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Resumo

“Modificacdo de Poli(dimetilsiloxano) para Aplicagdes em Micro Sistemas de
Analise Total”.

Autor: Richard Piffer Soares de Campos

Orientador: José Alberto Fracassi da Silva

Os micro sistemas de analise total consistem de dispositivos da ordem de
centimetros que tem como objetivo a integracao de varias etapas analiticas em um
anico chip, tais como etapas de tratamento de amostra, separacdo por
eletroforese capilar, ou mesmo a integracdo de sensores em canais microfluidicos.
O poli(dimetilsiloxano), PDMS, é um dos polimeros mais adotados para a
fabricacdo destes microdispositivos, devido a suas propriedades elastoméricas,
transparéncia Optica, permeabilidade gasosa, biocompatibilidade, facil moldagem,
relativa alta resisténcia quimica e baixo custo de fabricacédo, além de poder ser
facilmente moldado e selado, resultando em microcanais com boa resolug¢do. Além
disso, é possivel a fabricacdo de canais por ablacdo a laser sobre o polimero
curado. Entretanto, a caracteristica altamente hidrofébica do PDMS faz com que
sua aplicagdo para solugdes aquosas seja problematica e analitos pouco polares
possam sofrer forte adsorcdo nas paredes do canal, tornando pobre a
reprodutibilidade do processo. Neste sentido, estratégias para modificar o material
nativo ou mesmo a superficie dos canais vém sendo estudadas.

Neste trabalho, foi inicialmente estudada a modificacao estrutural do PDMS,
que consiste na utilizacdo de um reticulante (contendo funcdo organica polar
metacrilato ou amina) na formacao do substrato. Também foi realizada a
modificacdo da superficie do substrato de PDMS por reagédo topolédgica, com a
introducao de polietileno glicol, além da modificagdo do processo convencional de
reticulacdo do PDMS Sylgard 184, pela adicdo do surfactante Silwet-L77 a este
processo. O PDMS modificado foi avaliado quanto a sua hidrofobicidade, por
medida do angulo de contato com a agua, em relacado as propriedades do fluxo
eletrosmotico gerado no microcanal e as modificagbes foram estudadas por
métodos espectroscépicos.
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A reacao de modificacdo de superficie do PDMS com divinil éter de
polietileno glicol apresentou as melhores caracteristicas hidrofilicas dentre as
modificacdes estudadas e mobilidade do fluxo eletrosmético com valor de 3,6x10™
cm? V' s, Em adicdo, as modificagdes puderam ser caracterizadas por métodos
de espectroscopia (IR e Raman), que se mostraram eficientes na avaliagdo tanto
da rota de modificagdo quanto do produto final.
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Abstract

The micro total analysis systems consist of devices in the order of
centimeters that aim to integrate several analytical steps on a single substrate,
such as sample treatment, injection, or even integrated sensors on microfluidic
channels. Poly(dimethylsiloxane), PDMS, is one of the most used polymers for
microfabrication due to its elastomeric properties, optical transparency, gas
permeability, biocompatility, relatively high chemical resistance and low fabrication
costs. PDMS can also be easily cast and sealed, resulting in microchannels with
good resolution. On top of that, it is possible to fabricate the microchannels using
the laser ablation technique on the cured PDMS. However, the highly hydrophobic
characteristic of PDMS makes its aqueous applications problematic. Moreover,
non-polar analytes can adsorb on the channel walls, leading to poor reproducibility.
In this sense, strategies to modify the raw material or channel surface have been
proposed.

In this work, the structural modification of PDMS, involving the use of a
crosslinking agent (containing the methacrylate or amine polar functions) was
studied. In addition, the surface modification of PDMS by topologic reaction with
polyethylene glycol and the modification of the conventional PDMS Sylgard 184
crosslinking by the addition of Silwet-L77 surfactant were also performed. The
hydrophobicity of modified PDMS was evaluated by water contact angle
measurements and the modifications were studied by spectroscopic methods. The
electroosmotic flow (EOF) generated in the microchannels was also evaluated.

The best hydrophilic characteristic among the studied modifications were
obtained with the polyethylene glycol divinyl ether PDMS modification. This device
presented an EOF of 3,6x10* cm? V' s, In addition, the modifications could be
characterized by spectroscopic methods (Raman and IR) and those techniques
were efficient in the evaluation of the reaction routes as well as the final products.
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1. Introducéao

1.1. Justificativa e Relevancia

Desde os anos 90, a comunidade cientifica tem observado um significativo
crescimento no campo de microdispositivos analiticos, ou Micro Sistemas de
Anadlise Total (Micro Total Analysis Systems, PTAS) (7). Os uTAS foram
considerados, pela The American Chemical Society, uma das grandes invencoes
do século XX. Além disso, os WTAS se enquadram nos requerimentos da
tendéncia a “Quimica Verde”, onde a redugdo das amostras e reagentes a um
minimo, aliada a reducdo do desperdicio quimico gerado auxilia na preservacao

do meio ambiente.

A ideia central dos uTAS é a integracdo de diferentes passos de uma
analise em um Unico substrato contendo canais micrométricos. Apesar das
dimensdes do canal microfluidico, todo o dispositivo é de tipicamente poucos cm?.
Sob este conceito, muitos sistemas foram propostos na literatura (7-3). A
integracdo dos processos analiticos pode ser dividida em (1) pré-tratamento da
amostra, (2) injecdo, (3) separacdo (se necessario), (4) deteccao e (5)

processamento do sinal.

A escolha do substrato para a construgdo do microdispositivo é de suma
importancia, jA que o analito pode interagir com o material utilizado para a
fabricacao do uTAS e, em casos extremos, ser adsorvido ou até mesmo absorvido
nas paredes do canal. Os primeiros dispositivos foram feitos em silicio, vidros
Opticos ou quartzo, tomando vantagem dos protocolos bem estabelecidos pela
industria microeletrénica. O protocolo padrdo para a microfabricagdo envolve os
seguintes passos basicos: (1) desenvolvimento do dispositivo em um programa
grafico de computador, (2) producdo de uma mascara contendo o padréo, (3)
transferéncia do padrao para o substrato, (4) corrosdo do substrato, e finalmente,
(5) selagem dos microcanais e conexdes com o “mundo externo”. Normalmente a

transferéncia de padrées envolve técnicas litograficas, que basicamente usam a



deposicao de um fotorresiste sobre o substrato, expondo-o a radiacéo ultravioleta
e subsequente revelacdo. ApOs estes passos 0 substrato esta pronto para ser
corroido e o fotorresiste é posteriormente removido da superficie do material (4,

5).

Mais recentemente, polimeros tém sido utilizados como substrato para
aplicacbes em uTAS. Exemplos deste tipo de material incluem o poli(metacrilato
de metila) (PMMA), policarbonato (PC), copolimero de olefina ciclica (COC),
poli(tereftalato de etileno) (PET), poliuretana, poli(dimetilsiloxano) (PDMS), além
da utilizagdo de papel como substrato (6). A escolha da técnica de microfabricagéo
depende do material e da resolucdo desejada. Técnicas alternativas podem ser
utilizadas, como a litografia macia, micromoldagem, ablacéo a laser, gravagcdo em

relevo a quente, dentre outras (5).

Neste trabalho foi adotado o PDMS para a fabricagdo dos microdispositivos,
pois este & muito Util para tais aplicacées, como demonstrado por muitos grupos
de pesquisa desde os anos 90 (7-70). As principais vantagens da utilizacdo do
PDMS séao suas propriedades elastoméricas, transparéncia optica, permeabilidade
gasosa, biocompatibilidade, facil moldagem, adesao ao vidro ou outros materiais,
baixa temperatura de cura, resisténcia quimica relativamente alta e baixo custo de
fabricacdo (77). A maior desvantagem do PDMS ¢é sua caracteristica altamente
hidrofébica, o que dificulta sua aplicagédo para solu¢des aquosas. Mais do que isto,
analitos ndo polares adsorvem-se fortemente nas paredes do canal, tornando
pobre a reprodutibilidade do processo (77). Neste sentido, estratégias para
modificar o material bruto ou mesmo as superficies dos canais tém sido propostas
na literatura (12, 13).

1.2.  Objetivos

Esta dissertacdo propds o desenvolvimento e caracterizacdo de substratos
modificados de PDMS com diferentes grupos e suas aplicagdbes em
microssistemas analiticos. Durante o trabalho sugeriu-se a apresentacdo de



modificacbes que alterassem principalmente a caracteristica hidrofébica do
polimero. Trés modificacoes foram realizadas:

(1) Utilizacdo do um reticulante (contendo fungé@o organica polar) na formacao
do substrato;

(2) Modificacdo do bulk pela adicdo de um surfactante ao processo de
reticulacéo convencional do PDMS;

(3) Modificacao da superficie do substrato de PDMS por reacéo topolégica,

com a introducéo de polietileno glicol;

Com isso, foram avaliadas as condicbes de reacdo, a viabilidade das
modificacdes e os aspectos praticos dos dispositivos confeccionados, visando sua

posterior aplicacao.

As modificacdes foram monitoradas via medicdo do angulo de contato,
espectroscopia no infravermelho e Raman, e medidas do fluxo eletrosmético em
microcanais fabricados destes materiais, avaliando-se também o desempenho e
viabilidade destas técnicas em microfluidica, bem como a utilizacdo de detectores
condutométricos sem contato capacitivamente acoplados nestes dispositivos.






2. Fundamentacao tedrica

2.1.  Métodos de modificacdo do PDMS

A modificacdo do PDMS é um aspecto importante da microfabricacéo,
sendo utilizada para conferir propriedades especificas ao microdispositivo (72).
Neste sentido, a modificacdo pode ser estudada a fim de se produzirem
microdispositivos com caracteristicas hidrofilicas, auxiliando na molhabilidade do
canal e reduzindo a adsorcao de moléculas apolares no bulk do polimero e, deste

modo, melhorando a aplicabilidade destes uTAS.

Os métodos de modificacdo do PDMS podem ser subdivididos em trés
categorias, que sao 0s processos em fase gasosa, métodos quimicos por via
Uumida, e a combinacao de ambos (72). Os processos em fase gasosa incluem o
tratamento com plasma (8, 74-16), tratamento com radiacao UV (717, 18), glow
discharge (19), deposi¢cdo quimica de vapor (20, 21) e feixes de ions (22) e
elétrons (23). Métodos quimicos por via Umida comuns sdo a deposigao camada
por camada (24-26), o recobrimento sol-gel (27-30), silanizagcdo (37), a
modificacdo do bulk do polimero (32, 33) e a modificagdo dindmica de superficie
(11, 34). Métodos combinados incluem, por exemplo, o tratamento com plasma ou
radiacdo UV seguido de silanizacao (35, 36).

2.1.1. Processos em fase gasosa

Os processos em fase gasosa para modificacdo da superficie do PDMS
baseiam-se nas interacdes entre o polimero e diversos gases. O tratamento com
plasma de O, assim como exposicao a radiacdo ultravioleta, consiste na
exposicao do PDMS nativo a estas fontes de alta energia (73). O polimero passa a
ter caracteristicas hidrofilicas em sua superficie devido a oxidacao de grupos CHs
da cadeia lateral do PDMS, levando a formacdo de uma camada na superficie



similar a silica com porcentagem de oxigénio maior que a contida no bulk do
PDMS (173). Entretanto, a superficie do PDMS recupera sua hidrofobicidade apds
a oxidacao devido a migracao para a superficie de oligbmeros néo reticulados ou
de cadeias livres ndo envolvidas no processo de formagéo da rede polimérica
contidos no bulk do polimero, minimizando a energia desta superficie (37).
Trabalhos foram realizados visando a remocao destas espécies livres utilizando
extracdo com solventes antes do processo de oxidagdo e obtiveram como
resultado a reducdo da recuperacao da propriedade hidrofébica (714, 16). Os
processos de oxidagao se iniciam pela geracao de grupos silandis na superficie do
PDMS, possibilitando a posterior reacdo com alcoxi- e clorossilanos ligados a
grupos polares de interesse. Exemplos de reacao por ligagdo covalente ao PDMS
oxidado envolvem a modificagdo do polimero com 3-aminopropiltrimetoxissilano

(36), 3-mercaptopropiltrimetoxissilano (36) e aminonaftolsilanos (35).

A técnica de deposicdo quimica com vapor (CVD — chemical vapor
deposition) consiste na exposicao do substrato a um ou mais precursores volateis,
que irdo reagir na superficie deste substrato para a formacado de uma camada de
filme fino ou pé depositado (713). Dentre as modificagdes por CVD encontradas na
literatura, pode ser citada a modificagdo com polimeros reativos, como poli(p-
xililenos) (20), poli(4-aminoestireno) (PAS) e poli(glicidilmetacrilato) (271) e
fluoropolimero (38). Na modificacdo com PAS é possivel, apds a selagem, utilizar

0S grupos amino que permaneceram sem reagir para modificacées adicionais (39).

2.1.2. Métodos quimicos por via Umida

A deposicdo camada por camada (LBL — layer-by-layer) é uma técnica de
modificacdo por via Umida muito utilizada e consiste na deposi¢cdo de camadas
alternadas de compostos sobre o substrato de PDMS. Esta técnica pode ser
aplicada quando houver possibilidade de formacao de ligacdo entre as camadas,
que pode ser covalente ou de origem eletrostatica (polications e polianions). O
processo de modificacdo demanda uma etapa de lavagem entre as etapas de



recobrimento. Normalmente, a injecéo, remocao e lavagem sao feitas de maneira
manual na deposicdo LBL (39). Recentemente, trabalhos foram descritos para a
automacao das etapas LBL (24, 40). Kuo et al. (41) modificaram com sucesso
varios substratos poliméricos por LBL, dentre eles o PDMS, e obtiveram material
hemocompativel, isto €, com propriedades para utilizacdo como dispositivos

médicos que entrem em contato com sangue.

O recobrimento sol-gel é baseado na transi¢cdo da fase de uma suspensao
de particulas coloidais dispersas em um liquido (sol) a formacdo de uma rede
intumescida pelo solvente (gel), formada por condensacédo ou polimerizagcao da
fase sol (42). Vantagens do recobrimento sol-gel sobre o PDMS nativo s&o a alta
densidade de particulas com distribuicio homogénea sobre a superficie e a
obtencdo de uma superficie quimicamente estavel (29). Culbertson et. al. (29)
obtiveram canais de PDMS revestidos com 6xidos de titanio, silicio, zirconio e
vanadio com menor adsor¢cdo de moléculas polares no bulk do polimero. Outra
aplicacéao foi a obtencéo de superficie hibrida biocompativel pelo recobrimento sol-
gel (28).

Uma das modificagdes interessantes do PDMS é feita para a introducao de
grupos Si-H na superficie do material polimérico. A presenca destes grupos
funcionais propicia reagdes nestes sitios para a introducédo de grupos de interesse
na superficie e no canal do substrato de PDMS. (43). A preparacdao desta
superficie pode ser feita por reacdo de redistribuicado do PDMS curado com
poli(metilsiloxano) (43). Outros métodos comuns de modificacdo envolvem a
reacdo com diferentes espécies de silanos funcionais, usualmente empregada
apdés a oxidacdo do PDMS via plasma ou radiacao UV e posterior reacado para
formacgéao da ligacao Si-O-Si na interface (44).

A modificacdo dindmica de superficie consiste na adicdo de surfactantes,
polieletrélitos ou polimeros n&o-ibnicos a solugdo de tampéo, de modo que a
interacdo dessas moléculas na superficie do canal de PDMS cause a alteracao do
fluxo eletrosmaético gerado no interior deste canal. A modificacdo dindmica pode,
por exemplo, gerar fluxo eletrosmotico maior que o tipico para dispositivos de



PDMS nativo (34), ou ainda reverter este fluxo (45). Recentemente, no método de
modificacdo do bulk do polimero, a adicdo de surfactantes ao pré-polimero antes
do processo de cura também tem sido estudada. Aplicagdes desta modificacao
incluem desde a fabricagdo de microbombas de PDMS para dispositivos
microfluidicos (46) a obtengcao de canais com caracteristicas hidrofilicas (47). Este
método incorpora ainda a adicdo de nanomateriais ao PDMS, visando alteracdes

de suas propriedades térmicas, elétricas e mecanicas (39).

2.2. Caracterizacdao do PDMS

Métodos tradicionais para a caracterizacao de superficie de substratos para
UTAS sado as medidas do angulo de contato com a agua (WCA — water contact
angle) (8, 33, 48), a avaliacao do fluxo eletrosmético (EOF - electroosmotic flow)
nos microcanais fabricados (34, 45, 48, 49) e a utilizacdo de técnicas
espectroscépicas, como a espectroscopia Raman (29, 50) e infravermelho (22, 51,
52). Os valores de WCA e EOF fornecem parametros importantes para a
avaliagdo da hidrofobicidade do substrato de PDMS modificado, da carga
superficial residual e do comportamento do fluxo. Estes sdo parametros que
podem apresentar instabilidade para dispositivos de PDMS nativo. As técnicas
espectroscépicas auxiliam na avaliacdo da modificacdo formada e de sua
homogeneidade. Uma distribuicao uniforme do modificador na superficie do PDMS
é essencial para gerar EOF constante e modular as propriedades da superficie do

polimero.

2.2.1. Angulo de contato

O angulo de contato é dado pelo angulo gerado quando uma interface
liquido/vapor entra em contato com uma superficie sélida. Este angulo de
equilibrio é especifico para cada dado sistema e determinado pela interagéo entre



as trés interfaces. Quando a fase liquida utilizada é a agua, e a medida feita a
atmosfera, forma-se o equilibrio ar/agua/sélido, e tém-se entdo o valor de angulo
de contato com a agua (WCA), e seu valor esta diretamente ligado a
molhabilidade do soélido (53). Neste sistema, como em qualquer outro sistema
ar/agua/sélido, existe um angulo de contato maximo de avanco e um angulo de
contato minimo de retrocesso. O angulo de contato de equilibrio entre as trés

fases € um valor entre estes dois angulos (54).

A formagéo do angulo de contato entre as trés fases (ar/agua/sélido) para
uma superficie plana é representada pela Figura 1, onde os indices S e L
representam sdélido e liquido, os simbolos os e 0, descrevem os componentes da
tensao superficial destas duas fases e ygs; representa a tensao interfacial entre a
fase solida e liquida. O angulo 6 é o angulo de contato correspondente ao angulo

entre os vetores ys. e 0, €, como o liquido utilizado é a agua, 6 = WCA.

G,

Ar

Solido

Figura 1 — Angulo de contato para a interacdo ar/agua/sélido para uma superficie sélida
plana.
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A relacdo matematica entre os parametros da Figura 1 foi formulada por
YOUNG (55), e é dada por:

05 =Y, + 0, %X Cosb (Equagéo 1)

A Equacdo 1 também pode ser escrita na forma da Equacao 2, se
considerarmos o modelo mais complexo em que as tensdes superficiais das fases
solidas e liquidas séo tidas como tensdes interfaciais entre as fase solido/gas e
liquido/gas (53, 56).

Yo¢ = Vg, TV, X COSO (Equacéo 2)

Desta forma, as tensdes interfaciais resultam em um equilibrio de fases que
gera o angulo de contato 6. Para se determinar o valor de 6, um tensiémetro éptico
(também chamado de goniémetro) analisa o formato da gota de uma imagem
gerada por lente de baixo aumento e o angulo de contato 6 é dado pelo angulo
entre a linha base (superficie sélida) e a tangente referente a o,, assumindo que a
gota tenha formato esférico ou elipsoidal. O angulo 6 pode ainda ser determinado
por um tensidmetro de forcas, medindo-se as forcas de interacao presentes
quando uma amostra sélida € posta em contato com o liquido teste. Se as forcas
de interagédo, geometria do sélido e tensao superficial do liquido sdo conhecidas, o
angulo de contato 6 pode ser calculado.

Em todas as medidas realizadas utilizando-se agua deionizada como fase
liquida o angulo 6 é referido como WCA. Desta forma, se as forgas de interagéo
entre a interface sélido/liquido forem predominantemente adesivas, a gota ira se
espalhar sobre a superficie, que € chamada de hidrofilica. Caso a predominancia
seja de forgcas coesivas nesta interface, a gota ird tomar a conformacao de menor
contato com o so6lido, ndo se espalhando sobre superficie que, neste caso, é dita
como hidrofébica (57). Angulos de contatos menores que 90° usualmente indicam
que a molhabilidade da superficie é alta, e quanto menor este valor, mais a agua
ird se espalhar sobre superficie do sélido. Valores de WCA maior que 90° indica
que a molhabilidade da superficie é baixa, e a dgua devera formar uma gota
compacta sobre a superficie. Este efeito aumenta com o aumento do valor de
WCA. Superficies com WCA maior que 150° sdo chamadas de superhidrofébicas
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(57). A Tabela 1 mostra os valores de WCA tipicos para alguns materiais, obtidos
na literatura (56, 58, 59).

Tabela 1 — Valores de WCA tipicos para alguns materiais

Materiais WCA /°
Vidro <5
Platina (Pt) 40
Alcool Polivinilico (PVOH) 51
Acetato de Polivinila (PVA) 60,6
Nylon 6 62,6
Polietilenoglicol (PEG) 63
Ouro (Au) 66
Polisulfona (PSU) 70,5
Polimetilmetacrilato (PMMA) 70,9
Nylon 12 72,4
Tereftalato de Polietileno (PET) 72,5
Epodxidos 76,3
Polioximetileno (POM) 76,8
Cloreto de Polivinilideno (PVDC) 80
Sulfeto de Polifenileno (PPS) 80,3
Acrilonitrila Butadieno Estireno (ABS) 80,9
Policarbonato (PC) 82
Fluoreto de Polivinila (PVF) 84,5
Cloreto de Polivinila (PVC) 85,6
Poliestireno (PS) 87,4
Fluoreto de Polivinilideno (PVDF) 89
Poli(metacrilato de n-butila) (PNBMA) 91
Politrifluoroetileno 92
Polibutadieno 96
Polietileno (PE) 96
Policlorotrifluoroetileno (PCTFE) 99,3
Polipropileno (PP) 102,1
Poli(dimetilsiloxano) (PDMS) 107,2
Poli(metacrilato de t-butila) (PtBMA) 108,1
Etileno Propileno Fluorado (FEP) 108,5
Hexatriacontano 108,5
Parafina 108,9
Poli(tetrafluoroetileno) (PTFE) 109,2
Poli(hexafluoropropileno) 112
Poli(isobutileno) (PIB) 112,1
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2.2.2. Medidas estaticas e dinamicas

O método de deposicao da gota séssil consiste na deposicdo de gotas do
liquido sobre uma superficie solida, da maneira mais horizontal e suave possivel.
Esta deposicao é feita por meio de uma microsseringa acoplada ao goniémetro.
Os dois métodos classicos para determinacdo do WCA sao o das medidas
estaticas e dinamicas (54).

As medidas de WCA estaticas fornecem informacdes sobre a molhabilidade
da superficie, bem como sobre as tensées interfaciais entre as fases solida,
liguida e gasosa. Neste tipo de medida, o tamanho e volume da gota nao se
alteram durante a medida. Isto ndo significa que o WCA permanece constante,
pois interacbes na superficie da interface solido/liquido podem causar variagbes
no angulo de contato em funcao do tempo. Dependendo do tipo de interacao, este
valor de angulo pode aumentar ou diminuir. Tais interagbes podem ser:
evaporacao do liquido, migragdo de surfactantes da superficie sdlida para a
superficie liquida, substancias dissolvidas na gota migrando para a superficie,
reacdes quimicas entre o sélido e o liquido, dissolucdo do sélido ou adsorcao do
liquido.

O método de medida de WCA estatico é ideal para se avaliar casos onde
ha a necessidade do monitoramento da variacdo do angulo em fung&o do tempo.
Neste método, a agulha da microsseringa ndo permanece em contato com a gota
durante a medida, o que evita que esta sofra distorcdées. Em adicdo, ao se
determinar o angulo de contato por uma imagem estatica, podem ser utilizados

métodos que avaliem o formato completo da gota e ndo apenas a area de contato.

As medidas de WCA dinamicas fornecem informacdes sobre a interacéo
dindmica das fases sélida, liquida e gasosa e descreve o comportamento da
interface sélido/liquido durante o aumento de volume da gota (dngulo de avanco =
molhando a superficie) e diminuicdo do volume da gota (angulo de retrocesso =
retirando liquido da superficie). O angulo de contato de avango é determinado
depositando a gota inicial sobre o sélido, sem que a agulha da microsseringa
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perca o contato com a gota d’agua, formando-se o WCA inicial. Esta seringa,
entdo, injeta mais liquido a uma determinada vaz&o. No inicio o angulo depende
do tamanho da gota e este s6 deve ser levado em consideragdo apds esta fase
inicial. O processo para a medida do angulo de retrocesso € o contrario, onde o
angulo é medido durante a succdo da gota d’agua a uma taxa constante. A
diferenca entre os valores de WCA de avanco e retrocesso pode ser utilizada para
obter conclusdes relativas a rugosidade e ndo homogeneidade quimica presentes
na superficie do sélido. Esta diferenca € chamada de histerese (60).

Nas medidas dindmicas, a interface ndo se forma instantaneamente e
requer tempo até que o equilibrio dinamico seja estabelecido. Deste modo, as
medidas ndo podem ser executadas com a transferéncia e remocao de liquido a
taxas muito altas, caso contrario o angulo medido sera referente a uma interface
nao completamente formada. Em contrapartida, a vazdo ndo deve ser muito lenta,
pois o0 tempo em contato com a superficie pode influenciar no valor de WCA. Na
pratica sdo geralmente utilizados valores na faixa de 5 a 15 uL min”. Neste
trabalho todos os valores de WCA foram obtidos utilizando-se o método de
medidas estaticas, pois este fornece informacdes sobre a hidrofobicidade do
sélido polimérico e, além disso, em alguns casos especificos foi utilizado o

monitoramento do WCA estatico em func¢do do tempo.

2.2.3. Fluxo eletrosmoético

Em eletroforese capilar (CE), o eletrélito e os analitos movem-se no capilar
sobre o efeito de um campo elétrico. O movimento da solu¢gdo que preenche o
canal sob o efeito deste campo € chamado EOF e ocorre devido a carga gerada
na parede do canal (67). A magnitude deste fendmeno depende das propriedades
da parede do canal e, portanto, pode ser utilizada para a caracterizacdo de
microdispositivos produzidos a partir de diferentes materiais ou mesmo
modificagdes realizadas sobre a superficie de um dado substrato.
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Em uma separacdo, as moléculas de soluto carregadas sdo separadas
devido as suas diferentes mobilidades eletroforéticas (61). Moléculas
positivamente carregadas movem-se naturalmente no sentido do polo negativo
sob um campo elétrico. Moléculas negativamente carregadas tendem a mover-se
no sentido oposto, em direcdo ao polo positivo. A resultante do movimento destas
particulas depende do sentido do fluxo eletrosmoético e da posicdo do detector
empregado. Para EOF catddico e detector proximo ao catodo, a ordem de
separagao é cations, moléculas neutras e anions. Isto se deve a mobilidade do
cation ser somada a mobilidade do EOF, enquanto que os anions que chegam ao
detector sdo aqueles com mobilidade menor que o EOF. As moléculas neutras
nao sofrem influéncia do campo elétrico e movem-se com velocidade e sentido do
EOF. Neste caso, cations de alta carga e raio hidratado menor deverao ser 0s
primeiros a migrar pelo canal, enquanto anions altamente carregados de raio
hidratado pequeno serdo os ultimos na ordem eletroforética (67). Se o detector
encontra-se proximo ao anodo com EOF catodico, somente serdo separados 0s
anions com mobilidade maior que o EOF.

Para os casos de EOF anddico, a ordem de separagdo sera anions,
moléculas neutras e cations, pois o0 vetor de mobilidade do anion se soma ao vetor

de mobilidade do fluxo eletrosmético.

2.2.3.1. Formagao do EOF

A formagédo do fluxo eletrosmético pode ser discutida com base em um
capilar de silica. No PDMS a densidade de grupos silanol é menor do que no
capilar de silica, o que reflete na menor carga superficial na parede do canal.

Em um capilar de silica fundida preenchido com eletrélito, com valores de
pH acima de aproximadamente 3, os grupos silandis (Si-OH) presentes na parede
do capilar sdo ionizados a grupos silanoatos negativamente carregados (Si-O’).
Estes grupos silanolatos negativamente carregados atraem cations presentes no

tampéao, formando uma camada de cétions interna, préxima a parede do capilar. A
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quantidade de cations atraida ndo € suficiente para neutralizar toda a carga
presente na parede do capilar e uma segunda camada de cations se forma (Figura
2). A primeira camada, interna, esta fortemente atraida pela carga na parede do
capilar e € chamada de camada fixa. A segunda camada estd a uma distancia
maior da parede do capilar e, portanto, € menos atraida por ela e tem a
capacidade de mover-se. Esta camada é chamada de camada movel. As duas
camadas em conjunto determinam a estrutura da dupla camada elétrica (EDL, do
inglés Electrical Double Layer) (61, 62).

Substrato

o o O ) o
Camada fixa @ @ @ @ @ @
Plano de Cisalhamento — = --=====mmmmmmmme e e e e e e e e cog
Camada méve| ————> @ @ @ @ @

FLUXO ELETROSMOTICO

Figura 2 — Representacao da formagao da dupla camada elétrica e do fluxo eletrosmotico
para substrato com grupos silanoatos na superficie. Os cations representados devem ser
entendidos como cations solvatados. Adaptado de (67).

Quando voltagem é aplicada, os ions presentes na camada mével migram
em dire¢do ao catodo (polo negativo). Como os cations estdo solvatados, o fluido
move-se como um todo, arrastado pela migracao dos ions. A espessura da dupla
camada elétrica é da ordem de 100 A. O perfil deste fluxo é plano, diferentemente

do perfil parabdlico de fluxo gerado por aplicacao de pressao (62).

A magnitude do EOF é diretamente proporcional ao potencial no plano de
cisalhamento (potencial zeta, (), definido como o plano onde se inicia a
movimentagao dos ions influenciada pelo campo elétrico. O potencial zeta é dado
por:
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_ 4mée (Equagéo 3)
€

onde § € a espessura da dupla camada elétrica, e € a densidade de carga, e € € a
constante dielétrica do meio (61, 62).

A velocidade do fluxo eletrosmético, v,,, € entdo definida como:

_ €&CE (Equacéo 4)
41

Veo =

onde E é o campo elétrico aplicado, em volts cm™ e 1y é a viscosidade do tampéo.

A mobilidade eletrosmotica, ou mobilidade do EOF, u, , € definida como:

_ Ve
Heo = E
__«
Heo 41 (Equacao 5)

Deste modo, a mobilidade eletrosmaética independe do campo elétrico
aplicado e é dependente das caracteristicas do eletrdlito (viscosidade e
concentracao) e da quantidade de carga na superficie do capilar ou do canal.
Diferentes sistemas podem ser comparados e estudados em termos de EOF

controlando-se estas caracteristicas.

A u., pode ser expressa também em termos das dimensdes e do tempo de
migracdo do marcador de EOF no microcanal, t,,. Para um canal de L largura

total, com a distancia entre o ponto de injecao e o detector igual a [, tem-se que:
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Veo
Ueo = F
AS l
E = - e ‘er = E = ;
Portanto,
L
Heo togV

(Equacéo 6)

onde L e | sdo dados em cm, t,, € dado em segundos e V, a diferenca de potencial
aplicada, é dada em volts. AS representa variagcao de espaco utilizada no calculo

classico de velocidade média.

2.2.3.2. Fatores que influenciam no EOF

Os fatores que influenciam a velocidade do EOF sao: a diferenga de
potencial aplicada, o pH do tamp&o, a concentracao ou forga i6nica do tampao, a
temperatura, a adicdo de solventes organicos, a aplicagcdo de potencial radial
externo e modificagdo quimica da parede do capilar/microcanal (67).

A diferenga de potencial aplicada, como foi dito anteriormente, ndo deve
influenciar na magnitude da mobilidade eletrosmética, porém ira causar alteragdes
na velocidade do EOF. Como o campo elétrico é diretamente proporcional a

voltagem (E = V/L), 0 aumento da voltagem ocasionard aumento na velocidade do

EOF, gerando tempos de migracao e tempos de analise menores no caso em que
o ion se movimenta na mesma direcdo do EOF. Além disso, o aumento da
voltagem aumenta a eficiéncia da separacdo (67). Entretanto, o aumento da
voltagem gera aumento de corrente e, por efeito Joule, aumento da temperatura
no interior do capilar/microcanal. Este aquecimento pode diminuir a viscosidade do
tampdo se nao dissipado rapidamente, gerando passagem de corrente ainda
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maior. Problemas resultantes desse comportamento sdo a formacao de picos
largos, tempos de migracao nao reprodutiveis, decomposicao ou desnaturagédo da
amostra ou ainda a formag&o de bolhas no canal, que causam descontinuidade
elétrica e impedem a utilizacdo do sistema eletroforético (67). Deste modo, a
voltagem deve ser estudada e otimizada de modo a ser utilizada para se obter a
melhor e mais rapida separacao possivel, sem o acarretamento dos problemas

citados.

O pH do tampéao afeta diretamente a quantidade de cargas presentes na
superficie do capilar/microcanal e, consequentemente, o potencial zeta. Quanto
maior o valor de pH, maior serd o grau de dissociacao dos grupos silandis em
grupos silanoatos (Si-O") carregados (62). Desta forma, o valor do potencial zeta
serd maior e a velocidade do EOF também aumentara. O pH também tem papel
fundamental no grau de dissociacao de alguns solutos, influenciando nas suas

mobilidades eletroforéticas.

A concentragdo ou forga ibnica do tampao afeta o fluxo eletrosmético, pois
afeta a magnitude do potencial zeta. Se a temperatura é controlada, o aumento da
concentracdo do tampao causa a compressdao da dupla camada elétrica,
diminuindo o valor do potencial zeta. Deste modo a velocidade do EOF diminui
com o aumento da concentracdo do tampdo. Caso a temperatura ndo seja
controlada, o aumento da forga ibnica do tampéo gera o aumento na corrente
elétrica que passa pelo canal e, com o aumento da temperatura por efeito Joule
(62), pode ocorrer a diminui¢cao da viscosidade do tampé&o e consequente aumento

de v,,.

O efeito da utilizagdo de solventes organicos no tampao é dificil de prever,
pois varios parametros podem ser modificados, como o potencial zeta, a
viscosidade e a constante dielétrica envolvida (62). A aplicacao de potencial radial
externo altera o potencial zeta, podendo assim ser utilizado para aumentar ou
diminuir o EOF (67).

Por fim, a modificacdo quimica na parede do capilar/canal pode levar a
propriedades totalmente diferentes aquelas do capilar/canal ndo modificado. Se a
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modificacao altera a quantidade de cargas presentes na parede do canal, como
por exemplo, aumentando a quantidade de cargas negativas disponiveis na
parede do canal em um microdispositivo de PDMS, o fluxo deve aumentar (49).
Ligacbes covalentes podem ser feitas com os componentes destas paredes, de
modo a inverter sua carga e, consequentemente, ocasionar a inversao no sentido

do fluxo eletrosmético (45).

2.2.4. Técnicas espectroscdpicas

As técnicas espectroscopicas sao ferramentas valiosas para monitoramento
do sucesso e homogeneidade das modificagcées em PDMS. As espectroscopias
Raman e infravermelho sdo técnicas classicas, ndo destrutivas, utilizadas para
caracterizar ligacées quimicas e simetrias de moléculas (63, 64). Estas duas
técnicas espectroscopicas sdo complementares, pois alguns modos vibracionais
de uma molécula podem ser ativos no infravermelho, enquanto outros podem ser

ativos no Raman, e outros ainda em ambas as técnicas.

Na espectroscopia na regido do infravermelho, o sinal ocorre devido a
absor¢ao de radiacao referente a energia dos modos vibracionais e rotacionais da
molécula, sendo ativos quando ocorrerem com mudanga do momento de dipolo
molecular. A espectroscopia Raman € baseada no espalhamento da luz incidida
sobre uma molécula. Se um féton é espalhado com o mesmo valor de
comprimento de onda incidido, ou seja, com a mesma energia, ocorrera 0O
chamado espalhamento elastico, dando origem ao sinal Rayleight, que ndo possui
informacgdo estrutural sobre a amostra. Entretanto, quando o féton é espalhado
com energia diferente daquela incidida, chamado de espalhamento inelastico,
ocorre o efeito Raman. A diferenga de energia espalhada (Vespanado ) © incidida
(Vincidente) da origem as linhas Stokes e anti-Stokes do espectro, referentes aos
estados vibracionais e rotacionais da molécula. As linhas Stokes s&o observadas
quando Vincidente > Vespalhado €Nquanto as linhas anti-Stokes ocorrem quando a

Vincidente < Vespalhado (65). O espectro Raman n&o possui valores absolutos como
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aqueles no espectro na regidao do infravermelho, pois é plotado em funcédo do
deslocamento Raman (cm™), isto €, em funcdo da diferenca do comprimento de

onda da radiacao espalhada em relagéo ao da radiagédo de excitagao.

Métodos de imagem quimica (Cl — chemical imaging) representam a
combinacdo de fatores quimicos (dados de espectroscopia molecular,
infravermelho, infravermelho préximo e Raman) e fisicos (imagem digital) voltados
para a geracao de informagédo espectral de alta qualidade sobre a superficie do
substrato (66). Cl é considerada como sendo a extensdo da espectroscopia de
ponto Unico convencional. Enquanto a espectroscopia convencional se refere um
unico espectro e reflete a composicao da amostra no ponto de amostragem, Cl
adiciona informacdo sobre a distribuicdo espacial dos componentes. A
oportunidade de visualizar esta distribuicdo espacial das espécies quimicas
envolvidas permite avaliar o grau de homogeneidade quimica presente em uma

dada amostra (67).

Em um experimento de Cl, a drea da amostra é dividida em pixels e um
espectro € obtido para cada pixel, resultando em um cubo hiperespectral de
dados, no qual a primeira e segunda dimensdes (x e y respectivamente)
correspondem as coordenadas espaciais e a terceira dimenséo (z) contém o perfil
espectral (Figura 3). Ao se extrair a informagdo espectral de cada pixel, um
conjunto de imagens quimicas é formado. Estas imagens mostram a distribuicdo
de cada componente no interior da matriz amostral. A informagdo presente no
cubo de dados pode ser extraida de varias maneiras como, por exemplo, por

mapas de correlacdo ou utilizando métodos quimiométricos.
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Figura 3 — Representacao do cubo hiperespectral de dados. Para cada fatia do cubo,
existe uma matriz contendo a coordenada em pixels e a intensidade Raman a um

deslocamento Raman especifico. Retirada de (68).

Os mapas de correlacdo sao imagens formadas pela comparacédo entre
diferentes componentes presentes na amostra. A imagem € obtida fixando-se o
comprimento de onda em um valor caracteristico a um dos componentes da
amostra. O resultado é o mapa de intensidade relativa, cuja escala variade 0 a 1,
onde 1 significa maior correlacdo possivel com o componente e 0 significa
nenhuma correlacdo. Em amostras formadas pela mistura de compostos, esta
técnica permite avaliar a homogeneidade do substrato mapeando-se quimica e
espacialmente todos os compostos presentes.

Atualmente, a extensédo de ClI utilizando espectroscopia Raman, chamada
de Espectroscopia Raman de Imagem (RIS — Raman Imaging Spectroscopy) tem
tido uma grande variedade de aplicagcbes, dentre elas a deteccdo de
medicamentos falsificados (63), avaliacao de dispersdes sélidas (69), entre outras
aplicacdes farmacéuticas (70-72), caracterizacao de filmes finos (73), analise de
pintura (64) e residuos explosivos (74) e estudo de novos materiais (75) e
biomedicinais (76).
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2.3. Deteccao condutométrica sem contato

A deteccdo condutométrica sem contato acoplada capacitivamente
(capacitively coupled contactless conductivity detection — C*D) é um método nao
destrutivo de deteccao que tem sido muito utilizado em eletroforese capilar e em
UTAS devido a facil construcao dos eletrodos de deteccao, além da possibilidade
de ser acoplada com outros sistemas de deteccédo (77-79). Os eletrodos nao
entram em contato com a solugdo que percorre o capilar/microcanal e o sinal de
resposta € proporcional a condutividade desta solucdo (80). Deste modo,
diferencas de condutividade geradas pela migracdo de ions em solucao podem

ser detectadas.

Para a aplicacdo de C'D em UTAS é necessaria a construgdo de dois
eletrodos, que podem ser posicionados de dois modos: no mesmo plano que 0s
microcanais ou fora deste plano. No primeiro modo, estes eletrodos sao
construidos por técnicas fotolitograficas (87), enquanto no segundo modo é
possivel a construcdo dos eletrodos por métodos alternativos como, por exemplo,
corrosdao de placa de cobre/fenolite (que servira como base para o
microdispositivo) para a confeccéao dos eletrodos.

O modelo elétrico para o C*'D é baseado no circuito formado entre os
eletrodos e a solucdo presente no canal, conforme demonstra a Figura 4. Na
Figura 4a, Cp1 e Cpo representam a capacitéancia gerada pelo isolamento do
eletrodo devido a presenca da parede do microdispositivo e R; é a resisténcia
oferecida pela solugdo presente no canal micrométrico. Cy € definida como a
capacitancia de fuga, e é devida ao acoplamento dos eletrodos. Esta capacitancia
pode provocar diminuicdo dos limites de deteccao e deve ser minimizada usando
um plano terra ou otimizando a frequéncia de trabalho (82). Na Figura 4b, Cyy e
Cpe foram substituidos pela capacitancia equivalente na parede do dispositivo, Cp
(83).
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Figura 4 — Circuito para a C*D. (a) Circuito esquematico mostrando o posicionamento dos
eletrodos e os valores de capacitancia e resisténcia e (b) circuito equivalente em funcao

da capacitancia equivalente. Adaptado de (83).

A resposta resultante apds a aplicacdo de um sinal alternado (AC) de
amplitude constante é medida na forma da corrente que flui através do sistema e
dependera da diferenca de resisténcia entre os solutos e a solugao presente no
canal (83). Além disso, a frequéncia de sinal utilizada é fator determinante. Este
comportamento do circuito pode ser explicado em termos da reatancia X, dos
capacitores, dada por:

¥. = 1 (Equacao 7)
¢ 2nfC

onde f é a frequéncia do sinal AC e C o valor de capacitancia.

Se o valor de frequéncia for muito baixo, o valor de X, sera elevado,
causando o bloqueio do sinal nas paredes dos microcanais. Nesta situacao a
reatancia provocada pela capacitancia de fuga Co, também sera elevada e néo
havera transmissao externa do sinal. Para valores de frequéncia muito altos, as
reatancias da parede e de fuga terdo valores baixos. Por um lado, isso favorece a
transmissdo do sinal através das paredes dos microcanais, mas a reatancia

provocada pela capacitancia de fuga pode diminuir a impedancia total do sistema,
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fazendo com que variagcdes na condutividade da solugcdo nao sejam sentidas.
Soma-se a isso que os amplificadores operacionais utilizados no circuito de
deteccao também possuem valores finitos de capacitancia de entrada, que
atenuam os sinais de alta frequéncia. Por isso, valores intermediarios de
frequéncia produzem as maiores respostas e a frequéncia étima de operacao deve
ser otimizada de acordo com a geometria dos eletrodos e solucdes eletroliticas

utilizadas nos experimentos.
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3. Materiais e Instrumentacéao

3.1. Materiais

Para o preparo do substrato de PDMS nativo foi utilizado o kit pré-polimero e
reticulante Sylgard 184, marca Dow Corning, massa molar 2x10” g/mol. Preparou-
se também substratos pela reticulacdo de poli(dimetilsiloxano)dimetilsilanol
terminal, (PDMS-t), massa molar 2x10® g/mol, marca Dow Corning, com diferentes
silanos metacriloxipropiltrimetoxissilano (MPTMS) e aminopropriltrietoxissilano
(APTS), de procedéncia Aldrich. Poli(metilsiloxano) (PMS), foi comprado como
DC1107, marca Dow Corning, e utilizado na rota de modificagcdo com os seguintes
derivados de polietileno glicol (PEG): diviniléter de polietileno glicol (DVE-PEG),
metacrilato de polietileno glicol (META-PEG) e metil éter acrilato de polietileno
glicol (MA-PEG), todos de marca Aldrich. O surfactante Silwet L-77 (L77), marca
Momentive Performance Materials, cujo componente majoritario € o etoxilato de

trissiloxano, foi utilizado para a modificacao do bulk do PDMS (Figura 5).

Os catalisadores utilizados foram o H»,SO4 P.A., marca Synth; o dibutil
acetato de estanho, marca Aldrich; e o catalisador de platina Q2-7368, marca Dow
Corning. Bis-(2-metiletil)éter, marca Acros Organics, e metanol P.A., marca Synth,
foram utilizados como solventes. Acido 2-morfolinoetanosulfénico monohidratado
(MES), marca Aldrich e L-Histidina (His), marca Fluka, foram utilizados para o
preparo do tampao MES/His. Os solventes trietilamina, acetato de etila e acetona,
todos da marca Vetec, foram utilizados para extracdo do PDMS. Para a
preparagao de solugdes foram utilizados os reagentes FeCls, KCI, NaCl e LiCl,
todos da marca Synth.
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Figura 5 — Férmulas moleculares do PDMS, PDMS dimetilsilanol terminal e dos
modificadores utilizados.

3.2. Instrumentacao

Foi utilizado o tensiémetro éptico modelo DSA100 Standard, marca Kriss,
para determinacdo do WCA, pois é possivel empregar este instrumento para o
estudo de substratos soélidos devido a sua superficie plana para analises e
pequena quantidade necessaria de liquido teste. Todas as medidas foram
efetuadas utilizando a deposicao pelo método da gota séssil de 10 puL de agua
deionizada (liquido teste).

A caracterizagao espectrométrica na regido do infravermelho foi efetuada em
espectrometro modelo MB Series B-102, marca Bomen. As medidas de
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perfilometria foram realizadas no equipamento Form Talysurf 50, marca Taylor
Hobson. O spin coater utilizado foi o WS-650S-6NPP, da marca Laurell
Technologies. A caracterizacao por espectroscopia Raman e RIS foi realizada no
equipamento Raman Station 400F spectrometer, marca Perkin Elmer, utilizando
laser de excitagao de 250-mW, com comprimento de onda de 785 nm. A aquisigao
de dados foi feita pelo uso do software Spectrum, e o tratamento dos dados
utilizando o software Spetrumimage — Spotlight, ambos da marca Perkin Elmer. O
tamanho do pixel foi fixado em 50 pm.

As medidas de fluxo utilizando deteccdo condutométrica sem contato (C*D)
foram realizadas utilizando equipamento construido no laboratério GEM,
controlado pelo software LabView®, com frequéncia de trabalho de 500 kHz.
Todos os cortes a laser foram efetuados no equipamento L-Solution 100, marca
Gravograph, com fonte de laser de CO, de 10,6 um e poténcia maxima de 30W.
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4. Experimental

O procedimento experimental para cada uma das modificacbes sera
descrito e analisado separadamente para maior clareza das abordagens

utilizadas.

4.1. Técnicas de microfabricacao

Os dispositivos convencionais em vidro e silicio sdo normalmente
produzidos a partir das técnicas fotolitograficas, que consistem na transferéncia de
estruturas micrométricas da ordem de 1 a 100 um, previamente desenhadas sobre
uma mascara para o substrato em questdo, com a exposicao a radiagdo UV ou
raios-X. Este processo consiste em uma série de etapas, resumidas pela Figura 6.

Fotorresiste

v
—— mm—
I Substrato IV
Radiagéo UV HH H.H +— Fotomascara
1l Y
e e
T
] v

Figura 6 — Principais etapas da constru¢cao de microdispositivos sobre substrato de vidro
através da técnica de fotolitografia. Adaptada de (5).

()  Deposicao de filmes metalicos e fotorresiste sobre o substrato;
)  Posicionamento da mascara e exposi¢ao a radiagao UV;
)  Revelagdo da imagem fotogravada no fotorresiste;
(IV)  Corrosao da camada metdlica nao protegida pelo fotorresiste;
) Corrosao do substrato e,

)  Remocéo das camadas de fotorresiste e metal e selagem do microdispositivo.
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Este é um processo que demanda tempo e ndo pode ser executado em
qualquer condicdo ambiente, fazendo-se necessaria a utilizacdo de uma sala
limpa. Os substratos devem estar devidamente limpos e dependendo da
caracteristica do fotorresiste pode ser necessario seu tratamento térmico antes e

apoés a fotogravacao. Estes fatores tornam o processo de alto custo.

Alternativamente, os dispositivos poliméricos podem ser preparados a partir
da técnica de micromoldagem. Esta técnica consiste na criagdo de um molde por
fotolitografia ou outra técnica alternativa e posterior polimerizagdo sobre este
molde, de modo a transferir o padrdo de canais para o polimero (5). Neste
trabalho, a micromoldagem foi utilizada para o preparo de todos os
microdispositivos, com excecdo dos dispositivos de PDMS modificados com
alcoxissilanos, cujos canais foram preparados por ablagéo a laser.

b
W

Figura 7 - Microfabricacdo por micromoldagem. A preparacdo do molde é representada
de (a) a (d). A transferéncia do padrédo do microcanal para o substrato polimérico é
representada de (e) a (g). Adaptado de (84).
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Na micromoldagem, o fotorresiste negativo foi depositado por spin coating
sobre o substrato (b), de silicio ou vidro. O substrato estd denominado pela letra a.
Em ¢, a mascara contendo o padrao dos canais foi colocada sobre o substrato e o
sistema exposto a radiacdo UV. Sob a agédo da radiagdo o fotorresiste negativo
reticula, formando o padrdo em alto relevo (d), seguido da posterior remocao da
mascara e fotorresiste nao reticulado. O fotorresiste utilizado para este processo
foi o0 SU-8, baseado em ligacdes epdxido. A partir deste ponto, obteve-se o molde
com canais em alto relevo, denominado de mSU-8. Os moldes foram preparados
no laboratério de microfabricacdo do LNNano (Campinas, SP).

O mSU-8 foi utilizado para transferir o0 padrao dos canais microfluidicos
para o PDMS, mediante polimerizacao sobre este molde (e-g). A utilizacdo do
mSU-8 diminui o custo da microfabricagcdo quando comparada a fotolitografia
convencional devido ao fato de que um unico molde pode ser utilizado para a
fabricacao de varios microdispositivos. Além disso, moldes com mais do que um
unico padrdo de canais podem ser construidos e utilizados simultaneamente. Os
mSU-8 preparados sobre substrato de silicio apresentam maior durabilidade com
relacao aqueles preparados sobre substrato de vidro, pois puderam ser utilizados
para um numero maior de moldagens sem danificar os canais em alto relevo. O
tempo de fabricagdo do microdispositivo depende diretamente do tempo de
reticulagdo do PDMS.

4.2. Preparagéo convencional do PDMS nativo

A preparagdo do substrato de PDMS nativo a partir do Sylgard 184,
compreendendo apenas o kit contendo o pré-polimero e o reticulante, foi realizada
e é descrita a seguir. No caso em que esta reagao foi realizada em placa de Petri
contendo 0 mSU-8, obteve-se o polimero com os microcanais. No caso em que foi
realizada sobre placa de Petri vazia, obteve-se o polimero de superficie lisa,
utilizado para a selagem do microdispositivo € como material referéncia nas
medidas de WCA.
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Inicialmente foram pesados ambos os componentes na razdo de 10 partes
de pré-polimero para 1 parte do reticulante (10:1 em massa). A mistura foi
homogeneizada vigorosamente mediante agitacdo mecéanica. A mistura foi entéao
depositada sobre uma placa de Petri de poliestireno, que foi deixada sob vacuo
cerca de 30 minutos para remog¢ao de bolhas de ar. A placa de Petri ndo pode ser
de vidro comum, pois o PDMS adere ao vidro, impossibilitando sua posterior
remocgao. As dimensdes da placa de Petri dependem da posterior utilizacdo do
PDMS. Para aplicagéao na fabricagdo dos microdisposiitivos foram utilizadas placas
de 7 cm de raio, enquanto que o PDMS de referéncia para medidas de angulo de

contato foi utilizada placa de 3,5 cm de raio.

O processo de cura do polimero dura cerca de 24 horas a temperatura
ambiente ou 6 horas em estufa a 70 °C. Neste trabalho foi utilizada a cura em
estufa para todos os materiais preparados, salvo quando a cura a temperatura

ambiente for especificada no texto.

Os microdipositivos convencionais a partir do PDMS nativo foram obtidos
pela selagem do substrato contendo os canais micrométricos contra uma base lisa
de PDMS nativo. A selagem pode ser feita reversivelmente, pelo contato entre os
dois substratos, ou irreversivelmente, por meio da oxidacdo dos substratos com
plasma e posterior contato. O método de selagem utilizado foi a selagem
reversivel por contato, salvo para o dispositivo obtido da modificacdo de PDMS
com derivados de PEG, onde foi utilizada a selagem irreversivel. Os reservatérios
foram confeccionados utilizando-se puncao de bidpsia (modelo Harris Uni-Core,

Ted Pella, Inc.), com diametro de 3 mm.

4.3. Modificacao I: Reacdo de policondensagcdo com alcoxissilanos

Para esta reacao de reticulagdo foi utilizado o pré-polimero PDMS-t, que
possui menor massa molar e menor viscosidade quando comparado ao Sylgard
184. Além disso, possui ligagcdes Si-OH nos finais de cadeia que propiciam a

reacdo de policondensacdao com o grupo R-O-Si dos alcoxissilanos MPTMS e
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APTS. Esta reacdo serd discutida no item 5.1. Neste texto, a denominagao
alcoxissilano deve ser interpretada como o termo que se refere aos reticulantes
que também atuam como modificadores, MPTMS e APTS. A preparagdao do
substrato pela reagéo de policondensagao € descrita abaixo.

4.3.1. Policondensacao com MPTMS

PDMS-t e MTPMS foram misturados em diferentes proporgdes. Para o
polimero com 20% de MTPMS foram utilizados 8 mL de PDMS-t e 2 mL de
MPTMS. O produto desta reacdo foi designado mPDMS 20%. Preparou-se
também o mPDMS 30%, utilizando 7 e 3 mL de PDMS-t e MPTMS,
respectivamente. Em ambas as preparacgdes utilizaram-se béqueres de polietileno
de alta densidade (marca Nalgene). Esta mistura foi homogeneizada por agitagao
magnética por 5 minutos. Foi adicionado entdo 0,25 mL do catalisador dibutil
acetato de estanho (DBAE) e a agitacao foi mantida por mais 10 minutos. A
solucao foi transferida para um suporte de Teflon® e levada & cura por 24 horas a
temperatura ambiente. Os angulos de contato foram medidos e comparados com
o PDMS nativo preparado a partir do Sylgard 184.

4.3.2. Policondensacao com APTS

O procedimento para a reacdo com APTS foi analogo ao utilizado na
preparagdo do mPDMS. Neste procedimento PDMS-t e APTS foram misturados
em diferentes proporcdes, para a produgdo da material designado aPDMS, com
20%, 30% e 40% de APTS. Para o aPDMS 20% foram utilizados 8 mL e 2 mL de
PDMS e APTS, respectivamente. O aPDMS 30% foi produzido a partir de 7 mL de
PDMS e 3 mL de APTS, enquanto o aPDMS 40% utilizou 6 mL de PDMS e 4 mL
de APTS. As reacgdes foram feitas em béquer de polietileno de alta densidade
(marca Nalgene) e a mistura homogeneizada por agitacdo magnética por 5
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minutos. O volume de 0,5 mL de DBAE foi adicionado e a agitacao foi mantida por
mais 2 minutos. Este tempo de agitagdo menor para o aPDMS em comparacao ao
processo similar do mPDMS se deve a velocidade da reacdo de policondensagao
ser maior para o APTS, causando o inicio do processo de reticulacao apds cerca
de 2,5 minutos da adi¢ao do catalisador.

De maneira semelhante ao mPDMS, a solucao de aPDMS foi transferida
para um suporte de Teflon® e levada & cura por 24 horas a temperatura ambiente.
Os angulos de contato foram medidos foram medidos e comparados com o PDMS
nativo preparado a partir do Sylgard 184.

As porcentagens utilizadas de alcoxissilano, o volume de DBAE e o tempo de
agitacao para a reagdo do PDMS-t com APTS e MPTMS a fim de produzir o
substrato modificado estdo resumidas pela Tabela 2.

Tabela 2 - Especificagdes para reticulacdo de PDMS-t com alcoxisilano

. Porcentagem . .
Alcoxisilano DBAE /mL Agitagdo /min
preparada (%)

APTS 20%, 30% e 40% 0,5 5+2

MPTMS 20% e 30% 0,25 5+10

4.3.3. Preparagéo dos microcanais no mPDMS

Microcanais foram construidos diretamente no mPDMS ja curado, por meio
de ablacdo a laser de CO,. O formato e as dimensdes do dispositivo estdo
dispostos na Figura 8. Para este processo, foram utilizados 20% de poténcia
relativa do laser a 30% de velocidade na criagao dos canais e 20% de poténcia a
10% de velocidade na criagcdo dos reservatérios. O substrato mPDMS foi
transferido para suporte de cobre metélico e analisado com espectroscopia
Raman e RIS.
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Figura 8 — Dispositivo mPDMS com microcanais criados por ablagédo a laser de CO..
Dimensodes do dispositivo: 75x25 mm. Canal com 30 mm de comprimento e reservatorios

com 3 mm de diametro.

4.4. Modificagao II: Adicdo de Tensoativo

Nesta modificacdo o tensoativo foi adicionado a mistura de pré-polimero de
PDMS e reticulante antes da etapa de homogeneizacdo (Figura 9). Para os
ensaios realizados utilizou-se da proporcdo em massa de 10:1 partes de pré-
polimero e reticulante, com a adi¢cao de 0,6% m/m de surfactante Silwet L-77 em
relacdo ao pré-polimero (46). A mistura foi homogeneizada mediante agitacdo
mecanica e submetida a vacuo por cerca de 30 minutos para remoc¢ao de bolhas.
A cura do polimero foi de 6 horas a 70 °C na estufa, sobre placa de Petri de

poliestireno, de 90x15 mm.
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| 06% Silwet L-77 |

10 partes de Pré — polimero ‘ | 1 Parte de Reticulante

| Homogeneizacdo ‘

Colocar sobre Placa de
Petri

Vacuo por 30 minutos

| i 6ha70°C

Figura 9 — Fluxograma para a modificagdo do PDMS nativo com adicdo do tensoativo
L77.

Este procedimento foi utilizado para a confecgdo do substrato modificado
com surfactante (sPDMS). Para as medidas de angulo de contato, a reacao foi
realizada sobre a placa de Petri vazia, de modo a obter o polimero liso. Estas
medidas foram realizadas em comparacdo aos valores obtidos para o PDMS

nativo.

Para a avaliacdo do fluxo eletrosmético, a reacdo de reticulacao foi
realizada sobre a placa de Petri contendo o molde de canais em T, de dimensodes
de 65 um de largura x 15 pum de profundidade.

4.5. Modificacdo Ill: Modificacado de superficie por reacdo de
hidrossililacao

Na Modificacdo Ill, o PDMS nativo j& curado precisa ter sua superficie
ativada a fim de reagir com derivados de PEG. Inicialmente preparou-se o PDMS
nativo do modo descrito no item 4.2. A superficie deste polimero ja curado deve
entdo ser ativada, com a introducao de funcbes Si-H para a posterior introducéao
de DVE-PEG, META-PEG e MA-PEG, que foram os modificadores derivados de
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PEG testados neste trabalho. Para tal, seguiu-se a rota descrita a seguir,
adaptada de (43).

O PDMS foi imerso, sob constante agitacdo durante 1 hora, em solugao
preparada com 30 mL de metanol, 10 mL de DC 1107 poli(metilsiloxano) e 0,5 mL
de HoSO4 P.A., para catalise. Posteriormente, a amostra foi retirada e lavada com
metanol e em seguida com etanol, e entdo aquecida a 80 °C por 2 horas em
estufa. Em seguida, foi seca em dessecador por aproximadamente 12 horas sobre
uma placa de Teflon®.

Apés este tempo, o substrato de PDMS foi colocado sob agitacdo em uma
segunda solucdo contendo 5 mL de um dos derivados de PEG em 25 mL de bis(2-
metoxietil)éter e 2 gotas de catalisador de platina (Q2-7368). Nesta etapa ocorreu
a reacao de hidrossililacao entre a ligagédo Si-H da superficie do molde e o grupo
vinil (CH,=CH-) do final da cadeia do derivado de PEG. Este procedimento
estendeu-se por cerca de 24 horas. Apoés isto, o polimero foi lavado com o préprio
solvente e deixado no dessecador por cerca de 20 horas, com posterior
aquecimento em estufa sobre placa de Teflon®, por 4 horas a 120 °C.

O fluxograma do procedimento descrito esta disposto na Figura 10.

Dispositivode ﬂ
PDMS

Agitacdo por 1h

30 mL metanol
10 mL DC1107
0,5 mL H,S0,

‘ 2ha80c°C H Lavarcom metanol e etanol ‘

‘ 12h des;secador ‘ ﬁ

5 mL de PEG e " Lavarcom bis(2-metoxietil)éter ‘
25 mL bis(2-metoxietil)éter
2 gotas cat. Pt

‘ 20hdeslsecador ‘

4ha120°C ‘

Agitacdo por 24h l ‘

Figura 10 — Fluxograma para a rota de modificagdo de superficie do PDMS nativo com
DVE-PEG, META-PEG ou MA-PEG. Na figura, PEG se refere a um dos 3 derivados
citados.
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Os trés passos da reacao (PDMS nativo, ativagcdo do PDMS pela introducao
de grupos Si-H na superficie, e a introdugdo dos modificadores derivados de PEG
na superficie) foram avaliados por refletdncia total atenuada na regido do
infravermelho (ATR-FTIR) e os angulos de contato foram medidos para a versao
modificada em comparagcao ao PDMS bruto.

4.6. Extracdo dos monémeros do PDMS

Alguns dos experimentos foram realizados ap6s a extracdo de cadeias de
PMDS néao ligadas a rede polimérica. Esta extracdo foi realizada segundo o

protocolo proposto por Vickers et al. (76).

Neste protocolo de extragdo, o PDMS nativo ja curado foi imerso em 200
mL de trietilamina a temperatura ambiente e mantido por agitacao durante 2 horas.
Apd6s uma hora de agitagéo, a trietilamina foi trocada por uma nova solugdo. O
PDMS foi entdo removido e imerso em 200 mL de acetato de etila, sob agitagdo a
temperatura ambiente. Neste caso também o solvente foi trocado apés 1 hora de
agitacao. Apés esta etapa, o PDMS foi transferido para um béquer contendo 200
mL de acetona por 2 horas. Finalmente, as pecas de PDMS foram levadas a

estufa para secagem por 6 horas a 65 °C.
A porcentagem de polimero extraido, eppys, foi calculada utilizando-se a
equagao:

Mz 100 (Equacao 8)

L

€ppMs =

onde m; é massa inicial do PDMS ja curado e m; € a massa final, obtida apos o

processo de curae secagem.
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4.7. Dispositivo C*D

Prepararam-se ainda dispositivos contendo eletrodos construidos em
placas para circuito impresso de cobre/fenolite para avaliagdo do EOF via C*D.
Estes dispositivos foram construidos em trés camadas: (1) placa de cobre/fenolite
contendo os eletrodos utilizados para a detecgao; (2) fina camada polimérica, com
a finalidade de evitar que a solugcado que passa pelo microcanal entre em contato
com os eletrodos; (3) dispositivo polimérico onde se encontram os microcanais. O
dispositivo estd representado na Figura 11. O isolamento elétrico sobre os
eletrodos e a camada contendo os canais microfluidicos foram preparados com o

mesmo material (PDMS nativo ou sPDMS), exceto casos especificados no texto.

A Figura 11 deve ser entendida apenas como a representacdo da posicao
das trés camadas, pois o dispositivo polimérico (camada de PDMS contendo os
canais) nao esta voltado para cima, os canais foram selados contra a camada fina,
perfazendo-se assim, nas trés camadas, o dispositivo completo. Este substrato foi
preparado por micromoldagem. Os canais possuem 65 um de largura x 15 um de
profundidade. O comprimento do canal de separagao é de 45 mm, enquanto que o
canal de injegdo possui 12 mm. O comprimento efetivo do canal de separagéo,
isto &, a distancia entre o ponto de injecdo e o detector varia ha montagem do
dispositivo e sera especificado para a realizagdo dos calculos de EOF.

— Dispositivo Polimérico

“~— Camada Fina de Polimero

" Placa de Cobre/Fenolite

Eletrodos de Cobre

Figura 11 — Dispositivo em trés camadas para utilizagdo em detecgdo condutométrica

sem contato.
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Os eletrodos fabricados sobre placas de cobre/fenolite sdo espacados entre
si, conforme a Figura 12. Para sua fabricagdo utilizou-se da corrosdo controlada
da placa protegida por camada de toner na regido onde serdo produzidos os
eletrodos. O desenho foi feito em programa computacional grafico comercial
(CorelDraw®) e posteriormente transferido para a superficie da placa de
cobre/fenolite. O procedimento completo e detalhado é discutido a seguir.

Figura 12 — Desenho utilizado para impressao dos eletrodos na placa de cobre/fenolite.
Dimensdes da placa: 4,00 x 6,00 cm. Espessura dos eletrodos: 1 mm. Espagamento entre
eletrodos: 0,5 mm.

Inicialmente, a placa foi corroida por cerca de 20 min para diminuicao da
espessura inicial da camada de cobre, em solucao 20% FeCls, a temperatura
ambiente. A mascara contendo o formato dos eletrodos em toner foi entdo
impressa em papel e o padréo transferido para a placa de cobre/fenolite utilizando-
se uma laminadora. Mediante a alta temperatura, o toner, que tem maior
aderéncia ao cobre que ao papel, fica impresso na placa de cobre/fenolite e este
funciona como camada protetora para a posterior corrosdo do Cu contido na
placa. A corrosdo do Cu nao protegido pelo toner foi efetuada em solucdo 20%
FeCls, a 50 °C, sob agitacao constante. Finalmente, o toner foi retirado utilizando-
se acetonitrila e obteve-se a placa com os eletrodos de cobre na regidao que
estava protegida pelo toner.

Sobre esta placa contendo os eletrodos foi depositada a fina camada
polimérica para posterior selagem do dispositivo feito por micromoldagem. Esta
camada fina foi depositada por spin coating, processo onde a placa é submetida a
diferentes rotacbes por um dado periodo de tempo apds a aplicacdo da mistura
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polimérica sobre sua superficie. A deposicao do polimero foi efetuada por um
processo em quatro etapas subsequentes, conforme Tabela 3. Na deposicao por
spin coating, a quantidade da mistura de PDMS adicionada sobre a placa é
irrelevante, pois a quantidade que permanecera sobre a mesma, conferindo a
espessura caracteristica, depende apenas do programa de velocidade de rotacao
do spin coater.

Tabela 3 — Programa para deposicao de filmes utilizado no spin coating.

Etapa Velocidade / RPM Tempo /s
1 300 30
2 600 30
3 900 15
4 1000 30

Depois de submetido a todas as etapas do processo, obteve-se a camada
fina polimérica de aproximadamente 60 pm, conforme medida obtida por
perfilometria de contato, Figura 13.

Bl

T T T T T T T T T T T T T T T T
52 54 56 52 60 62 64 66 68 L ] 74 78 78 80 22 84
milimetros
Ponto atual Ponto de Referéncia Diferenga
X 6,5440 mm ¥ 10,0000 mm A B,5440 mm
7 61,3894 pm 70,0000 pm AT B13894 pm

Feril modificado P 69,0450 pm Afgstamento 6,5443 mm
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Figura 13 — Perfilometria de contato para a placa de cobre/fenolite apés a cura da fina

camada polimérica depositada por spin coating.

Deste modo, o dispositivo final foi obtido mediante selagem reversivel do
polimero contendo os canais sobre a fina camada polimérica obtida por spin
coating. Este dispositivo foi entdo ligado ao instrumento construido no laboratério
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para detecgdo C*D. Este aparato consiste em fonte de alta tensdo, controlador de
frequéncia, gerador de vacuo (para auxiliar no preenchimento e limpeza dos
microcanais) e microcomputador. O interfaceamento é controlado pelo software
LabView®.

sl

Controlador de frequéncia

)

u

Microchip

(d)

Figura 14 — Aparato para deteccdo C*D construido no laboratério: (a) controlador de
frequéncia, (b) fonte de alta tensao de 12 kV, (c) gerador de vacuo e (d) microchip.

4.8. Medidas de EOF em dispositivos com deteccdo C*D
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Este topico ira tratar dos dois métodos utilizados para a medida da mobilidade
do fluxo eletrosmético (EOF) durante este trabalho. Em ambos os casos foram
utilizados os dispositivos para detecgdo C*D descritos no item 4.7. Ambos os
métodos medem o tempo de migragdo de um marcador e este tempo € convertido
em eo Utilizando os pardmetros experimentais e a teoria de eletrosmose abordada

no item 2.2.3.

4.8.1. Método do monitoramento da corrente

O método de determinacdo do EOF pelo monitoramento da corrente
consiste na utilizacdo de um uUnico tamp&do em duas concentracbes diferentes e
baseia-se na diferenca de condutividade entre as duas concentracdes. Apds
ajustada a linha base de sinal do detector C*D, espera-se que 0 tampdo com
maior concentracdo apresente maior sinal elétrico ao passar pelo sensor. O
método esta exemplificado pela Figura 15. Nos experimentos deste trabalho o
tampao utilizado foi o tampdo MES/His nas concentragées de 20 mmol L' e 5
mmol L, preparados a partir de solucdo estoque de 100 mmol L™, armazenada
sob refrigeragéo.

Inicialmente o canal foi preenchido com solugdo do tampédo de menor
concentragcao (Figura 15a). Em seguida, um dos reservatdrios foi preenchido com
0 mesmo tampao, em concentracdo maior (Figura 15b). O polo positivo foi
posicionado sobre o reservatério contendo o tampao de maior concentracdo e o
polo negativo sobre o reservatério de descarte, e a tensdo de 2kV foi aplicada
(Figura 15c). Ao se aplicar o potencial, surge o EOF devido a formagéo da dupla
camada elétrica proxima as paredes do microcanal e o tampao migra em direcao
ao detector. Como ndo ha diferenca de espécies no microcanal, o tampao de
maior concentracdo se move com velocidade igual ao fluxo eletrosmatico e, ao
chegar ao detector, obtém-se uma transicdo de sinal baixo (referente a menor
concentracdo de tampao) para sinal alto (referente a maior concentragéo). O
tempo referente a esta transicdo € o tempo de migracdo do tampao quando
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submetido ao campo elétrico, e pode ser utilizado para calcular a mobilidade do
EOF, ue,, conforme equacédo adaptada da Equacéo 6:

IL (Equacéo 9)

Heo =V_tb

onde t, € 0 tempo de migracédo do tampao (b referente a buffer).

Este mesmo método pode ser aplicado preenchendo-se o canal com o
tampao de maior concentracéo e injetando o de menor concentragdo. A vantagem
deste tipo de determinacdo é que ndo sdo necessarios dispositivos mais
complexos, com canais de separacido e injecdo, para a determinacdo do EOF. E
possivel realizar a medida com dispositivo simples, contendo apenas um canal

acoplado a um dispositivo de deteccdo C*D.

+ HV

............................ Detecto r

oV
(@) (b) (c)

Figura 15 — Método de determinacdao do EOF por injegcdo de tampao em diferente
concentracao daquela presente no microcanal. Adaptado de (85). Em (a) o canal é
preenchido com tampao MES/His diluido (5 mmol L™); (b) o tamp&o diluido em um
reservatorio é substituido por tampao MES/His concentrado (20 mmol L) e (c) diferenca
de potencial (HV = 2 kV) € aplicada.
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4.8.2. Método da injecao do plug de amostra

O método de injecao de plug de amostra consiste na injecao de um plug de
solucdo aquosa de sais no canal de injecao e posterior submissao a tensao para
separacao idnica. Deste modo, juntamente com a separacédo dos ions presentes
na amostra, havera também o deslocamento do plug de injecdo com velocidade
do EOF. Como a solugao injetada possui forga ibnica menor que o eletrélito de
corrida, esta produz um pico negativo no sistema C*D. Determinando-se o ponto
onde ha a queda de sinal elétrico, pode-se calcular o pe, do dispositivo pela
relagédo similar a Equacao 6:

IL (Equacéo 10)

Heo = 71—
th

onde t, & o tempo de migragéo do plug de amostra até o detector.

Neste trabalho o EOF foi medido injetando-se o plug de amostra contendo
Na*, K" e Li* em agua, preparada a partir de seus cloretos sélidos, exemplificado
na Figura 16. Inicialmente os canais foram preenchidos com tampao MES/His 20
mmol L. Em (A) o microcanal | é o canal de injecdo de amostra, Il é o canal de
separacéo e lll a posigcdo do detector (eletrodos de cobre), enquanto 1, 2, 3 e 4
sd0 os reservatérios. Em (B), 25 pL da solucédo salina (500 pmol L™ de Na*, K* e
Li*) foi inserida no reservatério 1, e o potencial de 1 kV é aplicado por 30
segundos, para o preenchimento do canal (C). Esta injecdo de amostra é
denominada injecdo em cruz, pois o potencial € aplicado no canal perpendicular
ao canal de separacdo do microdispositivo em forma de cruz. Apos esta etapa,
conectou-se o polo positivo ao reservatorio 2 e o polo negativo ao reservatério 4 e
aplicou-se 1 kV. A diferenga de potencial entre os dois reservatérios gera o
movimento da solucdo e os ions devem ser separados com base em suas
mobilidades, dependente da relacdo massa/carga. A plug de amostra, ao alcancgar
o detector, gera uma queda de sinal. O tempo que este plug gasta para chegar ao
detector foi utilizado para o célculo da mobilidade eletrosmética.
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Figura 16 — Método de andlise de EOF por inje¢do de plug de amostra de Na*, Li* e K.
Em (A) os canais foram preenchidos com eletrélito MES/His 20 mmol L-1. A amostra foi
inserida no reservatério 1 em (B) e a tenséo de 1 kV aplicada no canal de injecéo por 30
s (C). Em (D) a tenséo foi aplicada no canal de separacao e observa-se 0 movimento do
ions e do plug de solugéo aquosa em diregao ao detector. Reproduzida de (5).
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5. Resultados e Discussao

5.1. Modificacdo |: Reacao de policondensacao

A obtengcdo de PDMS contendo grupos funcionais polares foi efetuada por
reagdo de policondensacao, representada na Figura 17. A reacdo € possivel
devido a presencga dos grupos Si-OH terminais do PDMS-t, que reagem com 0s
alcoxissilanos para a formacao de ligacdes covalentes Si-O-Si no substrato. Esta
reacao se processa também nos sitios R-O-Si do produto genérico PDMS/MS, até
a reticulacdo completa do polissiloxano. Quando X = metacrilato, o produto final é
chamado de mPDMS; e quando X= amina, o produto final € aPDMS.

|
Xx= —O CHy  _NH,
CH3

Metacrilato Amina
R
CHj CH |
| ik R—0_ g

HO Si—O Sli—OH 4 R—O—/Si{Cszl—X — HO ?i—o ?i{CHZ}X
| CH;, R—0 3 CH, o 3

CH, n |
n-1 R
PDMS-t Silano PDMS/MS
4+ R—OH

Figura 17 — Primeira etapa da reagao de policondensacao do PDMS-t com alcoxisilano. X
representa os grupos metacrilato do MPTMS e amina do APTS. A reagéo se processa nos

sitios Si-O-R do produto genérico para formagao da cadeia tridimensional.
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5.1.1. Medidas de WCA
A Tabela 4 indica os valores de angulo de contato para a superficie do
aPDMS e mPDMS. Houve dificuldade para se efetuar as medidas com o mPDMS

30%, pois as amostras se apresentaram quebradicas e de dificil separacdo da

superficie de Teflon® onde ocorreu a cura.

Tabela 4 - Valores de Angulo de Contato para PDMS modificado com Silanos

Amostra Composicao WCA Referéncia* Diminuigao do WCA (%)
20% silano 90 +6° 99 + 4° 9,1%
30% silano 96 + 3° 103 + 3° 6,8%
aPDMS
40% silano (lisa) 93+3° 94 £2° 1,1%
40% silano (rugosa) 102 + 6° 94 £2° -8,5%
mPDMS 20% silano 90 +6° 94 +2° 4,3%

*PDMS nativo. Valores médios de 5 replicatas + estimativa do desvio padrao.

As leituras de referéncia foram todas efetuadas sob as mesmas condi¢des
que as leituras do polimero modificado, isto &, todos os valores de referéncia
dizem respeito ao PDMS nativo medido nas mesmas condicées que o aPDMS ou
mPDMS presentes na mesma linha da tabela. Todos os valores obtidos foram

realizados com numero de cinco replicatas (n=5).

Pela adicdo dos grupos X (amina ou metacrilato) ao PDMS-t seriam
esperados valores de angulo de contato menores que aqueles obtidos nos
experimentos deste trabalho, pois estes grupos possuem caracteristicas
hidrofilicas. Os valores de WCA apresentados na Tabela 4 podem ser explicados
pela reacdo de policondensag¢do. O silano da Figura 17, PDMS/MS, contém
grupos funcionais Si-OR, que se condensam com os silanédis (Si-OH) finais das
cadeias do polimero. Como o silano é trifuncional em alcoxido, promove a
reticulacdo do PDMS-t, formando assim o substrato que apresenta a funcao
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organica silano nos nés da rede. Deste modo, a maior parte do grupo funcional X
fica ocluida no bulk do PDMS/MS. A quantidade destes grupos X que ficam
expostos a superficie do polimero € reduzida e, sendo assim, a propriedade
hidrofilica se torna menor que a inicialmente esperada. As medidas de WCA se
referem apenas a superficie dos materiais analisados. Embora haja a presenca de
grupos X no interior da rede polimérica, estes ndao sao relevantes, pois apenas a
presenca destes grupos na superficie do polimero afetara as propriedades de um

canal microfluidico construido com este material.

5.1.2. Propriedades do aPDMS

A amostra de aPDMS 40% teve como caracteristica a diferenca de
rugosidade entre a superficie que ficou em contato com o ar e aquela em contato
com a superficie da placa de Petri. Deste modo, pode-se notar que a mesma
amostra possui dois valores diferentes de WCA. Deve-se considerar ainda que
para a superficie rugosa foi obtido angulo maior que aquele encontrado para o
PDMS nativo. Entretanto, é sabido que a rugosidade em superficie pode ser uma
fonte de erro na leitura de angulo de contato maiores. A rugosidade permite a
entrada de ar que fica preso entre o liquido e a superficie do polimero. O ar
presente na interface sélido/liquido, sendo hidrofébico, auxilia na repulsao a agua,
causando este valor acentuado para o aPDMS 40% e aparente aumento de
hidrofobicidade (86).

Todas as amostras de aPDMS foram retiradas da placa de Petri
cuidadosamente a fim de ndo danificar a superficie do polimero e obter os valores
de WCA condizentes com as propriedades do substrato. Para este polimero, o
melhor resultado obtido com relacdo a diminuicao do WCA e, consequentemente,
aumento de hidrofilicidade, foi o aPDMS 20%, com diminuicao de certa de 9% do
valor encontrado para a referéncia de PDMS nativo. Em termos praticos, todas as
amostras de aPDMS estudadas apresentaram caracteristicas opacas e de menor
aderéncia que o PDMS nativo. Isto significa que, ap6s ser retirada da placa de
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Petri, o material ndo apresentou caracteristica adesiva com outros materiais,
dificultando assim sua real aplicagdo como uTAS, tendo em vista que o0 processo
de selagem do polimero contendo 0os microcanais contra outra superficie lisa é de
fundamental importancia na confeccdo do dispositivo. O aPDMS portanto
apresenta dificuldade de selagem, principalmente no que se diz respeito a
selagem reversivel entre dois filmes do polimero e, assim, sua aplicagdo direta

como polimero para confecgao de uTAS é comprometida.

5.1.3. Propriedades do mPDMS

A amostra com mPDMS 20% pdde ser analisada apds repetir-se o
procedimento experimental e retirar pequenas amostras de polimero para analise.
Assim como o mPDMS 30%, a amostra tinha caracteristicas quebradicas e houve
dificuldade para retira-la da placa de Petri. O método de obtencao do polimero foi
entdo modificado para melhor se estudar as caracteristicas da reacdo do PDMS-t
com MPTMS.

A reacgdo passou a ser realizada sobre lamina de vidro, pois deste modo
nao seria necessario retirar o mPDMS da placa de Petri para ser analisado e
posteriormente utilizado em UTAS. Foi construido um suporte para a lamina em
polimetilmetacrilado (PMMA), representado na Figura 18. O suporte é composto
por uma base e uma camada superior, que sdo parafusadas entre si. Sobre a
base foi colocada a lamina de vidro sobre a qual ocorreu a reagédo. A lamina deve

ficar posicionada na parte vazada da camada superior.

Decidiu-se analisar também a possibilidade da criagdo de microcanais no
mPDMS assim produzido. Neste caso foi utilizada a ablagéo a laser para a criacdo
dos microcanais, ja que seria impossivel utilizar a micromoldagem como estratégia
para microfabricacdo, uma vez que o processo de desmoldagem é critico e o
polimero tem caracteristicas quebradicas. As dimensdes do dispositivo e do canal,
bem como as condi¢des de laser utilizadas sdo aquelas descritas no item 4.3.3.
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Neste dispositivo, a lamina serve apenas como suporte para a polimerizacao do

material e ndo como substrato de selagem do microcanal.

Figura 18 — Suporte em acrilico para reacao de reticulacdo do mPDMS sobre l1amina de

vidro.

Os canais feitos por ablacdo a laser de CO., foram analisados por
microscopia de eletrénica de varredura (MEV) e microscopia éptica, e estdo
apresentadas na Figura 19. Para as condicées deste estudo, foi possivel obter
canais de aproximadamente 340 um de largura. Os canais exibem perfil rugoso

devido a caracteristica descontinua do laser.

(a) (b)

Figura 19 — Fotos da microscopia dos canais feitos por ablacdo a laser de CO, no
mPDMS 20%: (a) MEV e (b) Microscopia Optica.

O processo de ablagéo a laser de CO» € baseado na absorcédo da radiacao
infravermelha pelo substrato. Neste processo ha geracdo de calor que causa a
evaporacao ou degradagao do substrato. Dependendo da energia, velocidade de
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varredura e tipo de material utilizado, o processo de ablacdo pode promover a
modificacdo quimica do substrato. Observamos que, em casos extremos, ocorre a
formacao de pd branco ou preto na superficie do substrato, que pode ser removido
mecanicamente. Este tipo de efeito nos encorajou a monitorar a superficie do
PDMS modificado a fim de identificar qualquer modificacdo causada durante a

fabricacao de microcanais por ablacao a laser. Para tal, foi utilizada RIS.

A Figura 20a apresenta a imagem Raman para o mPDMS 30%, onde a
intensidade foi obtida pela soma de todas as intensidades para cada pixel. O
espectro de cada pixel esta compreendido entre 3200 e 20 cm™'. E possivel notar
a morfologia do canal visualizando as diferencas de intensidade. A Figura 20b foi
obtida fixando a intensidade do pico em 2904 cm™ como fungéo da posicédo x-y do
substrato. A forma gaussiana observada para os canais estd em concordancia

com o esperado para a ablacao a laser (87).
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Figura 20 — Imagem Raman para o mPDMS 30%. (a) representa a imagem com a soma
das intensidades Raman para pixels da regido do canal. Espectro compreendido entre
3200 e 20 cm-1. Em (b) o espectro de intensidade Raman fixado em 2904 cm-1 como

fungéo da posigao x-y do substrato.
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A fim de se comparar os espectros para o pixel dentro e fora do canal, foi
necessaria a normalizacao destes espectros dividindo-se todos os valores de

intensidade pela maxima intensidade obtida em cada espectro.

Os espectros normalizados ndao mostraram diferenca significativa entre
aqueles obtidos em pontos dentro ou fora do canal, indicando que nao houve
modificacdo quimica durante o processo de ablacao a laser, como pode ser visto
na Figura 21. Nesta figura é possivel comparar (a) superficie mPDMS 20%, (b)
canal mPDMS 20%, (c) PDMS-t e (d) MPTMS. O mPDMS apresenta bandas na
faixa de 2996-2840 cm™, que sao associadas com o estiramento C-H do CHs
(PDMS-t) e CH, (MPTMS). Em adicdo, o fraco pico presente em 3108 cm’
corresponde ao estiramento C-H da ligacao C=C (MPTMS). As bandas em 1720 e
1640 cm™ sdo associadas aos estiramentos C=0 e C=C, tipicos da matéria-prima
MPTMS. A banda fraca em 788 cm™ esta relacionada com o estiramento C-Si-C
(PDMS-t) e 0 pico em 708 cm™ é relacionado & deformagdo C-H do grupo SiCHs
(PDMS-t). A atribuicdo mais completa dos picos Raman pode ser visualizada na
Tabela 5. Os espectros Raman obtidos neste trabalho estdo de acordo com
aqueles encontrados na literatura (50, 88).

Portanto, o produto formado pela reacdo entre PDMS-t e MPTMS
demonstra espectro com bandas referentes a estes precursores, como esperado.
Esta é uma caracteristica importante, ja que o desempenho dos UTAS depende
das caracteristicas fisico-quimicas das paredes dos canais.
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Figura 21 — Espectro Raman para mPDMS 20%: (a) superficie mPDMS (b) canal
mPDMS, (c) PDMS-t e (d) MTPMS.

Tabela 5 — Bandas Raman mais significantes para o PDMS, MPTMS e mPDMS

Descolamento

Raman (cm™) Atribuicao
3108 v(C-H) de C=C
2996-2840 v(C-H) de CH3z e CH>
1720 v(C=0)
1640 v(C=C)
1456-1260 6(C-H) de CHz e CH;
864 06C-H (CHs rock)
820 v(C-0O-C)
788 v(C-Si-C)
708 6(C-H) de CHs
604 v(C-COO0), v(C-C-0)

492 v(Si-O)
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Além disso, a homogeneidade do produto foi avaliada pela utilizacdo de
mapas de correlagdo (Figura 22). Estes mapas foram obtidos pelo software do
espectrémetro Raman, pela comparacao entre o espectro do mPDMS 20% com
cada um de seus precursores (PDMS-t e MPTMS). Para a comparagdo do
mPDMS com o MPTMS, a regido de 1800-1550 cm™ foi selecionada, pois possui
bandas caracteristicas a esse precursor que nao estdo presentes no espectro do
PDMS-t. Para a compara¢cdo do mPDMS com o PDMS-t foi selecionada a regido
entre 820-670 cm™', com bandas caracteristicas ao PDMS-t. A correlacdo entre o
mPDMS e seus precursores € entdo calculada para cada pixel e apresentada
como o0 mapa de correlagdo, cuja escala varia entre 0 e 1. Nesta modificacédo, os
valores mais baixos de correlacdo obtidos para o0 mPDMS com o PDMS-t e o
MPTMS foram, respectivamente, 0,95 e 0,99. Isto indica que toda superficie
analisada possui alta correlacio com ambas faixas analisadas e,
consequentemente, ambos precursores. Portanto, 0s precursores estao
uniformemente distribuidos no mPDMS, e este polimero apresenta reticulagéo

altamente homogénea.
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Figura 22 — Mapa de correlagdo do mPDMS 20% com relacéo a (a) PDMS-t e (b)
MPTMS.
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5.1.4. Conclusdes preliminares

A espectroscopia Raman foi uma ferramenta valiosa para a caracterizagao
da superficie do mPDMS obtido pela reagdo de policondensacdo. Os mapas de
correlacao do substrato comparado com o dos precursores indicam a formacgao de
uma rede polimérica homogénea, com reticulacdo uniforme. Além disto, mPDMS
apresentou caracteristicas moleculares similares no canal e na superficie do
polimero. A normalizagdo do espectro foi necessaria para propiciar a comparagao
direta entre espectros, ja que a intensidade dos picos Raman varia de acordo com
o plano focal do feixe.

E possivel afirmar que, nas condicbes experimentais empregadas, a
microfabricacdo por ablagdo a laser nao modificou ou danificou a superficie do
polimero, ja que nenhuma modificagao foi observada ao se comparar os espectros
Raman dentro e fora do microcanal. O mPDMS preparado utilizando 20% e 30%
de alcoxissilano apresentou caracteristicas bastante similares. Foi observado
também que RIS pode também ser aplicada para avaliacdo da topografia da
superficie polimérica plotando-se a intensidade do sinal em um dado comprimento
de onda como func¢ado das coordenadas x € y da amostra.

Para aplicagbes praticas, os dispositivos aPDMS e mPDMS néo
apresentaram hidrofobicidade satisfatoriamente diferente em comparagdo ao
PDMS nativo e se tornam de dificil aplicacao devido a baixa robustez e dificuldade
de selagem ap6s a cura, tanto para outra superficie do mesmo polimero como
para o vidro. A utilizacdo do suporte de vidro (ldminas) para a polimerizagdo
facilitou o manuseio do mPDMS e propiciou sua caracterizagcdo mais detalhada. A
ablacéo a laser é uma técnica viavel para a constru¢cao de microcanais desde que
seja otimizada para se obter canais de espessuras definidas sem a degradacao ou
modificacdo do substrato. Em suma, embora o aPDMS e mPDMS tenham se
apresentado de dificil aplicacdo pratica em uTAS, a caracterizacdo por Raman e
RIS se mostrou bastante satisfatéria e pode ser utilizada para diferentes rotas de
modificacdo envolvendo PDMS e outros precursores, além de poder ser utilizada
para analise topografica do polimero. Além disso, em teoria é possivel utilizar o
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espectrometro Raman também como um perfildbmetro éptico, ja que a intensidade
do sinal depende da distancia entre o laser e o substrato. Para tal deve ser

possivel calibrar o foco do laser com relagéo a distancia no eixo z.

5.2.  Modificacao II: Adicao de Tensoativo

A modificagdo com a adicao de Silwet L-77, surfactante a base de etoxilato
de trissiloxano, foi investigada utilizando-se a propor¢cao de 0,6% de tensoativo
com relacdo a quantidade do pré-polimero de PDMS, conforme sugerido no
trabalho de Yang et al. (46). A utilizacdo de quantidades maiores de surfactante ao
processo de reticulagdo do PDMS (1% de Silwett-L77, por exemplo) causa a
formacao do substrato com uma grande quantidade de bolhas, mesmo
submetendo a mistura a vacuo por 30 minutos. Deste modo, a quantidade de
surfactante sugerida por Yang et al. foi tida como a condigdo 6tima. O produto
formado pela mistura dos componentes do PDMS nativo Sylgard 184 e do
surfactante Silwet-L77 estd denominado neste texto como sPDMS.

5.2.1. Medidas de WCA

Os valores de WCA para o polimero produzido pela modificagdo Il estdo
apresentados na Figura 23. Neste caso as medidas de WCA foram efetuadas
depositando-se uma gota de 10 yL agua deionizada sobre a superficie do material
e anotando-se valores sucessivos de angulo apdés o periodo de tempo
determinado no grafico. Cada gota permanece sobre a superficie até que a
quantidade de medidas sucessivas seja realizada. Nota-se o decréscimo no WCA
inicial das amostras de sPDMS, principalmente apds 5 a 10 minutos de exposicao,
quando em comparag¢ao ao PDMS nativo. Apés este periodo, as amostras seguem
o perfil de decréscimo regular, atribuido a variagdo do WCA causada durante a

volatilizagdo da gota depositada.
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Apbs 5 minutos do depdsito da gota d’agua sobre a superficie do sPDMS, o
WCA sofre um decréscimo na faixa de 25%, indicando caracteristica hidrofilica
sobre a superficie do polimero. Cerca de 70 minutos apds a deposicdo o WCA
observado no sPDMS foi de 30° Este comportamento pode ser explicado pela
interacdo agua/surfactante. A gota depositada sobre a superficie do sPDMS pode
ter extraido parte do surfactante presente no interior do polimero, formando assim
a mistura agua+surfactante, que diminui a tensédo superficial do liquido e aumenta
a interacdo agua/superficie do sPDMS. Isto aumentaria a molhabilidade naqueles
pontos da superficie do sPDMS, diminuindo assim os valores de WCA obtidos.
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Figura 23 — Medidas de WCA para o PDMS nativo e o sPDMS em fungéo do tempo. A
linha (a) representa os valores para o PDMS nativo e as linhas (b) e (c) para duas
amostras de sPDMS.

5.2.2. Medidas de EOF

O EOF para os dispositivos construidos com o PDMS nativo e o sPDMS foi
avaliado. Para isto, foram preparados dispositivos sobre placa de cobre/fenolite
contendo os eletrodos para detecgdo C*D, descritos no item 4.7. A fina camada
polimérica isolante foi produzida do mesmo polimero que o substrato contendo os
microcanais. Isto significa que para o dispositivo com substrato de sPDMS esta
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camada € do polimero modificado sPDMS, enquanto que nos dispositivos de
PDMS nativo esta camada € produzida apenas com Sylgard 184.

A determinacdo do EOF foi realizada utilizando-se o método do
monitoramento da corrente, conforme indicado no item 4.8.1. A Figura 24
representa o tempo de transicdo do sinal alto para baixo, aplicando-se um
potencial de 2 kV sobre o canal de separacao de um dispositivo de sPDMS com
eletrodos para detecgdo C*D. Neste caso o canal esta preenchido com tampao
composto por acido MES/His 20 mmol L. Sobre o reservatério do canal que
passa pelos eletrodos é depositado tampao MES/His 5 mmol L, e o potencial é
aplicado.

A diferengca de potencial causa o movimento da solucdo de menor
concentragcdo que, ao alcancar o detector, deve gerar um sinal de menor
intensidade, proporcional a sua menor concentragdo. A utilizagdo do mesmo
tampao em diferentes concentragdes sugere que o tempo de migracado observado
€ proporcional ao fluxo eletrosmético (EOF). Na Figura 24 sao mostradas 11
injecbes consecutivas em um dispositivo sPDMS. O valor de diferenga de
potencial de cada injecdo foi deslocado no eixo y para melhor visualizacdo do
comportamento do dispositivo. Deste modo, neste eixo, apenas a transicdo do
estado de sinal mais alto para sinal mais baixo tem significado fisico, enquanto o
valor numérico do sinal serve de parametro para identificar as injegdes. A primeira
injecao é representada pela curva ao inferior do gréafico, com sinal inicial proximo a
-6 V. A ultima injecéao é aquela ao topo do grafico, com sinal inicial préximo a 23 V.
Nota-se que os valores de tempo de transicao de sinal aproximam-se de um valor
fixo apds a série de injecoes.
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Figura 24 - Tempo de migracdo de tampdo MES/His 5 mmol L' em canal contendo
tampao MES/His 20 mmol L' para diferentes injecdes consecutivas em um mesmo
dispositivo de sPDMS. Tenséao aplicada de 2 kV.

A Figura 25a indica os valores de tempo para trés séries de injecoes,
efetuadas em trés dias diferentes, para 0 mesmo dispositivo de sPDMS. Foram
efetuadas injecdes de solugdes MES/His 5 mmol L' em canal preenchido com
solucdo MES/His 20 mmol L' em alternancia com a inje¢do de solugdo MES/His
20 mmol L' em canal preenchido com MES/His 5 mmol L. A tenséo aplicada foi
de 2 kV. A legenda dos graficos em (a) e (b) representa a concentracao do tampao
MES/His que foi injetado.
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Figura 25 — Valores de tempo de migracéo para a inje¢gdo de tamp&o em (a) dispositivo
de sPDMS e (b) de PDMS nativo. Tensao aplicada de 2 kV. 11, 12 e I3 representam o
primeiro, segundo e terceiro dia respectivamente. A escala em (b) foi mantida para melhor
comparagao com (a).

E possivel observar a diminuigdo no tempo de migracdo da solucdo tampao
com o aumento de injecoes (Figuras 24 e 25), até se aproximarem de um valor

fixo. A Figura 25a mostra que a tendéncia ao decréscimo permanece para as
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diferentes séries de injecdes, apesar das condicbes ambiente sugerirem diferentes
tempos de migracao iniciais. As injegdes de 5 mmol L' e 20 mmol L convergem
para valores constantes. A Figura 25b é referente ao mesmo procedimento
utilizando o dispositivo de PDMS nativo. Como resultado, foram obtidos tempos de
migracdo préximos de um valor constante, tanto para injecdes de 5 mmol L
quanto para injecdes de 20 mmol L™, com valores de tempo de 0,7 e 0,6 min,

respectivamente.

O dispositivo de sPDMS pode ser comparado aquele fabricado com PDMS
nativo em termos do EOF. Inicialmente, o dispositivo de sPDMS apresenta valores
de mobilidade do EOF menores que os encontrados para o PDMS nativo (Figura
26). Apds cerca de seis injegdes, os valores de EOF do dispositivo modificado
tendem a estabilizacdo em valores préoximos aos obtidos para o PDMS nativo.
Para as injecdes de tampdo MES/His 5 mmol L' em canal contendo o mesmo
tamp&o a 20 mmol L™, os valores de EOF se estabilizam em torno de 1,5 x 10
cm? V' s, enquanto que nos dispositivos medidos utilizando injecdo de tampao
MES/His 20 mmol L™ em canal preenchido com tampdo 5 mmol L™, o valor se
estabiliza préximo a 2,5 x 10* cm? V' s™. Para o PDMS nativo, estes valores sdo
2 x 10* cm? V' s para a injecdo de tampdo 5 mmol L' e 2,5 x 10* cm? V' 5™
para a injecdo de tampdo 20 mmol L. Os valores de mobilidade tém essa
discrepancia esperada entre as duas diferentes injecdes, pois a concentragdo do
tampéo que preenche o canal afeta o fluxo eletrosmético, de modo que para o
canal preenchido com concentragdo 20 mmol L (injecdo de 5 mmol L) é
esperado menor fluxo eletrosmatico. Este efeito € devido a compressao da dupla
camada elétrica em maiores concentracbes de tampdo e, consequentemente,
ocorre a diminuicdo do valor do potencial zeta, que é diretamente proporcional ao
valor do EOF. Assim, apds a estabilizacdo do EOF, deve-se esperar que o
dispositivo sPDMS tenha caracteristicas de fluxo proximas aquelas encontradas
nos dispositivos de PDMS nativo. Os valores de EOF obtidos para o PDMS nativo
estdo de acordo com os valores reportados na literatura (89).
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Figura 26 — Mobilidade do EOF para dispositivos em (a) sPDMS e (b) PDMS nativo. I1, 12
e |13 representam medidas em diferentes dias. Dados do microdispositivo: L = 4,5 cm e
l = 3,55 cm. Voltagem aplicada de 2 kV.

Em termos praticos, foi observado que o dispositivo de sPDMS apresentou
melhor molhabilidade e facilidade para se preencher o canal com o tampéao,
enquanto que o de PDMS nativo formava bolhas mais facilmente durante a etapa
de preenchimento. Houve dificuldade maior também para se obter os dados do
PDMS nativo devido a formacédo de bolhas apds a aplicagédo da tensédo de 2 kV
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(efeito Joule) e instabilidade do sinal. Estes efeitos foram menos pronunciaveis no
dispositivo de sPDMS. Em adicao, a Figura 27 sugere que é possivel a utilizacdo
deste dispositivo para separagbes praticas, mediante otimizacdo de método
especifico e utilizagao do dispositivo apos a estabilizagao do valor de EOF.

Sinal / V

3.4 -

3.6

T I T I T l T t T T T T
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75 2,00

Tempo / min

Figura 27 — Eletroferograma da separacdo de solugdo 500 pmol L de K*, Na* e Li* em

dispositivo de sPDMS utilizando o tampdo MES/His 20 mmol L. Potencial de separacéo
de 1 kV.

5.2.3. Conclusoes Preliminares

A modificagdo do PDMS nativo por adi¢do de tensoativo durante o processo
de mistura do pré-polimero e reticulante mostrou-se simples e de facil execugao.
Quantidades maiores que 0,6% de Silwet L-77 geraram polimeros com bolhas
mesmo apds a mistura ter sido submetida a vacuo e esta foi adotada como a
quantidade 6tima a ser utilizada.
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O produto sPDMS apresentou caracteristicas de molhabilidade
interessantes. Em um primeiro momento, o WCA apresentado quando em contato
com agua deionizada teve valores bastante préximos aqueles do PDMS nativo
(em torno de 1009). Porém, quando o sPDMS é deixado em contato com o liquido,
o WCA diminui e chega a valores préximos a 30° Isto pode ser atribuido a
presenca do surfactante na interface sélido/liquido que, ao entrar em contato com
a agua, € extraido e aumenta a molhabilidade do polimero. Tal propriedade &
traduzida na maior facilidade de molhar e preencher os canais de um dispositivo
preparado com sPDMS quando em comparacgao aos dispositivos de PDMS nativo.

As propriedades eletroforéticas do dispositivo de sPDMS séo tais que sao
necessarias corridas iniciais para a estabilizagdo dos valores de tempo e EOF.
Estes valores entdo adotam magnitude proximas aquelas observadas
experimentalmente e na literatura para o PDMS nativo (peo= 2,5 x 10*cm? V' s7).
A separacdao de ions por eletroforese em dispositivos de sPDMS é possivel

mediante otimizacado do método e estabilizacdo do EOF inicial.

Como principal ponto positivo desta modificacdo destaca-se a simplicidade
de execucdo; a manutengdo da caracteristica aderente do polimero final, sendo
possivel sua selagem contra uma variedade de superficies para a confeccao de
microdispositivos, como com o vidro ou mesmo o sPDMS; e a facilidade de
preenchimento e limpeza dos canais oferecida pela presenca de surfactante na
estrutura do sPDMS.

5.3. Modificacdo Ill: Modificacdo de superficie por reacdo de

hidrossililacao

Nesta modificacdo, o substrato inicial € o Sylgard-184 ja curado, preparado
conforme procedimento descrito no item 4.2. Os modificadores testados foram o
DVE-PEG, META-PEG e MA-PEG.
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5.3.1. Caracterizacao da modificacao de superficie

A reacao de modificacdo da superficie do molde de PDMS via ativagéo do
polimero e posterior adicdo do derivado de PEG esta descrita na Figura 28.

Na Parte 1 da rota de reacao proposta, os grupos Si-H sao introduzidos na
superficie do substrato, por reacdo de redistribuicdo, catalisada por H>SO4. Na
parte 2 cadeias de PEG s&o ancoradas na superficie por reagéo de hidrossililacéo
entre Si-H da superficie e o grupo CH=CH, do PEG. Estas reacbes foram
monitoradas por ATR-FTIR. Os espectros para o PDMS nativo, para o polimero
ativado e o produto final sdo encontrados na Figura 29.

Parte 1:

oo} —% { }
Si—O » —Gj1-Si— Si—
| H,SO,
C
Parte 2:
H-C O
—s.{s.— }Ti— + 2 MO{W }\/\CHz
n n

Catalisador S'{S'_ }S'_
de Pt K/\ }\/\
CH2

Figura 28 — Adicao de derivados de PEG a superficie do molde PDMS. Parte 1 — ativagéo
do PDMS com ligagdes Si-H. Parte 2 — Adicao do PEG a cadeia do PDMS (43).
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Figura 29 — Espectro de ATR-FTIR para as trés etapas de modificacdo. (I) PDMS nativo;
(1) PDMS ativado com liga¢des Si-H e (IIl) PDMS modificado com DVE-PEG.

Nesta figura é possivel inferir que a reacao foi efetuada com sucesso. O
espectro (Il) apresenta um pico de absorcdo em 2161 cm™' caracteristico do
estiramento da ligacdo Si-H, comprovando a insercdo de grupos —HSi(CHs)- na
superficie do molde de PDMS. As absorgdes entre 2961 e 2870 cm™ estdo
associadas a presenca de CH; e CHjs, na superficie do polimero. O grupo —CHs é
tipico do PDMS, mas absorcao de —CH.- esta associada ao produto da reagao de
hidrossililacao, com a enxertia de PEG na superficie por uma interface covalente
Si-CH,-CH»-PEG. Deste modo, esta rota de modificacdo da superficie do molde de
PDMS demonstra-se apropriada para a inser¢cao de derivados de PEG, via ligacao
covalente, a superficie do PDMS nativo.

A Tabela 6 apresenta uma média dos valores do angulo de contato,
efetuado em trés amostras diferentes para cada material. Para cada amostra
efetuou-se a leitura em 5 pontos diferentes (n=5). Dentre os modificadores
testados, o melhor resultado foi obtido para o modificador DVE-PEG, com uma
diminuicdo do angulo de contato de 21% em relacdo ao PDMS nativo. Por este
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motivo, o DEV-PEG foi selecionado para os outros testes com modificadores
derivados de PEG. O produto desta modificagcdo de superficie € referido como
dPDMS.

Tabela 6 — Valores de angulo de contato para o PDMS modificado com derivados de
PEG.

Modificador WCA Referéncia* Diminuigao do WCA
DVE-PEG 75+4 9%5+3 21%
META-PEG 0+8 1087 17%
MA-PEG 89+9 1087 17%
*PDMS nativo

5.3.2. Rota de reacdo modificada

Os dados apresentados na Tabela 6 indicam diminuicdo no angulo de
contato e, portanto, um aumento da hidrofilicidade na superficie do polimero.
Porém, o processo utilizado até este momento demanda muitas horas (cerca de

60 horas) para a produg¢ao do polimero modificado.

Tendo em vista este fato, foi proposta a alteracdo de alguns parametros de
reacao para otimizacao do tempo. A reacao de ativacao da superficie do PDMS foi
alterada para 30 minutos sob agitacdo, utilizando bis(2-metoximetil)éter como
solvente, para evitar que o metanol intumescesse o PDMS nativo. O produto da
reacao foi lavado com o mesmo solvente, levado a estufa por 10 minutos e seco a
vacuo por 1 hora. Posteriormente, o polimero foi submetido a segunda reacao, ja
descrita no item 4.5, modificando o tempo para 2 horas, com posterior lavagem e
secagem. O fluxograma para a nova rota de modificagdo esta disposto na Figura
30.
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Figura 30 — Fluxograma para a nova rota de modificagdo de superficie do PDMS nativo
com DVE-PEG — Producédo do dPDMS.

5.3.3. Avaliacdo do comportamento do WCA para o dPDMS

A Figura 31 mostra o grafico de medicado do WCA para o dPDMS,
armazenado a vacuo e ao ar, para medidas realizadas nos dias apds sua
fabricacdo. O WCA obtido no primeiro dia apds a fabricacao do dPDMS pela nova
rota de modificacdo foi pequeno ao ponto de ndo ser possivel o calculo pelo
software do equipamento, formando um filme de agua sobre a superficie
polimérica. Isto evidencia a caracteristica altamente hidrofilica do material no
primeiro dia apdés a fabricacdo, evidenciando que o solvente melhorou o
rendimento da reacao.

Entretanto, a Figura 31 mostra que o valor angulo de contato aumenta com
0 passar dos dias e apds 10 dias alcancga valores préximos aos obtidos na Tabela
6. De fato, os valores de WCA obtidos no décimo dia nado diferem
significativamente dos valores encontrados para o PDMS nativo de referéncia (em
torno de 101,5°), evidenciando a restauragdo da caracteristica hidrofébica do
polimero modificado apds este periodo de tempo. A Figura 31 também sugere que

o0 armazenamento do dispositivo a vacuo e a ar nao interfere no comportamento
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observado, ja que ambas as amostras apresentaram caracteristicas similares com
0 passar dos dias. Isto indica que este comportamento ndo se deve a nenhuma

reacao entre o dPDMS e os compostos presentes na atmosfera.
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Figura 31 — WCA para o dPDMS produzido pela nova rota de reagao versus quantidade
de dias apds sua preparacao. A linha azul indica o polimero armazenado ao ar, enquanto

a vermelha ao vacuo.

A literatura descreve o comportamento de recuperagdo da caracteristica
hidrofilica apds oxidagédo da superficie do PDMS nativo com plasma de O (37).
Ap6s a oxidacao, o PDMS adquire caracteristica hidrofilica por algumas horas,
voltando a sua caracteristica hidrofébica original ap6s determinado periodo de
tempo. Este comportamento é atribuido a migracdo de cadeias livres de PDMS
presentes no bulk do material, que ndo sofreram reticulacdo, para a superficie do
molde. Deste modo, com o tempo, as cadeias predominantes na superficie do
polimero voltam a ser aquelas do PDMS nativo e perde-se a caracteristica
hidrofilica concedida pela oxidacao da superficie. O comportamento apresentado
pela Figura 31 poderia ser explicado com base na mesma teoria. Para analisar a
veracidade desta suposicdo, o PDMS nativo foi submetido a uma rota de extragéao
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proposta por Vickers et al. (76). Nesta referéncia, o PDMS extraido apresentou
caracteristica hidrofilica constante apds sete dias da extracao.

Apé6s a rota de extracao, foi obtido eppys = 4,7%. A Figura 32 mostra o
valor do WCA para o dPDMS em funcao dos dias apés sua fabricacdo. As linhas
azul e preta representam o dPDMS produzido a partir do PDMS nativo e sao
exatamente aquelas apresentadas na Figura 31. As linhas verde e vermelha
representam o dPDMS produzido a partir do PDMS nativo apds a extracao
descrita acima. O comportamento apresentado pela amostra produzida a partir do
PDMS extraido (dPDMS-E) é bastante similar aquele discutido anteriormente para
o dPDMS, produzido a partir apenas do PDMS nativo. O dPDMS-E também
apresenta valores de WCA que aumentam com o passar dos dias até alcancar
valor bastante proximo aquele apresentado pelo PDMS nativo referéncia (em torno
de 101,59). Isto indica que o processo de extragdo nao foi eficiente para aumentar
significativamente o tempo que o0 substrato permanece com propriedade

hidrofilica.
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Figura 32 — WCA para o dPDMS em funcao dos dias. Comparagéo entre o dPDMS
produzido a partir do PDMS nativo e o produzido a partir do PDMS nativo extraido.
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Pode-se comparar o comportamento do WCA para o dPDMS-E com o
comportamento do WCA para o PDMS nativo e o PDMS nativo extraido medidos
apés a exposicao de 15 s em plasma de O,. O comportamento do WCA ¢ ilustrado
pela Figura 33. As medidas foram realizadas depositando-se novas aliquotas de
10 uL de agua deionizada em intervalos de 15 minutos para ambos os polimeros.
Todos os valores foram obtidos apds o total de cinco medidas (n=5). Observa-se
gue o PDMS nativo oxidado tem valor inicial de WCA menor que o PDMS extraido
e oxidado, e que ambos apresentam valores crescentes apos a medida inicial (t =
0), comportamento contrario aquele esperado apds a andlise da literatura (76). No
trabalho de Vickers et al., o PDMS extraido permanece com a porcentagem de
SiO, na superficie do polimero acima de 80% sete dias ap6s a oxidagao e, deste
modo, deveria apresentar caracteristicas mais hidrofilicas que o PDMS nativo
durante todo este periodo. Os valores de WCA obtidos neste trabalho foram de 75
t+ 6° para o PDMS nativo e 82 + 3° para o PDMS extraido, sete dias apos a
oxidacao. Isto pode ser devido ao tempo de exposicado ao plasma, que segundo 0s
autores preferencialmente deve ser maior que 60 s, e também a possivel oxidacao

nao efetiva da superficie durante o processo.
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Figura 33 — Valores de WCA para o PDMS nativo e o PDMS extraido apés 15s de
oxidagao com plasma de O..
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Nao foi possivel comparar os dados obtidos com os dados relatados na
literatura para a extracdo do PDMS nativo e posterior oxidacdo da superficie.
Ainda sim, referente aos substratos que n&o foram subtidos ao processo de
extracdo, o dPDMS apresenta comportamento de retorno a caracteristica
hidrofébica mais lento que o PDMS nativo tratado com plasma de O,. O dPDMS
leva cerca de trés dias para alcancar valores de WCA préximos a 70°, enquanto o
PDMS nativo tratado com plasma alcanca estes valores cerca de 1 hora apos a
oxidacao. Deste modo, o dPDMS pode ser utilizado para a fabricacdo de
dispositivos com caracteristica hidrofilica mais duradoura que aqueles feitos a
partir da oxidacao em plasma de O, do PDMS nativo.

5.3.4. Medidas de EOF

Para as medidas de EOF com dispositivos de dPDMS foi utilizado o mesmo
aparato experimental utilizado em 5.2.2, isto €, os dispositivos com base em
cobre/fenolite contendo 2 eletrodos espacados entre si para deteccdo C*D. Neste
caso especifico, nao foi possivel realizar a medida fazendo a modificagdo também
sobre o filme fino polimérico depositado sobre a placa de cobre/fenolite, pois a
imersdo deste conjunto no solvente utilizado para a modificagdo de superficie
causa o desprendimento da camada fina de PDMS, o que impossibilitaria a
selagem do dispositivo. Além disto, apés a modificagdo de superficie, o dAPDMS
perde a capacidade de aderir a camada fina de PDMS por meio de selagem
reversivel. A estratégia utilizada foi a selagem irreversivel proporcionada apés a
oxidagdo da superficie do dPDMS em plasma de O,. Deste modo, tanto a
superficie de dPDMS quanto a placa de cobre/fenolite foram expostas ao plasma
de O; durante 15 segundos e postas em contato para selagem irreversivel. Neste
caso especifico, os dispositivos ficaram compostos por trés camadas, seladas
irreversivelmente: (1) placa de cobre/fenolite contendo os eletrodos utilizados para
a deteccgédo; (2) fina camada polimérica de PDMS nativo; (3) camada de dPDMS
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com os microcanais. Este dispositivo tem o mesmo formato e dimensdes que

aquele representado na Figura 11. O dPDMS utilizado foi 0 nao extraido.

O método utilizado para medir o EOF aplicado no item 5.2.2 mostrou-se
inadequado para este tipo de dispositivo, pois os resultados obtidos apresentaram-
se de dificil determinacao do ponto onde ocorre a transi¢cao do sinal de maior valor
para o de menor valor. A Figura 34 exemplifica os resultados obtidos apds a
aplicacdo de tampdo MES/His 5 mmol L' em canal preenchido com tampao
MES/His 20 mmol L™, com potencial aplicado de 2 kV. As consecutivas injecdes
apresentam o0 mesmo comportamento, ou seja, a transicao ocorre na mesma faixa
de tempo. Entretanto, devido ao efeito de stacking, o sinal apresenta a formacao
de um pico antes da queda de sinal caracteristica para essa medida. Deste modo,
a determinagéo do ponto de transicédo é prejudicada mesmo aplicando a derivada
sobre a curva. Por este motivo o EOF foi medido e analisado pelo método da
inje¢ao de plug de amostra.

Sinal / V

0 I 10 : 20 I 30 I 40 ' 50 ' 60
Tempo /s
Figura 34 — Tempo de migracdo de tampdo MES/His 5 mmol L' em canal contendo

tampdo MES/His 20 mmol L' para diferentes injecées consecutivas em um mesmo
dispositivo de dPDMS. Tenséo aplicada de 2 kV.
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A Figura 35 representa dois eletroferogramas obtidos em dois dias
diferentes utilizando o mesmo dispositivo de dPDMS sob as mesmas condicoes
descritas para o0 método determinacao de EOF por injegao de plugs de amostra. A
Figura 35a representa o eletroferograma obtido sete dias apdés a reagdo de
modificacdo de superficie, enquanto a Figura 35b representa o eletroferograma
obtido nove dias ap6s a reacao de modificacao de superficie.
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Figura 35 — Eletroferograma da separacdo de solucdo 500 pmol L™ de K*, Na* e Li* em
dispositivo de dPDMS utilizando tampdo MES/His 20 mmol L. Injecdo em cruz. Potencial
de separagao de 1 kV.
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Nesta figura é possivel observar que o tempo de migracdo do EOF néao
varia do sétimo para o nono dia apds a reacao de adicao de PEG a superficie do
PDMS nativo. Nao foram obtidos picos de separacao com grande intensidade ou
resolucdo para a separagdo dos cations sodio, litio e potassio e, para tanto, a
otimizagdo do meétodo seria necesséaria. Entretanto, foram obtidos resultados
bastante similares nos dois dias, com tempos de migracdo reprodutiveis para
todas as espécies. Além disso, o tempo de corrida utilizando-se a tensédo de
separagao de 1 kV foi inferior a 1 minuto. O tempo médio de migracao do plug de
amostra e a mobilidade do EOF foram calculados com base nos dados obtidos
nas corridas feitas nos sétimo e nono dias ap6s a reagao de modificacao (Tabela
7).

Tabela 7 — Dados de EOF para o dispositivo de dPDMS. Injecbes realizadas sete e nove
dias ap6s a reacao de modificacdo. L = 4,6 cm e ¢= 3,0 cm.

i , ~ Mobilidade Eletroforética
N_ur_ner~o de | Tempo de migracao do plug /s 110 om2 V' s
Injecoes Sétimo dia Nono dia Sétimo dia Nono dia
1 37,59 35,19 3,67 3,92
2 36,51 36,65 3,78 3,76
3 37,11 36,28 3,72 3,80
4 37,59 39,15 3,67 3,53
5 38,47 37,25 3,59 3,70
6 38,38 40,96 3,60 3,34
7 38,93 39,82 3,55 3,46
8 - 42,31 3,26
9 - 39,17 3,52
Média 37,8 39 3,7 3,6
s 0,8 2 0,1 0,2

*onde s = estimativa do desvio padrgo.

Os valores de EOF para o dispositivo, no nivel de 95% de confianga, sdo de
(3,7 +0,1)x10* cm? V' s para as medidas no sétimo dia e (3,6 + 0,2)x10™* cm? V"’

s para as medidas no nono dia e nao diferem significativamente entre si.
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5.3.5. Conclusoes Preliminares

A rota de reacdo proposta se mostrou eficiente para a modificagdo de
superficie do PDMS nativo com a adi¢gdo de derivados de PEG, especialmente
para o DVE-PEG, modificador que apresentou o0s melhores resultados
experimentais iniciais em respeito a hidrofilicidade e foi adotado para os

experimentos posteriores.

A rota de reacdo modificada, com tempos reduzidos, produziu modificagcao
satisfatoria e houve a obtencdo do dPDMS, com a formacao de filme de H>O no
primeiro dia ap6s a modificacdo. Esta modificacdo, entretanto, apresentou a
caracteristica de retomar a propriedade hidrofdbica com o decorrer dos dias apés
a modificacao da superficie do PDMS. A extracdo de cadeias livres presentes no
bulk do dPDMS néo foi satisfatéria para a manutengéo da caracteristica hidrofilica
e, portanto, para esta modificacdo nao foram obtidos resultados similares aqueles

da extracdo do PDMS antes de sofrer oxidacao via plasma de CO..

As medidas de EOF foram realizadas utilizando-se o0 método de injecdo de
plug de amostra devido a dificuldade de tratamento dos dados obtidos pelo
método que utiliza o mesmo tampao em concentragdes diferentes no microcanal.
Os resultados obtidos foram satisfatérios e os valores de EOF foram reprodutiveis
em ambos os dias em que o dispositivo foi testado. Além disso, o valor de EOF
obtido foi de aproximadamente 3,6x10* ¢cm? V' s™, maior que aquele encontrado
neste trabalho e nas referéncias para o PDMS nativo (em torno de 2,5x10* cm? V'
's™"), levando a separagdes de menos de 1 minuto para os cations sédio, litio e
potassio com potencial de separacdo de 1 kV. A utilizacdo do dispositivo de
dPDMS para a obtengéo de eletroferogramas é possivel e os métodos devem ser
estudados para resultados 6timos.

Do ponto de vista pratico, & necessaria a selagem irreversivel por exposicao
a plasma de O e, portanto, a placa de cobre/fenolite ndo pode ser facilmente
reaproveitada como no caso da modificacdo com surfactante, o que ndo é um

problema devido ao baixo custo do material.
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Tentou-se ainda realizar a reacao de modificacdo no interior do microcanal,
mas esta ndo foi possivel devido a formacdo de pequenas incrustacées que
obstruem o canal, durante a primeira parte da modificagdo. Além disso, as
dimensdes pequenas do canal (65x15 um) dificultam o preenchimento do mesmo
com a solucdo contendo poli(metilsiloxano), de viscosidade alta. A possivel
solucao para estes problemas seria a utilizacdo de canais mais largos e tempo de
reagdo menor, ou ainda, a aplicagdo em fluxo de solvente no interior do canal para

evitar a formacao dessas incrustagoes.
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6. Conclusdes Gerais

Nas modificacdes inicialmente propostas, a obtencdo de substratos por
reticulacdo do PDMS com organossilanos MPTMS e APTS nao levaram a bons
resultados na obtencdo de microchips devido a baixa robustez e dificuldade de
selagem apos a cura. A diminuicdo da hidrofobicidade da superficie mostrou-se
insatisfatéria devido a oclusdo dos grupos de interesse no bulk do polimero obtido.
Entretanto, os resultados da espectroscopia Raman e RIS propiciaram a avaliacao
da rota de reacdo, do grau de homogeneidade da superficie do mPDMS, da
topografia do dispositivo e dos efeitos causados pelas condi¢cées de ablacdo a
laser deste trabalho. Estes resultados evidenciam a técnica como satisfatoria para

a avaliagéo destas caracteristicas do substrato.

As modificagdes da superficie dos moldes pela introducdo de derivados de
PEG e o procedimento da obteng&o do substrato de PDMS contendo o surfactante
a base de etoxilato de trissiloxano disperso apresentaram resultados mais
promissores. O sPDMS pode ser facilmente obtido adicionando-se o tensoativo na
etapa de mistura dos componentes do PDMS nativo, pode ser selado contra outro
substrato de sPDMS ou vidro, tem baixo custo e apresenta melhor molhabilidade
do canal, formando menos bolhas neste processo quando comparado ao PDMS
nativo. Tem como principal desvantagem o fato de necessitar de injecoes
preliminares para estabilizagao do fluxo eletrosmético, cujo valor fica em torno de
2,5x10%cm? V',

O dPDMS apresentou os melhores resultado em termos de hidrofilicidade e
estabilidade do EOF. Em termos de aplicacao pratica, exige uma etapa a mais de
preparacao que o sPDMS, mas apresenta melhor molhabilidade e menor geracao
de bolhas. A necessidade de selagem irreversivel ndo aumenta significativamente
o custo do dispositivo. A modificacdo de superficie pdde ser monitorada via
espectroscopia no infravermelho. O dispositivo tem como caracteristica principal o
valor de mobilidade do EOF em 3,6x10* cm? V' s™.
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A separacao de cétions sodio, litio e potassio pbde ser obtida nos
dispositivos sPDMS e dPDMS e sugere que com a otimizagdo do método
melhores eletroferogramas podem ser obtidos. A deteccdo C*D foi satisfatéria no
monitoramento das propriedades do EOF em ambos os casos. Para todas as
modificaces estudadas, as medidas de WCA foram de fundamental importancia
para o estudo da hidrofobicidade do substrato.

Sugestoes de trabalhos futuros incluem o estudo do dPDMS para
manutengdo da propriedade hidrofilica inicial, a modificagdo com DVE-PEG no
interior do canal para diminuir a utilizagdo de reagentes no processo, estudos para
melhorar a estabilidade dos materiais modificados, o estudo de outras
modificacdes de superficie por RIS, e a utilizacdo da espectroscopia Raman para

determinacao das dimensdes do canal.
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