofware gréfico (Corel Draw
versao 13.0). Logo apéds, o layout foi impresso sobre o filme de transparéncia
utilizando uma impressora a laser. Apés este passo, 0 padrao impresso foi
alinhado com uma prépria folha de transparéncia sem toner, formando
dispositivos com simples camada de toner (SCT). Além das estruturas
microfluidicas definidas em SCT, a imagem impressa também foi alinhada
com sua imagem especular impressa na mesma folha de transparéncia,
formando chips com dupla camada de toner (DCT). Como a camada de
toner é o que define a profundidade dos microcanais, os chips com SCT e
DCT apresentam aproximadamente 5 e 10um de profundidade
respectivamente. Nos dois casos, a partes alinhadas foram entdo laminadas

com auxilio da laminadora térmica. Antes do processo de alinhamento e
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selagem, o padrédo impresso foi perfurado, utilizando-se um perfurador de
papel, na regido delimitada aos reservatérios. Esta etapa € importante uma
vez que garante que a solucéo tenha acesso ao canal microfluidico. Apos a
etapa de laminacdo, colou-se no dispositivo bases de ponteiras de
micropipetas formando reservatorios para solucdes. A Figura 3.1 apresenta

um esquema simplificado de todo o processo de fabricacdo descrito.

| I Filme de Poliéster I

Canais

1 | I\
Camadade toner

1l

Dispositivo de L_-_J Dispositivos de
simples camada F_—_ﬂ F_—_ﬁ duplacamada

5| € Reservatorio

v‘ \

Figura 3.1 Esquema simplificado do processo de fabricacdo dos microchips em PT.
lfilme de transparéncia; Il, impressao do dispositivo sobre o filme de poliéster; Ill e
IV alinhamento e selagem do dispositivos, formando canais com SCT e DCT, V,
colagem dos reservatorios e obtengéo do dispositivo final.

Os microchips utilizados para avaliagdo da influéncia dos parametros
geométrico sob a magnitude do FEO, foram fabricados com SCT e DCT na
configuracdo de um canal Unico com comprimento total de 2 cm (Figura
3.2A). A largura e a profundidade dos dispositivos variaram de 100 a 300 um
e 5 e 10 um, respectivamente.

Os microdispositivos utilizados para andlises eletroforéticas foram
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fabricados na configuracdo de duplo-T com gap 200 um de DCT e com o0s
canais de injecdo e de separacdo com 15 e 50 mm de comprimento e
200 pm de largura. A Figura 3.2 apresenta o layout dos dispositivos

utilizados no desenvolvimento do trabalho.

@ (A (B) 15mm , )

T . fﬂﬂ—"”
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ok Injecdoemduplo-T

B

- [
Canal inico

Figura 3.2 Layout dos dispositivos utilizados no desenvolvimento do trabalho. (A)
microchip de canal unico empregado nas medidas de FEO e (B) dispositivo utilizado
nas separacoes eletroforéticas.

3.4. Procedimento Eletroforético
3.4.1. Controle Eletrocinético

Os microcanais foram inicialmente preenchidos com solugéo tampéao
atraves da acao capilar. ApOs esta etapa, o tampao foi adicionado a todos os
outros canais e foram pré-condicionados durante 5 min sob aplicacdo de
campo elétrico de 200 V cm™. O transporte eletrocinético foi realizado com
uma fonte de alta tensdo miniaturizada (C40, EMCO, Sutter Creek. CA,
USA), a qual foi interfaceada com uma placa de controle e aquisicdo de
dados da National Instruments (modelo NI-USB-6009) conectada via porta

USB em um microcomputador com processador Pentium® Dual-Core E

30



PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

5500, sistema operacional Microsoft Windows XP professional. Os potenciais
de injecao e separacdo bem como o registro da corrente eletroforética foram
controlados por um software escrito em LabVIEW®.

Eletrodos de platina (diametro de 1 mm e comprimento de 20 mm)
foram colocados nos reservatorios dos dispositivos e conectados a esta
fonte de alta tensdo. As injecdes eletrocinéticas foram realizadas apos
estabilizacdo de linha de base com utilizacdo do método unpiched (RODDY,
XU e EWING, 2004). As injecOes foram realizadas aplicando o potencial
desejado (1 kV) durante 10 s ao reservatorio que contém a amostra com o
aterramento posicionado no reservatorio destinado ao descarte da mesma.
As separacoes foram conduzidas chaveando a aplicacdo do potencial para o
reservatério do tampdao de corrida com o terra no reservatorio de descarte
posicionado apo6s o ponto de deteccdo. A Figura 3.3 ilustra este processo de

injecao e separacdo amostra.

Figura 3.3 Processo de injecdo de amostra pelo método unpinched. (A) Injecdo da
amostra, no qual o aplica-se potencial de 1kV por durante 10s entre os
reservatorios 1 e 2. (B) Separagdo do plug de amostra, aplicando a diferenga de
potencial entre os reservatérios 3 e 4. As indicacdes €0 e el indicam os eletrodos
de excitac&o e receptor do sistema C*D.
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3.4.2. Determinacdo da Magnitude do Fluxo Eletrosmotico (FEO)

As medidas de FEO foram realizadas seguindo o método do
monitoramento da corrente (HUAG, GORDON e ZARE, 1988) realizando
corridas alternadas com duas soluc¢des tampéao de concentracdes diferentes

(10 e 20 mmolL™), sob a acdo de campo elétrico de 250 V cm™.

3.4.3. Deteccdo C'D

A deteccdo condutométrica sem contato foi realizada utilizando-se um
sistema construido em laboratorio com eletrbnica similar a trabalhos
preliminares (COLTRO, DA SILVA e CARRILHO, 2008b; COLTRO, DA
SILVA e CARRILHO, 2011). Um sinal senoidal de alta frequéncia (400 kHz e
10 Vyp) foi aplicado a partir de um gerador de fun¢des (ICEL modelo GV-
2002) a um dos eletrodos da cela de deteccédo (eletrodo de excitacdo). A
corrente resultante foi capturada pelo eletrodo receptor e convertida em
tensdo. O sinal foi entdo amplificado, filtrado e enviado a interface
analdgica/digital (modelo USB-6009, Nacional Instrument, Austin-TX) para
leitura, em tempo real, em um software de aquisicdo de dados escrito em
LabVIEW®.

Os eletrodos de deteccéo foram fabricados em uma placa de circuito
impresso (PCI), a qual € uma fonte metélica alternativa, através do processo
fotolitografico seguido por corrosdo quimica por via umida (COLTRO, DA
SILVA e CARRILHO, 2011). Os eletrodos foram fabricados na orientagao
antiparalela (Figura 3.4) com 1 mm de largura, 2 cm de comprimento e 1 mm

de gap (distancia entre os eletrodos).
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Figura 3.4 Microchip de eletroforese acoplado a eletrodos externos para medidas
C*D. Os nimeros 1, 2, 3 e 4 indicam o tamp4o, lixo do tamp&o, amostra e lixo de
amostra, respectivamente. Os eletrodos de excitacdo e receptor estdo indicados
por e0 e el, respectivamente.

3.5. Técnicas de Caracterizacéo

3.5.1. Andlise Elementar

A analise elementar foi obtida no Laboratério da Central Analitica,
localizado no Instituto de Quimica, da Universidade Federal de Goias.
Utilizando um Analisador Elementar CHNS-O, modelo Flash 2000 da

Thermo Scientific.

3.5.2. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de

Fourier (FTIR)

As transparéncias utilizadas neste trabalho (provenientes da 3M e da

FP) foram caracterizadas por espectroscopia de infravermelho por meio de

33



PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

um equipamento de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),

acoplado com um modulo de reflectancia especular (modelo ThermoNicolet

Nexus 470 FTIR) no intervalo de 4000-300 cm™, com resolucéo de 4 cm™.
As medidas foram realizadas no Laboratério de Polimeros localizado

no Instituto de Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo.

3.5.3. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia
Dispersiva de Raios-X (EDS) e Microscopia de Forgca Atomica

(MFA)

As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram
obtidas em um microscopio Joel, modelo JSM — 6610, equipado com EDS,
da empresa Thermo Scientific NSS Spectral Imaging. Anterior as medidas de
MEV, as amostras foram previamente metalizadas com Au (Denton Vacuum,
Desk V). As andlises de espectroscopia dispersiva de raios-X foram
realizadas no mesmo equipamento em questdo, e posteriores as obtencdes
de imagens das amostras.

As imagens de microscopia de for¢ca atbmica (MFA) foram obtidas em
um microscépio modelo 5500, Agilent Techonogies. As imagens foram
obtidas no modo sem contato em areas de 80 x 80 um.

As analises de MEV, EDS e MFA foram realizadas no Laboratério
Multiusuario de Microscopia de Alta Resolucdo (LABMIC) do Instituto de

Fisica da Universidade Federal de Goias.
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3.5.4. Medidas Perfilométricas

As medidas perfilométricas foram obtidas no perfilbmetro da Veeco,
modelo dektak 3ST. As medidas foram realizadas no Laboratorio de
microfabricacdo LMF localizado no Laboratorio Nacional de Luz Sincroton
(LNLS).

Para todos os dispositivos as medidas perfilométricas foram
realizadas em canal simples e aberto, ou seja, antes da etapa de laminacéao,
com largura igual 200 um. Para determinacdo dessas medidas, aplicou-se
uma forca de 20 mg na ponteira (agulha) reponsavel pela leitura. A distancia

percorrida pela ponteira foi de 600 pum.
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4. Resultados e Discussdes

4.1. Uso do Toner Convencional
4.1.1. Efeito da Composicdo do Substrato sobre a Magnitude do

FEO

O FEO é um importante parametro a ser avaliado em dispositivos
analiticos. Entender seu comportamento significa compreender diretamente
alguns parametros eletroforéticos, como por exemplo, resolucéo e eficiéncia
de separacdo. Este parametro é afetado por fatores como, temperatura, pH,
concentracdo de tampéao além de ser dependente da estrutura microfluidica
gue compde o canal do dispositivo (BAKER, 1995).

Nos chips de vidro, por exemplo, o FEO é fortemente influenciado
pela dissociacdo dos grupos silandis presentes em sua superficie (COLTRO,
LUNTE e CARRILHO, 2008c). Por outro lado, nos dispositivos de PT a
geracdo do FEO ainda ndo é completamente compreendida. O que se
conhece é que este parametro € dependente da composicdo do substrato
que define a estrutura da parede microfluidica (COLTRO et al., 2004).

Em um trabalho desenvolvido recentemente (COLTRO, LUNTE e
CARRILHO, 2008c) destacou-se que os dispositivos de PT exibiram um FEO
dez vezes menor que o0os microchips fabricados com os substratos mais
populares utilizados na fabricacdo dos dispositivos microfluidicos, como o
vidro e o0 PDMS. Além disso, os autores mostraram que o fluxo nesse
material € irreprodutivel e apresentou baixa estabilidade em funcdo do

tempo do uso do chip (COLTRO et al., 2004).
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Como descrito em trabalhos anteriores, os MSE de PT sédo definidos
por duas partes de transparéncia (que define a base e a tampa do canal) e
duas partes de toner, que definem as paredes do microcanal (COLTRO et
al., 2004). O toner é basicamente composto por 6xido de ferro (55%) e uma
mistura polimérica de estireno-acrilato (45%). Por outro lado, o filme de
transparéncia € composto de polietileno tereftalato (PET) revestido por uma
fina camada de silica, no qual a espessura desta camada € depende de
cada fabricante (DO LAGO et al.,, 2003; COLTRO et al., 2004; COLTRO,
LUNTE e CARRILHO, 2008c).

A magnitude do FEO foi determinada em dois dispositivos fabricados
com transparéncias de marcas diferentes. A Figura 4.1 apresenta as
medidas de corrente obtidas ao longo do tempo para determinacdo deste
parametro.

Nos dispositivos fabricados com a transparéncia 3M nao foi possivel
obter o valor de magnitude do FEO, uma vez que as medidas de corrente
nao exibiram um comportamento constante de linha de base sob transporte
eletrocinetico, impossibilitando o calculo para obtencéao do valor do FEO. Ou
talvez o microchip fabricado com este tipo de substrato apresente um FEO
com magnitude muito baixa que o método utilizado néo foi eficiente para sua
determinacdo. Por outro lado, os chips impressos com a transparéncia
Filipaper (FP) apresentaram o FEO da ordem de 3,4 x 10*cm? V! s (em
pH 9), com boa reprodutibilidade e estabilidade. Ao longo de 25 corridas
realizadas sucessivamente, obteve-se um desvio padrdo relativo (DPR) de

4,6% (Figura 4.1 B).
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Figura 4.1 (A) Medidas de monitoramento da corrente para determinagdo do FEO
nos dispositivos impressos na transparéncia 3M e FP e (B) estabilidade do FEO ao

longo de 25 sucessivas inje¢cdes nos microchips fabricados com a transparéncia
FP.

A diferenca observada para os registros da corrente eletroforética
(Figura 4.1A) entre os dois dispositivos fabricados com os dois filmes de
transparéncia se deve a diferenca de quantidade de silica presente na
superficie de cada material. Essa quantidade de silica esta diretamente
relacionada a quantidade de grupos silandis presentes nesta superficie, que
consequentemente € responsavel pela geragcdo do FEO no microcanal. A

Figura 4.2 apresenta os espectros de infravermelho com transformada de

Fourier (FTIR) para os dois filmes de transparéncia.
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A regido entre 950 cm? e 1100 cm™ representam os estiramentos
referentes ao grupamento silanol. E possivel observar que estes
estiramentos se apresentam em maior intensidade na transparéncia FP.
Como a medida é realizada em funcdo da reflectancia e esta é uma
propriedade das moléculas poderem refletir a radiacdo que nelas foi incidida
através de um feixe luminoso, e € uma medida inversamente proporcional a
quantidade de espécies quem compdem a amostra. Pode-se dizer que a
maior intensidade do sinal refere-se a maior quantidade de grupos silandis
presentes na transparéncia Filipaper. Sendo a camada silica presente na
superficie da transparéncia a responsavel pela geracdo do FEO, pode-se
concluir que a maior quantidade de grupos silandis na transparéncia
Filipaper explica a magnitude e a estabilidade do FEO encontrada nos

dispositivos fabricados com este substrato.

Figura 4.2. Caracterizacdo espectroscopica de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) dos dois filmes de poliéster (3 M e Filipaper).
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A caracterizacdo dos substratos foi importante ndo somente para
entender a diferenca de fluxo encontrado nos dispositivos, mas permitiu
compreender melhor qual o fator principal que governa a geracdo do FEO
nos chips de PT. Devido os resultados encontrados no dispositivo fabricado
com o filme de transparéncia da marca FP, esta foi empregada nas demais
sequéncias experimentais. Outros efeitos sobre a magnitude do FEO nos

dispositivos de PT serdo discutidos a seguir.

4.1.2. Efeito da Dimensédo do Canal na Magnitude do FEO

Uma vantagem relatada ao método de impressdo direta é a
versatilidade de imprimir diversos dispositivos com configuracfes
diversificadas em uma Unica impressdo. Basicamente essas
dimensdes/geometrias sao definidas de acordo as limitacdes da impressora
a ser utilizada. Dados encontrados na literatura mostram que canais com
150 um de largura, por exemplo, utilizando uma impressora a laser com
resolucdo de 1200 dpi, sdo definidos com erro de aproximadamente 8%
entre as dimensodes reais e nominais (COLTRO et al., 2010). No entanto,
nao ha nada reportado sobre o efeito das dimensdes sobre a magnitude do
FEO gerado. Por esse motivo, estudou-se a influéncia da largura e da
profundidade do canal sobre o FEO gerado.

A Figura 4.3 apresenta os resultados obtidos de magnitude de FEO
em funcéo de dispositivos com diferentes dimensfes. Pelo grafico pode-se
notar que os parametros geométricos como largura e profundidade afetam

diretamente a magnitude o FEO.
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Figura 4.3 Efeitos dos pardmetros geométricos (A) largura e (B) profundidade na
magnitude do FEO em pH 9. Em (A) e (B) os canais de PT produzidos com 5 um de
profundidade e 200 um de largura, respectivamente.

A Figura 4.3 A mostra os dados das medidas de FEO em funcéo da
largura do canal. E possivel observar que quanto maior a largura do canal,
maior o valor do fluxo. Microcanais com largura de 100 um, o FEO
encontrado foi de 3,1 x 10 cm? V! s enquanto que canais com 300 pm o
valor foi de 4,0 x 10* cm? V' s,

Como mencionado anteriormente os dispositivos de PT séo definidos
por duas partes de poliéster (base e tampa) e duas partes de toner (paredes)
formando uma proporcdo relativa de poliéster-toner na composi¢cdo do
dispositivo. Quando se altera a dimensao do chip obviamente se altera essa
propor¢cdo. Assim, com o aumento da largura do canal aumenta-se
consequentemente a quantidade de poliéster em relagcdo ao toner presente
no microcanal. Em canais com 100 um, a porcentagem de poliéster na
composicdo do dispositivo € de 95% enquanto que para canais com 300 pum
este porcentagem é de 98%. Como foi visto que o filme de transparéncia € o

principal responsavel pela geracdo do FEO nos chips de PT. A maior
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proporcdo de poliéster em canais com mais largos justifica o maior FEO
encontrado.

Assim como a largura do canal, a propor¢do da camada de toner, que
define a profundidade do dispositivo, também afeta diretamente a magnitude
do FEO. A Figura 4.3 B apresenta os valores de mobilidade eletrosmdética
(UFeo) para dispositivos fabricados com largura fixa de 200 um e
profundidade variando de 5 a 10 um. O que pode ser observado é que 0s
valores de FEO variaram entre 3,8 x 10%a 2,5 x 10 cm? V! s™ para canais
definidos com SCT e DCT, respectivamente. Similarmente aos efeitos de
largura do canal, observou-se que o0 uso de canais com SCT gera FEO com
maior magnitude. Comparando a estrutura microfluidica definida por SCT e
DCT, a porcentagem de poliéster € de 97 e 94%, respectivamente. Assim
como para a largura, dispositivos com SCT apresentam maior proporcéo de
poliéster em sua estrutura microfllidica, o que justifica a maior magnitude do

FEO.

4.1.3. Influéncia da Adicao do Solvente Orgéanico na Separacao

A utilizacdo de dispositivos de PT acoplados com C*D ja est4d bem
consolidada no campo da microfluidica (COLTRO et al., 2012). Problemas
relacionados a parametros eletroforéticos como resolugcéo e eficiéncia séo
atribuidos a baixa magnitude de FEO encontrado nessas plataformas (DO
LAGO et al.,, 2003; COLTRO, DA SILVA e CARRILHO, 2008b). O maior
valor de eficiéncia de separacdo encontrado na literatura foi da ordem de
13.000 pratos/m (COLTRO, DA SILVA e CARRILHO, 2008b). Contudo neste

presente trabalho ja foi relatado que a utilizagdo de nova transparéncia
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permitiu encontrar maiores valores de FEO por efeitos anteriormente
discutidos. Por outro lado, a obtencdo de FEO elevado tem provocado
alguns problemas relacionados a resolucdo e eficiéncia de separacéo.
Sendo que neste caso, o principal fator afetado € a resolucdo. No intuito de
melhorar esses parametros e consequentemente a separacao eletroforética,
adicionou-se um solvente organico ao tampao de corrida. A adicdo desse
solvente ocasionou uma reducdo no FEO melhorando a seletividade e a
resolucao de separacéao.

O solvente organico escolhido foi o metanol, o qual é facilmente
encontrado e possui caracteristicas como baixa constante dielétrica e
viscosidade semelhante ao da agua (PORRAS, REIKKOLA e KENNDELER,
2003).

E conhecido que a adicdo do solvente organico promove modificacio
na solvatacao e interacao ionica, alterando consequentemente a mobilidade
de cada ion. Além disso, o solvente organico modifica a parede da estrutura
microfluidica alterando o meio da solucdo e afetando o grau de dissociacéo
dos grupos silandéis que estdo presentes na parede. Em sistemas puramente
aguosos, 0s grupos silandis se comportam como acido fraco e sua
dissociacdo é dependente do pH do meio. A adicdo do solvente afeta o
comportamento de dissociacdo desses grupos, diminui a forca acida e altera,
consequentemente, o0 FEO (PORRAS, REIKKOLA e KENNDELER, 2001).
Assim, o conhecimento e o controle desses parametros nos dispositivos de

PT tém contribuido para a melhora da resolucgéo e eficiéncia de separagéao.
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A Figura 4.4 apresenta uma sequéncia de eletroferogramas
mostrando a separacdo de uma mistura equimolar de K, Na' e Li°
(200 pmolL™) realizadas com tampdo MES/His (20 mmolL™) contendo

diferentes proporc¢des de metanol (MeOH) 0%, 3% e 7%.

Na Lit

7%

S
0% MeOH

20 40 60 80

Tempo (s)
Figura 4.4 Eletroferogramas obtidos com tampdo MES/His que contém 0%, 3% e
7% de MeOH em sua composicao.

Sinal do C'D (V)

Na Figura 4.4 é possivel notar que a presenca do metanol na solucéo
melhorou a separacado catidnica e também a estabilidade de linha de base.
Além disso, a proporcao de 3% de MeOH foi a que forneceu melhor resposta
analitica. Os valores de resolucdo encontrados entre os picos K* e Na*
foram de 1,1 (0% de MeOH) e 2,3 (3% de MeOH). Em propor¢des maiores
que 3% observou-se uma diminuicdo da intensidade do sinal, e os
resultados apresentaram linha de base com baixa estabilidade. Esses
problemas sdo atribuidos provavelmente a incompatibilidade quimica
existente da parede microfluidica (toner) com o solvente adicionado. Diante
desses resultados, a proporgéo de 3% de MeOH foi adicionada ao tampéo

de corrida para as demais etapas experimentais.

44



RESULTADOS

Os valores do FEO antes (0% de MeOH) e apés a adicdo de 3% de
MeOH foram iguais a 1,9 x 10%cm? V! st e 1,1 x 10*cm? v s?,
respectivamente. Esses valores foram calculados baseando-se no tempo de
migracdo do marcador neutro (agua). A alteracdo na magnitude do FEO
encontrada ocorreu ndo somente pela mudanca de viscosidade da solucao,
mas porque a adicdo do solvente organico também promove alteracdo do
potencial zeta da parede interna do canal, que é dependente da densidade
de grupos silandis presentes na superficie do filme de transparéncia

(SEILER, HARRISON e MANZ, 1993).

4.1.4. Efeito da Configuracdo do Canal de Injecao

O método de injecdo em MSE € o parametro mais importante no
processo de manipulacdo de amostra. As caracteristicas deste processo
determinam a qualidade de uma separacdo e garante a repetibilidade
analitica (FU et al., 2002). As andlises foram realizadas através do
transporte eletrocinético utilizando o modo unpinched como método de
injecdo (RODDY, XU e EWING, 2004).

A injecao eletrocinética foi investigada nos MSE de PT impressos em
trés diferentes configuracdes, determinadas como canal em cruz (CC), canal
em simples-T (CS) e duplo-T (CD). A Figura 4.5 apresenta o esquema de

cada estratégia de injecao avaliada.
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Figura 4.5 Esquema dos dispositivos para introducdo de amostras hos microcanais.
(A) cruz (CC); (B), de duplo-T (CD); (C) simples-T (CS). As indicacbes em e0 e el
s8o os eletrodos de excitacdo e receptor para as medicdes C*D, respectivamente.
Em 1, 2, 3 e 4 sdo representados os reservatérios da amostra, descarte de
amostra, tampéo e descarte de tampéo, respectivamente.

A amostra injetada foi uma mistura equimolar de K*, Na* e Li"
(100 pmolL™). A amostra foi introduzida para o canal de separaco sob
aplicacdo de um campo elétrico de 1 kV durante 10 s. Para as configuracdes
em CC e CD aplicou-se primeiramente a diferenca de potencial entre os
reservatérios 1 e 2 que sdo correspondentes ao reservatorio de amostra e
residuo de amostra, respectivamente (Figuras 4.5A e 4.5B). Logo apos 10 s,
inverteu-se o potencial para os reservatorios 3 e 4, destinados ao tampéao de
corrida, fazendo com que a amostra migre pelo microcanal. Para a
configuracédo CS a diferenca de potencial foi aplicada entre os reservatérios
1 e 4 (reservatorios de amostra e residuo de tampao) durante 10 s,
invertendo-o em seguida para os reservatérios 3 e 4 promovendo entédo a
migracdo e a separacdo das espécies no interior do canal de separacao

(Figura 4.5 C).
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A Figura 4.6 apresenta os eletroferogramas obtidos utilizando as trés

configuracdes dos dispositivos de PT.
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Figura 4.6 Efeito do modo de injecdo no desempenho analitico do dispositivo de
PT. Figuras (A), (B) e (C), mostram os eletroferogramas obtidos utilizando canal
nos formatos em cruz (CC), simples-T (CS) e duplo-T (CD), respectivamente.
Todos os dados foram obtidos com uma mistura equimolar de K*, Na" e Li*
(100 pmolL™ cada). Solucdo tamp&o: MES/His 20 mmolL™, pH 6,1. O procedimento
eletroforético: 1 kV de injecédo e 1 kV de separagédo. Tempo de inje¢édo: 10 s.

Pelos resultados pode-se observar que no eletroferograma obtido
com a configuracdo CC, apenas o pico do marcador neutro (agua) foi
detectado e que nenhum sinal decorrente da mistura catidnica foi registrado.
Por outro lado, os eletroferogramas obtidos com os dispositivos nas
configuragbes CS e CD mostram que além do pico do marcador neutro, 0s
picos referentes aos ions também foram detectados. No entanto, a
configuracdo CS apresentou uma separacao incompleta de todos os cations,
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enquanto que em CD obteve-se uma boa separacdo eletroforética, com
todos os ions sendo detectados em torno de 70 s, com resolugdo maior que
1 e eficiéncia de separacéo que variou de 13.000 a 50.000 pratos/m.

Todas as configuracdes do canal de injecdo, bem como os resultados
obtidos com cada formato, estdo diretamente relacionadas ao volume de
amostra que foi introduzido no canal de separacao. O calculo do volume de
amostra injetado € realizado baseado nas dimensdes dos microcanais
(IplugXWeanaiXhcana). NO dispositivo na configuragdo CC, por exemplo, o
volume de amostra injetado definido teoricamente € de 400 pL (200 um x
200 pm x 10 pm). Utilizando o mesmo parametro, o volume calculado para o
formato CD é de 800 pL. Por outro lado, como a configuracdo CS ndao
apresenta uma regido definida passivel de célculo, estima-se através de
dados experimentais, que o volume injetado foi superior aos outros volumes
definidos.

Simulando o processo de injecdo com um corante sob as mesmas
condicdes de injecdo da amostra padrdo (1 kV por 10s), foi possivel
visualizar o plug de amostra formado no interior do microcanal com auxilio
de um microscopio Optico com camera digital acoplada. A regiao delimitada
pelo plug foi utilizada para o céalculo do volume injetado experimentalmente.
A Figura 4.7 apresenta as imagens oOpticas obtidas com cada geometria
utilizada. Baseando-se nessas imagens, os volumes injetados com as
configuragbes CC, CD e CS foram aproximadamente iguais a 700, 1.000 e

1.700 pL, respectivamente.
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Figura 4.7 Imagens Opticas referentes ao processo de injecdo nos dispositivos de
PT impressos nas configuracdes (A) CC, (B) CD e, (C) CS.

Os volumes de amostra encontrados para cada formato auxiliaram a
compreender o0s resultados analiticos obtidos. Na configuracdo CC, o
volume de 700 pL nao foi grande o suficiente para que o detector utilizado
registrasse sinais referentes as variacdes de condutividade provenientes da
amostra. E importante ressaltar que os dispositivos neste formato sdo
comumente utilizados com detectores de fluorescéncia, amperometria ou
espectrometria de massas, 0s quais apresentam melhores niveis de
detectabilidade (10" — 10° mol/L). Quando comparado aos sistemas
mencionados, a C*D apresenta pior detectabilidade (10° mol/L) e, por isso,
requer a injecdo de um maior volume de amostra para o canal de separacao
(TAVARES, 1995).

O dispositivo no formato em CS que apresentou uma separacao
incompleta de todos os cations inorganicos mostra que a quantidade de
amostra injetada (1.700 pL) para o canal de separacéo foi excessiva e que 0
comprimento efetivo de 4,3cm do dispositivo utilizado, n&do foi um
comprimento suficiente pra que as espécies migrassem e se separassem
completamente no interior do canal. Por outro lado, a configuragdo CD foi a
que forneceu o volume ideal de amostra que assegurou a seletividade,
resolucao de linha de base e apresentou uma boa eficiéncia de separacgao.
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4.1.4.1. Dispositivo na Configuracéo Simples-T (CS)

De modo a explorar o potencial analitico do dispositivo no formato de
simples-T, realizou-se uma sequéncia de separacdes eletroforéticas
variando o tempo de injecdo em cada andlise. Foram utilizados tempos de 1,
3, 5 e 8 s conforme demonstrado na Figura 4.8 A. Para tempos de injecdes
menores que 10 s, um menor volume de amostra € injetado ao canal de
separacao, fazendo com que todos os cétions presentes no meio fossem
separados com sucesso. Em todos os tempos empregados, pode-se notar a
separacdo completa de todos os cations em torno de 70 s. No entanto, a
melhor resposta de separacao foi obtida no tempo de 5 s de injecdo. Para
tempos superiores a 5 s, observa-se uma perda na resolucdo da separacao.
Esse efeito estd relacionado com o volume de amostra injetado. Nesta
configuracdo, o volume de amostra € proporcional ao tempo de injecao.

Em decorréncia desse fenbmeno, pode-se visualizar na Figura 4.8B
gue o tempo de injecdo também afeta a intensidade do sinal analitico. Ao
mesmo tempo que promove uma perda de resolucdo, 0 aumento do tempo
de injecdo provoca um aumento na intensidade do sinal. Essa observacéo
experimental € coerente uma vez que o aumento do tempo de injegcédo
possibilita a injecdo de uma maior quantidade de amostra no canal de

separacao.
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Figura 4.8 (A) Eletroferogramas obtido no dispositivo com canal em cruz em
diversos tempos de injecéo. (B) Influéncia do tempo de injecdo na altura do pico do
potassio. Condicdes experimentais: ver Figura 4.6.

4.1.5. Repetibilidade Analitica

Com os avangos demonstrados até o presente momento, estudou-se
a repetibilidade do processo de injecdo nos chips de PT fabricados com a
nova transparéncia (FP). Diante dos resultados apresentados no item 4.4., a
geometria CD foi escolhida como ideal para estes ensaios. A Figura 4.9
mostra quatro eletroferogramas obtidos sequencialmente ilustrando a
separacdo de cations inorganicos com concentragédo de 100 pmolL™ cada.
De acordo com os dados apresentados, nota-se que todos os cations foram
separados com sucesso em torno de 60 s com resolucéo de linha de base e
excelente repetibilidade. Os valores dos tempos de migragédo para K*, Na* e
Li* foram 40,6 + 0,4 s, 51,3+ 0,5s e 59,0 + 0,6 s, respectivamente, com DPR
menor que 1%. A magnitude do FEO calculada através do pico da agua foi

de1,4+0,1x10*cm?vis?,
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Figura 4.9 Eletroferogramas mostrando a separacéo sequencial (n = 4) dos ions K",
Na“ e Li* na concentragdo de 100 pmolL™ (cada). Condicbes experimentais: ver
Figura 4.6.

Quando comparado a trabalhos descritos na literatura, os dispositivos
de PT utilizados neste trabalho apresentaram melhor desempenho analitico,
em termos de repetibilidade (COLTRO, LUNTE e CARRILHO, 2008c). A
utilizacdo de um novo de filme de poliéster garantiu a estabilidade do FEO e
consequente reprodutibilidade de analise durante as quatro injecdes.

A eficiéncia de separacdo (N) nos MSE-PT foi calculada a partir da
Equacdo 5. Os valores encontrados para os ions K', Na' e Li'
21.300 +1.700, 25.300 + 1.900 e 31.300 £ 1.400 pratos/m, respectivamente.

O DPR calculado (< 8%) € consequéncia da estabilidade do FEO gerado nos

dispositivos propostos.
N =16 (%”)2 (Equacao 5)

No qual, t,, € w corresponde a tempo de migracao e largura do sinal.
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A eficiéncia méxima tedrica (N;) pode ser estimada de acordo com a

equacéo 6:

Ny = 16(15”l)2 (Equagéo 6)

Ipiug

sendo que L. € ly,4 representam o comprimento efetivo e o comprimento
do plug de injecéo, respectivamente. Considerando o l.ss € l,,, COMO
43cm e 400 pm a Nt encontrada é de 1,85 x 10°. A partir dos dados
experimentais encontrados (para N), a razdo entre a eficiéncia experimental
(Ngyp) € eficiéncia tedrica (Nr) para todos os cations variou entre 11 a 17%.
Todos esses valores de eficiéncia encontrados foram melhores que os
valores relatados em trabalhos anteriormente desenvolvidos utilizando a
mesma plataforma microfluidica (COLTRO et al., 2004; COLTRO, DA SILVA
e CARRILHO, 2008b; COLTRO, LUNTE e CARRILHO, 2008c; HE et al.,

2005).

4.1.6. Curva analitica e Limite de deteccdo

A Figura 4.10 apresenta a curva de calibracdo obtida para misturas
contendo niveis de concentragdes crescentes de K', Na' e Li*, em
incrementos de 25umolL™ para faixa de concentracdo entre
25 a 100 umolL™. Cada ponto nas curvas é um valor médio de cinco
medidas consecutivas. A sensibilidade analitica foi calculada através do
coeficiente angular da curva de calibragdo e os valores encontrados foram
de 3,76 (K%), 3,28 (Na*) e 1,56 (Li") mV/uM. O limite de deteccéo (LD) foi

estimado com base na relagdo sinal/ruido igual 3 (S/N = 3). Os valores de

53



RESULTADOS

LD encontrados para K*, Na* e Li*, foram de 4,2, 7,6 e 23 umolL?,

respectivamente.

o
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Figura 4.10 Curva de calibragdo para os céations inorganicos no intervalo de
concentragdo entre 25 e 100 umolL™.

Os dispositivos de PT apresentaram melhores valores de LD quando
comparados a dados relatados na literatura que utilizam o mesmo circuito
eletrbnico, acoplado a substratos microfluidicos como vidro (SEGATO et al.,
2010) e hibrido PDMS/vidro (VAZQUEZ et al., 2010) que s&o plataformas
que apresentam um melhor desempenho analitico. Além disso, esses
valores sdo sutiimente maiores que os valores encontrados nos primeiros
trabalhos que utilizaram os dispositivos de PT (COLTRO, DA SILVA e
CARRILHO, 2008b; COLTRO, LUNTE e CARRILHO, 2008c). As diferencas
nos valores de LD sé&o atribuidas ao modo de acoplamento dos eletrodos de
deteccdo. Nestes trabalhos, os eletrodos sédo depositados em um substrato

planar pela técnica de sputtering e incorporados ao canal microfluidico
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utilizando PDMS (SEGATO et al., 2010), vidro (VAZQUEZ et al., 2010) ou
poliéster (COLTRO, DA SILVA e CARRILHO, 2008b) como camada isolante
para promover 0 acoplamento capacitivo. Por outro lado, os dispositivos de
PT utilizados sdo acoplados aos eletrodos externos fabricados em um
suporte de PCI, com uma configuracdo similar aos trabalhos do grupo do
prof. Peter Hauser, um dos principais grupos dessa area de pesquisa

(TANYANYIWA et al., 2003).

4.1.7. Tempo de Vida Estendido

Devido a todas as melhorias obtidas nos dispositivos de PT, foi
possivel avaliar a utlizagdo de um Uunico chip por durante trés dias
consecutivos. A partir do quarto dia foi observado uma perda na eficiéncia de
separagédo e uma intensa diminuigéo da resolugao de linha de base.

Para comparac¢do da resposta analitica entre os diferentes dias (inter-
dias) utilizou-se uma mistura catiénica de K*, Na* e Li* (200 pmolL™). O
dispositivo empregado foi no formato de duplo-T (gap 200 um), o canal de
injecdo e separacdo com 1,5 e 50cm de comprimento total, e o
comprimento efetivo do canal de separacdo de 4,3 cm. Nenhum processo
adicional de pré-condicionamento ou ativacdo de superficie foi utilizado,
somente ao inicio de cada dia os canais microfluidicos foram lavados com o
tampéo de corrida por durante 5 min. Ao final de cada dia de analise, os
canais foram lavados eletrocinéticamente com agua ultrapura para evitar a

evaporacao e possivel obstrucdo do canal entre um dia e outro.
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Todos os resultados obtidos das analises dos trés dias estédo
resumidos na Tabela 2. De modo geral todos os parametros avaliados
sofrem alteracdo durante os dias de analises. Comparando o tempo de
migracg&o inter-dias (n = 3) para K*, Na* e Li* o valores foram de 37 +2's,
50+ 6 s e 58 + 8 s, respectivamente, ja o pico do FEO apresentou o tempo
de migracdo de 186 + 2 s.

Como nenhuma etapa de pré-tratamento ou ativacdo da superficie foi
empregada ao longo dos dias, ndo se pode garantir que as cargas ionizadas
no primeiro dia de andlise estariam participando efetivamente da geracéo o
FEO no terceiro e ultimo dia. Assim, ocorre uma diminuicao de densidade de
carga presentes na superficie da transparéncia, 0 que provoca
consequentemente a diminuicdo da magnitude de FEO que foi encontrado
no ultimo dia de analise.

Outro fator que vale ressaltar € que apesar da grande variacdo de
FEO durante os trés dias de analise o tempo de migracdo de todos os
cations ndo foi significativamente afetado. Este fato se deve a diferenca
existente entre de mobilidade eletroforética das espécies e mobilidade do
FEO. A mobilidade de todos os cétions € cerca de dez vezes maior que a
mobilidade do marcador neutro, e a variagdo da magnitude do fluxo
encontrada, nao foi suficientemente alta para que provocasse uma alteracéo

significativa nas migracao dos cations.
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Tabela 2- Parametros eletroforéticos avaliados durante a investigacdo do tempo de vida de Unico dispositivos por trés dias

consecutivos.
Dias Tempo de Migracdo (s) Alturado pico (mV) FEO (x10*cm?V?'s™?) Eficiéncia (pratos/m)

K* 34+1 700 £ 40 7.000 = 1.000

1 Na* 43 +1 420 + 20 2,3+0,1 20.000 = 2.000
Li* 49+ 1 210 £ 50 50.000 + 10.000
K* 371 780 £ 90 7.000 = 1.000

2 Na* 53+1 610 £ 20 1,2+0,2 12.000 + 2.000
Li* 64 +1 320+ 20 35.000 + 6.000
K* 39+1 800 £+ 30 8.000 + 1.000

3 Na* 54 +1 640 + 30 0,8+0,1 17.000 +5.000
Li* 61+1 300+ 20 47.000 +5.000
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4.1.8. Deteccdo de cations inorganicos em amostra real

Uma vez que os dispositivos de PT tém apresentado um
melhoramento no seu desempenho analitico, foi possivel entdo sua
aplicacdo na deteccdo de espécies inorganicas em amostras reais. As
amostras foram escolhidas de modo que contivessem em sua composicao
0S cations potassio, sddio e/ou litio, pois estes foram os cations analisados
como padrdo durante todo o desenvolvimento do trabalho. Com este
proposito foi utilizado uma amostra de bebida energética (Gatorade®) que
contém potassio e sddio em sua composicdo bem como algumas amostras
de medicamentos (diclofenaco de sodio, diclofenaco de potassio e carbonato
de litio (carbolithium®). A bebida energética é consumida diariamente
principalmente por atletas para a reposicao de sais essenciais ao corpo. Os
medicamentos diclofenaco de potassio, diclofenaco de sédio sdo anti-
inflamatério ndo esterdides prescritos para tratamento de artrite reumatica,
osteoartrite e injurias musculares. Ja o carbonato de litio pertence a um
grupo de drogas populares conhecido como estabilizadores de humor,
indicados a pacientes em tratamento psiquiatrico (GIMENES et al., 2011).

As Figuras 4.11 A e 4.11 B apresentam os eletroferogramas obtidos
nos dispositivos de PT para a bebida energética e as amostras de
medicamentos, respectivamente. Para o Gatorade®, uma aliquota de 6,1 pL
foi diluida em 1,0 mL de agua. Como mostrado na Figura 4.11 A, a presenca
dos cations K" e Na* foram confirmados pela detec¢do de dois picos no

tempo de migracao de 37 e 58 s, respectivamente.
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Figura 4.11 Eletroferogramas mostrando a detec¢éo de cations inorganicos em (A)
bebida energética e (B) mistura de formulac¢des farmacéuticas contendo diclofenaco
de potéssio, diclofenaco de sédio e carbonato de litio.

A Figura 4.11 B apresenta o eletroferograma de uma mistura que
contém todos os medicamentos dissolvidos juntos em agua. A mistura foi
obtida pela adicdo de uma aliquota de 10 pL de cada solucdo estoque
(anteriormente preparada na concentracdo de 10 mmol L) em um volume
final de 1,0mL. Baseado em informacbes de cada fabricante, a
concentracdo estimada de cada espécie na amostra injetada foi de cerca de
100 pmol L™,

De modo a determinar os tempos de migracdo de cada espécie em
cada medicamento, realizou-se uma analise prévia de cada droga
individualmente em seguida partiu-se para separacdo e deteccdo das
espécies na mistura. Como pode ser visto todos os céations foram separados
em menos de 80s e com boa resolugdo de linha de base. O tempo de

migracdo para os ions K*, Na* e Li* foram de 37, 51 e 59 s, respectivamente.
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4.2. Uso de Toner Colorido para Fabricagdo dos Dispositivos de PT

Esta etapa do trabalho tem como objetivo apresentar e discutir pela
primeira vez o uso do toner pigmentado na fabricacdo de microssistemas
analiticos a partir do processo de impresséao direta. Neste contexto, realizou-
se um estudo comparativo entre dispositivos fabricados com duas
impressoras distintas, monocromatica (IMC) e policromatica (IPC). Ao longo
desta discussédo serdo apresentados resultados de caracterizacao, avaliacao
dimensional, efeito do processo de impresséo e experimentos eletroforéticos
para fins comparativos do desempenho analitico dos chips de PT fabricados
com as diferentes coloracdes.

Esta parte do trabalho foi realizada em colaboragdo com os

professores Emanuel Carrilho® e Claudimir L. do Lago®.

4.2.1. Caracterizacdo do Toner das Impressoras Mono e
Policromética

O toner modelo HP C4096A foi utilizado para fabricacdo dos
dispositivos impressos na IMC e os toners modelos HP CB540 A (cartucho
preto), CB542 A (amarelo), CB541 A (ciano) e CB543 A (magenta) foram os
empregados para producao dos microchips impressos na IPC, nos padrdes
CMYK (do inglés, cyan, magenta, yellow and key-black)

Cada tipo de toner é desenvolvido especificadamente para cada
modelo de impressora e para cada funcdo que ele ird desempenhar. No

préprio site do fabricante é possivel encontrar uma ficha de identificacdo de

? Pesquisador do Instituto de Quimica de S&o Carlos - Universidade de S&o Paulo
® Pesquisador do Instituto de Quimica - Universidade de S&o Paulo

60



RESULTADOS

cada cartucho de toner, o qual divulga informacdes sobre sua composicao e
para qual modelo de impressora ele foi desenvolvido. A Tabela 3 apresenta
os dados obtidos nas fichas de identificacdo de cada cartucho de toner
utilizado neste trabalho. Estas informacfes sédo fornecidas pelo fabricante
diretamente em seu endereco eletronico (http://www.hp.com - acessada em
02/06/2012 as 14h35min).

De acordo com os dados apresentados na Tabela 3, é possivel notar
gue o constituinte principal de todos os toners € um copolimero composto de
acrilato-estireno. Por outro lado, a Tabela mostra que enquanto o toner da
IMC possui 6xido de ferro em sua composicao, o toner da IPC possui dioxido

de silicio.

Tabela 3. Dados de composicdo de cada tipo de toner. Informacdes
fornecida pelo fabricante.

Composicao (% em massa)

Toner
Anidrido
Acrilato-estireno Cera Pigmento Silicico* amorfo
Amarelo (<85) (<10) (<5) (<2)
Anidrido Silicico
Ciano Acrilato-estireno Cera Pigmento amorfo
(<85) (<10) (<6) (<2)
Anidrido Silicico
Acrilato-estireno Cera Pigmento amorfo
Magenta (<85) (<10) (<7) (<2)
Anidrido Silicico
Acrilato-estireno Cera Carbono Preto amorfo
P IP
reto (IPC) (<85) (<10) (<6) (<2)
_ _ Oxido de ferro
Preto (IMC) Acrilato-estireno (<50)

(<50)

*Anidrido silicico amorfo também é conhecido como diéxido de silicio (SiO; ).
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Os toners provenientes das IMC e IPC foram caracterizados através
das técnicas de analise elementar (CHN-O), EDS e FTIR. Os resultados

estdo apresentados nas secdes a sequir.

4.2.1.1. Analise Elementar

A Tabela 4 apresenta os resultados da andlise elementar para as
amostras dos cartuchos de toners utilizados neste trabalho.

O percentual de oxigénio foi determinado pela diferenca entre o valor
total e a soma dos percentuais dos compostos elementares. As amostras de
toners foram obtidas apds o processo de impressao. Ou seja, cada toner foi
impresso sobre o poliéster, e com o auxilio de uma espatula uma amostra foi
removida da superficie da transparéncia. A analise foi realizada com

aproximadamente 1 mg de toner.

Tabela 4. Resultados de Andlise Elementar de CHNO-S para os tipos de
toner provenientes da IMC e IPC.

Toner Carbono(%) Hidrogénio(%) Nitrogénio(%) Oxigénio(%)*

Amarelo 82,80 8,18 0,62 8,40

Ciano 83,13 7,89 0,58 8,40
Magenta 83,35 8,14 0,62 7,89
Preto IPC 84,91 7,89 0,56 6,64
Preto IMC 48,22 4,27 0,25 47,26

*Teor de Oxigénio determinado pela diferencga
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Os resultados obtidos pela anéalise elementar estdo de acordo com os
resultados fornecidos pelo fabricante. O maior teor de carbono encontrado
para o0 toner pigmentado sugere que este material seja constituido
basicamente por matéria organica. Aléem da base polimérica de acrilato-
estireno, maior constituinte, a cera e o tipo de pigmento também apresenta
carbono em sua composicdo. Além disso, o toner preto da IPC foi o que
apresentou o maior teor de carbono entre os coloridos, o que também esta
de acordo com os dados do fabricante, pois este, além do copolimero e cera,
€ 0 constituido por um componente denominado carbono preto (ou negro de

fumo), que fornece a coloracéo.

4.2.1.2. Analise por Espectroscopia Dispersiva de Raios-X (EDS)

A técnica de EDS também foi utilizada para analisar semi-
quantitativamente a diferenca na composi¢cdo quimica dos tipos de toners.
Os espectros de EDS para o toner preto de ambas as impressoras estéo
apresentados na Figura 4.12.

Nos espectros € possivel notar que a principal diferenca entre as duas
amostras esta relacionada a presenca de ferro apenas no toner da IMC. O
ferro presente (Figura 4.12A) esta na forma de oxidos (FeO e Fe,0O3) e de
acordo com os dados semi-quantitativos, sua porcentagem €& de
aproximadamente 55%. Este dados estdo em concordancia a analise
elementar, através da qual se encontrou um teor de oxigénio muito maior

nas amostras do toner proveniente da IMC.
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No toner preto da IPC, confirmou-se a presenca de silicio (Figura 4.12
B), provavelmente na forma de SiO,, em porcentagem na faixa entre 2-4%.
Ressalta-se que todos os toners da IPC apresentaram espectros similares e,
por esse motivo, apenas um deles esta ilustrada na Figura 4.12. Os sinais de
cloro visualizados no espectro (Figura 4.12 B) deve ser resultado de alguma
contaminagcdo ou presenca de cloreto proveniente possivelmente dos
pigmentos. Por outro lado, os picos de ouro (Au) indicam a presenca do
metal devido a etapa de metalizacdo realizada antes da etapa da andlise

espectroscopica.

Counts Counts
800 C
] Fe (A) (B)
6007 1000
ic
400 Au
g 5001
200 Au
1 F . Cl
11|k N Fe Stlic
1 Au o U Fe F A Au
0 I \ T T ‘ 0 T I w \ \ < -
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Energy (keV) Energy (keV)

Figura 4.12 Resultados das analises de espectroscopia dispersiva de energia de
raios-X (EDS) para toner preto da (A) IMC e (B) IPC.

4.2.1.3. Analise por Espectroscopia de Infravermelho com

Transformada de Fourier (FTIR).

Os espectros obtidos por FTIR também confirmaram as informacdes
fornecidas pelo fabricante. A Figura 4.13 mostra os espectros do toner

pigmentado (Figura 4.13A) e o toner convencional (Figura 4.13B).
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Figura 4.13 Espectro do FTIR do toner pigmentado (A) e para o toner convencional
(B).

Nos espectros € possivel notar bandas caracteristicas dos compostos
que cada toner é formado. Como o constituinte principal (acrilato-estireno)
dos dois tipos de toner sdo as mesmas, 0s estiramentos discutidos a seguir
sao para os dois espectros apresentados (A e B).

As bandas na regigdo proximas a 2920 e 3030 cm™ sdo bandas de
absorcdo tipicas de ligacdo C-H presentes no poliestireno. Deformacao
angular simétrica e assimétrica dos grupos metila e metilenos se localizam
na regido regido 1400 a 1500 cm™. Nas regides préximas a 1600 e 690 cm™,
tem-se estiramento da ligacdo C-O e deformacao angular da ligacdo C-H de
anel aromatico, respectivamente. Em 1700 e 1100 cm™ sdo bandas
caracteristicas do estiramento da carbonila e C-O de éster. No espectro do
toner colorido nota-se bandas da regido de 790 a 900 cm™, que s&o
provenientes de ligagdo Si-O, O-Si-O e Si-C (BRANDOLINI, 2000; IMHOF,
2001). Além disso, nos toners amarelo, ciano e magenta observou-se

bandas nas regides entre 1800 a 1900 cm™ que sdo caracteristicos de
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grupos insaturados que estdo presentes no constituinte que fornecem
coloracdo. Esses resultados foram compativeis com os dados fornecidos

pelo fabricante bem como os resultados encontrados por CHN-O e EDS.

4.2.2. Caracterizacdo do Processo de Impressao

Quando comparado ao toner da IMC, as particulas do toner
pigmentado sdo menores e apresentam formato geomeétrico mais uniforme.
Essa peculiaridade tem afetado o perfil do canal microfluidico (largura e
espessura) e a rugosidade da superficie da camada toner impressa sobre o
filme de poliéster. A Figura 4.14 apresenta imagens de MEV do toner
impresso sobre o filme de transparéncia com as duas impressoras. Nessas
micrografias é possivel notar a diferenca existente entre as superficies
principalmente na disposicdo e forma das particulas apds o processo de

impressao.
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Figura 4.14 Micrografias obtidas da deposicdo do toner sobre o filme de
transparéncia. Impressao do toner utilizando (A) IMC, com énfase para lacunas
existentes e (B) IPC.
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Através das micrografias apresentadas, observa-se um elevado nivel
de irregularidade na superficie do toner depositado pela IMC, onde a
camada de toner possui muitas lacunas, conferindo a este material um
carater poroso (Figura 4.14 em destaque). Por outro lado, o toner depositado
com IPC apresenta uma superficie mais regular e uniforme, onde nao €&
possivel notar nenhuma forma definida das particulas. Em outras palavras, a
camada de toner colorido permite a obtencdo de uma superficie com menor
rugosidade, fator que favorece o processo de separacao.

A caracteristica da superficie do toner convencional tem acarretado
problemas quanto ao desempenho analitico desses dispositivos, pois a
presenca das imperfeicGes permite que ocorra vazamento da solucdo e
adsorcao de analito na parede do canal o que contribui para alargamento do
pico (COLTRO, LUNTE e CARRILHO, 2008c; DUARTE et al., 2012).

Ao avaliar os diferentes tipos de toner observou-se que o processo de
impressdo com as IMC e IPC afeta significativamente a uniformidade da
superficie de toner impressa nos filmes de poliéster. A diferenca encontrada
esta diretamente relacionada ao processo de fabricacdo do toner. Enquanto
o toner convencional é fabricado pelo processo denominado moagem, no
qual o material passa pelo o processo de fundi¢do, extrusdo, resfriamento e
moagem, o toner pigmentado é fabricado pelo processo de pulverizagao ou
processo quimico, no qual permite obter particulas com perfil geométrico
melhor definido. Além disso, é possivel atribuir a diferenca de superficie ao
nivel de temperatura que cada impressora atinge para efetuar o processo de
impressao. Pelo fato da IPC necessitar da etapa de mistura de cores

primarias antes do processo de impresséo, o nivel de temperatura que ela
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atinge € mais elevado, o que proporciona uma melhor fusdo das particulas e
consequentemente uma deposicdo de camada de toner mais homogénea.
Por outro lado, a IMC néo necessita da etapa de mistura de cores e utiliza
assim temperaturas de impressdo mais baixas de modo que, as particulas
de toner sédo fundidas no ponto ideal para uma impressdao comum

(http://onport.wordpress.com/ - acessada em 25/05/2012 as 15h30min).

4.2.3. Analise Dimensional

Como mencionado anteriormente, o processo de deposicao da
camada do toner afeta as dimensdes do canal microfluidico, como a largura
e a profundidade. Para avaliar o efeito deste processo na largura dos
dispositivos, foram impressos canais com largura variando de 100 a 300 pum,
em incrementos de 50 um. Em um dispositivo com comprimento total de
1 cm, mediu-se a largura real do microcanal ao longo de quatro regides
distintas utilizando a imagem capturada por um microscopio optico (modelo
N107T). Estas medidas foram analisadas com uma régua de precisdo
fornecida pelo fabricante do microscopio.

A Figura 4.15 apresenta os dados correlacionando o valor real vesus
o valor nominal para os microcanais impressos nas duas impressoras. As
medidas de largura ao longo do canal revelaram que a IMC produz canais
com maior largura real, ou seja, um microcanal projetado com largura de
100 pm, por exemplo, apresenta uma largura real de 120 + 14 um. Por outro
lado, os microcanais impressos com IPC apresentaram valores reais
menores que os nominais. O canal com 100 um apresenta largura real de
72 £22 um. Essa diferenca pode ser atribuida a resolucdo de cada
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impressora. A IMC possui uma resolucdo de 1200 dpi, enquanto que a IPC
possui resolugcéo de 3600 dpi (modo imageREt).

De acordo com especificacdes técnicas obtidas com o fabricante, o
modo de impresséo ImageREt tem a finalidade de minimizar imperfeicées na
camada de toner depositada. Devido as limitacbes da impressora, a
definicdo das bordas dos canais é o ponto mais critico desse processo de
fabricacdo. Na tentativa de corrigir estes “defeitos”, 0 modo de impressao
imageREt deposita uma quantidade de toner nessa regido, produzindo
consequentemente canais mais estreitos que o0s valores nominais

(http://www.hp.com - acessada em 04/06/2012 as 09h40min).
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Figura 4.15 Gréfico da largura real versus nominal para canais impressos com (A)
IMC e (B) IPC.

Fazendo um comparativo entre 0s microcanais impresso somente
com a impressora colorida, nota-se que os canais fabricados com o toner
preto apresentaram os menores valores de largura (Figura 4.15 B). Apesar
do padrdo CMYK ser utilizado no software grafico (Corel Draw) para

depositar a camada de toner utilizando apenas a cor selecionada, observou-
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se através de imagens Opticas que o dispositivo preto é impresso com
camadas de toner sobrepostas. Em outras palavras, o dispositivo preto, na
verdade, € impresso no padrdo no qual se utiliza uma mistura de cores para
a formacao da sua cor. Assim, acredita-se que este fator possa levar a uma
maior deposicdo de camada de toner que contribui efetivamente para a
formacdo de canais mais estreitos neste tipo de microchip. Esse problema
pode estar correlacionado ainda com a incompatibilidade na definicdo das
cores pelo software grafico e o sistema de impressao utilizado. Uma vez que
estes parametros ndo foram otimizados, eles podem representar a principal

justificativa para a variacdo dimensional apresentada.

4.2.4. Analise Perfilométrica e Morfoldgica

A espessura da camada de toner foi outro parametro avaliado nos
dispositivos fabricados com as duas impressoras. A importancia de se
avaliar este parametro se deve ao fato de ser ele que determina a altura de
cada microcanal. Em todos os dispositivos foram realizadas trés medidas
perfilométricas em um simples canal aberto, ou seja, antes da etapa de
laminacé&o, com largura igual a 200 pm.

A Figura 4.16 mostra as analises perfilométricas de todos os
microcanais. Esta analise dimensional permitiu notar que as duas
impressoras produzem canais com perfis diferentes. Enquanto o canal
formado com a IMC apresentou um formato retangular, o canal formado com
a IPC apresentou um formato trapezoidal.

Outro parametro avaliado com esta medida foi quanto a profundidade,

ou espessura, de cada microcanal. Os canais coloridos apresentaram
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valores de profundidades iguais. O microcanal do toner amarelo, por

exemplo, apresentou profundidade de 4,7 + 0,2 um, com DPR de 3% (n = 3).

Por outro lado, a profundidade do microcanal produzidos com a IMC foi de

7,7+1,0um, o DPR entre as trés medidas realizadas foi de 12%. Estes

valores foram calculados para dispositivos com SCT, se os dispositivos

forem de DCT a profundidade dos microcanais sera aproximadamente de

9,4 e 15,4, para a IPC e IMC, respectivamente.
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Amarelo e Preto) e com a IMC.
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Além da diferenca entre a formacédo dos perfis nos microcanais, as
duas impressoras apresentaram diferencas quanto a rugosidade de cada
superficie. Para avaliacao deste fator foi realizada analise por MFA, do toner
impresso com IMC e IPC (Figura 4.17 e 4.18). Como todos o0s chips
coloridos apresentaram rugosidade de superficie semelhante, aqui seréo
apresentadas apenas as imagens do toner preto proveniente das duas

impressoras.

2,2 um

-1,6 um

y: 80 pum X: 80 pm

Figura 4.17 Imagem de MFA da superficie da camada toner impressa com IMC.
Area analisada: 80 x 80 pum.

1,0 pm

-1,7 um

y:80 pm X: 80 um

Figura 4.18 Imagem de MFA da superficie da camada toner impressa com IPC.
Area analisada: 80 x 80 pum.

Analisando as imagens de MFA é possivel notar a diferenca de

superficie entre os dois dispositivos. Em uma area superficial de 367,80 um?
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a rugosidade encontrada para os MSE impressos na IMC e IPC foram de 1,6
e 0,24 um, respectivamente. Essa diferenca de rugosidade € atribuida a
diferenca existente entre o processo de impressdo bem como a uniformidade

da camada toner depositada sobre o filme de poliéster.

4.2.5. Caracterizacado Elétrica

A corrente elétrica gerada com o aumento do potencial provoca
aguecimento do canal em decorréncia da perda de eficiéncia na dissipacao
de calor (efeito Joule). Por este motivo, a fim de garantir a dissipacéo
eficiente de calor, deve-se realizar as separacfes eletroforéticas em um
limite de potencial no qual ndo ocorra este fendmeno (BAKER, 1995).

Em MSE, uma das caracteristicas desejadas de uma plataforma é que
ela tenha uma capacidade efetiva de dissipar calor provocado pelo efeito
Joule. Como os dispositivos fabricados com a IPC apresentaram algumas
diferencas principalmente no processo de impressdo, acredita-se que a
propriedade de dissipac¢do do calor tenha sido também alterada. Por esse
motivo, essa propriedade foi investigada nos microchips fabricados com as
diferentes impressoras através da caracterizacdo elétrica a partir da lei de
Ohm (MOURZINA et al., 2005).

Para esta avaliagéo, utilizou-se os dispositivos fabricados nas IMC e
IPC com canal simples de 2 cm de comprimento e 200 um de largura. O
canal foi inicialmente preenchido com a solucdo tampéao fosfato de sodio
(20 mmolL™ em pH 6) e aplicou-se uma diferenca de potencial (500 V). A

corrente eletroforética resultante foi medida em funcdo dos valores de
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potenciais aplicados. A Figura 4.19 apresenta as curvas obtidas para os
dispositivos impressos com a IPC e IMC com as respectivas equacdes de

correlagcdo, as quais foram utilizadas para determinar os valores de

resisténcia elétrica do microcal.
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Figura 4.19 Curvas obtidas para a corrente eletroforética em funcédo do potencial
aplicado. Medidas realizadas para os dispositivos a base de toner pigmentado
(amarelo, ciano, magenta e preto) e o dispositivo preto da IMC.
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Como observado na Figura 4.19 todos os dispositivos exibiram uma
relacdo linear entre a corrente eletroforética e o potencial elétrico aplicado
para um campo elétrico até a 800 V cm™ (potencial de 1600 V).

Os valores de resisténcias de cada microcanal foram calculados
baseando-se nos coeficientes angulares das curvas da lei de Ohm
(MOURZINA et al., 2005). Os coeficientes encontrados equivalem ao inverso
da resisténcia, 1/R. Assim, o0s valores de resisténcia experimental
encontrado para os dispositivos amarelo, ciano, magenta, preto (IPC) e preto
(IMC) foram de 71, 83, 66, 83 e 40 MQ, respectivamente.

Para encontrar o valor da resisténcia tedrica (R;) para cada
microcanal, € necessario conhecer a area de seccao transversal dos
microcanais bem como a resistividade da solucdo tampéo utilizada. A area
estimada para a seccao transversal dos canais definidos com IMC e IPC
foram de 1426 e 3075 um?, respectivamente. A resistividade (p) da solucdo
tampdo foi calculada pela medida de condutividade (o) a temperatura
ambiente, através da relacdo o = 1/p. O valor teérico encontrado foi de
aproximadamente 580 Q cm para o tampao fosfato de s6dio 20 mmolL™. A

partir da Equacéo 7 a resisténcia tedrica de cada microcanal foi calculada.

Ry = — (Equacéo 7)

No qual, L é o comprimento do canal e Aé a area da secc¢do transversal,
obtida por perfilometria (MOURZINA et al., 2005). O valor de R para o chip
da IMC foi de 37 MQ, e para o chip da impressora policromatica foi de

83 MQ.
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Os dispositivos ciano e preto (IPC) apresentaram valores de
resisténcias experimentais iguais ao valor tedrico calculado. Por outro lado,
os dispositivos amarelo e magenta apresentaram valores de resisténcia em
torno de 14% e 20% menor que 0 mesmo valor teorico. Para o dispositivo
preto da IMC, o valor experimental foi 7,5% menor que a resisténcia tedrica
estimada.

Analisando todos os dados obtidos nota-se que entre os microchips
coloridos, o dispositivo ciano e magenta foram 0s que apresentaram as
melhores eficiéncias em dissipacdo de calor, enquanto que chip da IMC foi
gue teve o pior desempenho. Essa diferenca entre os dispositivos pode estar
relacionada a caracteristicas especificas de cada superficie, que contribui

para a medida total da corrente elétrica nos microcanais.

4.2.6. Fluxo Eletrosmotico (FEO)

Como ja discutido anteriormente, o FEO é um importante parametro
eletroforético a ser determinado, uma vez que ele pode fornecer informacdes
importantes a respeito da natureza da superficie do microcanal e pode afetar
diretamente o desempenho analitico de cada microdispositivo.

O FEO nos microcanais a base de toner convencional e toner
pigmentando foi estudado utilizando-se o método de monitoramento de
corrente (HUANG, GORDON e ZARE, 1988). Os eletrolitos usados foram
solugbes tampéao fosfato com pH variando entre 2 e 12. A Figura 4.20
apresenta a relacdo da mobilidade do FEO em fun¢édo do pH da solugéo
tampdo. Em todos os casos a direcdo do FEO foi catdédica e o

comportamento crescente da curva sugere que o aumento do pH ocasiona o
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aumento na densidade de cargas negativas na superficie dos dispositivos.

Cada ponto apresentado no grafico

determinacoes.
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Figura 4.20 Efeito do pH sobre a mobilidade do FEO determinado utilizando
0 méetodo do monitoramento de corrente com solugdes tampéao fosfato com
pH variando entre 2 e 12. A determinacdo foi realizada nos dispositivos
amarelo, ciano, magenta, preto (IPC) e preto (IMC), n = 3.
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Em todos os dispositivos avaliados nao foi possivel notar uma curva
sigmoidal bem definida, caracteristicos de substratos no qual o FEO é
governado por silica presentes nas estruturas microfluidicas. Através deste
resultado, pode-se concluir que além da silica presente neste material, existe
algum constituinte que contribui também para a presenca de cargas

negativas, no interior do microcanal.

4.2.7. Desempenho Analitico

Os MSE de PT fabricados nas duas impressoras foram avaliados em
experimentos eletroforéticos com C®D. Todos os experimentos foram
conduzidos sob as mesmas condicbes de tampdo, pH, campo elétrico e
tempo de injecdo. Uma mistura de cations inorganicos de K*, Na* e Li* na
concentracdo de 1 mmolL™ (cada) foi utilizado como mistura modelo. Os
dispositivos foram fabricados na configuracdo de duplo-T com gap de
200 pm, comprimento total de 5 cm e efetivo de 4,3 cm. Devido ao efeito do
processo de impresséo sobre a largura do canal, os chips coloridos foram
definidos, nominalmente com larguras de 250 um de largura, para obter uma
dimenséo real de aproximadamente 200 pm. Para C*D, fitas de cobre foram
fixados sobre os dispositivos na configuracdo de 1 mm de largura, 2 cm de
comprimento e gap de detecgéo (distancia entre os eletrodos) de 1 mm. A
deteccdo foi realizada pela aplicagcdo de sinal senoidal de 400 kHz de
frequéncia e 8 Vpico-a-pico de amplitude. Figura 4.21 apresenta esquema do

microchip acoplado aos eletrodos C*D.
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el

e0

Figura 4.21 Representagdo microchip colorido de PT. Os pontos e0 e el
representam os eletrodos de fita adesiva de cobre para as medidas de

condutividade.

A Figura 4.22 apresenta exemplos de eletroferogramas obtidos para

cada dispositivo.
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Figura 4.22 Exemplos de eletroferogramas obtidos nos dispositivos PT fabricados
na IPC e IMC sob as mesmas condi¢cdes de andlise. O controle eletrocinético foi
realizado pela aplicacdo de 1,0 kV no reservatorio de amostra e no reservatério do
tampdo enquanto os reservatorios de descarte de amostra e tampdo foram
mantidos constantes. Tempo de injecdo de 10 s. A solucdo tampéo utilizada foi de
MES/ His 20 mmol L™, pH 6,1.

79



RESULTADOS

Pode-se observar na Figura 4.22, que a separacdo nos dispositivos
amarelo, ciano e magenta foram obtida em um intervalo de tempo menor
que nos chips preto da IPC e IMC. Essa diferenca no tempo de migracao
pode ser explicada pela diferenca de magnitude do FEO encontrada nos
diferentes dispositivos, que por sua vez € dependente da composicéo
quimica da estrutura microfluidica (toner e filme de poliéster). Como exposto
anteriormente (item 4.2.1) existe diferenca na composicdo quimica no toner
da IPC em relacédo ao da IMC. E essa diferenca explica a variacdo do FEO e
consequentemente a variacao no tempo de migracéo das espécies.

Ao se comparar os eletroferogramas mostrados na Figura 4.22, pode-
se observar que o dispositivo impresso na IMC foi o que apresentou uma
separacao eletroforética com a pior resolucdo (R<1). Como exposto
anteriormente, estes dispositivos (IMC) sé apresentaram boa separacéo
quando alguns parametros foram alterados (adicdo de solvente organico a
solucdo tampdo). Além da resolucdo, observou-se também que o0s
dispositivos impressos na IMC exibiram a pior eficiéncia de separacéo.

O desempenho (eficiéncia e FEO) da separacdo eletroforética
realizada nos MSE fabricados com as duas impressoras esta comparado na
Tabela 5.

As melhores eficiéncias de separacdo foram encontradas para o0s
dispositivos impressos na IPC. A eficiéncia € um parametro que pode ser
afetado pela magnitude do FEO, processo de introducdo da amostra,
geometria do canal e interacdo do analito com a parede da estrutura

microfluidica.
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Tabela 5. Comparacdo da eficiéncia de separacdo e magnitude do FEO
obtido para os dispositivos fabricados com as impressoras IMC e IPC.

Eficiéncia (pratos/m) FEO
Dispositivo
K* Na* Li* (x10* cm?Vv1tst

Amarelo 15.000 34.000 40.000 4,1
Ciano 17.000 48.000 46.000 4.5
Magenta 14.000 46.000 49.000 4.8
Preto IPC 10.000 22.000 36.000 3,7
Preto IMC 7.000 9.500 10.000 2,9

A geometria do canal ou uniformidade do canal € um dos parametros
gue mais influenciam no desempenho analitico nos MSE. O formato dos
canais de PT é definido pela resolucdo da impressora laser, que produz
canais irregulares e rugosos. Como discutido nos itens 4.2.3 e 4.2.4, 0s
dispositivos da IMC apresentam canais mais profundos (7,7 um) e com
elevado nivel de rugosidade (1,6 pum). Além disso, os canais microfluidicos
apresentam particulas de toner no interior do microcanal, que servem de
barreira e contribui para piora na eficiéncia em uma separacao eletroforética.
Por outro lado, os MSE de toner colorido apresentaram canais com menor
profundidade (4,7 um) e nivel de irregularidade na superficie da camada de
toner (0,24 um).

As contribuicdes para variancia total (o2,,.4) Obtidas nos dispositivos
microfluidicos auxiliaram determinar precisamente os fatores que afetam
negativamente a eficiéncia de separacdo. A 02,4 pode ser dividida em

varias porcbes que sdo correspondentes as etapas do processo
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eletroforético, e que por serem independentes, podem ser determinadas
separadamente. Deste modo, existe uma variancia atribuida a injecdo da
amostra (azinj), a difusdo longitudinal (azdif), a geometria do detector
(6240¢), A eletrodispersdo das zonas de amostra (¢2,,), a0 aquecimento
provocado pelo efeito Joule (g?;) e a interagdo do analito com a parede do
canal (62,,4;). As somas destes fatores resultam na variancia total, que

pode ser representada a partir da equacéao 8.
% totar = 0%inj + 0%aif + 0%get + 0201 + 0%wan + 0%, (Equacéo 8)

No desenvolvimento deste trabalho todos o0s parametros
experimentais foram mantidos constantes, exceto a plataforma microfluidica
(dispositivo de PT das IMC e IPC). Por isso as contribuicdes em relacédo a
0%inj, 0%air, 0%get € 0%, Para a variancia total sdo mantidas constantes.
Além disso, a contribuicdo do parametro o2; pode ser desprezada, uma vez
que os dois dispositivos apresentaram dissipacao de calor eficiente no valor
de campo elétrico utilizado (200 V cm™). Portanto, qualquer variacdo
recorrente na o?,,, €std diretamente relacionada a interacdo do analito
com a parede do canal (2,4 )-

A relacdo entre a o%, € 0%,uu PErmite conhecer qual a
contribuicdo da estrutura microfluidica para a perda da eficiéncia ou
alargamento do sinal nos dispositivos de PT. Coltro et al. (2008c)
descreveram que o efeito interacdo analito/parede é o parametro que mais
contribuiu para a perda de eficiéncia analitica (cerca de 90%). Esta mesma
conclusdo foi obtida por Duarte et al. (2012). Desde modo, este fator

também foi avaliado nos microchips fabricados com o toner pigmentado, a
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fim de entender qual é a contribuicdo da a2,,,; na separacdo eletroforética e
compara-lo aos dispositivos da IMC.

Os fatores 0?;,;, 0%4;r € 0° 4. apesar de serem mantidos constantes,
sdo parametros que podem ser determinados. A contribuicdo da injecéo
(6%inj), por exemplo, foi calculada a partir da relagdo o?;,; = 1%;,/12.
Considerando um valor de 550 um (comprimento do plug de injecdo), a
contribuicdo da injecéo para os dispositivos da IPC foi de 2,5 x 10* cm?. J4 o
valor referente a contribuicdo a cela de deteccdo para os dois microchips foi
de 8,3 x 10 cm?, valor este, estimado a partir de 624, = gap?,,,/12 (onde
0 gap é distancia entre os eletrodos do sistema de detec¢ao). A contribuicdo
do fator difusdo longitudinal é calculada por o?,;; = 2D; x t,,, onde D; e ty,
representam o coeficiente de difusédo e o tempo de migracdo de cada
espécie analisada, respectivamente. Para o ion inorganico K*, o D; é de
19,6 x 10° cm? s, considerando o tempo de migracdo igual a 22,40 s, o
valor de g%, é de 8,78 x 10 cm?. Vale lembrar que o valor considerado ao
plug de injecdo foi baseado em valores experimentais, no entanto quando
calculado através das dimens6es dos microcanais (Igap X Weanal X Ncana) NA0
foi observado uma variacdo significativa no célculo da variancia relacionada
a interacdo do analito com a parede do canal (62,4 )-

A variancia total € obtida através da largura na base do pico. O valor
de largura do pico é obtido em unidade de tempo (s), através da medida de
velocidade foi possivel obter este mesmo valor em unidade de comprimento
(cm). Assim, para o fon K*, o valor encontrado para a2,,;, foi de 0,38 cm?.

Diante de todos os outros fatores pré-estabelecidos, a variancia relacionada
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a interacdo do analito com a parede do canal foi determinada. Encontrou-se
que o parametro a2,,,; contribui em aproximadamente 95% para perda total
de eficiéncia nos chips de PT fabricados com toner pigmentado.

Com este resultado foi possivel notar que apesar do uso de chip
colorido melhorar alguns parametros eletroforéticos (melhor estabilidade em
funcdo do tempo e melhor repetibilidade) existem alguns fatores que séo
intrinsecos ao material que ainda ndo foram avaliadas sistematicamente. Um
estudo de melhoria ou modificacdo de superficie seria o ideal para minimizar
os efeitos provocados por essa estrutura microfluidica.

Vale ressaltar que todos os célculos anteriormente discutidos foram
realizados para todos os dispositivos coloridos (amarelo, ciano, magenta e
preto). No entanto, os valores encontrados foram muito semelhantes, néo

estando, portanto, aqui demonstrados.

4.2.7.1. Dispositivo Amarelo

Os dispositivos impressos na cor amarela apresentou boa
repetibilidade durante 10 injecBes consecutivas. A Figura 4.23 apresenta 0s
eletroferogramas de separacdes sequenciais dos cations inorganicos. Todos
os cétions foram separados em menos de 40 s com excelente repetibilidade
corrida-a-corrida. Os valores dos tempos de migracdo para K*, Na* e Li"
foram 25+ 1s, 30+t1s e 34 +1s, respectivamente. Os valores de DPR
para altura do pico dos ions K*, Na™ e Li* foram de aproximadamente 11%,
8% e 12%, respectivamente. A diferenca do DPR para as espécies pode ser
relacionada aos efeitos eletrocinéticos envolvidos ao durante o processo de

introducao de amostra.
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Figura 4.23 Eletroferogramas apresentando a repetibilidade analitica do chip
amarelo em dez injecBes sequenciais. CondicBes experimentais: ver Figura 4.22.

4.2.7.2. Dispositivo Ciano

Assim como o dispositivo de cor amarela, o microchip ciano também
exibiu um excelente desempenho analitico, na comparacéo da repetibilidade
entre injecdes consecutivas. A Figura 4.24 apresenta uma sequéncia de
eletroferogramas com dez inje¢cdes consecutivas.

Para uma comparacéao intra-chip, os valores de DPR’s em termos de
tempo de migracdo e altura do pico variaram de aproximadamente 1% e
10%, respectivamente, para todos 0s cations inorganicos analisados. A
eficiéncia encontrada para K*, Na* e Li* foram de 17.000 + 2.000, 31.000 +
4.600 e 40.000 £ 4.000 pratos/m, respectivamente. A magnitude do FEO foi

45+0,1x10%cm?vist.
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Figura 4.24 Eletroferograma apresentando a repetibilidade analitica do chip ciano
em dez injecdes sequenciais. Condi¢des experimentais: ver Figura 4.22.

4.2.7.3. Dispositivo Magenta

O dispositivo magenta também apresentou uma boa repetibilidade
durante as dez injecBes sequenciais (Figura 4.25). Os tempos de migracéo
de K, Na' e Li'foramde 22 +1s, 27 + 1 s e 29 + 1 s, respectivamente com
o valor de DPR em torno de 1% para todos os cations. O tempo de migracéo
das espécies apresentou DPR em torno de 10% quando comparados ao
tempo de migracdo das espécies encontrado no dispositivo amarelo. A
variacdo no tempo de migracdo é atribuida a diferenca na magnitude do
FEO entre os dois dispositivos (magenta e ciano), sendo que o0 microchip
magenta apresentou fluxo em torno de 17% maior.

A eficiéncia de separagéo encontrada foi de 14.800 + 1.700, 36.000 £
2.000 e 52.700 * 6.600 pratos/m, para os fons K*, Na' e Li,

respectivamente.
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Figura 4.25 Eletroferograma apresentando a repetibilidade analitica do chip
magenta em dez injecbes sequenciais. Condi¢cbes experimentais: ver Figura 4.22.

4.2.7.4. Dispositivo preto (IPC)

Entre os dispositivos coloridos, o chip preto foi 0 que apresentou o
pior desempenho analitico. O FEO apresentou instabilidade ao decorrer de
dez injecdes sequéncias, passando a ser estavel a partir da sétima corrida
(Figura 4.26). Os valores dos tempos de migracéo para K*, Na* e Li* foram
28+ 2s,33+3s e 35+2s, respectivamente. Os valores de DPR foram os
maiores encontrados, de aproximadamente 10%. As eficiéncias de
separacdo para a mesma sequéncia de cations foram de 9.400 + 1.500,
18.700 % 3.800 e 33.000 £ 5.500 pratos/m. Os valores de resolucao entre os
picos K e Na* e Na’ e Li* foram de 1,1 e 0,94. A magnitude do FEO foi
3,7+0,7x10*cm?V?*s™ com DPR 19%. Este FEO foi o menor entre todos
os dispositivos a base de toner pigmentado (aproximadamente 23% menor

gue o FEO obtido no dispositivo magenta).
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Figura 4.26 Eletroferograma apresentando a repetibilidade analitica do chip preto
(IPC) em dez injecdes sequenciais. Condicbes experimentais: ver Figura 4.22.

4.2.7.5. Dispositivo preto (IMC)

A repetibilidade de injecbes sequenciais também foi investigada nos
dispositivos de PT fabricados com a IMC. As mesmas condigdes
eletroforéticas foram testadas nessa plataforma. Os eletroferogramas
obtidos estéo apresentados na Figura 4.27.

Essa plataforma, quando comparada aos dispositivos de toner
pigmentado, foi a que apresentou o pior desempenho analitico nas
condicdes empregadas. Além disso, os dispositivos IMC apresentaram 0s
maiores tempo de migracdo para K*, Na' e Li*, que foram de 27 + 3's,
34 +4s e 38 £ 45, respectivamente. Essa diferenca pode ser atribuida ao
FEO encontrada nessa plataforma (3,5 +0,4 x 10* cm? V! s). A menor
magnitude do FEO também afetou a resolucdo da separacdo entre o0s

analitos. Para todas as medias o valor de resolucéo foi menor que 1.
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Figura 4.27 Eletroferograma apresentando a repetibilidade analitica do chip preto
(IMC) em dez inje¢Bes sequenciais. Condigfes experimentais: ver Figura 4.22.

A eficiéncia de separagdo também foi a menor encontrada de 8.600 +
1.000, 15.600 + 2.000 e 21.200 * 4.300 pratos/m. Esses baixos valores de
eficiéncia podem ser explicados pelas propriedades discutidas
anteriormente, como rugosidade e uniformidade da superficie, as quais
contribuem para o alargamento do pico.

Apesar desses resultados ruins, essa plataforma de baixo custo pode
ser facilmente melhorada, pela adicdo de aditivos ao tampéo utilizado na

separacao eletroforética, conforme discutido anteriormente.
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5. Conclusoes

As conclusfes obtidas sobre este trabalho podem ser separadas de
acordo com cada caso. De modo geral, observou-se que os MSE de PT
podem ter seu desempenho analitico melhorado e comparavel com os
substratos mais popularmente utilizados, como vidro e PDMS. Na primeira
parte do trabalho foi apresentado que as melhorias obtidas no toner
convencional sdo atribuidas a quantidade de grupos silandis na superficie do
poliéster. Os dados encontrados mostraram que o filme de transparéncia é o
principal responsavel pela geracdo FEO e estabilidade ao longo do tempo
neste tipo de estrutura microfluidica. Além da composicdo do substrato,
mostrou-se que as dimensfes dos microcanais afetam a estabilidade e
magnitude do FEO. Canais que apresentaram menor proporcao de toner em
sua composicdo, ou seja, canais mais largos e de menor profundidade
apresentaram maior magnitude do FEO.

Outro fator avaliado foi a influéncia do solvente organico adicionado a
solucédo tampédo. Ap6s a adicdo do MeOH ao tampéao de corrida obteve-se
valores de eficiéncias de até 50.000 pratos/m. Estes valores sdo em torno de
trés vezes maior que o valores anteriormente descritos em trabalhos que
utilizaram os dispositivos de PT. Além disso, a presenca do solvente
organico assegurou a resolugdo de linha de base na separacdo dos cations
inorganicos sobre os canais de impressos com 200 um de largura.

A geometria do canal de injecdo também afetou o desempenho
analitico dos dispositivos de PT. Dentre as trés configura¢des analisadas, o
formato CD foi o que forneceu o volume de amostra ideal para realizar

separagOes com boa eficiéncia e resolugao.

90



CONCLUSOES e PERSPECTIVAS

Os dispositivos de PT, quando impressos, sdo definidos com uma
diferenca de até 20% entre a largura real e a largura nominal (definida no
software).

Além desses efeitos, mostrou-se neste trabalho que os MSE de PT
pode ser utilizado por cerca de trés dias consecutivos no qual o parametro
eletroforético mais afetado foi a magnitude do FEO, que apresentou valor de
RSD de aproximadamente 56%.

Diante de todas as melhorias obtidas nos dispositivos de PT da
impressora monocromatica, foi possivel pela primeira vez realizar a deteccao
de cations inorganicos em amostra de uma bebida energética e uma mistura
de medicamentos (diclofenaco de sédio e potassio e carbolitium®).

Esta parte do trabalho ja esta aceita para publicacdo na edicéo
especial da Electrophoresis sobre instrumentacdo para microfluidica e
CE/CEC em capilar e chip, com publicacéo prevista para Agosto/2012.

A etapa do trabalho que compara e avalia as principais diferencas
entre uma impressora monocromatica e colorida para fabricacdo dos MSE
de PT, pode-se observar que as duas impressoras apresentaram diferencas
quanto a composicdo quimica do toner. Além disso, a IPC apresentou
diferenca quanto o processo de impressdo, produzindo canais mais
estreitos, de menor profundidade e uma superficie de toner com menor
rugosidade. Todos esses fatores foram importantes para a obtencdo das
melhorias no desempenho analitico de cada microdispositivo.

O dispositivo preto da IMC foi 0 que apresentou a menor capacidade
de dissipacéo de calor provocado pelo efeito Joule. Quanto a influéncia do

pH na variacdo do FEO, foi observado que nenhum dispositivo apresentou
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curva sigmoidal bem definida. No entanto as curvas crescentes sugerem que
0 aumento do pH ocasiona o aumento na densidade de cargas negativas na
superficie dos dispositivos.

Para a separacdo dos cations inorganicos, as melhores eficiéncias
foram obtidas para os dispositivos amarelo, ciano e magenta. Por outro lado,
o dispositivo preto da IMC foi 0 que apresentou o pior desempenho analitico.
Esses resultados demonstraram que o0s efeitos como geometria e
uniformidade do canal bem como a rugosidade da superficie da camada de
toner foram os fatores que contribuiram para o melhor desempenho dos
dispositivos a base de toner pigmentado.

Ainda no contexto de desempenho analitico, foi observado que todos
os MSE de PT colorido apresentaram excelente repetibilidade ao longo de
dez injecdes consecutivas. Sendo que, também, neste parametro o
dispositivo de toner convencional ndo apresentou estabilidade durante as
injegcdes nas condigdes utilizadas. No entanto, como discutido na primeira
parte deste trabalho, este microchip pode ter o seu desempenho melhorado
através da alteracdo de alguns fatores, como por exemplo, adicdo de um
aditivo organico ao tampao de corrida.

Uma critica contundente que pode ser levantada apd6s o
desenvolvimento deste trabalho esta relacionada ao processo de fabricacéo
dos microdispositivos. Foi mencionado que a mudanca dos consumiveis
(folha de transparéncia e cartucho de toner) afeta diretamente o
desempenho analitico dos microssistemas fabricados nessa plataforma
descartavel. Aléem disso, o tipo e modelo de impressora também afeta o

processo de impressdo. Durante testes realizados em diferentes
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impressoras (marcas e modelos diferentes) observou-se que a aderéncia e a
espessura da camada de toner depositada sobre o filme de transparéncia
sao significativamente alteradas. Deste modo, o ideal seria que fossem
desenvolvidos materiais destinados somente para a producdo destes
microchips, evitando alteracdo no desempenho analitico entre o0s
dispositivos. Isso permitiria que resultados semelhantes fossem obtidos com

qualquer impressora laser destinada para esta finalidade.

6. Perspectivas

A excelente repetibilidade analitica bem como todas as melhorias
encontradas nos MSE de PT fabricados com o toner permite a idealizacao
de novas perspectivas nesta plataforma microfluidica. Além disso, o bom
desempenho analitico na andlise de amostras reais permitird estudos que
viabilizem seu uso para uma andlise quantitativa até mesmo para validacéo
de uma metodologia analitica.

Entretanto, pode-se perceber que existe muito a ser feito para
melhorar ainda mais esta plataforma microfluidica. Um novo desafio esta
voltado o uso da injecdo hidrodindmica, a qual ird& minimizar os efeitos
indesejados provocados pela injecdo eletrocinética, que dentre eles destaca-
se a injecdo discriminada de amostra.

Outro trabalho possivel para os MSE de PT seria um estudo
sistematico quanto a modificacdo quimica da superficie a fim de melhorar
ainda mais o seu desempenho eletroforético. Outra vertente de utilizagdo do
chip de PT seria 0 seu desenvolvimento para realizar outros métodos
eletroforéticos como a focalizacdo isoelétrica (IEF) e cromatografia

eletrocinética micelar (MECK).
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Além disso, esta tecnologia de baixo custo podera ser utilizada como
uma ferramenta de alta confiabilidade para anélise e separacédo de amostras
mais complexas, como compostos biolégicos, quando acoplados a métodos
de deteccdo com melhores niveis de detectabilidade como FIL e EM, por
exemplo.

Uma nova aplicacao dos dispositivos de PT esta voltada para area de
ensaios bioanaliticos. Um exemplo de utilizacdo seria seu desenvolvimento
para deteccdo de doencas tropicais, como dengue e chagas. Neste campo,
ja existem dois trabalhos sendo realizados dentro do grupo de métodos

eletroforéticos (GME) do IQ/UFG.
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