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Resumo

CONSTRUCAO E AVALIACAO DE MICROSSISTEMAS PARA
ANALISE EM FLUXO

Resumo:

Este trabalho descreve a construgdo, caracterizacdo e aplicacdo de
microssistemas para andlise em fluxo. A ablacdo por laser foi utilizada para o
desenvolvimento de um sistema em poli(metilmetacrilato), cujos canais, com secdes
transversais retangulares medindo 200 um de largura e 4,5 mm de profundidade,
foram selados com um filme plastico adesivo. Este dispositivo suportou vazdes de
até 2,0 mL min™ sem apresentar vazamentos e a sua aplicagdo para a determinagdo
fotométrica de Fe(ll) em medicamentos proporcionou resultados que nao diferiram
significativamente daqueles obtidos por espectrometria de absorcéo atémica ao nivel
de 95 % de confianga. A fotolitografia profunda no ultravioleta foi empregada para a
construgdo de microssistemas em resina a base de uretana-acrilato. Os canais com
secgdes transversais triangulares e dimensodes entre 200 e 600 um foram selados com
uma camada do proprio substrato, formando uma estrutura monolitica que suportou
vazdes de até 3,0 mL min"'. Fibras épticas plasticas e agulhas hipodérmicas foram
acopladas aos dispositivos e utilizadas para a integracdo dos sistemas épticos de
deteccdo e para 0 acesso das solucdes de trabalho, respectivamente. Um
microssistema com célula integrada para detecgao fluorimétrica e dois pontos de
confluéncia foi aplicado a determinagdo de ions Ca* e Mg®* em 4guas minerais.
Outros dois dispositivos foram aplicados separadamente a determinacao fotométrica
de ions Cr(VI) em aguas contaminadas e em ligas metalicas e a determinacao de
ions CI' em aguas minerais. Para todas as aplicacbes, as concentracdes
determinadas através dos métodos com os microssistemas foram concordantes com
aquelas determinadas através dos métodos em batelada (espectrofotometria e
volumetria de complexacédo). A geracdo de volumes extremamente pequenos de
residuos (cerca de 25 mL de solucdo para uma jornada de 8 horas de trabalho)
indicou que os dispositivos propostos cumprem adequadamente o0s requisitos
estabelecidos pela Quimica Verde.
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Abstract
CONSTRUCTION AND EVALUATION OF MICROSYSTEMS FOR

FLOW ANALYSIS

Abstract:

This work describes the construction, characterization and application of
microsystems for flow analysis. Laser ablation was employed for the development of
a system in poly(methylmethacrylate), whose channels, with rectangular cross
sections measuring 200 ym width by 4,5 mm depth, were sealed with an adhesive
plastic film. This device supported flow rates up to 2.0 mL min™" without leaking and its
application for the photometric determination of Fe(ll) in medicines provided results
that did not differ significantly of those obtained by flame atomic absorption
spectrometry at a confidence level of 95 %. The deep UV-photolithography was used
for the construction of microsystems in urethane / acrylate based resin. The channels
with triangular cross sections and dimensions between 200 and 600 um were sealed
with a layer of the same resin, forming a monolithic structure that supported flow rates
up to 3.0 mL min™'. Plastic optical fibers and hypodermic needles were coupled to the
devices and used for the integration of the optical detection systems and for the
access of the working solutions, respectively. A microsystem with an integrated flow
cell for fluorimetric detection and two confluence points was applied to the
determination of Ca®* and Mg?* in mineral waters. Other two devices were separately
applied to the photometric determination of Cr(VI) in contaminated waters and in
metallic alloys, and to the determination of CI" in mineral waters. For all the
applications, the concentrations obtained agreed with those determined by batch
methods (spectrophotomety and complexometric titration). The generation of
extremely small volumes of residues (ca. 25 mL of solution after an 8-h working day)
indicates that the proposed devices appropriately accomplish the requirements
established by the Green Chemistry.
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Capitulo 1: Introdugao e Objetivos

1.1 Introducao

Atualmente, a miniaturizacéo de sistemas de analise tem sido um dos temas mais
estudados na area de instrumentagédo e automacao em Quimica Analitica. O grande
interesse da comunidade cientifica por pesquisas nesta area deve-se, em grande
parte, as caracteristicas intrinsecas dos dispositivos miniaturizados como
portabilidade, baixo consumo de reagentes e amostras e elevada freqiéncia
analitica, as quais reduzem consideravelmente os custos da andlise e a geragéao de
residuos, proporcionando um desempenho adequado as exigéncias da sociedade
moderna [1].

A idéia de construir um dispositivo com dimensdes diminutas, capaz de efetuar
todas as operag¢des necessarias a uma analise quimica foi proposta por Manz et al.
[2] com o conceito de microssistemas de andlise total (uTAS, do inglés “Micro-Total
Analytical Systems”), também conhecido como laboratério em um chip (“lab-on-a-
chip”) [3]. Assim como um circuito integrado contém dezenas de componentes
eletrénicos que desempenham fungdes distintas em um pequeno “chip”, um u-TAS
deve possuir micro-bombas, micro-valvulas, reatores e detectores, que permitam
realizar todo o processamento da amostra até a detecgdo do analito, empregando
quantidades muito pequenas de reagentes através de um procedimento rapido e
totalmente automatizado. Desde a introducao deste conceito, no inicio dos anos 90,
grandes esforcos tém sido empregados para a construcdo de dispositivos
microfluidicos que preencham, ao menos em parte, estes requisitos.

O primeiro desafio no desenvolvimento de um u-TAS é criar um arranjo de
minusculos canais ao longo de um substrato que permita a manipulacédo dos fluidos
no dispositivo. Para isto, muitas tecnologias vém sendo desenvolvidas e aplicadas na
construcao de protoétipos em diversos materiais. A literatura mostra que os primeiros
dispositivos foram desenvolvidos a partir de materiais como silicio, vidro e quartzo
empregando-se as técnicas muito bem estabelecidas da industria microeletrénica [4].
Estas tecnologias, embora permitam a construcdo de estruturas com étima
resolucdo, costumam exigir condicdes especiais tais como o uso de equipamentos
de alto custo, salas com atmosfera livre de material particulado (sala-limpa) e
solugbes altamente concentradas, o que as tornam caras e inadequadas para o
desenvolvimento dos microssistemas em laboratérios de Quimica convencionais.
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Recentemente, entretanto, novas estratégias de fabricacdo tém sido propostas e

aplicadas para a fabricagdo de microestruturas ndo sé nestes materiais, mas
principalmente, em polimeros, empregando-se condi¢cdes mais favoraveis a
aplicacdo em pequena escala, o que tem possibilitado a muitos grupos de pesquisa a
oportunidade de desenvolvimento de pesquisas nesta area.

Nos ultimos anos, os polimeros se tornaram uma excelente alternativa para a
construgcdo de microssistemas devido, principalmente, ao grande numero de
materiais disponiveis com diferentes propriedades quimicas e fisicas e a sua
excelente biocompatibilidade [4 e 6]. Alguns trabalhos demonstram que, dependendo
do tipo do polimero e da técnica empregada, um protétipo pode ser fabricado de
forma simples e eficiente em apenas algumas horas, caracterizando um processo de
prototipagem rapida [7], o qual é extremamente adequado para a aceleracao dos
estudos realizados nesta area.

Com o objetivo de atender a grande demanda da area bioanalitica por métodos
simples e rapidos, capazes de processar um elevado nimero de amostras em tempo
reduzido, estas novas tecnologias e materiais tém sido aplicados amplamente no
desenvolvimento de microdispositivos para analises bioquimicas que empregam
eletroforese [8]. Apesar disto, muitos trabalhos publicados recentemente tém
demonstrado o uso eficiente destas mesmas estratégias para a construcdo de
microssistemas para analise em fluxo (uFIA), os quais podem ser aplicados para a
automacgédo de diversos métodos analiticos de via umida com desempenho superior
ao demonstrado pelos sistemas FIA convencionais em relacdo a muitas figuras de
meérito.

Neste contexto, o presente trabalho propde novas estratégias para o
desenvolvimento réapido e eficiente de sistemas analiticos miniaturizados em
polimeros e a construcdo de microssistemas de analise em fluxo para a

determinacao fotométrica e fluorimétrica de espécies quimicas.
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1.1.1 Técnicas de microfabricacao

Nesta secdo, algumas das técnicas usualmente empregadas para o
desenvolvimento de dispositivos microfluidicos serdo brevemente descritas. Para um
maior e melhor aprofundamento, o leitor pode e deve consultar excelentes artigos de
revisao disponiveis na literatura [6, 9-11] e livros especificos sobre o assunto [4].

De uma maneira geral, as técnicas de microfabricacao podem ser divididas em
dois grandes grupos: o das técnicas classicas, empregadas para o desenvolvimento
de estruturas microscopicas em vidro silicio e quartzo e o das técnicas de
microfabricacdo em polimeros. As técnicas do primeiro grupo estdo bem
estabelecidas e vém sendo empregadas com grande sucesso na construcao de
circuitos integrados (Cl) pela industria microeletrdnica. As técnicas do segundo grupo
sdo relativamente novas e baseadas, em sua maioria, na replicacao da estrutura de
um molde sobre a superficie de um polimero. E importante destacar, entretanto, que
esta discriminagdo entre as técnicas € feita apenas para um melhor entendimento
das mesmas e nédo significa, como sera visto adiante, que ndo haja pontos em
comum entre elas.

Para todas as tecnologias que serdo descritas a seguir, o procedimento de
construcdo dos dispositivos consiste basicamente em gravar 0os pequenos canais
sobre um substrato plano, utilizando uma estratégia especifica para transferéncia de
imagens. ApOs este passo inicial, a estrutura deve ser selada com uma camada do
mesmo substrato ou de outro material, com o objetivo de permitir a movimentacao
dos fluidos ao longo dos canais. Vale ressaltar, entretanto, que as técnicas de
gravacao e de selagem sao independentes e, por este motivo, sdo apresentadas

separadamente nesta breve discussao.
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1.1.1.1 Técnicas Classicas

1.1.1.1.1 Fotolitografia com Corrosao por via Umida

Como o préprio nome sugere, esta técnica compreende duas etapas distintas
que permitem a gravacao dos canais sobre o substrato sélido, a etapa fotolitografica
e a corrosao por solugdes acidas ou basicas concentradas. A etapa fotolitografica
consiste em criar um caminho, usualmente em polimero, que ira orientar a corrosao
através da superficie do material. Na etapa de corrosdo, os canais sao gravados e o
perfil dos mesmos é definido.

Conforme ilustrado na Figura 1.1(a), o processo € iniciado pela aplicacao de
uma camada extremamente fina (poucas centenas de angstrons) de um metal,
usualmente cromo, sobre o substrato de vidro, silicio ou quartzo. Esta camada pode
ser depositada a partir da vaporizacao térmica do metal e é utilizada para suportar
uma camada de polimero fotossensivel liquido (fotorresiste), a qual € normalmente
aplicada sobre a superficie do substrato por meio da técnica de recobrimento por
rotacao (“spin coating”) (Figura 1.1(b)). Apds esta preparacao, regides especificas do
fotorresiste sdo expostas a radiacdo ultravioleta, posicionando-se uma mascara
apropriada entre a fonte de radiagdo e o conjunto substrato / fotorresiste (Figura 1.1
(c)). Esta mascara é construida a partir de uma lamina de vidro (transparente para o
UV préximo) ou quartzo (transparente para o UV profundo) recoberta com uma
camada metalica que determina a configuracao desejada dos canais.

Durante a exposicdo do conjunto a radiacao ultravioleta, pode-se obter dois
resultados diferentes dependendo do tipo de fotorresiste empregado. Se este for do
tipo positivo, as regides expostas a radiagdo se tornam mais sollveis que as regides
nao expostas e uma estrutura em relevo, que é a exata cépia das regides opacas da
mascara é obtida ap6s a eliminacdo das regides mais soluveis com o uso de um
solvente adequado. Se o fotorresiste for do tipo negativo, as regides expostas a
radiacdo se tornam menos sollveis (devido a sua polimerizacdo) que as regides
expostas e, deste modo, obtém-se uma estrutura em relevo que é a copia exata das
regides transparentes da mascara. A Figura 1.1(d) mostra o resultado da revelacao

(eliminacado das regides mais soluveis) para um resiste positivo.
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(a) (@
(b) = (e) [Isubstrato
(vidro, quartzo ou silicio)
v [Zlcamada metalica (mascara)
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Figura 1.1: Processo de gravagdo de canais por fotolitografia com corrosdo por via umida. Os
detalhes estdo descritos no texto.

Com a revelacdo do fotorresiste, a camada de metal que ficou exposta é,
entdo, eliminada por ataque &cido formando uma espécie de mascara que
determinara os limites para a posterior corrosdo via Umida do substrato (Figura 1.1
(e)). A gravacao dos canais propriamente dita é efetuada ao se mergulhar o sistema
em uma solugcdo que ataca o substrato nas partes que nao foram previamente
protegidas com uma camada de cera ou polimero. Para a construgdo de
microssistemas em vidro, apenas algumas solu¢cdées podem ser utilizadas para este
propésito, sendo as mais tipicas solucdbes de HF/HNO; ou solugdes de HF / NH4F.
Apds a gravacao dos canais, 0 que pode levar algumas horas (Figura 1.1 (f)), o
resiste e a cobertura metalica sdo eliminados e o processo de selagem pode ser
iniciado (Figura 1.1 (g)) .

Os canais construidos tanto por corrosao via Umida, quanto por corrosao via
seca, a qual sera discutida na préxima secdo, podem apresentar perfis que estao
intimamente relacionados com os processos envolvidos na eliminacao do material.
Os chamados processos isotropicos sao caracterizados por velocidades de corrosao
que sao semelhantes em todas as direcées do sélido, enquanto que nos processos
anisotropicos a velocidade de corrosdo € significativamente maior em algumas
direcbes do que em outras. Como conseqiéncia, os canais produzidos por
processos isotropicos apresentam perfis arredondados, enquanto que 0s canais
produzidos por processos anisotropicos irdo apresentar perfis mais agudos e
variados, que irdo depender principalmente da cristalografia do material e da
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composigao da solugéo corrosiva aplicada. A Figura 1.2 ilustra os diferentes perfis de

estruturas que podem ser obtidas pela corrosao isotrépica e anisotrépica de silicio
com indice de Miller <100> [4].

Ataque lento Fotoresiste

do plano cristalino / \

processo processo
anisotrépico isotrépico

Figura 1.2: llustracédo de perfis obtidos por corrosdo anisotrépica e isotropica de silicio com orientagéao
<100> [4].

Dependendo da aplicacdo final do dispositivo, havera ou ndo a necessidade
de se definir bem o perfil dos canais produzidos. Para a maioria das aplicagbes em
Quimica Analitica, estes perfis ndo devem representar grandes problemas desde que
as condicées de operacdo sejam bem reprodutiveis. No entanto, se for desejavel
obter canais estreitos e profundos, 0s processos anisotrépicos serdo preferidos em
relacdo aos processos isotropicos, onde os canais produzidos costumam apresentar
larguras que sdo aproximadamente o dobro da sua profundidade. Em funcédo da
natureza nao cristalina do vidro, processos de corrosdo via Umida anisotrépicos nao
sao possiveis para este material e conseqientemente outros materiais como silicio
ou quartzo devem ser utilizados para a obtengdo de canais com maiores razdes de
aspecto (razdo entre a profundidade e a largura do canal). E importante relatar que
as dimensdes tipicas dos canais construidos por esta técnica sao de algumas
dezenas de micrémetros, tanto para a largura quanto para a profundidade.
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1.1.1.1.2 Fotolitografia com corrosao por via seca

As técnicas de microfabricagdo com corrosdo por via seca consistem em
gravar estruturas sobre a superficie do material de interesse a partir da interagao
deste com espécies presentes em um plasma, usualmente de CF4. Esta interacéao
pode ser fisica, pelo bombardeamento de ions na superficie, quimica, através da
reacao quimica com espécies reativas presentes no plasma, ou por uma combinacao
de processos fisicos e quimicos dependendo das condi¢des de operacao.

Em uma das técnicas mais usuais, a Corrosdo por fon Reativo (RIE, do inglés
“Reactive-lon Etching”), a aplicacdo da energia de radiofreqiéncia a um par de
eletrodos imersos em uma camara gasosa promove a aceleracao de elétrons que
estao dispersos no meio. A energia cinética destes elétrons & elevada a niveis que
permitem romper as ligacbes das moléculas dos gases e levar a formacao de
radicais ou ions altamente reativos. O substrato, assim como na técnica de
fotolitografia com corrosdo por via Umida, & recoberto por uma camada de
fotorresiste que define a configuracdo dos canais e, entdo, colocado entre os dois
eletrodos. Com o plasma estabilizado, as regides desprotegidas do material sao
atacadas pelas espécies reativas até que a profundidade desejada seja alcancada, o
que ira depender, principalmente, do tempo de exposicdo ao plasma e da
concentracao relativa das espécies reativas e nao reativas. O esboco de um reator
tipico é apresentado na Figura 1.3.

Sinal de RF
Substrato Isolante

Eletrodo

Eletrodo

e e

Difusor

géds bomba  gas

Figura 1.3: Esquema de um reator tipico utilizado em corroséo por ion reativo (RIE).
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O processo de corrosdo em plasma pode ser dividido em seis etapas

primarias, as quais estao ilustradas na Figura 1.4. Inicialmente, espécies reativas,
como por exemplo CF3*, -CF3 ou F,-sdo formadas pelo impacto de elétrons contra
moléculas de CF4. Em seguida, estas espécies difundem até a superficie do sélido
onde ocorre a adsorcdo e a reacdo com o substrato. Finalmente, os produtos
gasosos formados sofrem dessorcao da superficie e sao difundidos para o meio

gasoso.

oo
O % & /

O O
Diﬂ@l O O %

para
superficie

Geracgdo de
espécies reativas

Dessorgéo

............
vvvvvvvvvvvvvvvvv

..................

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv
vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv

Substrato

Figura 1.4: Processos envolvidos na corrosdo quimica por via seca de substrato.

De uma maneira geral, esta técnica permite obter canais com melhores razdes
de aspecto que aqueles obtidos através da corrosdo por via Umida. A escolha
adequada dos gases reativos do plasma determina se as espécies iGnicas irdo ou
nao participar do ataque a superficie do substrato e, conseqlentemente, se o
processo de corrosao sera principalmente isotrépico ou anisotropico ou uma
combinacao dos dois. Na auséncia de efeitos cristalograficos, os canais terdo perfis
caracteristicos de processos isotropicos somente quando os ions nao participarem
da reagado, enquanto que perfis anisotropicos serdo observados quando os ions
participarem do processo. Isto ocorre porque os ions sdo acelerados de maneira
perpendicular ao substrato, permitindo uma melhor seletividade do processo.

Apesar de permitir a construgdo de estruturas com boa razdo aspecto, um
equipamento completo para a fabricacdo de microdispositivos por RIE pode custar
até US$ 100.000 [12] e, portanto, é inviavel para os laboratérios que desejam fabricar
dispositivos em pequena escala. Além disso, a uniformidade dos canais ao longo do

substrato é controlada pela concentracéo e distribuicdo do gas reagente dentro da
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camara, o que torna necessaria a otimizagcdo de parametros como a pressao do

sistema e a vazao do gas reagente, o que é usualmente trabalhoso. Por ser mais
barata e exigir condicoes mais simples de trabalho, a técnica de corrosdo por via
umida é preferivel em relagdo ao ataque por corrosdo por via seca quando nao sao

necessarios canais com dimensoes sub-micrométricas.

1.1.1.2 Microfabricacao em polimeros

1.1.1.2.1 Selecao do material de construcao

A escolha de um polimero adequado para a construcao de um microssistema
de analise é governada principalmente pela aplicacdo a que este sistema sera
submetido e pela aplicabilidade ou ndo das técnicas de fabricacdo que se tem
disponivel. Algumas das técnicas de fabricacdo mais usuais empregam a radiacao
ultravioleta [13] ou de raios-X [14] para causar a quebra do polimero e, assim, tornar
possivel a gravacao dos canais. Dessa maneira, o material empregado deve
absorver estas radiagdes e o produto desta exposicao deve ser revelado (removido)
por um revelador fotolitogréfico.

Em muitos casos, a estratégia de deteccdo empregada no microssistema
estara na forma de um monitoramento 6ptico, empregando, por exemplo, medidas de
fluorescéncia ou de absorbancia. Nestes casos, o material empregado deve ser
transparente e ndo deve interagir com a luz empregada para a detec¢ao, evitando
assim o aparecimento de sinais de fundo.

Outra importante caracteristica que um polimero deve apresentar para ser
empregado na fabricacdo de microssistemas € que o mesmo deve ser inerte as
condicbes de andlise. Muitos polimeros sdo soluveis em solventes organicos
especificos como, por exemplo, o poli(metiimetacrilato), que nao é atacado por
solucdes concentradas de metanol mas perde a sua integridade em acetonitrila [15].
Além destas caracteristicas, se o sistema for empregado em analises envolvendo
eletroforese, o material de fabricacdo deve possuir propriedades térmicas e elétricas
apropriadas para suportar os altos campos elétricos e dissipar adequadamente o
calor e ainda apresentar propriedades de superficie que permitam o controle do
fluxo.

-11 -
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1.1.1.2.2 Ablacao a laser

No processo de fabricacao por ablacao a laser [13], a luz pulsada de um laser
€ absorvida pelo substrato, resultando em transicdes eletrbnicas que causam a
quebra das ligacoes da cadeia polimérica e geram ondas de choque que levam a
produtos de decomposicao gasosos como etileno, mondéxido de carbono e diéxido de
carbono, que séo facilmente removidos. A Figura 1.5 mostra um esquema deste
processo que utiliza uma mascara, usualmente construida em quartzo recoberto com
cromo, para delimitar as regides onde o material sera retirado. Devido ao cromo nao
ser transparente ao laser de radiagdo UV, as areas que definem a topologia do
dispositivo ndo devem conter a camada do metal. Em muitos casos, lasers como o
de fluoreto de criptdnio, operando em 248 nm, com poténcia de aproximadamente 5
Jicm? é usado na ablacdo. A profundidade dos canais é determinada pela energia
dos pulsos e pelo numero de pulsos de laser que incidem em uma determinada area
do substrato por um dado intervalo de tempo.

Fétons do Laser

Mascara

Ablacao
do
substrato

Figura 1.5: Processo de fabricacdo por ablacao a laser

Como este processo pode ser empregado com diversos polimeros comerciais
tais como poliestireno, nitrocelulose, poli(metilmetacrilato) (PMMA), poli(etileno
tereftalato) e poli(tetrafluoroetileno), produzindo estruturas com profundidade de até
37 um com boa razédo de aspecto, pode-se dizer que o0 mesmo € bastante adequado
para a construcao de microssistemas poliméricos. No entanto, a técnica ndo é muito
simples e nem mesmo barata, o que pode dificultar a sua aplicacdo em pequena
escala. Além disso, os canais apresentam, usualmente, rugosidade maior que

aqueles confeccionados por técnicas de moldagem, discutidas a seguir.
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Alternativamente, canais e outras estruturas podem ser gravados por um

processo direto de ablacdo que nao necessita de mascaras. Neste processo, o
substrato polimérico é colocado sobre uma plataforma mével, controlada por
computador, que guia a superficie do material sob um feixe de laser de pequeno
didmetro. Do mesmo modo que o processo direto, a profundidade dos canais é
determinada pela poténcia do laser e pelo tempo de exposicado do material, mas o
“layout’ deve ser definido através do software que controla os movimentos da
plataforma. Esta alternativa pode tornar o processo menos custoso por nao
necessitar das mascaras, mas a produgcao em grande escala fica prejudicada por ser

relativamente demorada comparada ao processo de ablacao indireto.

1.1.1.2.3 Moldagem por pressao a quente

Sao conhecidas duas maneiras para se gravar canais sobre substratos
poliméricos empregando-se moldagem por pressao a quente. Na primeira [16], um fio
metdlico de pequeno diametro (cerca de 20 um) é devidamente arranjado na
geometria que define as dimensdes fisicas dos canais e o “layout” topografico do
sistema. Este fio é, entdo, colocado sobre o substrato e pressionado contra este
empregando-se duas placas de vidro numa configuracdo em “sanduiche”, como
mostra a Figura 1.6 (a). Com o aquecimento em estufa a temperaturas entre 100 e
180 °C, o polimero, antes rigido, torna-se flexivel e a gravacdo dos canais no
material acontece como consequiéncia da pressao do fio sobre a superficie. A falta
de reprodutibilidade deste processo €, seguramente, a sua maior limitagdo, o que faz
com que seja utilizado na fabricacéo de dispositivos utilizados em estudos iniciais.

O segundo processo [16, 17] é bastante semelhante ao primeiro, sendo que a
principal diferenca esta apenas na substituicdo do fio metdlico por moldes
construidos em silicio ou quartzo, através de técnicas descritas nas segbes 1.1.1.1 e
1.1.1.1.2, e na prensagem em “sanduiche” feita agora entre duas placas de metal ao
invés das placas de vidro, (Figura 1.6 (b)). Neste caso, o processo é também
bastante simples e obtém-se uma melhora na reprodutibilidade em relagcdo ao
método que se emprega fios.
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a
( ) Presséf) e calor (b) Presséo e calor
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Polimero
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Figura 1.6: Técnica de microfabricagdo por pressdo a quente: empregando fio metalico (a) e
empregando molde em silicio (b).

Os canais construidos por meio destas técnicas reproduzem muito bem as
estruturas utilizadas como moldes e proporcionam baixa rugosidade as paredes.
Entretanto, esta técnica s6 pode ser aplicada a polimeros rigidos como PMMA, o que

inviabiliza a constru¢do de dispositivos em elastomeros.
1.1.1.2.4 Moldagem por injecao

Assim como a técnica de moldagem por pressao a quente, esta técnica
consiste em replicar a estrutura de um molde sobre um substrato polimérico. A
diferenca € que o substrato a ser utilizado nesta técnica deve se apresentar
inicialmente em uma forma liquida pouco viscosa para que possa entao ser injetada
em uma camara que contém o molde. Apds a polimerizacao assistida por calor, o
molde € separado do polimero e obtém-se os canais gravados sobre o polimero
sélido. Novamente, pode-se utilizar moldes de silicio para a confeccdao de
microssistemas por esta técnica. Entretanto, se estruturas com melhor razdo de
aspecto sdo desejadas, deve-se utilizar um molde metalico, usualmente de niquel
eletrodepositado sobre silicio, construido a partir do chamado processo LIGA [14].

O processo LIGA consiste basicamente de trés etapas, a litografia, a
eletroformagédo e a moldagem, do alemao, “Lithographie, Galvanic and Abformung”.
Na etapa litografica, desenvolve-se uma estrutura polimérica de fotorresiste sobre a
superficie de um material como silicio. Em seguida, depositos metalicos, usualmente
de niquel, sdo formados sobre o silicio a partir da eletroformagcdo nas regides
reveladas do fotorresiste. Com a eliminacdo do fotorresiste remanescente, tem-se
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uma estrutura metalica apoiada sobre uma lamina de silicio que pode ser utilizada no

processo de moldagem de polimeros. Para que as estruturas metalicas construidas
por este processo apresentem excelentes razées de aspecto, € necessario realizar o
processo de fotolitografia do resiste adequado pela exposicdo do mesmo a um feixe
extremamente colimado de raios-X. Isto deve ser feito, preferencialmente, utilizando-
se as linhas de emissédo desta natureza obtidas a partir de um acelerador do tipo
Sincrotron.

A técnica de moldagem por injecao permite obter sistemas em materiais
poliméricos rigidos, ou mesmo em elastémeros, desde que uma resina liquida destes
materiais esteja disponivel e seja relativamente facil de polimerizar. No entanto,
como qualquer processo de replicacdo por moldes, a razdo de aspecto e a
rugosidade das paredes dos canais estao intimamente relacionadas com a qualidade
do molde construido e, como visto, um molde de 6tima qualidade é muitas vezes
obtido por um processo complexo, significativamente caro e que é indisponivel para
a maioria dos centros de pesquisa. O Unico acelerador Sincrotron da América do Sul
encontra-se em Campinas, no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) [18].

1.1.1.3 Outras alternativas

Recentemente, novas alternativas ao desenvolvimento de microssistemas vém
sendo propostas. Microssistemas com canais construidos a partir de depdsitos de
toner de impressora a laser sobre filmes de poliéster foram desenvolvidos por do
Lago et al.[19]. Belloy et al. [20] desenvolveram uma técnica de fabricagdo de
microcanais em vidro a partir da corrosao do substrato por um feixe de particulas
sblidas (jateamento), empregando mascaras e rotacdo do substrato. Wu e
colaboradores [21] empregaram um arranjo de microlentes para a construcdo de
microssistemas a partir de fotolitografia com escala de cinza. Watanabe [22]
demonstrou a possibilidade de construir canais microfluidicos a partir da impressao
das estruturas sobre vidro com uma impressora jato de tinta. Varios trabalhos tém
demonstrado o uso de micro-fresas para a gravacao de microcanais em PMMA [23,
24].
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1.1.1.4 Técnicas empregadas para a selagem dos canais

Um dos passos mais criticos no desenvolvimento de dispositivos
microfluidicos estd em selar adequadamente os canais gravados no substrato para
possibilitar a movimentacao de fluidos ao longo destes sistemas. As duas principais
categorias de técnicas utilizadas para este propédsito sdo a selagem direta e a
selagem com camada intermediaria.

As técnicas de selagem direta sao utilizadas em sua maioria para selar os
canais abertos sobre vidro, silicio ou quartzo e consistem basicamente em unir a
lamina que contém os canais e a lamina de cobertura pela aplicacao de uma dada
pressdao em um ambiente de alta temperatura. Em todas as técnicas desta categoria
€ imprescindivel que ambas as laminas apresentem superficies extremamente
planas e com baixa rugosidade e que, além disso, estejam completamente limpas, o
que implica eliminar cuidadosamente todos os residuos de coberturas que foram
aplicadas durante o processo de gravacao dos canais e trabalhar em ambiente livre
de material particulado (sala limpa). Um exemplo de selagem direta que é utilizada
para unir Si/Si, vidro/vidro ou vidro/Si é a chamada Selagem Térmica Assistida por
Campo, ou, simplesmente, Selagem Anddica [4]. Nesta técnica, as laminas sao
colocadas em contato, sob pressdo a uma temperatura maior que 400 °C e a
aplicacdo de um campo elétrico por meio de uma fonte de corrente continua com
tensdo da ordem de 1 kV proporciona a formagéo de ligagdes quimicas irreversiveis
entre os substratos.

Outro exemplo de selagem direta é a selagem com ativacao de superficie, a
qual é normalmente aplicada para dispositivos a base de PDMS [7], mas que
também pode ser utilizada para melhorar a selagem térmica em dispositivos em
PMMA [25]. Neste procedimento, as superficies dos substratos sdo pré-tratadas com
plasma de oxigénio e outros processos quimicos para aumentar a sua reatividade e,
apos esta etapa, ambas as placas sao colocadas em contato, com ou sem auxilio de
pressdo externa e a altas temperaturas, possibilitando a unido irreversivel das
mesmas. Os grandes inconvenientes da utilizagdo desta técnica séo o custo elevado
para o tratamento com plasma e o pequeno intervalo de tempo com que as
superficies se mantém ativadas, de modo que todo o procedimento de selagem,
incluindo o alinhamento das estruturas, deve ser realizado de forma rapida.
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As técnicas de selagem com camada intermediaria podem ser utilizadas para

a maioria dos substratos e requerem, na maioria das vezes, condicdes menos
severas de limpeza que as técnicas de selagem direta, tornando o processo
significativamente mais barato, em termos de condi¢cdes operacionais. Além disso,
como tem sido mostrado em trabalhos recentes [26, 27], algumas destas técnicas
nao exigem o uso de temperaturas muito elevadas, o que poderia acarretar a
deformacdo dos canais e/ou danos aos componentes e sensores integrados aos
microssistemas. Em todas as técnicas desta categoria, uma camada fina de ligante
(metal ou adesivo) é depositada de maneira uniforme sobre a superficie de uma das
laminas e, apds o alinhamento e contato entre as duas partes, a aplicacado de uma
pequena pressdao em temperaturas relativamente baixas permite a unido dos
substratos. Um exemplo deste tipo de técnica é a chamada selagem adesiva, na qual
o ligante pode ser um adesivo epdxi ou uma resina fotopolimerizavel por radiacao
UV, que permite a selagem em temperatura ambiente. A principal limitacdo deste tipo
de técnica é, sem duvida, a possibilidade de entupimento dos canais pela propria
camada intermediaria, o que exige cuidados especiais.

1.1.2 Microssistemas para analise em fluxo

Uma das primeiras propostas para a miniaturizacdo de sistemas de analise
por injecao em fluxo foi realizada por Ruzicka e Hansen em 1984 [28]. Os autores
propuseram a integracdo dos canais, do sistema de amostragem e do sistema de
deteccdo em um pequeno bloco de PVC. Os canais semicirculares com de secbes
transversais de area de 0,8 mm? foram gravados no substrato empregando-se a
moldagem por pressao, sendo o dispositivo selado com outra placa do substrato com
uso de cola. Devido a pequena reducdo nas dimensbées do sistema, ndo foram
observadas vantagens significativas no uso deste dispositivo em relagdo aos
sistemas em fluxo convencionais, de modo que os ganhos em termos de consumo
de reagentes e de geracao de residuos foram limitados.

Atualmente, as técnicas de fabricagdo descritas nas secdes anteriores estao

sendo empregadas com maior freqiéncia para o desenvolvimento de sistemas de
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analise em fluxo miniaturizados, o que tem possibilitado ganhos efetivos em relacao

aos sistemas com maior escala.

A técnica de fotolitografia com corrosdo por via umida, secdo 1.1.1.1.1, foi
empregada por Wang e Pumera [29] para a constru¢do de um microssistema em
vidro cujos canais apresentavam 50 um de largura e 20 um de profundidade, sendo
utilizada uma placa do mesmo material para a selagem assistida por pressao e alta
temperatura. O dispositivo foi desenvolvido com um “layout” em cruz que permitiu a
injecdo de volumes muito pequenos de amostra (3 nL) e o bombeamento
eletrosmatico das solugdes. Para a determinacdo amperométrica de tracos de 2,4,6-
trinitrotolueno, um eletrodo de disco a base de amalgama de mercurio/ouro foi
adaptado externamente ao microssistema na extremidade do canal de saida,
permitindo a determinacao do analito em uma faixa linear de concentracao de 20-100
ug L. O procedimento adotado pelos autores possibilitou uma freqiiéncia analitica
de 150 injecdes por hora, com um limite de deteccdo de 7,0 ug L', mostrando um
6timo desempenho do dispositivo para a determinacao em questao.

Em um trabalho desenvolvido por Leelasattarathkul et al. [30], a fotolitografia
com corrosao por via umida foi também empregada para a gravacgao, sobre vidro, de
canais com 200 um de largura e 50 um de profundidade. A selagem do sistema foi
realizada com uma camada de PDMS, a qual foi confeccionada com pequenos furos
que permitiram o acesso das solugdes de trabalho e a integracdo de uma célula de
fluxo espectrofotométrica com 10 mm de caminho 6ptico. O sistema foi aplicado a
determinacao de ions Cu(ll) em aguas residuais a partir do método baseado na
reacdo do analito com o reagente cromogénico zincon em meio basico, sendo
encontrado um limite de deteccdo de 0,1 pg mL". As medidas foram realizadas
empregando-se uma bomba peristaltica convencional para aspiracdo de todas as
solucdes ao longo dos microcanais & uma vazdo de apenas 10 pL min”, o que
proporcionou uma freqiiéncia analitica de 30 injecbes por hora e uma redugédo de
200 vezes no consumo de reagentes em relacao ao método em fluxo convencional.

Um microssistema FIA com canais apresentando 200 um de profundidade e
700 um de largura foi construido empregando-se a técnica de corrosdo por ion
reativo (secdo 1.1.1.1.2) de uma placa de silicio e a selagem anédica com uma placa
de vidro, em um trabalho realizado por Baeza et al. [31]. O dispositivo com célula

para deteccado fotométrica integrada foi aplicado a determinacao de ions nitrito em
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aguas residuais empregando-se a estratégia de multicomutacdo das solucdes para

melhorar a mistura ao longo dos canais. Diferentes freqiiéncias de comutacao foram
estudadas empregando-se vazdes entre 250 pL min' e 310 uL min”, sendo
encontrado um melhor desempenho em termos do limite de deteccdo (0,17 mg L™)
para a menor das vazdes estudadas.

Kruanetr et al. [32] propuseram um método simples para a determinacao Fe
(Ill) em aguas baseado no uso de um microssistema de analise em fluxo. Um
dispositivo planar com os canais dispostos na forma de “T” foi construido por ablagéao
a laser do PMMA (secao 1.1.1.2.2) e selado com uma camada de PDMS, sobre a
qual foram moldados os canais para acesso das solugdes e uma célula de fluxo para
deteccao fotométrica com 10 mm de caminho éptico. Os canais construidos sobre o
PMMA apresentavam 200 um de largura e 50 ym de profundidade, enquanto o canal
empregado para a deteccdo, construido sobre o PDMS, apresentava 0,8 mm de
didmetro. O procedimento utilizado pelos autores envolveu a injecao de volumes de 5
ML das amostras em fluxo de solucdo do sal R-Nitroso com deteccdo em 720 nm do
complexo formado entre o Fe(lll) e o reagente cromogénico. A solugdo do fluido
carregador foi bombeada & vazdo de 30 pL min”, proporcionando a freqliéncia
analitica de 40 injegdes por hora, com geracao de apenas 2,0 mL de residuo por
hora de trabalho. Os resultados obtidos para a determinacado de Fe(lll) em aguas
residuais mostraram resultados plenamente concordantes com aqueles obtidos com
o método de referéncia (FAAS).

Em um trabalho realizado por Liu et al. [33], a ablacao por laser foi também
utilizada para a construcdo de um microssistema aplicado para a determinacédo da
demanda quimica de oxigénio em aguas. O dispositivo foi construido com trés
camadas de PMMA contendo estruturas diferentes, as quais foram alinhadas e
unidas com a aplicacao de pressao e calor. Canais com 200 uym de largura e 100 um
de profundidade foram dispostos de forma a permitir a confluéncia das solu¢des das
amostras com uma solucao de dicromato de potassio em meio acido e a mistura das
mesmas em uma bobina de reagdo com 15 cm de comprimento. Ao final desta
bobina, uma camara circular com 3,0 mm de didmetro foi projetada para permitir a
adicdo de outros reagentes, como o hidréxido de sédio e o luminol e para
proporcionar uma maior area para deteccao por quimioluminescéncia, a qual foi

possivel devido a adaptacao, abaixo da camara, de uma pequena fotomultiplicadora.
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Os autores demonstraram que embora o0 método exija 0 uso de um reagente a base

de créomio (K>Cr20-), o volume de residuo gerado é bastante pequeno devido a baixa
vazdo utilizada (150 pL min™, no total), tornando o tratamento final mais facil e
Menos ONeroso.

A moldagem por inje¢éo (seg¢édo 1.1.1.2.4) foi utilizada por Destandau et al.
[34] no desenvolvimento de um sistema microfluidico para analise em fluxo a base de
PDMS, o qual foi aplicado a determinagdo fluorimétrica de ions postassio em
formulacbes farmacéuticas. Os canais com 200 pm de largura e 100 uym de
profundidade foram dispostos em uma configuracdo em forma de “Y” e selados com
uma lamina de vidro, permitindo a confluéncia das solucbes das amostras com a
solucdo de um sensor molecular fluorescente, especialmente desenvolvido para
proporcionar sensibilidade e seletividade ao analito em questdo. Os autores
demonstraram que o método proposto permite a determinacao de ions potassio sem
a necessidade da separacao prévia dos outros ions da amostra, em um ensaio que
leva apenas 10 s para ser realizado.

A microusinagem tem se tornado também uma oOtima alternativa para a
construcdo de microssistemas para analise em fluxo a base de polimeros rigidos
como o PMMA. Nishihama et al. [35] utilizaram uma micro-fresa e este mesmo
material para construir um dispositivo microfluidico com coluna de separacao
integrada que permite a separagao e a quantificacdo de proteinas em urina. A coluna
foi integrada ao dispositivo em um de seus canais de entrada a partir de uma
cavidade microfabicada, apresentando 30 mm de comprimento, 2 mm de largura e 1
mm de profundidade. Esta cavidade foi preenchida com ceramica de hidroxipatita e
vidro, sendo posteriormente selada com outra lamina de PMMA por pressao e calor.
O procedimento proposto pelos autores consistiu em bombear seqiiencialmente, com
o auxilio de uma bomba de seringa e de uma valvula de seis portas, as solu¢des da
amostra, do eluente e do carregador confluindo as mesmas com a solucao do
reagente cromogénico, o qual foi empregado para a determinagcdo fotométrica do
analito. Empregando-se a vazao total de apenas 40 uL min™, os autores obtiveram
resultados bastante satisfatérios com um limite de deteccao de aproximadamente 1,6
ug mL" para os testes realizados com albumina bovina.

Rainelli et al. [36] também desenvolveram um microssistema de analise por

injecdo em fluxo em PMMA, no qual os canais, com perfil trapezoidal medindo 150
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pm de profundidade e 180 a 360 pm de largura, foram produzidos por

microusinagem. Empregando bombas de seringa para a propulsdo dos fluidos, o
protétipo foi aplicado para a determinacao fotométrica de ions Fe(ll), cloreto e nitrito,
a freqléncia analitica de 5 determinacées por minuto, com o consumo de apenas
600 uL dos reagentes para um periodo de 1 hora. O dispositivo foi também avaliado
quanto a possibilidade de bombeamento eletroosmético, sendo obtidos resultados

plenamente satisfatorios.
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1.2 Objetivos

Este trabalho teve como objetivos a construcdo de microssistemas para analise
em fluxo empregando-se polimeros e técnicas alternativas de microfabricagéo e a
avaliacado do desempenho analitico dos dispositivos propostos na determinacao

fotométrica e fluorimétrica de espécies inorganicas.

-22 -



Capitulo
2

Sistema de analise em Fluxo em
poli(metilmetacrilato) (PMMA)

_03 -



Capitulo 2: Sistema em PMMA
2.1 Sistema de analise em fluxo a base de PMMA

Nesta primeira proposta, um sistema em fluxo a base de poli(metilmetacrilato)
(PMMA) foi desenvolvido e aplicado & determinacdo fotométrica de ions Fe? em
medicamentos. Conforme sera discutido neste capitulo, o dispositivo ndo pode ser
classificado como um microssistema, porém as técnicas empregadas para a
gravagao e selagem dos canais poderdo ser utilizadas para o desenvolvimento de

sistemas microfluidicos em trabalhos futuros.
2.1.1 Parte Experimental

2.1.1.1 Fabricacao

O sistema FIA miniaturizado em PMMA proposto foi construido a partir da
técnica de ablacdo a laser deste polimero (secédo 1.1.1.2.2), com posterior selagem
dos canais com um filme plastico adesivo. Todo o procedimento de gravacdo dos
canais foi realizado por pesquisadores do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron —
LNLS [18] empregando-se uma cortadora a laser comercial (Hamazaky®), a qual foi
equipada com uma mesa movel programavel que permitiu a fixacao do substrato e o
deslocamento controlado do mesmo sob o feixe do laser (COy, 5 kw).

Para permitir a ablacdo de regides especificas do polimero com controle do
tempo de exposicao, o software de automacao da mesa mével foi “alimentado” com
as coordenadas que definiram a disposicao bidimensional dos canais e com o0s
parametros que controlaram a velocidade de deslocamento do substrato. Além
destas variaveis, foram ajustadas também algumas propriedades do laser tais como
o diametro do feixe e a freqiiéncia dos pulsos. E importante salientar que os
parametros citados acima foram estabelecidos por técnicos do LNLS durante a
construcao do dispositivo no ano de 2002 e, infelizmente, estes valores nao foram
relatados ao nosso grupo de pesquisa para constar na redacao deste trabalho.

Sob estas condi¢des, canais apresentando secoes transversais retangulares
com 200 ym de largura e 4,5 mm de profundidade foram gravados sobre uma das
superficies de uma placa de PMMA de 15 cm de comprimento, 10 cm de largura e
0,8 cm de espessura, seguindo a disposicdo apresentada na Figura 2.1, na qual o
percurso entre o ponto A e o ponto D apresenta 53 cm.
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Para a selagem, a placa de PMMA foi devidamente lavada com agua e

detergente e seca posteriormente em fluxo de ar comprimido, com o objetivo de
eliminar eventuais residuos. Em seguida, um filme plastico adesivo (Con-tact®,
Vulcan) foi aplicado sobre a superficie do polimero na qual os canais foram abertos,
tendo-se o cuidado de eliminar possiveis bolhas de ar. Ap6s a aplicacdo, o
dispositivo selado foi deixado em repouso por 72 horas, garantindo a adesao
completa do filme ao PMMA.

Para permitir o acesso das solugdes ao sistema, quatro furos com diametro de
2,5 mm foram confeccionados no substrato, do lado oposto ao que foi aplicado o
plastico adesivo e a estes furos foram colados tubos de Tygon® (utilizados em
sistemas FIA convencionais) com 2,0 mm de didmetro interno. Como mostra a Figura
2.1, os furos foram confeccionados nas extremidades dos canais de acesso,
indicados pelas letras A, B, C e D.

Figura 2.1: Sistema FIA miniaturizado fabricado em PMMA. A-D: canais de acesso com tubos de
Tygon®. O percurso entre A e D é de 53 cm e a superficie inferior do dispositivo apresenta-se selada
com filme pléstico adesivo.
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2.1.1.2 Avaliacao da selagem e das conexoes com o mundo exterior

O sistema proposto foi submetido a um teste simples para verificar a eficiéncia
do procedimento de selagem e da estratégia de conexdao com o mundo exterior.
Neste teste, uma bomba peristaltica foi empregada para impulsionar agua destilada
ao longo dos canais, aumentando-se gradativamente a vazao do fluido. Durante este
procedimento, realizado por aproximadamente 1 hora, foi efetuada a inspecéao visual
das conexdes e da juncao entre a superficie do polimero e a camada de selagem

(flme adesivo) com o objetivo de verificar possiveis vazamentos e/ou irregularidades.

2.1.1.3 Avaliacao do sistema para a determinacao fotométrica de
ions Fe** em medicamentos

O sistema foi avaliado para a determinacdo fotométrica de fons Fe?* em 5
formulacdes de sulfato ferroso empregando-se o método da o-fenantrolina [37].
Nesta secdo, serdo descritas as estratégias utilizadas para realizar a deteccao
fotométrica e a injecdo da amostra no sistema e os materiais e métodos empregados

na determinacgao.

2.1.1.3.1 Sistema de Deteccao: Adaptacao de células de fluxo

Para a realizacdo de medidas fotométricas com o sistema miniaturizado em
PMMA, propbs-se a adaptacdo externa de uma célula de fluxo capilar e o0 uso de
fibras épticas para guiar a radiagao da fonte até a célula e desta para o detector.

Foram avaliadas duas células de fluxo para este propdésito, uma célula capilar
em “U” com diametro interno de 1,0 mm e caminho éptico de 1,0 cm e uma célula
mais simples, na qual o diametro interno de um tubo capilar de vidro com 0,7 mm foi
empregado como caminho Optico. A Figura 2.2 e a Figura 2.3 mostram fotografias
destas células e dos seus respectivos suportes, os quais foram utilizados para a
fixagdo de fibras pticas plasticas com 1,0 mm de diametro. E importante relatar que
a conexao do sistema de fluxo miniaturizado com as células fotométricas foram feitas
com o auxilio de tubos de Teflon® e de Tygon® de modo semelhante ao realizado em

sistemas FIA convencionais.
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Figura 2.2: Célula de fluxo em “U” com caminho 6ptico de 10 mm. FO: Fibras 6pticas plasticas com
1,0 mm de diametro, S: Suporte em teflon C: Célula e T: Tampa do suporte. Célula gentilmente
fornecida pelo Prof. C. J. Patton (USGS, Denver, USA)

Figura 2.3: Célula de fluxo em tubo capilar de vidro com caminho éptico de 0,7 mm. FO: fibras 6pticas
plasticas com 1,0 mm de diametro, S: suporte metalico e C: capilar. Célula gentilmente fornecida pelo
Prof. C. J. Patton (USGS, Denver, USA)

Para tornar o sistema de detecgcdo mais compacto, um diodo emissor de luz
(LED) emitindo em 500 nm foi utilizado como fonte de radiacdo e um fotodiodo (RS
308-067) foi empregado como transdutor. Estes elementos compunham um
fotbmetro “home-made” [38] utilizado para as medidas, o qual foi controlado por um
microcomputador através de um programa desenvolvido em VisualBasic 5.0.

2.1.1.3.2 Configuracoes de fluxo em linha unica: Injecao direta e
hidrodinamica da amostra

Foi também proposta para a avaliagdo do sistema em PMMA, a utilizacdo de
duas configuracées de fluxo em linha Unica [39] que permitiram a insercdo da
amostra por injecao direta ou por amostragem hidrodindmica [40].
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A Figura 2.4 ilustra a configuracdo utilizada para injecao direta das solugdes,

na qual uma bomba peristaltica (Ismatec MP-13 R) e duas valvulas solendides de
trés vias (Cole-Parmer Instrument Co. P/N. 01367-72) foram empregadas para a
propulsdo e direcionamento dos fluidos, respectivamente. Nesta configuracéo,
quando ambas as valvulas estavam desligadas, o carregador era impulsionado até o
detector e a solucdo da amostra descartada. Quando ambas as valvulas eram
acionadas, o carregador era bombeado de volta ao seu reservatério e a amostra
injetada no sistema. Deste modo, foi possivel inserir diferentes volumes de amostra,
controlando-se a vazao de bombeamento da solugdo e o tempo com que as valvulas
permaneciam acionadas.

Para os estudos realizados neste trabalho, empregou-se a vazao de 1,5 mL
min” tanto para a solugdo carregadora quanto para as solugdes das amostras com
as valvulas permanecendo acionadas por 1,5 s durante o procedimento de
amostragem. Nestas condi¢des, volumes de aproximadamente 38 uL foram injetados
no sistema para obtencao dos sinais analiticos. Apds a injecao, as valvulas foram
desligadas e a amostra foi impulsionada até o detector, enquanto reagia com a
solucédo carregadora. Vale dizer que a primeira inje¢cdo de um novo padrdo ou de
amostra foi efetuada mantendo-se as valvulas acionadas por aproximadamente 10 s,
0 que permitiu que a linha ligando o reservatério de amostra e o sistema fosse lavado
com a prépria solucdo de trabalho. Ap6s a primeira injecao, utilizou-se o

procedimento convencional com as valvulas permanecendo acionadas por 1,5 s.

TED
500 nm
FO
CR 15|
v 1 L cF D
FO
AM—OL (j\
BP v2 D FD

Figura 2.4: Configuracdo em linha Unica proposta para injecao direta da amostra no. CR: solugao
carregadora (1-10 fenantrolina 1 mmol L' em tampéao acetato 0,2 mol L pH 4,5), AM: solugdes das
amostras, BP: Bomba peristaltica (indicagdo das vazées em mL min”), V1 e V2: vavulas solendides
de trés vias desligadas (linhas pontilhadas indicam a via fechada), D: descarte TT: tubos de Tygon®
para conexao do sistema a cela de fluxo, CF: célula de fluxo, FD: fotodiodo e FO: fibras épticas.
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A configuracdao de fluxo empregada para a injecdo hidrodindmica das

amostras no sistema esta ilustrada na Figura 2.5. Nesta proposta, uma bomba
peristaltica foi empregada para impulsionar a solucdo carregadora e para aspirar as
solucbes das amostras, enquanto quatro valvulas solendides de trés vias foram
utilizadas para direcionar os fluidos. Quando todas as vélvulas estavam desligadas
(situacdo ilustrada na Figura 2.5), a solugdo carregadora era bombeada até o
detector, uma vez que as valvulas V1 e V4 permitiam o fluxo livre neste sentido e as
valvulas V2 e V3 evitavam a saida de fluido pelos canais laterais do sistema. Ao
mesmo tempo, a valvula V3 permitia a aspiracao de ar por uma de suas vias.

Com o acionamento concomitante de todas as valvulas, a solucao carregadora
era bombeada ao seu reservatério de origem e a amostra era aspirada através das
valvulas V2 e V3 preenchendo o “plug” de amostragem (PA). Este “plug” foi definido
pela distancia entre os canais de entrada (EA) e de saida (SA) de amostra e
apresentava um volume de aproximadamente 10 pyL. Quando todas as valvulas
foram desligadas, esta zona de amostra foi impulsionada até o detector, reagindo
com a solucao carregadora ao longo da bobina de reacdo. Para o presente trabalho,
a mesma vazao de 1,5 mL min™ foi utilizada para aspirar a amostra e para bombear
a solucao carregadora. O tempo de amostragem, tempo em que as valvulas

permaneceram ligadas, foi de 5 s.

< Ar
{ ﬁ LED
15 V3 500 nm
F
CR 15 SA V4
A —Tf cF C;\
L
EA D
BP
v2

FD

AM

Figura 2.5: Configuracdo em linha Unica proposta para inje¢cdo hidrodindmica da amostra. CR:
solucdo carregadora (1-10 fenantrolina 1 mmol L' em tampao acetato 0,2 mol L pH 4,5), AM:
solugbes das amostras, BP: Bomba peristéltica (indicagcdo das vazées em mL min ) V1-V4: vavulas
solenodides de trés vias desligadas (linhas pontilhadas indicam a via fechada), D: descarte, EA: canal
de entrada da amostra, SA: Canal de saida da amostra, PA: “plug” amostragem (10 pL), TT: tubos de
Tygon para conexao do sistema a cela de fluxo, CF: célula de fluxo, FD: fotodiodo e FO: fibras
opticas.
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Para ambas as configuracdes de fluxo, o controle das valvulas e do sistema

de deteccéo foi realizado por um microcomputador equipado com uma interface
eletrénica PCI9111DG/HR (Adlink Tech. Inc.) a partir de um programa escrito em
VisualBasic 5.0.

2.1.1.3.3 Reagentes e solucoes

Todos os reagentes utilizados no experimento eram de grau analitico e todas
as solucdes foram preparadas com agua desionizada. Os padrdées com 0,0 a 10 mg
L' em Fe(ll) foram preparados a partir da diluicdo de aliquotas de uma solucédo
estoque acidificada de sulfato ferroso amoniacal contendo 500 mg L™ em Fe(ll), a
qual foi preparada pela dissolugdo da massa apropriada do sal (Reagen). As
aliquotas foram transferidas para balées volumétricos de 100 mL aos quais foram
adicionados 5 mL de uma solugcdo de cloreto de hidroxilamina (Merck) 5% m/v,
completando-se o volume com solucéo de acido sulfarico (Mallinckrodt) 0,05 mol L™,
A solucéo carregadora, 1-10 fenantrolina 1,0 mmol L, foi preparada pela dissolugéo
da massa apropriada do complexante em 100 mL de uma solucédo tampao acetato de
s6dio/acido acético 0,2 mol L' pH 4,5.

Trés solugdes estoque foram preparadas para cada um dos cinco
medicamentos estudados (PerFer® comprimidos, NovoFer® comprimidos, VitaFer®
comprimidos, Sulfer® solugdo e Combiron® solucéo). As solugcdes das amostras
comercializadas em forma de comprimidos foram preparadas transferindo-se a
massa adequada (de 0,1 a 0,2 g) de um comprimido, devidamente pulverizado em
almofariz, para um béquer contendo cerca de 50 mL de uma solucao de H>.SO,4 0,05
mol L. Apés a sonicagdo por 20 min, a suspensdo resultante foi filtrada e transferida
para um baldo volumétrico de 100 mL, completando-se o volume com as solucdes de
lavagem do sélido filtrado com H»SO4 0,05 mol L. As solucdes estoque das
amostras comercializadas na forma de solucbes foram preparadas pela diluicao
adequada de aliquotas dos medicamentos em H>SO4 0,05 mol L™,

As solucdes diluidas dos medicamentos foram preparadas adicionando-se
aliquotas adequadas das solugbes estoque a baldes volumétricos de 100 mL
contendo 5 mL de solugéo de cloreto de hidroxilamina e completando-se os volumes

com solugdo de H,SO,4 0,05 mol L.
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2.1.2 Resultados e Discussao

Conforme ja mencionado, a ablagdo do substrato por acdo do laser
possibilitou a gravacao de canais com sec¢des transversais retangulares com cerca
de 200 pm largura, 4,5 mm de profundidade e 0,9 mm? de area. Como estas
dimensdes sdo maiores que aquelas observadas em sistemas FIA convencionais,
onde tubos de teflon® com 0,8 mm de diametro interno e 0,5 mm? de area sdo
usualmente empregados, o dispositivo proposto ndo pode ser considerado um
microssistema FIA. Entretanto, as estratégias de selagem e de conexao dos canais
com o mundo macroscopico sugeridas neste trabalho poderdo ser empregadas para
o desenvolvimento de novos sistemas em PMMA, cujas dimensbes sejam
significativamente menores que as apresentadas acima.

A Figura 2.6 mostra a visao lateral do sistema mostrando os canais gravados
sobre o0 PMMA. Nestas imagens sao observadas deformidades no substrato situado
ao fundo do canal, as quais foram possivelmente geradas pelo uso de um laser com
poténcia muito elevada e pela dissipacdo ndo uniforme do calor gerado durante a
ablacdo. Tais imperfeicbes aumentam a area de contato entre as solugbes de
trabalho e o substrato podendo dificultar a limpeza do sistema. Vale notar também
que a rugosidade observada no substrato representa cerca de 9 % da profundidade
do canal (aproximadamente 0,4 mm), de modo que as condi¢des utilizadas para a
fabricacdo devem ser ajustadas para o desenvolvimento de sistemas com dimensdes
em escala micrométrica.

mt—

Figura 2.6: Vista lateral dos canais gravados em PMMA (a) e ampliagdo mostrando detalhes das
imperfei¢coes (b). *valores aproximados.
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2.1.2.1 Avaliacao da selagem e das conexoes com o mundo exterior

As estratégias utilizadas para a selagem dos canais e para as conexées com 0
mundo exterior se mostraram eficientes. Nenhum vazamento nas conexdes e
nenhuma deformidade no plastico adesivo de selagem foram observados ao se
bombear agua destilada ao longo do sistema em vazdes menores que 2,0 mL min™.
Para vazdées maiores que esta, o adesivo plastico se desprendeu do substrato, as
margens dos canais, tornando inviavel o uso do dispositivo nesta condi¢ao.

Considerando que a maioria dos microssistemas FIA descritos na literatura
opera com vazdes substancialmente menores que 2,0 mL min”, o uso do filme
plastico adesivo para a selagem de dispositivos em PMMA pode ser uma alternativa
simples e barata as estratégias j& empregadas com sucesso para este propésito.
Deve-se observar, porém, que outros estudos serdo necessarios para se avaliar a
real aplicabilidade deste filme nos microssistemas, como a possibilidade de uso com
solugdes fortemente &acidas e basicas e a sua resisténcia frente a solventes

organicos.

2.1.2.2 Avaliacao do sistema para a determinacao fotométrica de
ions Fe** em medicamentos

A resposta analitica obtida com o sistema em PMMA ao se empregar a
estratégia de amostragem hidrodinamica e a célula de fluxo capilar com 0,7 mm de
caminho o6ptico (Figura 2.3) n&o foi satisfatéria. Sinais com baixa raz&o sinal/ruido
foram obtidos nestas condicbes, mesmo para injecbes dos padrdes mais
concentrados (10,0 mg L' em Fe®"), inviabilizando a construcdo da curva analitica
para a faixa de concentragdo proposta (2,0 a 10,0 mg L”). Devido ao pequeno
caminho Optico e a dificuldade de alinhamento das fibras com o centro do capilar,
parte da radiacao proveniente do LED atingia o fotodiodo sem interagir com a
amostra, dificultando a aquisicdo do sinal analitico. Para contornar este problema,
uma pequena lente poderia ser adaptada a extremidade da fibra para evitar o
espalhamento da radiacédo e focalizar o feixe no centro do capilar. Vale mencionar
que esta dificuldade é também observada para a realizacao de medidas fotométricas

em microssistemas onde os préprios canais definem a célula de medida. Nestes
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casos, o0 alinhamento das fibras é feito com o auxilio de partes mecéanicas adaptadas

ao dispositivo que permitem o ajuste da posicado das mesmas [36]. Além disso, para
aumentar a sensibilidade, células multi-reflexivas tém sido utilizadas em conjunto
com lasers para a realizagcado das medidas [41 e 42].

Para melhorar a razdo sinal/ruido sem alterar drasticamente a instrumentacao,
propds-se o0 uso de uma célula de fluxo capilar com maior caminho 6ptico (10 mm)
na qual as janelas laterais sdo fabricadas para evitar problemas com a radiacéao
espuria. Conforme mostra a Figura 2.7, esta célula é envolta lateralmente por um
plastico escuro com um furo central de 0,5 mm de diametro, o qual bloqueia a
radiacao espalhada na extremidade da fibra e evita que a mesma atinja o detector

sem interagir com a amostra.

() _ 4 (b)

janela
0,5 mm

Figura 2.7: Célula de fluxo em vidro empregada para a realizagdo da detecgdo fotométrica (a) e
detalhe da janela com 0,5 mm de didmetro (b).

Com o uso desta célula, houve uma melhora significativa na resposta analitica
e boas razdes sinal/ruido foram observadas para as injecées de todos os padrbes
estudados empregando-se a amostragem direta ou hidrodindmica das solucdes
(secédo 2.1.1.3.2). A Figura 2.8 e a Figura 2.9 mostram os fiagramas obtidos com as
duas formas de amostragem e os detalhes para os sinais adquiridos com o padrao
contendo 6,0 mg L™ em Fe?*. Na Figura 2.9, os sinais realgcados em cinza referem-se
as injecoes realizadas logo apds a troca de uma solucao de referéncia por outra com
maior concentracdo. Estes sinais foram descartados para a construcdo da curva
analitica e apresentaram-se muito mais intensos que os sinais das amostras devido

ao maior tempo de amostragem (10s) empregado.
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Figura 2.8: Fiagrama obtido para a |njegao hidrodindmica dos padrdes (a) e detalhe do sinal para a
injecdo de um padrao com 6,0 mg L™ em Fe** (b)
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Figura 2.9: Fiagrama obtldo para a injecdo direta dos padrdes (a) e detalhe do sinal para a injegéo de
um padrdo com 6,0 mg L™ em Fe®* (b). Picos realcados em cinza referem-se as injecdes de limpeza.

Conforme mostram as Figuras acima, os sinais transientes obtidos com o
sistema em PMMA sado semelhantes aqueles normalmente adquiridos em sistemas
FIA convencionais, indicando que a dispersdo da amostra ao longo dos canais deve
ocorrer por convecgao, causada pelo fluxo laminar, e por difusdo radial [43 e 44]. E
importante lembrar, porém, que a detecgéo foi realizada em uma célula de fluxo
acoplada externamente ao sistema e que os tubos utilizados para a conexao do
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sistema a célula, além dos préprios canais retangulares gravados no substrato,

influenciam no regime de dispersdo da amostra. Portanto, a deteccdo deveria ser
realizada em uma célula integrada ao proprio sistema para permitir uma avaliacao
mais correta da dispersao ocorrida apenas nos canais retangulares, o que néao foi
realizado devido as dificuldades para se construir um novo dispositivo.

Ao se examinar os picos ampliados nas Figura 2.8 Figura 2.9 nota-se que,
independente do modo como foi realizada a injecdo, houve certa dificuldade de
retorno do sinal a linha de base. Em ambos os modos de amostragem,
aproximadamente 50 s foram necessarios para a aquisicao completa do pico, o que
tornou o método relativamente lento. Parte deste problema esta relacionada com a
grande area superficial das paredes internas dos canais, a qual proporciona maior
interacado entre as solucdes e o substrato, prejudicando a limpeza do sistema.

Os fiagramas apresentados na Figura 2.8 e na Figura 2.9 foram plotados
empregando-se a mesma escala de absorbancia para melhor comparagdo das
estratégias de amostragem adotadas. Conforme esperado, os sinais obtidos
empregando-se a amostragem hidrodindmica (Figura 2.8) foram menores que
aqueles obtidos por amostragem direta (Figura 2.9) devido a grande diferenca nos
volumes injetados, 10 uL e 38 pL, respectivamente. Esta diferenca fez com que a
curva analitica construida a partir da média das alturas dos picos obtidos por
amostragem direta apresentasse a maior sensibilidade para a faixa de concentracéao
estudada. Como mostra a Figura 2.10, a inclinacao da reta obtida para esta condigao
foi cerca de 2 vezes maior que aquela obtida por amostragem hidrodinamica e, por
este motivo, a mesma foi utilizada para a determinagdo de ions Fe?* nas formulagdes
farmacéuticas de sulfato ferroso.

Embora tenha proporcionado uma menor sensibilidade, a estratégia de
amostragem hidrodindmica se mostrou eficiente. Uma boa repetibilidade foi
observada para injecbes sucessivas de um mesmo padrdo (cerca de 5% para 10
injecdes da solugdo com 6,0 mg L™ em Fe?") e um 6timo ajuste linear (R? = 0,9998)
foi calculado para a faixa de concentracado estudada, indicando que esta forma de
amostragem pode ser aplicada com sucesso aos sistemas miniaturizados, desde que
o desenho dos canais permita a injecdo de um volume de amostra adequado ao

comprimento da bobina de reacao.
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Figura 2.10: Curvas analiticas construidas a partir das médias das alturas dos picos obtidos por
injecdo direta ou hidrodindmica dos padrdes

As injecOes das amostras foram efetuadas imediatamente apés a insergao das
solugcbes de referéncia. A curva analitica empregada para a determinacao e
apresentada na Figura 2.10 proporcionou um limite de deteccdo de 0,5 mg L™,
calculado como a média do sinal para o branco adicionado de trés vezes o seu
desvio padrao, com um coeficiente de correlacao (R) de 0,9977. Devido a dificuldade
de limpeza do sistema, ja discutida acima, a freqiéncia analitica do método foi de
apenas 35 injecdes h™', podendo ser aumentada com a diminuicdo do tamanho dos
canais e com a integracéao da célula de fluxo ao préprio sistema. A repetibilidade dos
sinais ao se empregar a amostragem direta também foi satisfatéria, sendo calculada
em 3 % para 10 injecdes de um padrao com 6,0 mg L™ em Fe?".

A Tabela 2.1 mostra os resultados obtidos para a determinagcédo de Fe(ll) em
formulacbes farmacéuticas de sulfato ferroso a partir do método proposto e do
método baseado na espectrometria de absorcao atdmica em chama (FAAS). Trés
solugdes diluidas de cada medicamento foram analisadas em ordem aleatéria, sendo
os resultados apresentados em termos das médias para as triplicatas, salvo para as
amostras “Perfer’ e “Combiron”, para as quais as medidas foram realizadas em
duplicata. Um teste F [58] aplicado com o nivel de significancia de 0,05 nao indicou

diferencas significativas entre os desvides padrbes encontrados por ambos os
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métodos, indicando uma boa precisdo para o método com sistema em PMMA. O

teste T independente [58] aplicado aos resultados obtidos por ambos os métodos
com um intervalo de confianca de 95 % mostrou que as médias obtidas por ambos
os métodos nao foram significativamente diferentes para 4 das seis amostras
analisadas, diferencas significativas entre as médias foram observadas apenas para
as amostras “PerFer” e “Combiron”. Em um intervalo de confianga maior, 99%,
apenas as médias obtidas para a amostra “Combiron” mostraram-se
significativamente diferentes, o que permite afirmar que o método proposto com o
sistema FIA possibilita também boas exatidées para a determinacao em questao.

Tabela 2.1: Concentragées médias de Fe(ll) em mg g'1 encontradas para as determinagdes realizadas
em ftriplicata com sistema FIA proposto e por espectrometria de absorcio atdbmica em chama (FAAS).

Amostra FIA FAAS Erro / %
NovoFer 110+ 8 111 +4 -0,9
PerFer 180+ 5 181,3+0,9* -0,7
VitaFer 137 + 1 129+ 3 +6,2
Combiron 113+ 3* 102 £ 1 +11
Combiron solucao** 246 + 0,6 25,8 £ 0,5 -4,6
Sulfer ** 12,4+ 0,5 12,2+ 0,4 +1,6

*Médias e desvios para duplicatas
**Resultados em mg L™

Apesar destes bons resultados, o sistema estudado apresentou um consumo
de reagentes similar ao de um sistema FIA convencional devido a elevada vazao
necessaria para a realizacdo das medidas. Deste modo, ndo houve uma vantagem
significativa para o uso do sistema proposto em relacdo aos sistemas convencionais.
Entretanto, foi demonstrado que um dispositivo construido de forma relativamente
simples pode ser utilizado com um bom desempenho em determinacbes
fotométricas. Além disso, todo o procedimento empregado na construcdo deste
sistema podera ser utilizado para o desenvolvimento de novos protétipos que

poderao proporcionar melhores resultados.
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3.1 Construcao de Microssistemas em Uretana-Acrilato

Conforme demonstrado recentemente por Fernandes e Ferreira [45], uma
resina fotopolimerizavel (resiste), baseada nos oligbmeros uretana e acrilato (UA) e
usualmente empregada para a confeccdo de carimbos, pode ser utilizada para a
construcao de estruturas microfluidicas a partir de uma técnica simples e de baixo
custo, a fotolitografia profunda no ultravioleta. Devido a simplicidade e a eficiéncia
desta técnica, optou-se por emprega-la na construcdo da maioria dos protétipos
descritos neste trabalho, sendo necessaria a otimizacdo de algumas etapas do
procedimento original para aperfeicoamento da selagem e da conexdo dos canais

com o mundo exterior.

3.1.1 Resinas a base de Uretana — Acrilato

As resinas a base de uretana-acrilato sdo amplamente empregadas na
industria grafica e apresentam propridedades muito semelhantes as do
poli(dimetilsiloxano) (PDMS), frequentemente utilizado na fabricacdo de
microssistemas de analise [34]. A sua principal vantagem em relacao aos polimeros
normalmente utilizados no desenvolvimento de estruturas microfluidicas esta na
possibilidade de uso da técnica de fotolitografia profunda no UV para a gravagéao dos
canais, a qual permite a prototipagem rapida dos dispositivos sem necessidade de
equipamentos especiais [45]. Um oligbmero tipico de Uretana-Acrilato apresenta a
estrutura ilustrada na Figura 3.1, sendo produzido normalmente pela reacédo entre
poli(isocianatos) com hidroxi-alquil-acrilatos em conjunto com outros compostos
contendo grupos hidroxila, os quais possibilitam o ajuste de algumas propriedades do

oligbmero tais como, viscosidade, reatividade e flexibilidade [46].

Q—NHCOO ECH —CH,— TCNH‘Q

—CH
NHCOOCHQCHQOCCH =CH, NHCOOCH; CHQO%CH 2

Figura 3.1: Estrutura tipica de um oligbmero de Uretana-Acrilato
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Devido as diferencas na composicao, € possivel se encontrar atualmente no

mercado um bom numero de resinas baseadas em UA. No presente trabalho, a
resina utilizada foi adquirida junto a industria de carimbos Medeiros Ltda.[47], a qual
disponibiliza o produto sob o cdédigo M50-LBS. Fernandes e Ferreira [45]
demonstraram que esta resina apresenta uma oOtima resisténcia a solucbes
concentradas de acidos e bases e que a mesma suporta também ataques de alguns
solventes organicos normalmente empregados em métodos de extracao.
Considerando estes aspectos, este mesmo material foi selecionado para a fabricacao
dos microdispositivos propostos nesta secéao.

3.1.2 Parte experimental

3.1.2.1 Gravacao dos Canais

Na primeira etapa do procedimento de fotolitografia, uma mascara contendo o
layout do sistema proposto foi desenvolvida empregando-se o software grafico
AutoCAD 2002 (AutoDesk®). Neste estagio, os componentes mais criticos dos
microssistemas, como “plugs” de amostragem, bobina de reagdo e célula de
deteccdo foram desenhados e impressos em uma transparéncia (CG3300-3M®)
empregando-se uma impressora Laser (Laserjet 1300 - Hewlett Packard®) a
resolucdo de 1200 pontos por polegada. Como ilustrado nas Figura 3.2(a) e na
Figura 3.2(b), a mascara (transparéncia) foi devidamente recortada e unida a uma
moldura de borracha e a uma placa de acrilico, ambas com 2,0 mm de espessura, de
modo a constituir um conjunto para reter o resiste utilizado (Resina M50-LBS,
Industria de Carimbos Medeiros Ltda [47]). A moldura de borracha, a mascara e a
placa de acrilico foram coladas com o auxilio de fita adesiva dupla face, tendo-se o
cuidado de manter o lado impresso da mascara voltado para a placa de acrilico, o
que evitou danos as linhas impressas ap6s a aplicagdo do resiste, permitindo a
reutilizacdo do conjunto apds a limpeza do mesmo. Com a mascara devidamente
afixada, a regido delimitada pela moldura de borracha foi preenchida com a resina,
evitando-se ao maximo a formacgéao de bolhas (Figura 3.2(b)). Outra placa de acrilico,
com as mesmas dimensdes da primeira, foi utilizada para fechar o conjunto de modo

analogo ao ilustrado na Figura 3.2 (c), sendo o excesso de resina eliminado, apds a

_42 -




Capitulo 3:Construgao de microssistemas em UA
fixacdo das placas com grampos apropriados. As fotografias apresentadas na Figura

3.3 mostram a deposicao da resina sobre o conjunto e o fechamento do mesmo com
0S grampos.

Os canais foram gravados expondo-se o resiste a radiacao UVA (350 nm) em
duas etapas. Na primeira (Figura 3.2 (d)), a exposicao foi realizada por 75 s (dose de
360 mJ cm™), a partir do lado do conjunto em que a mascara nao protegia nenhuma
regiao do resiste. Sem a protecdo da mascara e com o controle do tempo, parte da
resina foi fotopolimerizada, formando a base da estrutura fluidica. Na segunda etapa
(Figura 3.2 (e)), o outro lado do conjunto foi irradiado por 85 s (dose de 410 mJ cm™)
e apenas as regides protegidas pela mascara nao foram fotopolimerizadas, formando
0os canais. Estes tempos de exposicdo foram otimizados para permitir a boa
formacao dos canais e para possibilitar a facil retirada do dispositivo pronto do

conjunto contendo a mascara

(a) Moldura (b)
, Mascara Fotoresiste

Figura 3.2: Procedimento empregado no desenvolvimento de microssistemas em uretana-acrilato por
fotolitografia profunda no ultravioleta. Unido da moldura de borracha, placa de acrilico e méscara (a),
deposicao do resiste (b), fechamento com outra placa de acrilico e exposi¢ao a radiacdo ultravioleta

(d) e (e).
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Figura 3.3: Fotografias mostrando a deposigéo do resiste (a) e o conjunto fechado com o auxilio de
grampos (b).

Apés as etapas de exposicdo, a estrutura fluidica gravada sobre a resina foi
revelada empregando-se um procedimento bastante simples. O polimero com os
canais fotolitografados foi retirado cuidadosamente do conjunto empregado para
encerrar o resiste e, em seguida, imerso em uma solugdo de detergente comercial
5% v/v, a qual foi utilizada como revelador. O recipiente contendo esta solugéo e o
microdispositivo foi colocado em um banho ultrass6nico por 10 minutos, sendo que,
na metade do tempo, a revelacao foi auxiliada escovando-se a estrutura com um
pincel macio. Apds este procedimento, realizou-se a lavagem cuidadosa do
dispositivo em agua corrente e a secagem do mesmo em fluxo Na.

A Figura 3.4 mostra um esquema simplificado do procedimento de exposi¢ao
e revelacao do resiste, no qual uma estrutura em baixo relevo contendo os canais é
obtida como resultado final. Conforme observado, apenas as regides protegidas pela
mascara nao foram polimerizadas e puderam ser eliminadas durante o processo de
revelacdo devido ao uso de um resiste do tipo negativo [4].
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Figura 3.4: Esquema simplificado das etapas de exposi¢do e revelacdo do resiste. Exposigdo para
formacao da base dos canais (a), exposicdo com regides protegidas pela mascara (b) e estrutura
obtida apds a revelagao (c).

E importante relatar que as doses de radiacdo empregadas durante a
exposicao da resina foram otimizadas para uma fotoexpositora comercial Fotolight
MD2-A4 (Carimbos Medeiros Ltda). Conforme mostra a Figura 3.5, este equipamento
possui dois conjuntos de lampadas, cada um com 4 elementos, os quais podem ser
acionados simultdnea ou separadamente de acordo com a selegcdo do operador.
Neste trabalho, cada conjunto foi acionado separadamente durante as etapas de
exposicao.

(b)

e EXPOSITORA FOTOLIGHT UV-MD2-A4 .

Figura 3.5: Fotografias da expositora comercial (Fotolight MD2-A4, Carimbos Medeiros Ltda),
empregada no procedimento de fotolitografia. Detalhe do painel frontal com temporizadores (a) e
detalhe dos conjuntos de lampadas inferiores e superiores (b).
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Vale salientar que as lampadas instaladas na expositora sao do tipo luz negra

(350 BL F15w -T12 -Sylvania®) e que, conforme ilustra o espectro fornecido pelo
préprio fabricante (Figura 3.6), apresentam maximo de emissdao em 350 nm. Para o
equipamento em questao, estas lampadas sao colocadas a uma distancia de 10 cm

da mesa utilizada para apoio do conjunto com o resiste.

0.20

0.10

A

300 350 400 450 500 550 600 650
Comprimento de onda / nm

Intensidade relativa de emissao / u. a.

Figura 3.6: Espectro da lampada luz negra (F15w -T12 -Sylvania®) utilizada na expositora comercial
[48].

3.1.2.2 Estratégias desenvolvidas para selagem dos microssistemas

Para a selagem dos canais gravados sobre o resiste, Fernandes e Ferreira
[45] propuseram um procedimento baseado no uso de uma camada adesiva
intermediaria [27]. Conforme ilustra a Figura 3.7, este procedimento consiste em
desenvolver uma placa do polimero sem os canais e aplicar, sobre uma de suas
superficies, um filme de resina nao polimerizada com o auxilio de um pincel. Apés a
aplicacao da resina, esta superficie € colocada em contato com a placa que contém
0s canais e colada a esta sob exposicao a radiacdo UVA. Embora este procedimento
seja simples, a aplicacdo do filme de resina ndao é uniforme e o entupimento das
estruturas microfluidicas pode ocorrer se as dimensdées das mesmas forem menores
que cerca de 500 pym. Devido a estas dificuldades, outras estratégias de selagem
foram propostas e avaliadas com o objetivo de tornar o procedimento mais simples e

eficiente.
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Figura 3.7: Esquema do procedimento de selagem dos canais proposto por Fernandes e Ferreira [45].

3.1.2.2.1 Selagem com filme plastico adesivo

A primeira proposta alternativa para a selagem dos canais foi idéntica aquela
descrita na seg¢ao 2.1.1.1 para o sistema construido em PMMA. Um filme plastico
adesivo foi aplicado a superficie que continha os canais, sendo o microssistema
utilizado somente 72 horas apéds a aplicacao.

3.1.2.2.2 Selagem com preenchimento prévio dos canais

Para realizar a selagem do sistema a partir desta estratégia, os canais abertos
sobre o substrato foram preenchidos previamente com um material em pasta (creme
dental), o qual foi aplicado de forma homogénea ao longo de toda a superficie do
polimero com o auxilio de uma espatula. Apos a aplicacao, a superficie foi limpa com
uma esponja umedecida em agua, com a finalidade de eliminar o excesso de pasta.
Realizados o preenchimento dos canais e a limpeza da superficie, aplicou-se sobre o
dispositivo uma camada de resina, a qual foi polimerizada posteriormente sob agao
da radiagdo ultravioleta, selando o sistema. Neste procedimento, o creme dental
impediu 0 entupimento dos canais pelo resiste e 0 mesmo foi retirado em seguida
pelo bombeamento com agua a 50 °C empregando-se uma seringa. Uma ilustragéo
do procedimento empregado € apresentada na Figura 3.8.
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Aplicagao de material
em pasta
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agua quente

Figura 3.8: Esquema do procedimento proposto para a selagem com o preenchimento prévio dos
canais

3.1.2.2.3 Selagem empregando camada de resiste com superficie
nao polimerizada

Nesta terceira e Ultima proposta, semelhante aquela descrita por Fernandes e
Ferreira [45], uma placa do préprio polimero foi empregada para a selagem dos
canais. Diferentemente do proposto por estes autores, a placa foi confeccionada de
maneira que um filme fino de resiste ndao polimerizado permanecesse sobre uma de
suas superficies, descartando a necessidade de aplicagao da resina com um pincel.

O procedimento de confeccao desta placa foi analogo ao descrito na secao
3.1.2.1. Uma camada de resiste com 2 mm de espessura foi encerrada entre duas
laminas de acrilico, as quais foram espacadas com uma moldura de borracha (Figura
3.9 (a)). O conjunto foi exposto a radiacao ultravioleta por 130 s (dose de 650 mJ cm’
%), sendo a exposicdo realizada somente pelo acionamento das lampadas inferiores
da expositora. Conforme ilustrado na Figura 3.9, este procedimento foi realizado sem
a necessidade de mascaras e 0 modo como foi realizada a exposicao evitou a cura
da superficie do resiste ndo exposta diretamente a radiacdo UV, criando um filme
nao polimerizado. Esta placa de cobertura foi, entdo, lavada com detergente em
agua corrente, a fim de eliminar o excesso de resiste e, em seguida, a mesma foi
seca em nitrogénio e colocada em contato com a placa que continha os canais
através da sua superficie ndao polimerizada (Figura 3.9 (c)). Ap6s a unidao de ambas
as camadas, o conjunto foi colocado sob fluxo de nitrogénio gasoso durante 10
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minutos (Figura 3.9 (d)) com o objetivo de proporcionar uma atmosfera livre de

oxigénio ao redor do substrato, antes da exposi¢cdao. Conforme sera discutido adiante,
o oxigénio da atmosfera pode inibir a polimerizagao, prejudicando a selagem do
dispositivo. Realizadas estas etapas, o conjunto foi exposto a radiacao ultravioleta,
ainda sob fluxo de nitrogénio, durante 15 minutos, levando a selagem irreversivel do
sistema. Vale relatar que este procedimento foi utilizado para o desenvolvimento da

maioria dos sistemas construidos em UA , propostos neste trabalho.

- (@
Acrilico ~ (b)

Moldura— [l resiste ||
Acrilico e TTTTTT Filme ndo polimerizado

|
Exposicao por 130 s

(c)

. s .
Z 7

(d) (e)

10 min tsmin 111111

Figura 3.9: Esquema do procedimento proposto para a selagem empregando uma camada de resiste
com superficie nao polimerizada. Exposicao controlada do resiste (a), placa de resiste com superficie
ndo polimerizada (b), unido da placa de cobertura com a placa contendo os canais (c¢), aplicagéo de
fluxo de nitrogénio gasoso para geragdo de atmosfera livre de oxigénio (d) e exposigcao final para
selagem irreversivel do sistema (e).

3.1.2.3 Fabricacao com uma expositora “Home-Made”

O procedimento de fabricacéo descrito na secéao anterior foi também realizado
empregando-se uma expositora “home-made”, Figura 3.10 (a). Duas lampadas do
tipo luz negra (350 BL F15w —T8 Sylvania®) foram instaladas em uma caixa de
madeira pintada em preto, a qual apresentava uma cavidade com 20 cm de largura,
50 cm de comprimento e 25 cm de altura. Um suporte vazado em duratex®, Figura
3.10 (b), foi fixado a 10 cm das lampadas e utilizado para apoio do substrato. Devido
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ao menor numero de lampadas, os tempos de exposicdo empregados durante o

procedimento de fotolitografia foram diferentes daqueles descritos na secao 3.1.2.1
para a expositora comercial. A primeira etapa de exposicao, ilustrada na Figura
3.2(d), foi realizada com o tempo de 60 s, enquanto a etapa ilustrada na Figura 3.2
(e) foi realizada com o tempo de exposicédo de 150 s.

(b)

Figura 3.10: Fotografia mostrando a expositora “home-made” desenvolvida para execugdo do
procedimento de fotolitografia (a) e desenho do suporte vazado em Duratex® empregado para apoio
do substrato sobre as lampadas (b).

E necessario salientar que a expositora proposta dispunha somente de um par
de lampadas situadas ao fundo da caixa e, por este motivo, as etapas descritas
acima foram realizadas alternando-se a posicdo do substrato em relacdo as
lampadas a fim de permitir a exposicao correta do resiste.

A estratégia de selagem dos canais com uma camada do polimero com
superficie ndo polimerizada, sec¢do 3.1.2.2.3, foi também executada empregando-se
esta expositora. A camada de recobrimento sem os canais foi fabricada com a
exposicao do resiste por 180 s e apds a unido desta camada com aquela que
continha os canais, realizou-se a exposicao do sistema sob fluxo de nitrogénio por 15

minutos.

-50 -



Capitulo 3:Construgao de microssistemas em UA
3.1.2.4 Conexoes com o mundo macroscoépico

Para permitir o acesso das solucbes de trabalho aos canais, agulhas
hipodérmicas com 0,45 mm de didmetro externo (3051 11-BD®) foram acopladas aos
dispositivos por meio de canais laterais previamente confeccionados para este
propésito. As agulhas de uso hospitalar foram retiradas de sua base plastica e
lixadas para a retirada do bisel, sendo, em seguida, acopladas por pressdo aos
canais de entrada e saida dos sistemas. Estes canais foram confeccionados de
forma que suas dimensdes (largura e profundidade da secdo transversal) fossem
ligeiramente menores que o didmetro externo das agulhas. Deste modo, ao se
introduzir as agulhas, o substrato ao redor do canal era ligeiramente deformado,
atuando como um septo que evitava os vazamentos. Vale ressaltar que esta
estratégia de conexdo somente foi implementada devido a caracteristica
elastomérica do substrato, o qual é deformado sem que haja rupturas na juncédo de
selagem.

E importante relatar também que neste acoplamento ndo houve a necessidade
de uso de qualquer tipo de adesivo, uma vez que as propriedades elastoméricas do
polimero aliadas as dimensbes adequadas dos canais foram suficientes para a boa
adaptacdo das agulhas. Apesar disto, tubos de Tygon® foram colados na juncéo
agulha / substrato para tornar estas conexbes mais resistentes ao manuseio
constante. A fotografia apresentada na Figura 3.11 mostra as agulhas adaptadas ao
sistema através da estratégia proposta.

Reforgo com
tubo de Tygon =

Agulha hipodérmica = &

Figura 3.11: Fotografia de um microssistema fabricado em UA com agulhas hipodérmicas adaptadas
para acesso das solugdes de trabalho.
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3.1.2.5 Caracterizacao

Para a caracterizacdo dos sistemas construidos empregando-se a técnica
proposta, foram obtidas imagens por microscopia eletrénica de varredura (MEV) dos
canais abertos sobre o substrato e de se¢des transversais dos mesmos devidamente
selados. Para isto, empregou-se um eletromicroscépio JSM 6360-LV (JEOL-JAPAN)
ajustando-se o aumento de forma adequada para cada imagem. Para permitir a
obtencdo das imagens das secbes transversais, o substrato contendo o canal foi
cortado em fatias finas com o auxilio de um bisturi, sendo a regido de corte

lubrificada com solucédo de detergente para facilitar a operacao.
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3.1.3 Resultados e Discussao

3.1.3.1 Caracterizacao

A fotografia apresentada na Figura 3.11 mostra que os dispositivos
construidos em uretana acrilato séo incolores e transparentes. Fernandes e Ferreira
[45] demonstraram que este substrato ndo absorve radiacdo visivel com
comprimentos de onda de 400 a 750 nm, o que pode facilitar a integragdo de
sistemas Opticos de deteccdo baseados nesta regido do espectro. Os autores
demonstraram também que este substrato é inerte a diversos solventes organicos e
a solugdes concentradas de acidos e bases, o que o torna atrativo para muitas
aplicagdes em Quimica.

Conforme mencionado anteriormente, a polimerizacdo do resiste leva a
formacao de um elastébmero que, devido a sua baixa dureza e alta flexibilidade, torna
mais facil a adaptacdo de componentes como fibras épticas e agulhas, as quais
permitem a interligacdo do sistema com o mundo exterior. A imagem obtida com um
microscopio digital USB (Proscope-HR) apresentada na Figura 3.12 mostra que o
acoplamento das agulhas ocorreu de forma bastante eficiente, com o substrato
envolvendo completamente dispositivo. Para os sistemas selados com uma camada
de resiste com superficie ndo polimerizada, se¢ao 3.1.2.2.3, nenhum vazamento foi
observado nesta conexdo em fluxos de até 2,0 mL min™.

Figura 3.12: Imagem ampliada mostrando a conexa@o de uma agulha hipodérmica ao microssistema

Em sua dissertacdo de mestrado, Killner [49] demonstrou que o acoplamento
de eletrodos para a determinacao eletroquimica de espécies em microssistemas a

base de UA é também facilmente conseguida devido a esta caracteristica.
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A Figura 3.13 e a Figura 3.14 apresentam as micrografias eletrénicas de

varredura obtidas para os sistemas construidos empregando-se as expositoras
comercial e “home-made”, respectivamente. Conforme mostram as imagens, canais
com secdes transversais triangulares, cujas paredes apresentam baixa rugosidade,
foram obtidos ao se empregar as duas expositoras. Como a radiacao proveniente
das lampadas nao € colimada antes de atingir o resiste, feixes em diagonal
penetraram no substrato ocasionando a sua polimerizacdo em “v”. A literatura mostra
que feixes altamente paralelos de radiagdo proporcionam a gravacao de estruturas
retangulares com alta razdo de aspecto [4], 0 que ndo ocorreu para 0 método
proposto devido ao uso apenas das lampadas, sem nenhum elemento para
minimizar o espalhamento da radiacéo.

Devido as diferentes condigdes de fabricacao, os canais desenvolvidos a partir
da expositora comercial apresentaram dimensbes maiores que aquelas obtidas
quando a expositora “home-made” foi empregada. Considerando que as linhas da
mascara utilizada para gravar os canais apresentados na Figura 3.13 foram
impressas com largura de 350 ym e que a mascara utilizada para gravar os canais
apresentados na Figura 3.14 possuiam linhas com 0,5 mm de largura, pode-se dizer
que houve uma maior penetragcdo da radiacdo no resiste ao se empregar a
fotolitografia com a expositora home-made, uma vez que linhas mais estreitas
deveriam produzir canais menores. Entretanto, € também importante observar que a
gravagcao dos canais empregando-se a expositora home-made (secdo 3.1.2.3) foi
realizada com maior tempo de exposi¢ado, potencializando a polimerizacao do resiste,
com consequente diminuicdo dos canais. Estes resultados mostram que variaveis
como o tempo de exposicao, larguras das linhas da mascara e numero de lampadas
empregadas, irdo influenciar diretamente nas dimensdes dos canais, devendo ser

levadas em consideracdo no inicio do desenvolvimento do projeto.
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500 pm
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50 ﬂm

Figura 3.13: Micrografias de varredura eletrdnica obtidas para os canais gravados por fotolitografia
com uma expositora comercial (secéo 3.1.2.1) empregando-se uma mascara contendo linhas com 350
pum de largura. Secgbes transversais dos canais selados (a) e (b), detalhes de um canal aberto em
curva (c) e (d) e detalhes dos canais abertos para a integracdo de uma célula de fluxo fotométrica (e)

a(g).
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Figura 3.14: Micrografias de varredura eletronica obtidas para os canais gravados por fotolitografia
com uma expositora “home-made” (secdo 3.1.2.3) empregando-se uma mascara contendo linhas com
500 uym de largura. Seg¢bes transversais dos canais selados (a) e (b), detalhes de um canal aberto em
curva (c) e (d) e detalhes dos canais abertos para a integracdo de uma célula de fluxo fotométrica (e)

a(g).

Outra importante constatagao realizada neste estudo foi o fato de as sec¢oes
transversais de canais ortogonais entre si apresentarem caracteristicas diferentes,
embora tenham sido fabricados sob as mesmas condigcdes e com linhas de mascara
de mesma largura. As micrografias (a) e (b) apresentadas na Figura 3.13 e na Figura
3.14 mostram que, independente da expositora empregada, a forma e as dimensdes
dos canais de um mesmo dispositivo sdo significativamente distintas, dependo da
sua posicao no substrato. Conforme ilustra a Figura 3.15, os canais gravados por
exposicao perpendicular das linhas da mascara (linhas azuis) em relacdo as
lampadas sdo menores que aqueles obtidos por exposi¢cdo paralela das linhas da
mascara (linhas vermelhas) em relacdo as lampadas. Este comportamento foi
observado ao se utilizar mascaras com linhas de diferentes larguras e indica que, de
uma forma que ainda necessita ser investigada, ha um bloqueio mais efetivo da
radiagcao pela linha impressa posicionada paralelamente as lampadas.
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Figura 3.15: Posi¢cdo relativa entre as ldmpadas e as linhas da mascara empregada para a gravagao
dos canais (a) e micrografias de varredura eletrbnica dos canais gravados por exposicao
perpendicular (b) e paralela (¢) das linhas em relagado as lampadas. Os canais foram gravados com
uma expositora comercial (secdo 3.1.2.1) empregando-se uma mascara com linhas de 350 um.

Devido a este fendbmeno, as areas das secdes transversais dos canais de um
mesmo dispositivo foram significativamente diferentes. Para o dispositivo construido
com a expositora comercial, areas de 0,027 mm? e de 0,043 mm? foram calculadas
empregando-se a expressao,

(base x altura)

2

como aproximacao ao perfil triangular dos canais. Do mesmo modo, areas de 0,008

A=

mm? e de 0,015 mm? foram calculadas para os canais desenvolvidos com a
expositora “home-made”. Este comportamento pode melhorar a mistura das
solugdes nos microcanais devido as variacées de pressao que podem ocorrer como
consequéncia do alargamento e estreitamento dos dutos pelos quais as solu¢des sao
bombeadas.
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A relacao entre a largura das linhas da mascara e as dimensdes dos canais foi

avaliada apenas para o procedimento com a expositora comercial (secao 3.1.2.1).
Uma maéscara contendo 7 linhas com larguras diferentes (250 a 700 pm) foi
empregada para a gravacao dos canais, os quais foram selados posteriormente com
uma camada de UA com superficie ndo polimerizada (secdo 3.1.2.2.3). A mesma
mascara foi utilizada para criar um dispositivo em que as linhas foram expostas a 90°
das lampadas e outro onde a exposicao foi feita com as linhas paralelas as
lampadas. Imagens das sec¢les transversais destes canais foram obtidas por
microscopia eletrénica de varredura, sendo as mesmas utilizadas para as medi¢cdes
da largura (I) e profundidade (p) das estruturas. A Figura 3.16 mostra a fotografia de
um dos dispositivos desenvolvidos e a micrografia de um dos canais indicando as

dimensodes descritas acima.

Figura 3.16: Fotografia de um dos dispositivos empregados para o estudo (relacao entre a largura das
linhas e dimensdes dos canais) com indicacdo das larguras das linhas utilizadas em pm (a) e
micrografia eletrénica de varredura indicando a largura (l) e profundidade (p) dos canais (b).

Conforme mostra a Tabela 3.1, a largura e a profundidade dos canais foram
sempre menores que as larguras das linhas da mascara empregada para a
gravagao. Além da radiacao nao colimada, imperfeicées nas extremidades das linhas
da mascara (Figura 3.18), causadas pela deposicdo nao uniforme do toner sobre a
transparéncia, facilitaram a penetracao lateral da radiagcdo ocasionando a reducao
das dimensées dos canais em relagdo a largura das linhas. E importante destacar,
porém, que este resultado foi obtido para as condicées descritas na secao 3.1.2.1 e
que alteracbes nos tempos de exposicdo ou outras varidveis proporcionarao
resultados diferentes, principalmente para a profundidade dos canais.
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Tabela 3.1: Relagao entre as larguras das linhas da mascara e as dimensodes dos canais

Exposicao paralela Exposicao perpendicular

Largura da linha da profundidade profundidade

largura (I) / pm largura (I) / um

mascara / um (p) / pm (p) / pm
250 197 196 135 95
300 235 225 203 142
350 288 295 265 205
400 347 372 303 271
500 456 483 430 387
600 540 593 527 514
700 648 692 627 612

De acordo com o que foi discutido anteriormente, as dimensdes dos canais
gravados por exposicao perpendicular foram sempre menores que aquelas onde a
exposicao paralela foi empregada. Entretanto, nota-se neste estudo que a diferenca
foi mais pronunciada para as medidas de profundidade.

Os graficos apresentados na Figura 3.17 mostram que a largura e a
profundidade dos canais relacionam-se linearmente com a largura da linha da
mascara empregada. Para ambos os modos de exposicdo (paralela ou
perpendicular) e para ambas as dimensdes (largura ou profundidade), foram
observados coeficientes de correlacado para o ajuste linear da ordem de 0,999. Com
isto, desde que as condi¢cbes descritas na secao 3.1.2.1 sejam obedecidas, as
equacbes que descrevem as retas podem ser utilizadas para estimar as dimensdes
dos canais que serdo desenvolvidos em um novo microssistema. Apesar disto, esta
estimativa deve ser utilizada com cautela uma vez que qualquer alteragcdo nas
condicAes de fabricacdo pode alterar também as dimensdes dos canais. A gravacao
com lampadas ja usadas exaustivamente, por exemplo, pode tornar o resultado

bastante diferente daquele que seria obtido com lampadas nunca antes utilizadas.
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Figura 3.17: Relacbes entre a largura (a) e profundidade (b) dos canais com a largura da linha da
mascara empregada.

Vale relatar também que os canais que foram construidos com linhas menores
que 250 ym entupiram facilmente durante a fabricacao do dispositivo. Segundo a
micrografia Optica apresentada na Figura 3.18, a deposicdo nao uniforme do toner
durante a impressao da transparéncia (mascara) € bastante critica para uma linha
com 100 um de largura, fazendo com que haja uma superexposicdo do resiste
situado sob a mascara com consequente estreitamento e entupimento de algumas
regides do canal. Para que canais com dimensdes menores que as apresentadas na
Tabela 3.1 possam ser construidos, os tempos de exposicdo utilizados para a
gravacao devem ser aumentados para permitir que linhas mais largas, para as quais
as irregularidades do toner é menos critica, possam ser utilizadas ao invés das linhas
mais estreitas. Outra opcao é empregar um fotolito grafico como mascara. Conforme
mostra a Figura 3.18(b), uma linha com 100 um de largura, impressa através desta
tecnologia, apresenta resolucao muito maior que aquela impressa em uma
impressora a laser e, por isto, pode proporcionar melhores resultados. A Figura 3.19
mostra a micrografia eletrénica de varredura obtida para a secdo transversal de um
canal construido com uma mascara tipo fotolito com linha de 100 ym e com
condicbes experimentais diferentes das apresentadas na secédo 3.1.2.1. Conforme
observado, o canal apresenta dimensdes significativamente menores que aquelas

que foram obtidas com a transparéncia impressa a laser com linhas de 250 pm.
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& 3 ® §

Figura 3.18: Micrografias épticas obtidas para linhas com 100 uym de largura impressas com
impressora laser em transparéncia (a) e através da tecnologia de fotolito (b).
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Figura 3.19: Micrografia eletrbnica de varredura obtida para a secdo transversal de um canal
construido a partir de uma mascara tipo fotolito com linha de 100 um.

3.1.3.2 Estratégias para selagem dos microssistemas

3.1.3.2.1 Selagem com filme plastico adesivo

A estratégia de selagem dos canais empregando um filme plastico adesivo
(secdo 3.1.2.2.1) ndo foi eficiente. Para vazdes maiores que 80 pL min™, o filme
perdeu a adesdo com o0 substrato, ocasionando vazamentos. Possiveis
irregularidades na superficie do elastdmero assim como uma fraca interacdo entre os
materiais devem ter potencializado o desprendimento do filme, tornando inviavel o

uso do sistema.
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3.1.3.2.2 Selagem com preenchimento prévio dos canais

A selagem realizada com o preenchimento prévio dos canais com um material
em pasta (secéo 3.1.3.2.2) foi plenamente satisfatoria em termos de resisténcia. Com
a aplicacao de vazdes de até 3,0 mL min™, ndo foi constatado nenhum vazamento no
dispositivo o que possibilitou a sua utilizacdo. Apesar disto, o processo de
preenchimento dos canais, realizado manualmente, foi bastante tedioso e
irreqgularidades foram observadas, mesmo a olho nu, nos canais selados através
deste procedimento. Deste modo, ndo houve uma vantagem significativa no uso

desta estratégia em relacao aquela proposta por Fernandes e Ferreira [45].

3.1.3.2.3 Selagem empregando camada de resiste com superficie
nao polimerizada

A estratégia de selagem dos canais com uma placa do proprio elastbmero com
superficie ndo polimerizada (secao 3.1.3.2.3) foi a que proporcionou os melhores
resultados. Conforme mostra a Figura 3.20 (a), houve uma boa adeséao entre a placa
de cobertura e a placa que continha os canais, ndo sendo observadas
irregularidades na regido de juncdo das mesmas. E importante dizer que as linhas
esbranquicadas que aparecem na imagem referem-se as irregularidades causadas
pelo corte do polimero com um estilete e ndo a falhas na selagem. Como observado,
estas linhas estdo espalhadas aleatoriamente ao longo da superficie de corte e nao
sdo notadas na regido de juncgdo. Esta boa adesado permitiu que solugdes aquosas
fossem bombeadas ao longo do sistema com vazées superiores a 2,0 mL min™', sem
nenhum vazamento.

Embora ndo tenham sido efetuadas medidas da espessura do filme de resiste
que permanece sobre a superficie da placa de cobertura sem polimerizar, a selagem
de um canal com 49 uym de profundidade, apresentado na Figura 3.19, mostra que
este filme é suficientemente fino para ndo causar o entupimento de estruturas desta
ordem de grandeza. Apesar disto, novos estudos devem ser realizados para
avaliacao dos limites de aplicacdo desta estratégia na selagem de dispositivos

microfluidicos.
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A Figura 3.20 (b) mostra a micrografia eletrénica de varredura para a secao

transversal de um canal que foi selado a partir do procedimento descrito na se¢ao
3.1.2.2.3, na auséncia do fluxo de nitrogénio. As fendas observadas na parte superior
da estrutura, exatamente na regido de jungédo das placas, mostram que a selagem
nao foi eficiente, o que foi comprovado pela separacédo das partes com a introducao
de uma pequena agulha no canal. Conforme sera discutido a seguir, moléculas de
oxigénio dissolvidas no resiste inibem a sua polimerizagdo e impedem a selagem
eficiente do sistema. Quando o fluxo de nitrogénio € utilizado, a difusédo do oxigénio
atmosférico para a superficie do resiste é suprimida e a polimerizacdo ocorre de

forma mais rapida e eficiente.

Selagem Ineficiente

et

Figura 3.20: Micrografias de varredura eletronica mostrando as diferengas entre os canais selados
sob fluxo de nitrogénio (a) e na auséncia deste fluxo (b).

Segundo Decker e Jenkis [50], o efeito do oxigénio na polimerizacéo induzida
por radiagao ultravioleta pode ser representada pelo seguinte esquema,

P+ polimerizacdo

M
L hv K
Iniciador ———— Re
R 02
Ko

RO,* oxidacao

onde r; indica a velocidade de formacao dos radicais de iniciacdo, Re, através da
fotdlise do iniciador, k, & a constante de velocidade de propagag¢do do monoémero M
(cerca de 10® L mol™' s™ para o monémero acrilato) e k, é a constante de velocidade
para a reacdo entre o radical e o oxigénio (aproximadamente 5 x 10® L mol™ s™"). Em

um ambiente bem arejado, a concentragdo de oxigénio dissolvido no resiste é alta
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(da ordem de 10°® mol L) e a polimerizacdo ndo ocorre imediatamente, pois k,[O2] &

muito maior que kp[M], de modo que quase todos os radicais formados reagem
apenas com o O,. A medida que esta reagdo se desenvolve, a concentracdo do
oxigénio dissolvido diminui até um valor minimo, no qual o seu consumo €
compensado pela difusdo do O, atmosférico através da superficie da resina. No
momento em que a concentracdo de O, se torna baixa o suficiente para que as
moléculas do mon6mero possam competir com sucesso pela captura dos radicais de
iniciacdo, ou seja, quando k.[O2] = kp[M], a reagéo de polimerizacdo se inicia. Assim,
em um sistema aberto a polimerizacao sera lenta, uma vez que deve ocorrer
primeiramente o consumo do oxigénio dissolvido antes da polimerizacao.

Vale observar também que a concentracdo de O dissolvido na superficie do
resiste € maior que aquela no interior do substrato devido a exposicao direta ao ar
atmosférico. Deste modo, a polimerizacdo desta regidao sera ainda mais lenta ou
podera ndo ocorrer completamente. De fato, todos os microssistemas construidos a
partir desta técnica apresentaram certa aderéncia em suas superficies, a qual foi
detectada ao simples toque e esta associada a este fendmeno.

Conforme descrito na secdo 3.1.3.2.3, a placa de cobertura nao foi
confeccionada em atmosfera livre de oxigénio e a exposicao do resiste foi realizada
irradiando-se, de forma direta, apenas uma de suas superficies (Figura 3.9 (a)).
Assim, a superficie que nao foi irradiada diretamente permaneceu com um filme fino
de mondmero que agiu como uma camada adesiva intermediaria [27] durante a
selagem. Ap6s a unido das placas, o fluxo de nitrogénio aplicado sobre o dispositivo
proporcionou uma atmosfera livre de oxigénio e as moléculas dissolvidas na
superficie ndo polimerizada do resiste foram arrastadas, possibilitando a selagem
eficiente do sistema apds a exposicao a radiacao UV por um longo periodo (15 min).

E importante destacar que esta estratégia de selagem dos dispositivos é
bastante simples e eficiente. Uma estrutura monolitica de alta resisténcia é formada
entre a placa que contém os canais e a placa de cobertura sem que haja a
necessidade de uso de equipamentos especiais, tais como “spin-coaters” para a
deposicao do filme de resiste ou de tratamentos de superficie, como aqueles
necessarios para a selagem irreversivel de dispositivos em PDMS [7].
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Capitulo 4: Microssistemas em UA com célula integrada para detecgao fotométrica
4.1 Microssistemas em Uretana Acrilato com célula integrada para
deteccao fotométrica

Devido ao uso de uma instrumentacdo simples, com tamanho reduzido e de
baixo custo, a fotometria na regidao do espectro visivel foi a primeira estratégia de
deteccao a ser estudada para integracdo aos microssistemas construidos em resina
a base de UA. Como sera discutido a seguir, duas formas para a integracao das
células de fluxo foram propostas e avaliadas. A estratégia que proporcionou 0s
melhores resultados foi utilizada para desenvolver dois microssistemas que foram

aplicados separadamente a determinacao fotométrica de ions Cr(VI) e ions cloreto.

4.1.1 Parte experimental

4.1.1.1 Integracao da célula de fluxo para deteccao fotométrica

As duas estratégias propostas para a integracédo da célula fotométrica de fluxo
aos microssistemas em UA sdo apresentadas na Figura 4.1. Em ambas as
configuracdes, um canal com 5,0 mm de comprimento foi utilizado como caminho
optico e outros dois canais foram utilizados para acoplamento de fibras opticas, as
quais foram empregadas para guiar a radiacdo da fonte até o sistema e deste até o
detector. Na primeira configuracao, Figura 4.1(a), os canais para acoplamento das
fibras e o canal de deteccdo (caminho éptico) foram separados por paredes com
aproximadamente 0,5 mm de espessura, 0 que evitou o contato das fibras com a
solucao de trabalho. Também nesta configuracdo, um canal mais largo foi projetado
para permitir o acoplamento de uma fibra com 1,0 mm de diametro, utilizada para
guiar a radiagao da fonte até o sistema, enquanto um canal mais estreito foi utilizado
para adaptacdo de uma fibra 6ptica com 250 um de didmetro, a qual foi utilizada para
guiar a radiacao do sistema até o detector. Na segunda configuracéo, Figura 4.1 (b),
nao houve separacado entre os canais para acoplamento das fibras e o canal de
deteccao. Fibras Opticas plasticas com 250 um de didmetro foram adaptadas nas
extremidades do canal de deteccdo de modo que as mesmas ficassem em contato
direto com as solugdes de trabalho. Também nesta configuracédo, as fibras foram
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acopladas aos dispositivos de forma idéntica a descrita na 3.1.2.4 para adaptacao

das agulhas de acesso. Canais com dimensdes ligeiramente menores que o
didmetro da fibra foram fabricados para proporcionar a adaptagao por pressao das
fibras, evitando vazamentos. Esta estratégia de integracdo da célula de fluxo
proporcionou os melhores resultados e por isto foi utilizada para a construgdo dos

sistemas aplicados a determinacao fotométrica de ions cloreto e Cr(VI).

Figura 4.1: Integragdo de células de fluxo fotométricas aos sistemas miniaturizados. Canal para
adaptacao para fibra e canal de deteccao separados por paredes de 0,5 mm (a) e fibras acopladas
diretamente ao canal de detecgdo (b). CF: Células de Fluxo CNF1: canal para adaptagao da fibra
optica com 1,0 mm de diametro, CNF: Canais para adaptacdo das fibras Opticas com 250 ym de
diametro, PR: parede com 0,5 mm de espessura, CD: Canal de deteccdo com 5,0 mm de caminho
optico, FO: Fibras épticas.

4.1.1.2 Integracao do sistema de amostragem e da bobina de reacao

Os microssistemas propostos para a deteccao fotométrica de espécies foram
também projetados para permitir a injecao hidrodindmica das amostras [40] de forma
semelhante a descrita na secdo 2.1.1.3.2 para o sistema em PMMA. Conforme
ilustrado na Figura 4.2, o sistema de amostragem sugerido foi desenhado para
permitir a escolha do volume injetado entre trés opcdes disponiveis. Na primeira
delas, o menor volume de amostra inserido no sistema era selecionado ao se obstruir
os canais C e D, permitindo a aspiragao da amostra somente através dos canais A e
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B. Para este caso, o volume amostrado era definido pelas dimensdes do canal

representado pelo segmento AB na Figura 4.2 (a). Da mesma forma, ao se obstruir
os canais B e D, permitiu-se que a amostra fosse aspirada somente através dos
canais A e C e um volume representado pelo segmento AC na Figura 4.2(b) era
inserido no sistema. Por ultimo, o maior dos trés volumes disponiveis era amostrado
ao se obstruir os canais B e C, permitindo que a amostra preenchesse o segmento
AD ilustrado na Figura 4.2 (c).

Este sistema de amostragem foi integrado aos dois microssistemas estudados
neste trabalho, mantendo-se a mesma disposicao e distancia relativa entre os canais
A, B, C e D. Entretanto, como foram utilizadas diferentes condi¢des de fabricacao
para cada dispositivo, os volumes de amostragem representados pelos segmentos
AB AC e AD foram também diferentes para cada microssistema e serao
apresentados nas proximas secées. E importante relatar que a obstrugdo dos canais
para a selecdo dos “plugs” de amostragem foi realizada por meio da adaptacao de
pequenos tubos de Tygon®, devidamente estrangulados, as extremidades das
agulhas de acesso destes mesmos canais. Os canais nao obstruidos foram
conectados normalmente aos dispositivos externos, como bomba e valvulas.

(a) (b)
CID BJ(CID
O® (O WS

Figura 4.2: Fotografia de um microssistema em UA com sistema de amostragem (SA) e bobina de
reacao (BR) integrados e detalhes mostrando o caminho percorrido pela amostra durante as Injecoes
do menor volume (a), volume intermediério (b) e maior volume (c).
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Para proporcionar a mistura das solu¢des, uma bobina de reacdo com 13 mm

de comprimento foi integrada aos dispositivos proxima ao sistema de amostragem. A
configuragdo com curvas foi utilizada com o objetivo de melhorar a mistura dos

fluidos ao longo do sistema.

4.1.1.3 Determinacao de ions cloreto em aguas minerais

Para esta aplicacdo, empregou-se 0 microssistema miniaturizado apresentado
na Figura 4.2, o qual foi construido empregando-se uma foto-expositora comercial
durante o procedimento de fotolitografia, secdo 3.1.2.1, e o0 qual apresentava canais
com 288 um de largura por 295 um de profundidade (exposi¢ao paralela) ou com 265
pm x 205 ym (exposigao perpendicular). As medidas foram realizadas a partir da
configuragdo em linha Unica ilustrada na Figura 4.3, na qual duas mini-bombas de
pistdo (B1 e B2) foram utilizadas para propulsdo das solugbdes e quatro mini-valvulas
solendides de trés vias (V1-V4) foram utilizadas para direcionamento do fluxo. Uma

fotografia de todo o sistema é apresentada na Figura 4.4.

D LED

T o
c n FO V4
B1 [ BR _@_. D
CF
Vi PA
FO
V2
Fotodiodo
Amostra

Figura 4.3: Configuracdo em linha Unica empregada para a determinacdo de cloreto em &aguas
minerais: B1 e B2: Mini-bombas de pistdo; V1-V4: mini-vavulas solendides de trés vias desligadas
(linhas pontilhadas indicam a via fechada); C: Solugdo Carregadora; BR: bobina de reagdo com 13
cm, D: descarte; PA: ‘plug” de amostragem de 0,30 yL, FO: Fibras dpticas e CF: Célula de fluxo
(caminho 6ptico de 5 mm).
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Figura 4.4: Fotografia do sistema utilizado para a determinacdo fotométrica de ions cloreto em 4guas
minerais comerciais. B1 e B2: mini-bombas de pistdo, C: reservatério da solugdo carregadora, A:
reservatério da solugdo de amostra, D: reservatério para descarte, S: microssistema e V: mini-valvula
solendide.

As mini-bombas B1 (LPVX-0502150 B, Lee®) e B2 (LPVX 0504950 B, Lee®)
utilizadas para a aplicagdo apresentam volumes totais de 250 uyL e 750 pL,
respectivamente, e podem operar em modo de passo completo ou em modo de meio
passo. Em modo de passo completo, as bombas B1 e B2 proporcionam o
deslocamento de 0,5 pL e 1,5 yL, respectivamente, a cada movimento do pistdo. Em
modo de meio passo, metade dos volumes acima sao deslocados a cada movimento
do pistdo e, como conseqléncia disto, vazdes menores e com menor pulsacdo dos
fluidos ao longo do sistema podem ser obtidas. As mini-valvulas solendides (LHDA
0531415H, Lee®) apresentam um volume total de 70 pL com volume morto de 5 pL,
cada uma. Maiores detalhes sobre estes dispositivos e sobre os circuitos
desenvolvidos para permitir o controle dos mesmos estdo descritos no apéndice B
(secao B.1.2).

A injecdo hidrodindmica dos padrées e das amostras foi realizada
empregando-se o maior “plug” disponivel para o microssistema, o qual apresentava
um volume de aproximadamente 0,30 pyL. O preenchimento deste “plug” com as
solugdes foi realizado mantendo-se todas as vélvulas ligadas e ambas as bombas

aspirando as solucées em modo de passo completo por 25 s. Nesta condicdo, as
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valvulas V2 e V3 permitiram que a solucao da amostra fosse aspirada pela bomba

B2 a uma vazao de 300 ul min™, preenchendo o plug de amostragem (PA), enquanto
a bomba B1 era reabastecida com a solucdo carregadora a vazao de 100 pL min™.
Durante este procedimento, a valvula V4 atuava impedindo a aspiragdao da solucao
presente na bobina reagdo enquanto a valvula V1 impedia a aspiracdo da solucao
carregadora pela bomba B2. Apés a insercdo do “plug”, todas as valvulas eram
desligadas e ambas as bombas passavam a dispensar as solucbes em modo de
meio passo por 50 s. Nesta condicdo, a bomba B1 impulsionava o “plug” de
amostragem ao longo da bobina de reacdo até o detector a vazdo de 50 pL min™,
enquanto a bomba B2 impulsionava a solugdo recém amostrada até o descarte a
vazdo de 150 uL min™. Ao fim do periodo de 50 s, as bombas eram desligadas e
permaneciam neste estado até um novo comando do analista.

Para esta determinagdo, uma solugdo aquosa contendo 0,5 mmol L' de
Hg(SCN), e 2 mmol L' em Fe(lll) foi utilizada como carregador e solucdes
acidificadas com concentracdes em CI na faixa de 0,0 a 10,0 mg L™ foram utilizadas
como padrées para a construgdo da curva analitica. Com a mistura da solugao
carregadora e da solucao padrao, os ions cloreto reagiam estequiometricamente com
o tiocianato de mercurio(ll) ligando-se aos fons Hg?*, permitindo a formacdo do

complexo colorido de tiocianato de ferro, conforme descrito na equacéo (I). Devido a

esta relacao estequiométrica, medidas de absorbancia do complexo de tiocianato de
ferro permitiram determinar indiretamente a concentragdo de ions cloreto nas

amostras.

Hg(SCN),,,, + 2Fe” g +2Cl ) — HgCl,, +2Fe(SCN)* @ (I)

As medidas fotométricas foram efetuadas utilizando-se um LED com maximo
de emissdao em 470 nm como fonte de radiagdo e um fotodiodo (RS 308-067) como
transdutor, sendo ambos conectados a célula de fluxo integrada ao sistema por meio
de fibras 6pticas plasticas com 250 um de didmetro, secao 4.1.1.1. A leitura do sinal
analitico foi realizada ap6s o procedimento de amostragem em intervalos de 0,5 s

durante 30 s, totalizando o registro de 60 leituras para cada injecdo. O controle das
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bombas, valvulas e do sistema de deteccao foi realizado através de um

microcomputador equipado com uma interface eletrénica PCl 9111 DG/HR (Adlink
Tech. Inc.), com conversor A/D de 12 bits e de um programa escrito em VisualBasic
5.0.

4.1.1.3.1 Reagentes e Solucoes

Reagentes de grau analitico e agua destilada/desionizada foram utilizados no
preparo de todas as solugdes. Uma solucdo estoque com 1000 mg L' em ions
cloreto foi preparada pela dissolucdo da massa apropriada do sal NaCl (Synth) em
agua. Cinco solucoes de referéncia contendo ions cloreto na faixa de concentracao
de 2,0 — 10,0 mg L foram preparadas através da diluicio apropriada de aliquotas
desta solucdo estoque em HNO; 0,01 mol L. A solucdo do branco foi preparada
com a mesma concentracdao de HNO3 na auséncia do analito.

Uma solucdo estoque de Hg(SCN), 1,3 x 102 mol L foi preparada pela
dissolucdo da massa apropriada do sal (Merck) em 50 mL de metanol (Synth) com
posterior diluicdo & 100 mL em agua. Uma solugéo estoque contendo 0,05 mol L™ em
Fe(lll) foi preparada pela dissolucao do sal Fe(NO3)3-9H.O (Vetec) em solucéao de
HNO3 0,2 mol L. A solugédo carregadora contendo Hg(SCN)20,5 mmol L™ ions Fe®*
2,0 mmol L7, HNO; 0,03 mol L' e metanol 1,5 % v/v foi preparada pela diluicao
apropriada de aliquotas das solugdes acima em agua.

Amostras de aguas minerais comerciais foram adquiridas no mercado local e

apropriadamente diluidas em HNO3 0,01 mol L™.

4.1.1.3.2 Método de Referéncia

A concentracdo de ions cloreto nas aguas estudadas foi também determinada
pelo método espectrofotométrico em batelada empregando-se 0s mesmos
reagentes. A curva analitica foi construida com padrées contendo ions cloreto na
faixa de 0,0 a 5,0 mg L™, sendo as amostras diluidas para permitir a determinagao
nesta faixa de trabalho. As medidas foram realizadas com um espectrofotdmetro
Jenway® modelo 6405, empregando-se o comprimento de onda de 480 nm e uma
cubeta com 1,0 cm de caminho éptico.
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4.1.1.4 Determinacao de ions Cr(VI) em aguas contaminadas e em
ligas de Ni-Cr.

Para esta aplicagdo, um microssistema semelhante ao apresentado na Figura
4.2 foi construido empregando-se uma fotoexpositora “home-made” durante o
procedimento de fotolitografia, secao 3.1.2.3. Este microssistema apresentava canais
com 230 um de largura por 70 um de profundidade (exposi¢ao perpendicular) ou com
220 pm de largura por 100 um de profundidade (exposicdo paralela). Conforme
ilustrado na Figura 4.5, este dispositivo foi devidamente conectado a quatro valvulas
solendides (Cole-Parmer Instrument Co. P/N. 01367-72) e a uma bomba peristaltica
(Ismatec MP-13R), a fim de permitir a injecdo hidrodinamica das amostras e a
confluéncia externa ao sistema de uma solugdo de &cido sulfarico 0,8 mol L™ com a
solucdo do reagente cromogénico (difenilcarbazida 0,05 % m/v). Estas solucdes
foram impulsionadas @ mesma vazdo de 25 pL min' ao longo dos canais,

proporcionando a vaz&o total de 50 pL min™' na saida da célula de fluxo.

Ar
(ﬁ&s LED
— 525 nm
100 D
DFC—221 b — FO  va
H,S04— 1251 (j\ H et
- CF
0,8 mol L PA
FO
BP)
FD
Amostra

Figura 4.5: Configuracdo de fluxo proposta para a determinagao fotométrica de ions Cr(VI). DFC:
solugéo de difenilcarbazida 0,05 % m/m em acetona 0,4% v/v, BP: Bomba peristéltica (indicacdo das
vazées em uL min"), V1-V4: vavulas solendéides de trés vias desligadas (linhas pontilhadas indicam a
via fechada), BR: bobina de reagdo com 15 cm, D: descarte, CF: célula de fluxo, FD: fotodiodo e FO:
fibras opticas.

O procedimento empregado para a injecao das amostras foi semelhante ao
descrito na secao 2.1.1.3.2 para a determinacao fotométrica de Fe(ll) com o sistema
em PMMA. Com o acionamento simultdneo de todas as valvulas, a amostra era

aspirada de seu reservatério através das valvulas V2 e V3, preenchendo o “plug” de
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amostra (PA), o qual foi selecionado conforme a descricdo na secdo 4.1.1.2,

permitindo a injecao do maior volume de amostra disponivel para este sistema (0,12
uL). Ao se desligar todas as valvulas, o “plug” de amostra era impulsionado em
direcdo a célula de fluxo, reagindo com a difenilcarabazida ao longo de uma bobina
de reacdo com 13 cm de comprimento. Neste procedimento, as valvulas foram
acionadas por exatamente 20 s a cada injecdo e desligadas imediatamente apds
este periodo. Ao se substituir os padrdes ou as amostras, a primeira injecdo da nova
solucao foi realizada aumentado-se a rotacao dos roletes da bomba peristéltica, para
permitir a rapida limpeza da linha entre o sistema e a valvula V2.

A deteccao foi realizada utilizando-se um LED com maximo de emissdao em
525 nm como fonte de radiacdo e um fotodiodo (RS 308-067) como transdutor,
sendo ambos conectados a célula de fluxo integrada ao sistema por meio de fibras
Opticas plasticas com 250 um de diametro, sec¢édo 4.1.1.1. A leitura do sinal analitico
foi realizada imediatamente ap6s o procedimento de amostragem por um periodo
total de 25 s em intervalos de 0,5 s, totalizando o registro de 50 leituras para cada
injecdo. O controle das vélvulas e do sistema de deteccédo foi realizado através de
um microcomputador equipado com uma interface eletrdnica PClI 9111 DG/HR
(Adlink Tech. Inc.) com conversor A/D de 12 bits e de um programa escrito em
VisualBasic 5.0.

4.1.1.4.1 Reagentes e solucoes

Todas as solucoes empregadas foram preparadas em agua desionizada com
reagentes de grau analitico. Uma solugéo estoque de K,Cr,O; com concentracéo de
1000 mg L™ em Cr(VI) foi preparada pela dissolugdo da massa apropriada do sal
(VETEC) em solugdo de H,SO4 0,1 mol L. Para a construcédo da curva analitica com
o sistema proposto, seis solu¢des padrao de Cr(VI) na faixa de 0,0 a 1,5 mg L™ foram
preparadas pela diluicdo, a 25 mL, de aliquotas da solugcdo estoque em H>SO4 0,5
mol L. Uma solugéo de difenilcarbazida 0,05% m/m foi preparada pela dissolugcdo
da massa apropriada desta substancia (VETEC) em solucdo aquosa de acetona 0,4
% v/v. A solugdo de H.SO4 0,8 mol L foi preparada pela diluicdo apropriada do

reagente (Synth) em agua.
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Aproximadamente 200 mg de trés diferentes ligas de Ni-Cr foram digeridas em

25 mL de agua régia, sendo as solucdes resultantes tratadas posteriormente com
1,5 g de pesrsulfato de sédio a 80 °C por 20 minutos. Apds o resfriamento, o volume
final de cada solucédo foi ajustado para 100 mL em um baldo volumétrico com
solucdo de HCI 0,5 mol L. Para permitir as leituras, aliquotas destas solucdes foram
ainda diluidas até 25,00 mL em H.SO,4 0,5 mol L. As amostras de agua subterranea
contaminadas com Cr(VI) foram gentilmente fornecidas pelo Laboratério de Quimica
Ambiental do Instituto de Quimica da UNICAMP (LQA) e preparadas de acordo com
o recomendado pelo método padrao [51].

4.1.1.4.2 Método de Referéncia

Para avaliacdo dos resultados obtidos com o microssistema, realizou-se a
determinacdo de Cr(VI) nas mesmas amostras através do método
espectrofotométrico em batelada empregando-se um espectrofotdometro Jenway®
modelo 6405, com uma cubeta com 1,0 cm de caminho éptico. As medidas foram
realizadas com o mesmo comprimento de onda (525 nm) e na mesma faixa de

concentragado (0,0-1,5 mg L™ em Cr(VI)).
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4.1.2 Resultados e discussao

4.1.2.1 Integracao da célula de fluxo

O primeiro microssistema desenvolvido a partir do resiste de UA para a
determinacao fotométrica de espécies foi construido com uma expositora “home-
made” (secao 3.1.2.3), empregando-se a selagem com preenchimento prévio dos
canais com material em pasta (secao 3.1.3.2.2). Uma fotografia deste prototipo é
apresentada na Figura 4.1 (a), onde se observa que a célula de fluxo fotométrica foi
integrada ao dispositivo separando-se as fibras Opticas do canal de deteccdo com
uma fina camada de polimero (secao 4.1.1.1). Embora o elastémero resultante da
cura da resina nao absorva radiacao visivel [45], nenhuma resposta do detector para
injecdes de solucdes absorvedoras foi notada ao se empregar esta célula. Parte da
radiacao proveniente do LED, guiada até o sistema pela fibra de maior diametro, era
espalhada ao atingir a janela de polimero, dificultando a obtencéao do sinal analitico.
Do mesmo modo, os feixes de radiagdo que atravessavam o caminho 6ptico eram
espalhados pela parede de polimero situada entre o canal de deteccédo e a fibra
empregada para a captagao da radiacdo. Para minimizar este efeito, um pequeno
orificio foi aberto, com o auxilio de uma agulha, na janela de polimero préxima ao
canal de adaptacdo para a fibra de 250 um, utilizada para guiar a radiacao do
sistema ao detector. Através deste orificio, a pequena fibra foi introduzida de modo a
ficar em contato direto com o canal de deteccdo enquanto a fibra maior continuava
separada deste ultimo pela parede de polimero. Com esta configuracao, foi possivel
obter respostas do detector para injecdes de padrdes com 2,0 a 10,0 mg L™ de Fe(ll)
empregando-se 0 mesmo metodo fotométrico da o-fenantrolina descrito na segéao
2.1.1.3 para o sistema em PMMA.

Devido aos bons resultados obtidos com a configuracdo acima, onde apenas
uma das fibras entrava em contato direto com as solugdes, construiu-se um novo
dispositivo (Figura 4.1 (b)) onde duas fibras com didmetro de 250 pm foram
acopladas diretamente ao canal de detecgdo. Conforme mostram as curvas
analiticas na Figura 4.6, esta ultima estratégia proporcionou maior sensibilidade ao
método devido a eliminagdo completa das paredes de polimero que causavam o
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espalhamento da radiagdo. Vale observar, entretanto, que os sistemas utilizados

para a obtencdo destas curvas foram construidos com “layouts” diferentes e com
canais de dimensdes diferentes, de modo que ndo apenas a disposicao das fibras
poderia influenciar nos resultados obtidos. Apesar disto, ambos o0s sistemas
apresentavam o mesmo comprimento para a bobina de reacdo (aproximadamente 13
cm), sendo que um “plug” de amostra com maior comprimento (15 mm) foi utilizado
para o sistema que apresentou menor sensibilidade e um “plug” de amostra com
apenas 2 mm de comprimento foi empregado para o sistema que apresentou maior
sensibilidade. Considerando este aspecto, a principal fonte de diferenca para os
resultados pode ser atribuida ao posicionamento das fibras uma vez que o menor
“plug” de amostra sofre maior dispersdo ao longo do sistema e, portanto, atinge a

célula de deteccao de forma mais diluida.

0,214 o Uma das fibras em contato com as solugbes ’
{ ® Ambas as fibras em contato com as solugdes ./
0,18 -
""/,.,.-’
0,15 - o
©
E - y=-0004+0019x /@/
c
‘g 0,12 - e //
s _ R=09982 o s
@ -
2 0,09
< P ®/y = -0,002 + 0,014x
0.06 - - - ~
; s R = 0,9991
1 ey
0,03 4 .o
| =
0500 T T T T T T T T T T
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0

Cre*Img L

Figura 4.6: Curvas analiticas obtidas para a determinacéo de Fe** através do método fotométrico com
o-fenantrolina empregando-se microssistemas com diferentes posicionamentos das fibras.

Devido a estes resultados, os dois microssistemas construidos para aplicacao
em determinacdes fotométricas possuiam células onde as fibras foram acopladas

diretamente aos canais de deteccéo.
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4.1.2.2 Caracterizacao dos dispositivos

Conforme relatado anteriormente, dois microssistemas semelhantes foram
aplicados separadamente a determinacao fotométrica de ions Cr(VIl) e de ions
cloreto em diferentes amostras. O microssistema aplicado a determinacao de ions
Cr(VI) foi construido com uma expositora “home-made” (secédo 3.1.2.3) empregando-
se uma mascara fotolitografica cujas linhas apresentavam 500 ym de largura. O
dispositivo aplicado a determinagcdo de ions cloreto foi desenvolvido com uma
mascara analoga a anterior onde a largura das linhas foi alterada para 350 um e a
exposicao foi efetuada com uma expositora comercial (secéo 3.1.2.1). Devido a estas
diferencas no procedimento de fabricacdo, os dispositivos apresentaram diferentes
dimensodes internas para 0s seus respectivos canais. Entretanto, a disposicdo dos
mesmos ao longo do substrato para os dois microssistemas foi exatamente igual.

A Figura 4.7 mostra que o sistema de amostragem, a bobina de reacédo e a
célula de fluxo foram integradas a uma estrutura monolitica com 5,0 cm de
comprimento; 2,0 cm de largura e 0,4 cm de altura, tornando os dispositivos tao
pequenos quanto uma caixa de fésforos. Com base nas areas das secdes
transversais dos canais calculadas a partir das imagens de microscopia eletrénica de
varredura, os volumes totais dos microssistemas e de regides especificas dos
mesmos foram determinados. A Tabela 4.1 lista os valores encontrados e mostra
que o dispositivo construido com a expositora “home-made”, aplicado a
determinacao de Cr(VI), apresentou os menores volumes devido as menores areas

de sec¢des transversais apresentadas para seus canais.

Figura 4.7: Fotografia geral do microssistema proposto com indicagdo do sistema de amostragem
(SA), bobina de reacao (BR) e célula de fluxo (CF).
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Tabela 4.1: Dimensdes e volumes de algumas regides dos microssistemas propostos

Sistema Cr(VI) Sistema CI’
comprimento / mm

Volumes / yL Volumes / yL
Segmento AB 2,0 0,03 0,09
Segmento AC 5,0 0,08 0,22
Segmento AD 8,0 0,12 0,30
Bobina de Reacao 130,0 1,23 3,81
Célula de fluxo 5,0 0,04 0,14
Sistema todo* 2,2 7,00

*canais de acesso inclusos

Conforme descrito na secao 4.1.1.2, os microssistemas desenvolvidos foram
projetados para permitir a injecao hidrodinamica de até trés volumes diferentes de
amostra. A Tabela 4.1 também lista os valores calculados para estes volumes com
base no comprimento dos segmentos formados entre o ponto A e os pontos B, C ou
D, na Figura 4.7. Com o objetivo de verificar se apenas as regides situadas entre
estes pontos eram preenchidas pela amostra, um microscépio digital portatil
(Avantscope®) foi posicionado sobre o sistema de amostragem e utilizado para a
aquisicao de imagens em tempo real de todo o procedimento de injecdo. Para tornar
as imagens mais nitidas, uma solucao saturada de KMnQy foi utilizada como solucao
de amostra e uma solugéo de cloreto de hidroxilamina (5 % m/v) foi empregada como
carregador em um sistema de linha unica idéntico ao ilustrado na Figura 4.3 para a
determinacdo de cloreto. Apenas o microssistema fabricado com a expositora
comercial foi avaliado neste estudo.

A Figura 4.8 mostra a seqiiéncia de imagens obtidas ao se realizar as injecoes
com o “plug” de 0,09 uL (a) e com o “plug” de 0,22 pL (b). Conforme observado nas
primeiras imagens, a amostra preenche apenas o “plug” de amostragem, nao
havendo alargamento da zona em relagdo aos canais de entrada e saida, coloridos
pela amostra. Além disso, para o “plug” maior, nota-se que nao ocorre um avanco
significativo da amostra em direcao ao canal que foi previamente obstruido para a
selecdo do volume de amostragem. Deste modo pode-se afirmar que os volumes

apresentados na Tabela 4.1 representam uma boa estimativa dos volumes realmente
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amostrados durante o procedimento de injecdo hidrodindmica. E importante

observar, no entanto, que estes estudos foram realizados empregando-se a
aspiracdo das amostras a vazdo de 300 puL min' e que, nesta condicdo, o
procedimento foi visualmente reprodutivel. Quando o mesmo procedimento foi
realizado & vazdo de aproximadamente 500 pL min™', o alargamento da zona de
amostragem foi significativo (Figura 4.9) e o volume amostrado deixou de ser
reprodutivel como conseqiiéncia de um regime de pressdao desfavoravel para a
operacgao.

As imagens 2 e 3 na Figura 4.8 mostram o “plug” de amostra sendo carregado
logo ap6s a injecao. Como a reacao entre o KMnO4 e a hidroxilamina é praticamente
instantdnea com formacdo de um produto incolor, parte da amostra reage
imediatamente apds o inicio do bombeamento, o que é notado pelo clareamento das
extremidades do “plug” que interagem de forma mais rapida com a solugdo do
reagente. Para o maior volume injetado (Figura 4.8 (b)), nota-se que a pequena
porcdo de amostra que preencheu parte do canal obstruido (CO) é arrastada de
forma mais lenta pelo fluxo carregador. Entretanto, a limpeza completa do canal de
amostragem foi realizada em cerca de 2 s, de modo que esta constatacdo néo deve

representar um grande inconveniente.
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Figura 4.8: Imagens em seqiéncia (1, 2 e 3) para o procedimento de amostragem hidrodindmica
realizado com “plugs” de amostra de 0,09 pL (a) e 0,22 pL (b) a vazdo de 300 pL min"'. CO: canal
obstruido durante a selegéo do volume de amostragem (preenchido previamente com agua).

Figura 4.9: Imagem mostrando o alargamento do “plug” de amostragem ao se utilizar a aspiracdo da
amostra com vazdes elevadas (aproximadamente 500 pL min™). A: Regiées onde a amostra avanca
sobre o reagente
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Os coeficientes de dispersao (D) [39] para os trés volumes de amostragem em

relacdo a bobina com 13 cm de comprimento foram avaliados a partir da
configuracdo de fluxo apresentada na Figura 4.3, empregando-se um LED com
maximo de emissdao em 500 nm como fonte de radiacdo. A solugcado carregadora
(tampao acetato 0,2 mol L™ pH 4,5) foi propelida & vazdo de 50 uL min™ ao longo do
sistema enquanto a solugdo absorvedora (6,0 mg L' em Fe? previamente
complexado com o-fenantrolina) foi aspirada através de cada um dos plugs para
obtencao das respectivas respostas. A mesma solucdo do complexo de Fe(ll) com o-
fenantrolina foi empregada para a obtencao do sinal sem dispersao (volume infinito).
A Figura 4.10 mostra que as alturas dos picos obtidos relacionam-se com o
volume do “plug” de amostra utilizado, de modo que picos mais altos foram obtidos
para os maiores volumes de amostra, como conseqiiéncia da menor dispersao ao
longo do sistema. Este resultado indica um bom desempenho para a estratégia de
amostragem empregada e demonstra que a selecdo do volume injetado pode ser

realizada de maneira simples e eficiente.
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Figura 4.10: Fiagrama obtido para a inje¢do de ‘plugs” de amostras com diferentes volumes e
fotografia indicando os referidos ‘plugs”.

A Tabela 4.2 lista os coeficientes de dispersao (D) calculados para o uso dos
diferentes volumes de amostragem. De acordo com o sugerido por Ruzicka e

Hansen [39], o ‘plug” com maior volume proporcionou uma dispersdo limitada da
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amostra ao longo do sistema, enquanto que os “plugs” com volumes de 0,09 e 0,22

ML proporcionaram a dispersdo media da mesma. Embora nenhum dos volumes
utilizados tenha proporcionado a dispersao elevada da amostra, uma redugao ainda
maior no volume de amostragem poderia tornar inviavel a obtencao do sinal analitico
para a determinagéo fotométrica e um aumento na bobina de reacéo poderia tornar a
analise demasiadamente lenta. Considerando que a dispersdo média € normalmente
requerida para sistemas em fluxo que utilizam detectores espectrofotométricos [44], o
sistema proposto apresentou uma boa relacdo entre os volumes injetados € o
comprimento da bobina de reagao (13 cm).

Tabela 4.2: Estudo de dispersao para os diferentes volumes de amostra injetados.

Coeficiente de Dispersao (D)

Volume dos “Plugs” (uL) Tipo de dispersao**

D = H/h*

0,09 6,3+0,3 Média (3-10)
0,22 4,0+0,1 Média (3-10)
0,30 2,9+0,1 Limitada (1-3)

*as alturas h e H estéo representadas na Figura 4.10.
** De acordo com o descrito por Ruzicka e Hansen [39].

O numero de Reynolds [52] foi também estimado para o sistema construido
com a expositora comercial a fim de avaliar o regime de fluxo ao longo dos micro-

canais. Para o calculo, empregou-se a expressao,

onde p, U € VU sao a densidade, viscosidade dinamica e velocidade do fluido,

Re

respectivamente, e D o didmetro do canal. O fluido empregado como base para a
estimativa foi a agua pura a 25 °C, sendo a sua velocidade (V) calculada como a

razdo entre a vazdo de 50 pyL min™' e a 4rea da secéo transversal dos canais (0,027

mm?).

~84 -



Capitulo 4: Microssistemas em UA com célula integrada para detecgao fotométrica
O diametro do canal (D) foi estimado considerando a area da secao

transversal do referido canal (A) a partir da expressao,

A
D=2 |—
T
a qual foi baseada na equacéao para a determinacao da area de um circulo.

Para a vazdo de 50 pL min”, empregada para a propulsdo dos fluidos na
maioria das aplicagbes com os microssistemas, o numero de Reynolds encontrado
foi de aproximadamente 6,5, considerando-se um segmento linear do canal. Em um
sistema FIA convencional com dutos de 0,8 mm de didametro, operando a vazao de
1,0 mL min™, o nimero de Reynolds estimado é igual a 30. Estes resultados indicam
que o regime de fluxo laminar deve ser esperado para ambos 0s casos, ja que o
limite minimo para o regime de fluxo turbulento se da em um nuamero de Reynolds da
ordem de 2100. Entretanto, devido ao valor encontrado para o microssistema ser
cerca de 5 vezes menor que aqueles normalmente obtidos para sistemas FIA
convencionais, o fluxo serd ainda mais laminar como consequéncia do pequeno

tamanho dos canais e da baixa vazado empregada.

4.1.2.3 Determinacao de ions cloreto em aguas minerais

A Figura 4.11 (a) mostra o fiagrama obtido para a determinagéo fotométrica de
ions cloreto em aguas minerais empregando o microssistema proposto. Nota-se que
a linha de base apresentou boa estabilidade e que razdes sinal/ruido elevadas foram
obtidas para injecbes de todos os padrdes. Entretanto, observa-se que a inje¢do do
branco (0,0 mg L) foi detectada por um sinal caracteristico do efeito de Schilieren
[53], o qual surgiu devido a diferenca entre os indices de refracdo da solucao
carregadora e da solucdo do branco. Embora este efeito pudesse ser minimizado
ajustando-se a forca ibnica de ambas as solucbes, optou-se por realizar a
determinacao sem este ajuste, uma vez que os sinais obtidos para o padrdo de
menor concentragdo (2,0 mg L) eram suficientemente maiores que aqueles obtidos

para o branco.
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O sinal ampliado para uma injecdo do padrao com 10,0 mg L™ em cloreto,

apresentado na Figura 4.11(b), indicou um perfil mais simétrico que aqueles
usualmente obtidos em sistemas FIA. Devido & baixa vazdo (50 uL min”) e &
pequena sec¢ao transversal do canal, a dispersao por difusédo radial foi favorecida em
relacdo a conveccao e a difusdo axial, levando a esta resposta [44]. Vale observar
que o0s picos obtidos com o0 uso deste mesmo microssistema para 0s ensaios de
dispersao (Figura 4.10, secao 4.1.2.2) ndo demonstraram o mesmo comportamento,
de modo que ndo s6 a geometria triangular dos canais teve influéncia sobre o perfil
do sinal analitico, mas sim o conjunto de todas as condicbes empregadas.

(b)

10,0

0,10- (a)

0,08

Torneira
Classic
San Pellegrino
Schin
Evian

0,06

Absorbancia
Perrier
Panna

Serra Negra

v T v T T T T T ! T T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 825 830 835 840 845
tempo /s tempo/s

Figura 4.11: Determinacdo fotométrica de ions cloreto em &guas. Fiagrama para injecoes dos
padrdes (0,0-10,0 mg L' em CI') e das amostras (a) e detalhe do sinal para a injecdo de um padrao
com 10,0 mg L™ do analito (b).

O desvio padrao relativo para a média das alturas dos quatro picos obtidos
para a solucdo de referéncia com 6,0 mg L foi de 3,7 %, indicando uma boa
repetibilidade para o método. Com o uso das condi¢des descritas na secao 4.1.1.3, 0
tempo necessario para a injecdo da amostra e aquisicao do sinal analitico foi de 75 s,
0 que proporcionou a freqiéncia analitica de 48 injecdes por hora. Este valor,
embora ainda baixo, pode ser aumentado, desvinculando o procedimento de
amostragem do procedimento de deteccdo, empregado para a utilizacdo das mini
bombas de pistdo. Desta forma, a freqiiéncia de até 180 determinagées h™' pode ser
alcancada, considerando que o tempo total para a aquisicdo completa do sinal
analitico, com retorno a linha de base, é de aproximadamente 20 s (Figura 4.11 (b)).
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E importante destacar que apesar da baixa frequiéncia analitica, o volume de

solucdo carregadora (Hg(SCN)2 0,5 mmol L) descartado apés 100 injecdes de
amostras é de aproximadamente 4,0 mL, contendo cerca de 0,4 de mg de Hg
residual. Em uma jornada de trabalho de 8 horas, o volume de solugéao carregadora
descartada ao final do dia sera menor que 20 mL. Para o0 mesmo numero de
amostras injetadas, os sistemas FIA convencionais [39 e 54] geram massas residuais
de mercurio 40 a 400 vezes maiores que a descartada com o método proposto. Este
fato representa a caracteristica mais importante dos microssistemas desenvolvidos,
ja que a reducao na geracao de residuos preenche um dos requisitos de grande
relevancia para a Quimica Verde.

A curva analitica construida com as médias das alturas dos picos em relacao
ao sinal do branco é apresentada na Figura 4.12. O coeficiente de regressao linear
encontrado com o ajuste por minimos quadrados (R=0,9991) demonstrou o
cumprimento da lei de Beer para a faixa de concentracdo estudada, entretanto, o
coeficiente linear da reta de ajuste foi deslocado negativamente em relacao a “y = 0”,
0 que pode estar associado ao efeito de Schilieren sobre o sinal do branco, o qual foi
utilizado como referéncia para a determinacdo das alturas dos picos. O limite de
deteccao, estimado em 0,96 mg L™, foi calculado empregando-se a média do sinal do
branco adicionado de trés vezes o seu desvio padrdo. Este valor, ainda alto, pode

ser reduzido também pela minimizagao do efeito de Schilieren.
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0,00 y T y T y T y T y T
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Figura 4.12: Curva analitica construida com o uso do microssistema para a determinacao de cloreto
na faixa de concentracdo de 2,0 a 10,0 mg L" do analito.
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A Tabela 4.3 lista os resultados obtidos para a determinacdo de ions cloreto

em aguas minerais comerciais e em agua de torneira empregando-se o0
microssistema proposto e o método em batelada (secdo 4.1.1.4.2). O teste F [58]
realizado com o nivel de significancia de 0,05 ndo indicou diferengas significativas
entre os desvios padroes das médias para 8 das 9 amostras analisadas. Apenas
para a amostra “Serra Negra” foi observada uma diferenca significativa entre os
desvios obtidos por ambos os métodos, indicando uma boa precisdo para as
medidas realizadas com o microssistema. O teste T independente [58] aplicado aos
resultados obtidos por ambos os métodos com um intervalo de confianca de 95 %,
excluindo-se a amostra “Serra Negra”, mostrou que as médias obtidas por ambos os
métodos ndo foram significativamente diferentes para a maioria das amostras, sendo
observadas diferencas significativas apenas para as amostras “Torneira” e “S.
Pellegrino”. Em um intervalo de confianga maior, 98%, apenas as médias obtidas
para a amostra “S. Pellegrino” mostraram-se significativamente diferentes, permitindo
afirmar que o método proposto com o microssistema possibilita também uma boa
exatidao.

Tabela 4.3: Determinagéo de ions cloreto em aguas minerais e de torneira

MFIA* batelada**
Amostra Erro / %
[CIT/ mgL [CIT/ mgL
Torneira 12,7 +£0,3 13,4+0,2 -4,4
Perrier 25,2+1,0 26,8 £ 0,4 -5,6
Classic 58+0,2 5,5+0,1 +4,0
S. Pellegrino 68,9+ 1,0 61,7+0,3 +12
Lindoya 2,9+0,1 3,0+0,1 -3,7
Schin 17,2+ 0,4 16,7 £ 0,6 +2,6
Evian 6,7+0,2 6,8+0,2 -1,9
Panna 9,3+0,4 8,8+0,1 +5,8
Serra Negra 1,9+0,1 1,7 +0,1 +10

*médias para quatro medidas
**médias para trés medidas (método espectrofotométrico em batelada)
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O bom desempenho analitico obtido com o uso do microssistema FIA proposto

para esta aplicacdo demonstra que as estratégias utilizadas para a constru¢dao do
dispositivo e para a integracdo da célula fotométrica foram muito bem sucedidas. A
partir deste estudo inicial, outros métodos de analise em fluxo que empregam a
deteccédo fotométrica poderdo ser adaptados para a escala em miniatura de forma
simples e barata.

4.1.2.4 Determinacao de ions Cr(VI) em aguas contaminadas e em
ligas de Ni-Cr.

O fiagrama obtido para a determinacdo de Cr(VI) em ligas metélicas e em
aguas contaminadas empregando-se as condicdes descritas na secdo 4.1.1.4 é
apresentado na Figura 4.13(a), onde os picos destacados em cinza referem-se as
injecdes de limpeza realizadas durante a troca dos padrdées. Novamente, uma boa
estabilidade para a linha de base foi observada durante todo o periodo de realizagao
das medidas, com 6timas razdes sinal/ruido para as injecoes de todos os padrdes e
amostras estudados. Assim como observado para a determinacao de cloreto, sinais
caracteristicos do efeito de Schilieren foram detectados para as injecoes da solugao
do branco, embora nesta aplicacao o efeito tenha sido menos pronunciado devido as
diferentes caracteristicas das solugdes utilizadas.

(a) (b)
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Figura 4.13: Determinagao fotométrica de ions Cr(VI) em ligas de Ni-Cr e em &guas contaminadas.
Fiagrama para inje¢des dos padrdes g0,0-1 ,5,0 mg L") e das amostras (a) e detalhe do sinal para a
injecdo de um padrdo com 1,2 mg L' do analito (b). R: Resposta indesejavel obtida antes do sinal
analitico. Picos em cinza referem-se as injecdes para limpeza do sistema.

-89 -



Capitulo 4: Microssistemas em UA com célula integrada para detecgao fotométrica
O sinal ampliado para uma das inje¢des realizadas com o padrao de 1,2 mgL”

em Cr(VI) na Figura 4.13 (b) mostra que o uso de uma bomba peristéltica para a
propulsao dos fluidos ndo altera a resposta analitica obtida com o microssistema em
relacdo aquela adquirida com as mini-bombas de pistdao (secdo 4.1.1.3),
demonstrando que um dispositivo padrao de bombeamento, amplamente utilizado
em anadlise por injecdo em fluxo, pode ser empregado em conjunto com O0s
microssistemas para a realizacdo das andlises. E importante relatar, entretanto, que
a pequena resposta (R) que surgiu imediatamente antes do pico nao esta
relacionada com uso da bomba peristaltica, uma vez que o0 mesmo comportamento
foi observado para outras aplicacées dos microssistemas em que as mini-bombas de
pistdo foram utilizadas, Figura 5.10 na se¢éo 5.1.2.3. Conforme mostra a Figura 4.14,
a qual € uma ampliacdo para o pico de limpeza situado entre as injecdes dos
padrdes de 0,9 e 1,2 mg L™, houve um aumento desta resposta quando a vazdo de
amostragem foi aumentada durante a troca dos padrdes (secédo 4.1.1.4), indicando
uma relacéo entre este sinal e a pressao negativa que se forma no sistema, durante
a aspiracao das amostras. De acordo com o discutido na secéo 4.1.2.2, a vazao de
amostragem elevada ocasiona também o alargamento da zona de amostragem, o

gue pode proporcionar resultados indesejaveis como este.

R

N\

—_—
tempo

Figura 4.14: Ampliacao para o pico de limpeza obtido durante a substituicdo do padrdo de 0,9 mg L
pelo padréo de 1,2 mg L mostrando o aumento da resposta indesejavel (R) ocasionada pelo aumento
da vazdo de amostragem.

O sinal ampliado na Figura 4.13(b) permite verificar também que a diminuicao
no tamanho dos canais nao alterou significativamente o perfil da resposta analitica.
Vale lembrar que o microssistema desenvolvido para esta aplicacdo apresentou
canais que sao cerca de trés vezes menores que aqueles do microssistema aplicado

para a determinacdo de cloreto. Deste modo, um consumo ainda menor de
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reagentes e amostras e um volume menor de residuos gerados poderao ser

alcancados ao se empregar este sistema em relacéo ao sistema maior.

Como os tempos utilizados para a amostragem (20 s) e para a aquisi¢cao dos
sinais (25 s) foram menores que aqueles utilizados para a determinacéo de cloreto, a
freqUéncia analitica foi maior que no método anterior, chegando a 80 injecbes por
hora e igualando-se a obtida em sistemas FIA convencionais para a mesma
determinacao [55]. Considerando que o método proposto permite que as solucdes
dos reagentes sejam bombeadas a vazao total de 50 L min™', um volume de residuo
de apenas 24 mL é gerado ao final de uma jornada de trabalho de 8 horas
empregando-se o microssistema. Com um sistema FIA convencional, operando a
vazdo total de 1,0 mL min™, o volume de residuo gerado é 20 vezes maior (480 mL)
para a mesma jornada de trabalho e para o mesmo niumero de amostras analisadas.

A repetibilidade, estimada como o desvio padrao relativo para 10 injecdes
sucessivas do padrdo contendo 0,9 mg L™ em Cr(VI), foi de apenas 1,5 %, sendo
comparavel as obtidas com sistemas em maior escala [55]. A curva analitica
construida com a média das alturas dos picos obtidos para os padrées em relagao ao
sinal do branco, Figura 4.15, mostrou uma resposta linear para a faixa de
concentracao estudada (R = 0,9998), sendo calculado um limite de deteccao de 0,05

mg L™ com base no sinal médio para o branco mais trés vezes o seu desvio padrao.
0,30
0,25 |
0,20 -

0,15 e
y = 0,0002 + 0,187x

Absorbancia

0,101 e R=009998 (SD = 0,0019)

0,05 - A

0,00 T T T T T T T T T T
0,0 0,3 0,6 0,9 1,2 1,5

Cervy/ mg L™
Figura 4.15: Curva analitica construida com o uso do microssistema para a determinacao de Cr(VI)
na faixa de concentracdo de 0,3 a 1,5 mg L™ do analito.
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As concentragcbes de cromio total encontradas para as amostras de agua e de

ligas de Ni-Cr a partir do método proposto e do método espectrofotométrico em
batelada sao listadas na Tabela 4.4. Como as medidas para o método em batelada
nao foram realizadas em replicata, ndo foi possivel aplicar os testes F e T
independente [58] para avaliacdo da precisdo e exatiddo dos resultados, sendo
aplicado apenas o teste da regressao linear [58] para verificar a existéncia ou ndo de
erros sistematicos nas medidas. Conforme mostra a Figura 4.16, os resultados
obtidos com o método proposto relacionam-se linearmente com aqueles obtidos com
o0 método em batelada ndo sendo observados desvios significativos ao nivel de 95 %
de confianca para o intercepto (5,71 £ 19,32) e para a inclinacdo da curva (1,02 +
0,06), o que indica a inexisténcia de erros sistematicos e uma boa exatidao para as

medidas realizadas com o microssistema.

Tabela 4.4: Determinacao de Cr(VI) em aguas subterraneas contaminadas e em ligas de Ni-Cr.

Amostra Unidade HFIA Batelada* Erro / %
Agua 1 mg L™ 1034 + 11 1019 1,5
Agua 2 mg L 550,0 + 5,3 512,9 7,2
Agua 3 mg L 1,33 £ 0,02 1,49 -10,1
Liga 1 mgg’ 100,4 + 2,2 88,1 14,0
Liga 2 mgg’ 141,8+ 2,0 136 4,3
Liga 3 mgg’ 46,1 £0,4 46,8 1,5

*Medidas realizadas em 525 nm com uma cubeta com 10 mm de caminho dptico.
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1y = (5,71 +19,32%) + (1,02  0,06%)x
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| R=0,9996 (SD=13,12)

800 - *limites estimados com 95 % de confianca
| e com 4 graus de liberdade [57]
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Figura 4.16: Relagao entre as concentragbes determinadas através do método proposto e do método
espectrofotométrico em batelada.

Os bons resultados obtidos para esta aplicacdo demonstram que uma bomba
peristaltica e valvulas solendides convencionais podem ser empregadas com
sucesso na manipulacdo dos fluidos ao longo dos microcanais. O principal
inconveniente no uso destes dispositivos €, ainda, o tamanho elevado, o que limita a
miniaturizagdo do sistema de analise como um todo. Estes resultados demonstraram
também que uma expositora “home-made” de custo extremamente baixo pode ser
utilizada com sucesso para a fabricagdo dos dispositivos microfluidicos, o que torna
mais facil e menos custoso o desenvolvimento de protétipos em laboratérios com

poucos recursos.
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Capitulo 5: Microssistemas em UA com célula integrada para detecgéo fluorimétrica
5.1 Microssistemas em Uretana-Acrilato com célula integrada para
deteccao fluorimétrica

O uso da fluorescéncia molecular como técnica para a determinagdo de
espécies empregando 0s microssistemas construidos em resina a base de UA foi
também avaliada no presente trabalho. Uma estratégia simples para integracéo da
célula de fluxo aos microssistemas foi proposta, sendo a mesma avaliada através da
aplicagéo dos dispositivos a determinagéo de fluoresceina em solugdes aquosas e a
determinacdo de fons Ca®* e Mg®* em &guas minerais empregando o método de

complexagao do analito com fluorexon (calceina).

5.1.1 Parte Experimental

5.1.1.1 Integracao da célula de fluxo para deteccao fluorimétrica

A integracdo da célula para realizacdo da deteccao fluorimétrica nos
microssistemas foi realizada de forma semelhante a descrita na secéao 4.1.2.1 para
0s microssistemas com deteccao fotométrica. Conforme apresentado na Figura 5.1,
um canal com 2,0 mm de comprimento foi construido e empregado como célula de
fluxo. Duas fibras épticas plasticas com 250 yum de didmetro foram adaptadas nas
extremidades deste canal de forma que as mesmas ficassem em contato direto com
as solucdes. Do mesmo modo, outro par de fibras foi acoplado em angulo reto com o
canal de deteccdo. Estas fibras foram adaptadas por pressdao a canais com
dimensodes ligeiramente menores que o didmetro da fibra, de maneira semelhante a
descrita na secéo 3.1.2.4, para a adaptacao das agulhas de acesso. De acordo com
0 que sera discutido nas proximas secdes, um dos pares de fibras foi utilizado para
guiar a radiacao de excitagdo proveniente de um LED até o microssistema e o outro

par foi empregado para guiar a radiacao de emissao até uma fotomultiplicadora.
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Q\\gi'o CNE CNF

CNF

Figura 5.1: Integragdo de uma célula de fluxo fluorimétrica ao sistema miniaturizado a base de
uretana-acrilato. CF: Célula de Fluxo, CNF: Canais para fibras épticas com 250 ym de diametro, FO:
Fibras dpticas plasticas com 250 ym de didmetro.

5.1.1.2 Determinacao de Fluoresceina em solucoes aquosas

Com o objetivo de avaliar a estratégia proposta para a integragdo da célula
fluorimétrica aos microssistemas, realizou-se inicialmente um ensaio simples onde
solucdes aquosas com diferentes concentragdes de fluoresceina (0,2-1,0 mg L)
foram inseridas no sistema para a construcao de uma curva analitica.

O microssistema apresentado na Figura 5.1 foi utilizado neste estudo, sendo o
mesmo construido com uma configuracao semelhante a utilizada para os sistemas
empregados na determinagdao fotométrica de espécies, alterando-se apenas o
desenho da célula de fluxo para realizacdo da deteccao fluorimétrica. Os canais
foram gravados sobre o substrato empregando-se uma mascara fotolitografica cujas
linhas foram impressas com largura de 400 um, de modo que suas dimensdes
ficaram ligeiramente maiores que as dos sistemas apresentados anteriormente (303
pum de largura por 205 pm de profundidade (exposicédo perpendicular) ou 347 um de
largura por 372 um de profundidade (exposicao paralela)).
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Para a realizacdo das medidas, empregou-se a configuracao de fluxo ilustrada

na Figura 5.2, a qual foi também bastante semelhante a utilizada para a
determinacao fotométrica de ions cloreto (secdo 4.1.1.3). As mesmas mini-valvulas
solendides (V1-V4) e mini-bombas de pistdao (B1 e B2) foram utilizadas para o
controle do fluxo no microssistema, sendo a bomba B1 empregada para propulsao
da solugdo carregadora (NaHCO; 0,4 mmol L™ pH 8,0) a vazdo de 60 pL min™ e a
bomba B2 utilizada para aspiragdo das amostras (fluoresceina 0,2-1,0 mg L' em
NaHCO;z; 0,4 mmol L") a vazdo de 300 pL min"'. Durante o procedimento de
amostragem, todas as valvulas permaneceram ligadas por um periodo de 20 s,
permitindo a injecdo hidrodindmica de um plug de amostra com 0,52 pL (maior
volume disponivel). Ap6s este procedimento, as valvulas foram desligadas (situagcao
ilustrada na Figura 5.2) e o plug de amostra foi carregado até o detector,
impulsionado pela bomba B1.

D LED

B2 :/ 470 nm i

B1 ¢ BR ﬁ—»n
V4 i
] FBO
Vi CF ’

PA

") v2

amostra

Figura 5.2: Configuracdo em linha Unica com microssistema empregado para a determinagéo de
fluoresceina em solugdes aquosas. B1-B2: Mini-bombas de pistdo; V1-V4: Mini-valvulas solendides
(desligadas); C: Solucdo Carregadora (NaHCO; 0,4 mmol L™); D: descarte; PA: “plug”de amostragem
de 0,52 pL; BR: Bobina de reagdo com 13 cm; CF: Célula de fluxo, FBO: fibras épticas, FTO: Filtro
passa faixa (espectro de transmitancia apresentado na Figura 5.8), FMP: Fotomultiplicadora.

A deteccéo foi realizada empregando-se um LED com maximo de emissao em
470 nm como fonte de excitacdo e uma mini-fotomultiplicadora (Hamamatsu H7468-
03) como transdutor. Como mostra a Figura 5.2, duas fibras Opticas acopladas as
extremidades da célula de fluxo foram empregadas para guiar a radicao do LED até
0 microssistema e duas fibras 6pticas conectadas a 90° do canal de detecgédo foram
utilizadas para guiar a radicao de emissao até o detector. Vale observar, que um filtro
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optico passa faixa com maximo de transmitancia em 750 nm (espectro de

transmitancia na Figura 5.8) foi colocado a frente da janela da fotomultiplicadora e
utilizado para filtrar a radiacdo de fundo proveniente do LED, que eventualmente
pudesse atingir o detector. O monitoramento do sinal analitico foi realizado
imediatamente apds a insercao do “plug” de amostra em intervalos de 0,5 s durante
40 s, totalizando o registro de 80 leituras para cada injecdo. Todo o procedimento de
analise foi realizado empregando-se um modulo eletrbnico baseado em um
microcontrolador PIC 16F819 para o controle das operacdes. A descricdo detalhada
da construcdo e funcionamento deste instrumento é apresentada no apéndice B
(secdes B.1.3 e B.1.4).

5.1.1.2.1 Reagentes e solucoes

Reagentes de grau analitico e agua desionizada foram empregadas para a
preparacao de todas as solucées. Uma solucdo de NaHCO3; com concentracao de
0,4 mmol L™ foi preparada pela dissolucdo da massa apropriada do sal (VETEC) em
agua. Uma solucdo estoque de fluoresceina com concentracdo de 500 mg L™ foi
preparada pela dissolugdo da massa apropriada do reagente (Merck) em solucao de
NaHCO; 0,4 mmol L. Solugdes de referéncia contendo fluoresceina na faixa de
concentracdo de 0,2 a 1,0 mg L foram preparadas pela diluicdo de aliquotas da
solucao estoque na mesma solucao de NaHCO:s.

5.1.1.3 Determinacao de ions calcio e magnésio em aguas minerais

Nesta segunda aplicacdo, realizou-se a determinacdo da concentracao total
de ifons Ca®** e Mg®* em amostras de &gua mineral empregando-se o método
fluorimétrico baseado na complexagéo destes ions com fluorexon (calceina) em meio
fortemente basico [56]. Para isto, prop6s-se o emprego do microssistema ilustrado na
Figura 5.3, o qual permite a confluéncia das solucdes de trabalho e a deteccéo por
fluorescéncia molecular. Nesta proposta, dois canais de acesso para confluéncia, Cq
e C,, foram projetados em uma configuragdo alternativa, ilustrada no detalhe da
Figura 5.3, com o intuito de melhorar a mistura das solugdes. Como observado, esta
estratégia consistiu em proporcionar o encontro dos fluxos de duas solugdes distintas
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A e B em um angulo de 90°, com posterior juncdo dos mesmos em um canal situado

a 45° dos canais originais. Para a construcdo deste microssistema, empregou-se
uma mascara fotolitografica cujas linhas foram impressas com largura de 600 um, o
que proporcionou a construcado de canais com dimensdes maiores que aqueles que
foram utilizados nos outros microssistemas descritos até o momento (527 ym de
largura por 514 ym de profundidade (exposicao perpendicular) ou 540 um de largura

por 593 um de profundidade (exposi¢ao paralela)).

Figura 5.3: Microssistema FIA empregado para a determia@éo de ions Ca™ e Mg2+ em amostras de

aguas minerais. C1 e C2: Canais de acesso para confluéncia.

A Figura 5.4 ilustra a configuracado de fluxo utilizada para esta determinacéo,
onde trés mini-bombas de pistdo foram utilizadas para a propulsao das solucdes e 5
mini-valvulas solendides foram empregadas para o direcionamento do fluxo. As mini-
bombas e mini-valvulas utilizadas foram idénticas aquelas descritas na secéo 4.1.1.3
para a determinacdo fotométrica de ions cloreto. As bombas B1 e B3, com
capacidade maxima de 250 pL e resolucao de 0,5 pL/passo cada, foram utilizadas
para a propulsdo das solucdes de hidréxido de potassio (0,02 mol L) e de calceina
(10,0 mg L' em KOH 0,02 mol L), respectivamente. A bomba B2, com capacidade
maxima de 750 uL e resolucdo de 1,5 ulL/passo, foi utilizada para aspiracdo das
amostras.

Para a realizacdo das medidas fluorimétricas, a mesma instrumentacao
empregada para a determinacdo de fluoresceina, descrita na secao 5.1.1.2, foi
utilizada. Como pode ser observado na Figura 5.4, as fibras épticas utilizadas para
coletar as radiacdes de excitagcdo e emissao foram acopladas ao microssistema de
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maneira inversa a proposta na secao 5.1.1.2 para a determinacao de fluoresceina.

As fibras situadas nas extremidades do canal de detecg¢dao foram empregadas para
guiar a radiagao de emissao até a fotomultiplicadora, enquanto as fibras acopladas a
90° do canal de deteccao foram utilizadas para guiar a radiacdo do LED até o

microssistema.

c2 B3
D

B2
R-fvs (Ve F80

V5

B1 c1 It _;B*D
M P cFr —1o

2 N = — |
4 J FBO
BR
?vz
Amostra 4%53.

Figura 5.4: Configuragdo com confluéncia empregada para a determinaco fluorimétrica de fons Ca**
e Mg® em amostras de aguas minerais. B1-B3: mini-bombas de pistdo; V1-V5: Mini-valvulas
solendides (desligadas); C1: solugcdo carregadora (KOH 0,02 mol L'1); C2: solucao do reagente
(fluorexon 10 mgL™" em KOH 0,02 mol L") D: descarte; PA: “plug” de amostragem de 2,40 pL; P:
ponto de confluéncia; BR: Bobina de reagédo com 15 cm CF: célula de fluxo, FBO: fibras opticas, FTO:
filtro passa faixa (espectro de transmitancia apresentado na Figura 5.8), FMP: fotomultiplicadora.

As operagdes necessarias a obtencao da resposta analitica foram realizadas
empregando-se um algoritmo semelhante ao utilizado para a determinacao de ions
cloreto. As amostras foram inseridas no sistema por meio de amostragem
hidrodinamica a partir do acionamento simultdneo de todas as mini-valvulas
solendides por um periodo de 30 s. Durante este intervalo, a bomba B2 atuou
aspirando a solu¢ao da amostra através das valvulas V2 e V3, preenchendo o “plug”
de amostragem (PA) com 2,40 uL de volume, enquanto as bombas B1 e B2
aspiravam as solucdes de KOH e calceina, respectivamente. Vale ressaltar que,
durante este procedimento, todas as bombas atuaram em modo de passo completo,
a vazao de 120 pL min™ para as bombas B1 e B3 e & vazdo de 300 pyL min™ para a
bomba B2.

- 102 -



Capitulo 5: Microssistemas em UA com célula integrada para detecgéo fluorimétrica
Apoés o procedimento de amostragem, todas as valvulas foram desligadas e as

trés bombas passaram a dispensar as solu¢cées em modo de meio passo por um
periodo de 60 s & vazdo de 60 uL min™' para as bombas B1 e B3 e a vazdo de 150
uL min™' para a bomba B2. Nesta condicdo, ilustrada na Figura 5.4, o “plug” de
amostra foi carregado pela solucdo de KOH, por acdo da bomba B1, até a
confluéncia com a solugcédo de calceina no ponto P e misturado a esta solugcao ao
longo da bobina de reagdo BR com 14 cm de comprimento.

O monitoramento do sinal analitico foi realizado imediatamente apds a
insercdo do “plug” de amostra em intervalos de 0,3 s durante 60 s, totalizando o
registro de 200 leituras para cada injecdo. Todo o procedimento de anélise foi
realizado empregando-se um mddulo eletrbnico baseado em um microcontrolador
PIC 16F819 para o controle das operacdes (Apéndice B, secoes B.1.3 e B.1.4).

Seis amostras comerciais de agua mineral de diferentes marcas foram
analisadas empregando-se o método proposto. Para isto, realizou-se a injecdo de
solugdes de referéncia contendo fons Ca®* na faixa de concentracdo de 25,0 a 125
umol L para a construgdo da curva analitica com posterior injecdo das solugdes
diluidas das amostras. Vale ressaltar que embora tenha sido realizada a
determinacdo da concentracdo total de fons Ca®* e Mg®* nas amostras, os padrdes
foram preparados apenas com fons Ca®*, uma vez que a reagdo entre a calceina e
os fons Ca®*" e Mg?* segue a mesma estequiometria com mesmo efeito na emissao

do fluoréforo [56].

5.1.1.3.1 Reagentes e solucoes

Todas as solucbes foram preparadas com reagentes de grau analitico em
agua desionizada. Uma solugdo estoque de ions Ca®* na concentragdo de 1000 mg
L' foi preparada pela dissolucdo da massa apropriada de CaCOs; (VETEC)
previamente seca em estufa, em 20 mL de solugdo de HCI 0,1 mol L™ e posterior
diluicdo a 100 mL com &gua. Solugdes de referéncia contendo Ca®** na faixa de
concentragdo de 1,0 a 5,0 mg L' (25 a 125 pmol L, aproximadamente) foram
preparadas pela diluicido de aliquotas da solugdo estoque em HCI 1,0 mmol L. Uma
solugdo estoque de fluorexon (calceina) contendo 1000 mg L do fluoréforo foi

preparada pela dissolucdo da massa apropriada do reagente (Acros) em solucéo de
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KOH 0,1 mol L, sendo armazenada, apés a preparagdo, em refrigerador. Uma

solucdo de calceina contendo 10 mg L™ do fluoréforo foi preparada pela diluicdo da
aliquota adequada da solucao estoque descrita acima em solugédo de KOH 0,02 mol
L™".Uma solucdo estoque KOH 2,0 mol L™ foi preparada pela dissolucdo da massa
apropriada da base (CRQ) em agua e utilizada para a preparacao das solu¢gées mais
diluidas descritas acima. Aliquotas das amostras de dgua analisadas foram diluidas
em solucdo de HCI mantendo a concentracdo final do acido em 1,0 mmol L' da

mesma forma que as solucdes de referéncia.

5.1.1.3.2 Método de Referéncia

Para avaliacdo dos resultados obtidos com o microsssistema proposto,
realizou-se a determinacdo da concentracéo total de fons Ca®* e Mg?* empregando-
se a volumetria de complexacdo com EDTA [57]. Aliquotas apropriadas das amostras
foram transferidas para erlenmeyers de 125 mL e tamponadas com 2,0 mL de
solugdo de NH3s/NH4CI 1,0 mol L' em pH 10. As titulacdes foram realizadas com
adicdo controlada de uma solucdo de EDTA 3,0 x 102 mol L™ sobre a solucdo da
amostra empregando-se uma bureta de 25,0 mL. O indicador negro de eriocromo T

foi empregado para visulizagao do ponto final.
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5.1.2 Resultados e discussao

5.1.2.1 Microssistemas

De acordo com o relatado nas secbes 5.1.1.2 e 5.1.1.3, dois microssistemas
foram construidos e avaliados para as determinagdes fluorimétricas. O primeiro,
aplicado a determinacgéao de fluoresceina (Figura 5.5 (a)), foi desenvolvido com um
“layout’ semelhante ao utilizado para os sistemas com deteccao fotométrica, com
alteracdes apenas na célula de fluxo e no tamanho dos canais. O segundo, aplicado
a determinacdo de fons Ca?* e Mg?* (Figura 5.5 (b)), foi desenvolvido com canais
relativamente maiores e com alteragdes no “layout” que possibilitaram a confluéncia
das solugdes de trabalho. Com base nas equacbes descritas na Figura 3.17 e nas
larguras das linhas das mascaras empregadas para a construcao dos dispositivos, as
dimensdes internas dos canais foram estimadas e os volumes das regides
especificas de ambos os microssistemas foram calculadas, sendo apresentadas na
Tabela 5.1.

Figura 5.5: Microssistemas com células para detecgdo fluorimétrica desenvolvidos a partir de
mascaras fotolitograficas com linhas de 400 um de largura (a) e 600 uym de largura (b). SA: sistema
de amostragem, BR: bobina de reacdo e CF: célula de fluxo.
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Tabela 5.1: Dimensdées e volumes de algumas regides dos sistemas propostos

Sistema (a)* Sistema (b)*

comprimento/ mm Volumes/pL  comprimento/mm Volumes /L

segmento AB 2,0 0,13 10,0 1,60
segmento AC 5,0 0,32 15,0 2,40
segmento AD 8,0 0,52

Bobina de Reacao 130 5,82 140 19,60
Célula de fluxo 2,0 0,08 2,0 0,26
Sistema todo** 10,4 37,90

*referentes aos sistemas da Figura 5.5 (a e b)
**canais de acesso inclusos

5.1.2.2 Determinacao de fluoresceina em solucoes aquosas

O fiagrama apresentado na Figura 5.6 (a) mostra os resultados obtidos ao se
empregar o sistema de menor volume (Figura 5.5 (a)) a determinacdo de
fluoresceina em solugdes aquosas contendo 0,2 a 1,0 mg L™ do fluoréforo. Os picos
destacados em cinza referem-se as injecées de limpeza do sistema e o detalhe na
Figura 5.6(b) € a ampliacao do sinal obtido para uma inje¢do do padrao com 1,0 mg
L. Conforme observado, a linha de base apresentou uma inclinacdo positiva durante
o procedimento, havendo um aumento de aproximadamente 50 unidades arbitrarias
em um periodo de aproximadamente 15 minutos. Parte deste problema pode estar
relacionada a adsorcdo do fluoroéforo nas paredes dos canais, principalmente
naquelas da célula de fluxo, sendo necessaria uma investigacao mais aprofundada
do problema para melhor esclarecimento. Apesar disto, os sinais com boas razdes
sinal/ruido mostraram que a estratégia utilizada para a integracdo da célula de fluxo
foi bem sucedida e que o sistema pode ser aplicado a determinacdes simples, onde
a deteccao fluorimétrica é utilizada. A semelhanga do sinal obtido com aqueles
observados em sistemas FIA convencionais, sugere também um mecanismo de

mistura semelhante para o microssistema empregado.
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Figura 5.6: Determinacao fluorimétrica de fluoresceina em solu¢bes aquosas. Fiagrama para injecdes
dos padrées (2,0-1,0 mg L) (a) e detalhe do sinal para a injecdo de um padrdo com 1,0 mg L do
analito (b). Picos em cinza referem-se as inje¢gbes para limpeza do sistema.

O desvio padrao relativo médio de 1,9 % foi obtido para as inje¢cdes em
triplicata de cada um dos padrdées, mostrando uma boa precisdo das medidas. A
curva analitica construida a partir das médias das alturas dos picos em relagao a
linha de base (Figura 5.7) apresentou boa linearidade (R = 0,9982), sendo estimado
um limite de deteccdo de 0,14 mg L a partir do médulo do coeficiente linear da
curva (27,9) adicionado de trés vezes o desvio padrao para o ajuste por minimos
quadrados da reta (SD = 16,54) [58].
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Figura 5.7: Curva analitica construida com o uso do microssistema para a determinacdo de
fluoresceina na faixa de concentragdo de 0,2a 1,0 mg L™.
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E importante relatar que, embora o limite de detecgdo encontrado seja ainda

modesto em relagdo aos obtidos com outros sistemas miniaturizados [59] (0,30 ug L
"), as condicdes utilizadas para a determinagdo precisam ser otimizadas para a
obtencado de melhores resultados. Conforme mostram os espectros na Figura 5.8, o
filtro dptico empregado ndo é transparente para a regido de maxima emissao do
fluoréforo, diminuindo a sensibilidade do método. Entretanto, ao se empregar um
filtro 6ptico com aproximadamente 70 % de transmitancia em 525 nm, nao houve
resposta analitica para os padrées estudados devido a elevada radiacao de fundo
gerada pelo LED. Embora as fibras 6pticas utilizadas para guiar as radiacées de
emissao e excitacdo tenham sido acopladas em angulo de 90°, parte da radiacao nao
colimada do LED é refletida nas paredes do canal da célula de fluxo atingindo o
detector. Como a radiagdo do LED nao é totalmente monocromatica [38], algumas
componentes da mesma nédo sao filtradas, gerando o elevado sinal de fundo. Para
minimizacdo deste problema, outra fonte de excitacdo poderia ser empregada em
substituicdo ao LED. Um laser, por exemplo, seria uma excelente opg¢ao por
proporcionar feixes colimados de alta poténcia e com radiacdo de 6tima

monocromaticidade.
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Figura 5.8: Espectros de: Emissdo do LED utilizado como fonte de excitagdo, emissao do fluoréforo
(excitado em 470 nm), e espectro de transmitancia do filtro éptico utilizado.
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5.1.2.3 Determinacao de ions calcio e magnésio em aguas minerais

De acordo com o descrito na secao 5.1.1.3, o microssistema construido para
esta aplicagao foi desenvolvido para permitir a confluéncia das solugdes. A literatura
mostra que esta estratégia melhora a mistura dos reagentes com o “plug” de amostra
em relagdo aos sistemas de linha Unica, permitindo que volumes maiores sejam
amostrados com consequente aumento na sensibilidade do método [39]. Neste
primeiro estudo com os microssistemas, a confluéncia foi realizada empregando-se
uma configuragdo de fluxo alternativa, Figura 5.4, na qual a zona de amostra e a
solugdo do reagente se encontram em um ponto P, onde a possivel turbuléncia
ocasionada pelo encontro abrupto poderia melhorar a mistura dos fluidos. A Figura
5.9 mostra, entretanto, que ao se confluir uma solugéo acidificada de KMnQO4 0,4 mol
L com uma solugdo de cloreto de hidroxilamina (5 % m/v) empregando-se a
configuragé@o de fluxo proposta, ndo houve uma mistura efetiva no referido ponto. As
diferentes solucdes foram impulsionadas paralelamente ao longo do pequeno canal
que liga o ponto P a bobina de reagado, sendo observada a mistura entre elas
somente a alguns centimetros apds a confluéncia. Este resultado comprova a
existéncia de um regime de fluxo altamente laminar nos microcanais, que limita a

eficiéncia da mistura no procedimento de confluéncia.

Figura 5.9: Imagem obtida com microscopio digital mostrando a confluéncia de uma solugido saturada
de KMnO, com uma solugado de hidroxilamina (5% m/v) (a) e imagem comparativa mostrando o
bombeamento da mesma solugdo de permanganato em ambos os canais de confluéncia (b). P: ponto
de confluéncia.
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A Figura 5.4 mostra que a posicdo das fibras empregadas para guiar as

radiacdes de excitacdo e emissao foi invertida em relacdo aquela utilizada para a
determinacao de fluoresceina, Figura 5.2. Esta alteragao foi realizada com o objetivo
de minimizar o aumento gradual da linha de base, observado nos estudos iniciais
com fluoresceina (5.1.2.2), os quais podem ter sido causados por adsorcdo do
fluoréforo nas paredes dos canais. Como as fibras empregadas para a captacao da
radiacdo de emissdo foram acopladas paralelamente ao canal de deteccédo, os
efeitos indesejaveis da emissao do fluoroéforo nas paredes deste canal podem ser
minimizados ou eliminados, com esta nova configuracdo. De fato, o fiagrama
apresentado na Figura 5.10 (a) mostra que a linha de base se manteve praticamente
constante ao longo de todo o periodo de realizacdo das medidas, de forma que a
posicao das fibras podem ter realmente influenciado para a melhora deste resultado.
Apesar disto, por se tratar de uma aplicacao diferente com um novo sistema, serao
necessarios outros estudos para verificar se a posicao das fibras realmente implica
na melhora do sinal analitico.

O sinal ampliado na Figura 5.10 (b) mostra que os picos obtidos para a injecao
dos padrdes apresentaram um perfil muito diferente daqueles observados para a
determinacdo de fluoresceina na secdo 5.1.1.2. Devido ao grande numero de
variaveis alteradas em relacdo a aplicacao anterior, tais como adi¢cao do reagente por
confluéncia, tamanho dos canais, reacdes envolvidas e posicionamento das fibras, é
dificil propor causas para esta modificacdo. Entretanto, estudos preliminares
mostraram que um perfil semelhante para o sinal foi obtido ao se realizar esta
determinacdo empregando-se a configuragdo em linha Unica com o mesmo
microssistema utilizado nos ensaios com fluoresceina (Figura 5.11). Deste modo,
quase todas as modificacdes realizadas para o “novo” microssistema devem ter
influenciado muito pouco no perfil de resposta obtido para esta aplicagdo. Vale
relatar também que, durante os ensaios realizados com os dois dispositivos, 0s
canais apresentaram-se mais brancos e opacos em relacdo ao que vinha sendo
observado nas outras aplicacdes. A solucao extremamente basica (KOH 0,02 mol L
') utilizada na determinagéo parece modificar momentaneamente as propriedades de

superficie do polimero com consequlente alteragdo no sinal analitico.
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Figura 5.10: Determinacdo fluorimétrica de ions Ca®* e Mg®* em aguas minerais. Fiagrama para
injecdes dos padrées (0,0-125 pmol L em célcio) e das amostras (a) e detalhe do sinal para a injecéo
de um padrdo com 100 umol L" do analito (b). R: pequeno ruido observado antes do sinal analitico.
Picos em cinza referem-se as injecdes para limpeza do sistema.
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Figura 5.11: Detalhe do sinal obtido para a injecdo de um padrédo com 3,0 mg L" em Ca** a partir do
microssistema empregado para a determinacao de fluoresceina (Figura 5.5 (a)).

E preciso relatar também que o ruido observado antes do sinal analitico na
Figura 5.10 (b) é bastante semelhante aquele observado na secdo 4.1.2.4 para a
determinacao fotométrica de ions Cr(VI). Conforme ja discutido naquela secéo, este
ruido esta relacionado com o procedimento de aspiragdo da amostra, durante a

injecao hidrodinamica.
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O método utilizado para a determinacéo fluorimétrica de fons Ca** e Mg®* em

amostras de aguas minerais foi adaptado do método proposto no inicio da década de
90 por Chimpalee et al. [60]. A escolha deste método foi baseada na sua
simplicidade e facilidade para adaptacdo em escala miniaturizada e por empregar um
fluoréforo cuja excitacdo pode ser efetuada com radiagdo visivel azul (470 nm).
Desta forma, um LED com maximo de emissdo exatamente neste comprimento de
onda foi utilizado para a realizacdo das medidas, tornando o sistema, como um todo,
mais compacto. E importante destacar, entretanto, que os autores do método original
nao empregaram a excitacdo com radiacdo deste comprimento de onda, mas com
radiacao ultravioleta (365 nm), sendo que ambas podem ser utilizadas para o0 mesmo
propésito [61].

A Figura 5.12 mostra que a curva analitica construida com as médias das
alturas dos picos em relacdo ao sinal para o branco apresentou uma boa linearidade
(R= 0,995) para a faixa de 1,0 a 5,0 mg L' em Ca?" (aproximadamente 25 a 125
umol L7). Este resultado pode ser considerado plenamente satisfatério se
comparado ao método em fluxo convencional [60 e 62], onde a relacao linear entre a
concentracdo e o sinal analitico é observada apenas para concentracbes maiores
que 3,0 mg L. O limite de detecgdo de 1,6 pmol L™ (cerca de 0,07 mg L) foi
estimado para o método com o microssistema, empregando-se o0 sinal calculado
como o coeficiente linear da curva (127,8) adicionado de trés vezes o desvio padrao
para o ajuste por minimos quadrados (3 x SD = 6,45).
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Figura 5.12: Curva analitica construida com o uso do microssistema para a determinacao de Ca® na
faixa de concentragdo de 25 a 125 pymol L " (0,2 a 1,0 mg L") do analito.
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Com as condi¢gdes descritas na seg¢ao 5.1.1.3, a repetibilidade obtida para 5

injecdes do padrdo com 3,0 mg L' em Ca* foi de 3,5 % e a freqiiéncia analitica
estimada com base nos tempos de amostragem, reacdo e deteccdo foi de 40
injecGes por hora. Esta freqliéncia, embora possa ser aumentada, é comparavel as
50 injecdes por hora obtidas com o método em fluxo convencional desenvolvido por
Chimpalee et al. [60], mostrando um bom desempenho do microssistema com
relacdo a esta figura de mérito.

Comparado ao método em fluxo convencional, a principal vantagem no uso do
microssistema proposto estd no consumo de reagentes e no volume de residuos
gerados. A Tabela 5.2 mostra, por exemplo, que para o mesmo numero de injecoes
(50), a massa de KOH descartada ao se utilizar o microssistema € cerca de 400
vezes menor que aquela descartada ao se empregar o método proposto por
Chimpalee et al [60]. Da mesma forma, a Tabela 5.3 mostra que ha a reducao de
aproximadamente 58 vezes na massa de calceina descartada com o microssistema
em relacdo ao sistema FIA convencional, embora este ultimo permita a injecdo mais
rapida das amostras (60 minutos para 50 amostras contra 75 minutos para 0 mesmo

ndamero de amostras com 0 microssistema).

Tabela 5.2: Condigées utilizadas com o sistema FIA miniaturizado proposto (uFIA) e com um sistema
FIA convencional [60] em termos do consumo de hidréxido de potassio para a injecao de 50 amostras.

tempo de Analise vaze"lo1 concentre}géo der::asr?: da
min. L min mol L’
(min.) (W ) ) (ma)
MFIA 75 60 0,02 5,0
FIA 60 1000 0,6 2000

Tabela 5.3: Condigées utilizadas com o sistema FIA miniaturizado proposto (uFIA) e com um sistema
FIA convencional [60] em termos do consumo de calceina para a injegcao de 50 amostras.

tempo de Analise vaze"lo1 concentrggéo der::as::da
min. L min’ mg L
(min.) (W ) (mglL’) (mg)
uFIA 75 60 10 0.05
FIA 60 800 60 2,88
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Conforme listado na Tabela 5.4, os valores de concentragdo determinados

com o método proposto diferiram em menos de 6% para a maioria das amostras
analisadas em relagdo aqueles determinados através do método em batelada
(volumetria de complexacdo). Os erros relativos observados ocorreram de forma
aleatoria, indicando a inexisténcia de erros sistematicos nas medidas, o que foi
confirmado aplicando-se teste estatistico de regressao linear [58] para o qual a curva

que relaciona as concentragdes obtidas pode ser descrita por:

y=(-44,6%162,7)+(1,11£0,22)x

Tabela 5.4: Concentracdes totais de fons Ca®* e Mg®* determinadas através do método fluorimétrico
com o microssistema FIA e por volumetria de complexa¢do com EDTA.

MFIA* Complexometria**
Amostra [Ca2+]+[M92+] SD [Ca2+]+[M92+] SD Erro
(umol L) (umol L) Relativo %
Schin 1170 91 1020 8 +14,0
Indaia 837 28 825 5 +1,5
Crystal 143 11 154 2 -7,0
Premiata 483 9 460 7 +5,1
Fresca 453 8 451 1 +0,6
Minalba 788 34 822 3 -4.1

*médias para 3 inje¢des
**médias para 3 determinagdes

Embora ainda sejam necessarios outros estudos para uma melhor avaliacao
dos microssistemas propostos, foi demonstrado, neste capitulo, que a determinacgao
fluorimétrica em um dispositivo microfluidico a base de UA pode realizada de forma
simples e eficiente, com resultados comparaveis aos obtidos com sistemas em fluxo

convencionais.

114 -



Capitulo
6

Conclusées e Perspectivas

- 115 -



Capitulo 6: Conclusbes e Perspectivas

6.1 Conclusoes e Perspectivas

O presente trabalho demonstrou que microssistemas para analise em fluxo
podem ser desenvolvidos de forma rapida e eficiente, empregando-se técnicas
simples e de baixo custo.

Embora o sistema em PMMA tenha sido fabricado por ablacao a laser, a qual
€ uma técnica relativamente cara e complexa, a selagem dos canais com um filme
plastico adesivo mostrou-se plenamente adequada para o desenvolvimento de
dispositivos neste material. Esta estratégia podera facilitar ainda mais a construgao
de microssistemas em PMMA onde os canais sdo gravados a partir de técnicas
simples como a moldagem por pressao a quente.

A otimizacao da técnica de fotolitografia profunda no UV para a fabricacao de
microssistemas de analise em fluxo foi, sem davida, a maior contribuicao do presente
trabalho. A partir dos procedimentos propostos, dispositivos microfluidicos foram
confeccionados de forma simples e eficiente em menos de duas horas,
caracterizando um processo de prototipagem rapida, adequado para o
desenvolvimento de pesquisas na area de miniaturizacdo. Foi observado também
que esta técnica de microfabricagdo pode ser implementada em qualquer laboratério
com custos extremamente baixos. Uma estacdo de microfabricagdo, incluindo
expositora “home-made”, filmes de transparéncia, impressora a laser, placas de
acrilico e fotorresiste a base de UA pode ser adquirida por menos de US$ 700,00,
tornando a técnica extremamente atraente para grupos de pesquisas com poucos
recursos.

A selagem dos microssistemas em UA com uma camada do préprio substrato
com superficie ndo polimerizada representou um grande avanco para a fabricacao
destes dispositivos. Foi demonstrado que o procedimento proposto é
significativamente mais simples e mais facil de ser aplicado em relagdo aos
procedimentos j& descritos na literatura, permitindo que canais com dimensdes
menores que 100 um sejam selados de forma eficaz em uma estrutura monolitica.

As estratégias propostas para a integracao das células de fluxo fotométricas e
fluorimétricas aos microssistemas foram também muito bem sucedidas,

possibilitando a aquisicdo de sinais analiticos com étimas razdes sinal/ruido que
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permitiram a aplicagcdo dos dispositivos a diferentes determinacdées. Em relagéo a

muitas das propostas descritas na literatura para o mesmo objetivo, estas
alternativas de integracao dos sistemas Oépticos de deteccdo se mostraram mais
simples e eficazes, dispensando o uso de instrumentos complexos e facilitando a
implementagdo em escala miniaturizada.

A reducdo no consumo dos reagentes e na geracado de residuos constatada
para as diferentes aplicagdes dos microssistemas FIA propostos em relacdo aos
sistemas FIA convencionais demonstrou que o0 uso de dispositivos miniaturizados
podem reduzir ainda mais os custos das analises e o volume de residuos toxicos que
necessitam de tratamento. Outros métodos em fluxo poderdo ser adaptados para a
versdao em microescala, utilizando-se as técnicas propostas neste trabalho,
proporcionando resultados melhores que o0s ja obtidos com o0s sistemas
convencionais.

Para os microssistemas desenvolvidos em UA, deverao ser realizados, nos
préximos anos, estudos sobre a possibilidade de bombeamento eletroosmaético dos
fluidos nos microcanais, 0 que podera permitir ndo s6 a fabricacdo de dispositivos
para analise em fluxo mas também de “chips” aplicados para a separacao de
espécies por eletroforese. Outra alternativa para o bombeamento e direcionamento
dos fluidos devera ser implementada, em breve, aos microssistemas, com a
integracao de microvéalvulas e microbombas de membrana fabricados com o mesmo
fotorresiste a base de UA. Para isto, novas estratégias vém sendo estudadas pelo
grupo de pesquisa coordenado pelo professor Luiz Otavio S. Ferreira (FEM-
UNICAMP), de modo a possibilitar a construgdo de dispositivos microfluidicos mais
compactos e mais completos.

Pretende-se também desenvolver microssistemas a base de UA, nos quais o
préprio substrato possa ser utilizado para a imobilizacao de reagentes que permitam
a deteccao seletiva de espécies quimicas através de um sensor éptico integrado ao
préprio dispositivo. Ensaios ja estdo sendo realizados pelo grupo de instrumentacao
e automacgao em Quimica Analitica (GIA-UNICAMP) para avaliacdo desta estratégia,

a qual podera ampliar as aplicacées dos microssistemas propostos.
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A.1 Microssistemas em resina de poliéster e em elastomero para
flexografia

Além do poli(metilmetacrilato) e da resina fotossensivel a base de UA, outros
materiais, como uma resina a base de poliéster (Resina Cristal 440-C- Glasspercil) e
um fotopolimero sélido (Dupont - Cyrel®), foram empregados para a fabricacdo de
microssistemas através das técnicas de moldagem em cera e fotolitografia,
respectivamente. Devido as dificuldades encontradas, os dispositivos desenvolvidos
através destes materiais ndo puderam ser aplicados analiticamente, o que
imposibilitou a avaliagdo mais aprofundada dos mesmos, tornando a sua descricao,
no corpo principal do texto, pouco coerente. Apesar disto, as técnicas descritas neste
apéndice poderdo ser otimizadas e utilizadas com sucesso na fabricagdo de novos

microssistemas, justificando a sua descricao neste apéndice.

A.1.1 Microssistema em resina de poliéster

Uma resina a base de poliéster facilmente encontrada no comércio e utilizada
para a manufatura de artesanatos (Resina Cristal 440-C- Glasspercil) foi empregada
para o desenvolvimento de um protétipo a partir de um molde em cera. A Figura A 1
ilustra as etapas do procedimento proposto para a microfabricacdo. Inicialmente, um
molde em baixo relevo foi desenvolvido sobre um elastdmero a base de uretana-
acrilato a partir da técnica de fotolitografia, secdo 3.1.2.1. Sobre este molde,
depositou-se cuidadosamente a cera (Cera Rosa No. 7 Wilson®), previamente
fundida em cadinho, de forma preencher os canais e deixar certo excesso sobre 0
mesmo (Figura A 1 (a)). A seguir, uma placa de vidro foi utilizada para formar uma
configuragdo em sanduiche com a cera e com a estrutura em baixo relevo utilizada
para dar forma ao molde (Figura A 1 (b)). Depois da solidificacdo da cera, o que
levou cerca de 10 minutos, separou-se, as partes obtendo-se a uma estrutura em
alto relevo aderida a placa de vidro, Figura A 1(c). Esta separacéao foi possivel gracas
a baixa aderéncia da cera ao elastobmero e a flexibilidade deste polimero que permitiu
realizar esta operacéao facilmente. A estrutura de cera foi entdo utilizada como molde
para a confeccdo do sistema em resina de poliéster. Como ilustrado na Figura A 1(d),

a resina de poliéster foi depositada sobre o molde de cera e, em seguida, 0 conjunto
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(Figura A 1(e)) permaneceu em repouso por 24 horas, permitindo a polimerizagdo da

resina, a qual ocorre por acdo de um catalisador adicionado a mesma. Apds este
periodo, as partes foram separadas com o auxilio de aquecimento, com um secador
de cabelo, revelando os canais no substrato (Figura A 1(f)). E importante salientar
que os residuos de cera que permaneceram aderidos ao sistema foram eliminados
por meio do aquecimento até a temperatura de fusdo da cera, cerca de 70 °C e

posterior lavagem com detergente e agua.

Q) (a) (b) O |

O Molde em elastomero

O Cera

[0 Placa de vidro

B Resina de poliéster
Figura A 1: Esquema do processo utilizado para a construcdo de sistemas rigidos em resina de
poliéster. Espalhamento da cera fundida sobre um molde feito em elastémero a base de uretana-
acrilato (a), “sanduiche” com uma placa de vidro (b), separacdo do molde de cera aderido ao vidro (c),
deposicao da resina liquida de poliéster (d), repouso por 24 h para polimerizacdo (e) e separagao do
dispositivo do molde de cera (f).

Os canais construidos por meio desta técnica foram selados com um filme
plastico adesivo (Con-tact®, Vulcan) de forma idéntica a descrita na secdo 2.1.1 para
o sistema em PMMA. Uma fotografia do sistema construido a partir da técnica

proposta é apresentada na Figura A 2.
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Figura A 2: Sistema FIA miniaturizado em resina de poliéster.

Conforme mostra a Figura A 2, o polimero resultante do processo de cura da
resina é transparente e rigido o que pode facilitar a adaptagéo de detectores Opticos
para a regiao visivel do espectro. Apesar disto, o material se apresentou
extremamente quebradico, o que dificultou a confecgdo de furos para realizacdo da
conexao dos microcanais com o mundo exterior. Embora tenham sido utilizadas
brocas com diametro de 0,7 mm, aplicando-se pequena pressao sobre o substrato,
durante a sua perfuracéo, foram observadas trincas no material que impossibilitaram

a utilizacao do dispositivo.

A.1.2 Microssistema FIA em fotopolimero para flexografia

Um fotopolimero freqliientemente empregado na industria grafica para
desenvolvimento de tipos para impressoées por flexografia foi também estudado para
o desenvolvimento de um microssistema para analise em fluxo. A técnica de
fotolitografia no ultravioleta foi utilizada por técnicos da Faculdade de Tecnologia
Gréfica da Escola SENAI Theobaldo de Nigris em Sao Paulo/SP para desenvolver
um protétipo em Cyrel® [63], 0 qual € um fotopolimero sélido e flexivel, fabricado pela
DuPont, que pode ser fotolitografado por exposicao seletiva de algumas regides a
radiacao ultravioleta.

Os canais foram gravados sobre o fotopolimero empregando-se equipamentos
comerciais, disponiveis na escola SENAI, que realizaram as operacbes de
fotolitografia e revelacdo do resiste, de forma automatizada. Uma mascara
confeccionada em fotolito foi utilizada em conjunto com estes equipamentos para

criar canais com perfis semicirculares com dimensdes da ordem de 200 ym de

- 131 -



Apéndice A: Microssistemas em poliéster e em elastémero para flexografia
largura e 300 um de profundidade, seguindo a disposicao apresentada na Figura A 3.

Os canais foram arranjados ao longo de uma placa de fotopolimero com dimensdes
de 100 mm x 40 mm x 2 mm e selados com um filme plastico adesivo (Con-tact®,
Vulcan) de forma idéntica a descrita na secdo 2.1.1.1 para o sistema em PMMA.
Para acesso das solugcbes ao sistema, agulhas hipodérmicas com diametro externo
de 0,45 mm foram inseridas cuidadosamente através das laterais do dispositivo por
perfuragéo do polimero com as préoprias agulhas.

Foi também proposto para este sistema a integragdo de uma célula de fluxo
com caminho 6ptico de 5,0 mm. Para isto, duas fibras 6pticas plasticas com 250 ym
de diametro foram adaptadas conforme o detalhe apresentado na Figura A 3,
utilizando-se dois canais que foram fabricados para guiar e alinhar as fibras ao canal
de deteccao. Nesta proposta, o canal de deteccao e os canais das fibras foram
confeccionados de forma a ficarem separados por uma parede de polimero com

aproximadamente 300 um de espessura.

Figura A 3: Sistema FIA miniaturizado em fotopolimero para flexografia (Cyrel®-DuPont). A-D:
agulhas hipodérmicas, E: detalhe da célula de fluxo, FO: fibras Opticas, CF: cela de fluxo, CD: canal
de detecgéo.

Os equipamentos e tecnologias empregadas para a fabricacdo destes
microssistemas permitem desenvolver estrutruturas com o6tima resolugdo em
dimensdes de até 10 um. Testes preliminares demonstraram que a selagem do
dispositivo com um filme plastico adesivo foi eficiente, de modo que nenhum
vazamento ou deformidades na interface filme/substrato foram observados ao se
bombear 4gua destilada ao longo dos canais em vazées de até 1,0 mL min™,
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Apesar destes bons resultados preliminares, a integracdo da célula para

deteccao fotométrica empregando-se a estratégia descrita anteriormente nao foi bem
sucedida. A introducdo das fibras nos pequenos canais previamente confeccionados
para a adaptacdo das mesmas provocou o rompimento da selagem nas regioes
préximas ao canal de deteccdo, impossibilitanto o uso do sistema. Ao se empregar
canais maiores para a adaptacao das fibras, este problema nao ocorreu. Entretanto,
houveram enormes dificuldades para alinhar ambas as fibras com o canal de
deteccao, o que nao permitiu a aquisicao do sinal analitico.

Embora ndo tenham sido avaliadas neste estudo, outras estratégias de
detecdo poderdo ser implementadas a estes dispositivos proporcionando melhores
resultados.
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B.1 Instrumentacao

Como visto anteriormente, alguns dispositivos como mini-bombas de pistéo,
mini-valvulas solendides, LEDs, fotodiodo e fotomultiplicadora foram utilizados em
conjunto com os microssistemas para as determinacdes fotométricas e fluorimétricas.
Neste apéndice, serdo apresentados os circuitos eletronicos desenvolvidos para o

controle destes dispositivos com uma breve discussdo do seu funcionamento.
B.1.1 LED e fotodiodo

Para as determinacbes fotométricas descritas anteriormente, diodos
emissores de luz (LED) foram utilizados como fonte de radiacdo e um fotodiodo (RS-
308-067) foi empregado como transdutor. Estes componentes foram instalados em
um fotdmetro multicanal “home-made” recentemente desenvolvido [38], empregando-
se 0s circuitos eletrénicos apresentados na Figura B 1.

Com a aplicagdo de um sinal légico proveniente de um computador equipado com
uma interface eletrénica (PCI 9111 DG/HR) na base do transistor (ULN 2001 A), o
LED era acionado e a intensidade da sua radiacdo era ajustada, variando-se a
corrente aplicada ao mesmo, através do resistor variavel de 1 kQ localizado no
terminal do coletor do transistor, Figura B 1(a). O fotodiodo utilizado possuia quatro
terminais, dos quais dois foram conectados ao terra do circuito, um foi conectado a
fonte de alimentacao (+8 V cc) e o ultimo, terminal de tensao de saida, conectado ao
circuito de amplificacdo, ilustrado na Figura B 1(b). Neste circuito, a tensao
proveniente do fotodiodo (Vin) era amplificada ao valor da tensao de saida (Vout) de
acordo com a fungdo descrita na equacdo /. O terminal da tensdo de saida do
circuito amplificador era, entdo, conectado a entrada analdgica da interface
eletrdnica, acoplada ao microcomputador, para a conversao analdgica/digital (12 bits)

do sinal analitico.
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+ 8V

1500

1kQ

) 10 k&
Sinal

PC

LED =

(a) (b)

Figura B 1: Circuitos eletronicos do fotdmetro: Acionamento dos LEDs (a) e amplificagdo do sinal (b),
T: Transistor, Ry = Ry = 10 kQ, RV, = 100 kQ.

(1D

B.1.2 Mini-bombas de pistao e mini-valvulas solendides

Conforme citado anteriormente, duas mini-bombas de pistao (LPVX-0502150
B e LPVX 0504950 B, Lee®) foram utilizadas para a propulsdo dos fluidos em
determinadas aplicacdes dos microssistemas. Como ilustrado na Figura B 2, estes
dispositivos consistem basicamente de um motor de passo, de um reservatério para
as solucdes de trabalho e de um pistdo que, ao se movimentar, dispensa parte da
solucao presente no reservatorio ou aspira as solucoes externas a este, dependendo

do sentido do seu movimento.
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Figura B 2: llustracdo do interior de uma de uma mini-bomba pistédo (LPVX-0502150 B, Lee®). MP:
motor de passo bipolar, P: pistdo, R: reservatério e A: canais de acesso ao reservatério.

Uma das bombas utilizadas (LPVX-0502150 B) possui um reservatério com
capacidade para 250 uL e permite dispensar volumes de 0,5 pL, a cada passo
completo do motor, ou volumes de 0,25 yL com o motor trabalhando em modo de
meio passo. A outra bomba empregada (LPVX 0504950 B) possui um reservatorio
com capacidade para 750 pL e permite dispensar volumes de 1,5 yL ou 0,75 yL com
o motor operando em modo de passo completo ou meio passo, respectivamente. As
duas mini-bombas possuem pistdes em ceramica de zirconia (YTZP) e reservatorios
em polieteretercetona (PEEK). As dimensdes, semelhantes para as duas, é da
ordemde 4 x4 x 11 cm.

Conforme mostra a Figura B 3(b), os terminais de cada motor de passo foram
conectados a duas pontes de transistores (CI-L298) e a tensdo de +5 V cc. Para
permitir o bombeamento, a seqiiéncia sinais l6gicos apresentada na Figura B 3(b) foi
aplicada a base de transistores especificos da ponte (Q2-Q3, Q1-Q4, Q6-Q7 e Q5-
Q8) fazendo com que o sentido da corrente ao longo das bobinas do motor fosse
alterado a cada passo (A, B, C e D na Figura B 3(a)). Deste modo, dependendo da
ordem de aplicacdo dos sinais logicos (passos A—D ou D—A), o motor girava em
sentido horario ou anti-horario, proporcionando a dispensa ou aspiragao dos fluidos.

Embora a seqliéncia de sinais légicos apresentada acima pudesse ser gerada
por um microcomputador, optou-se pelo emprego de um circuito integrado (Cl), L297,
para realizagdo desta operagdo. Conforme indicado no esquema da Figura B 4, este

componente foi conectado ao Cl L298 (ponte de transistores), a um circuito gerador
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interface do microcomputador através de um “buffer” (Cl-

by

de onda quadrada e a
TC4050B). Com esta configuracdo, foi possivel alterar as propriedades de
funcionamento da mini-bomba, tais como modo de atuacédo (passo completo/meio
passo) e sentido do deslocamento do pistdo (aspira/dispensa fluido), enviando sinais
digitais provenientes da interface eletrénica aos pinos 10, 17, 19 e 20 do Cl L297. O
controle da vazao foi realizado ajustando-se a freqiiéncia da onda quadrada gerada
pelo circuito oscilador baseado no Cl 555, Figura B 5, através do potenciémetro (P)
de 5 MQ. Como este circuito oscilador atua como “clock” do Cl L297, a alteracdo da
freqUéncia da onda faz com que a seqliéncia de bits necessaria ao funcionamento da

bomba ocorra de forma mais rapida ou mais lenta, alterando a vazdo de

bombeamento.
preto
Passo Q2-Q3 | Q1-Q4 | Q6-Q7 | Q5-Q8 | A % ®
D vermelho
i A 1 0 1 0 A ToVee
S -
P B 0 1 1 0 S a1
e p
n c 0 1 0 1 : )
S w
2 D 1 0 0 1 a
v A 1 0 1 0

(a) (b)
Figura B 3: Seqléncia de bits necessaria ao acionamento das mini-bombas de pistdo (a) e conexao

dos terminais das bombas com as pontes de transistores (b). Q1-Q4 e Q5-Q8: pontes de transistores
integradas ao CI-L298.
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Figura B 4: Esquema do circuito “Driver” construido para controle das mini-bombas. D1-D9: diodos
BYV96E de 2A. Valores das resisténcias indicadas em ohms. Todos os resistores sdo de 4 w com
excecao dos resistores R1 e R2 (5W). O esquema do circuito oscilador é apresentado na Figura B 5.
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Figura B 5: Circuito oscilador (gerador de onda quadrada) utilizado como “clock” do Cl L297 na Figura
B 4. P: potenciémetro utilizado para ajuste da freqiiéncia da onda gerada.

As mini-valvulas solendides (LHDA 0531415H, Lee®) utilizadas para o
direcionamento do fluxo em algumas aplicagdes dos microssistemas apresentam a
estrutura interna ilustrada na Figura B 6, com um volume interno de 70 uL, volume
morto de 5 uL e dimensdes da ordem de 3 x 7 x 13 mm. Como pode ser observado,
estas valvulas dispdem de trés vias, sendo uma via comum (VC), uma via
normalmente fechada (VNF) e outra normalmente aberta (VNA). Com a valvula
desligada, a mola (M) pressiona a cabeca do pistdao (P) contra o canal VNF,
impedindo a passagem de fluido nesta via devido a vedacao realizada por um selo
de silicone (S1) localizado na parte dianteira da cabeca do pistdo. Nesta condicao, o
fluxo ocorre apenas entre VC e VNA, de acordo com o indicado pelas setas. Com o
acionamento da valvula através da aplicacdo da tensdo de +5 V entre seus dois
terminais, o campo magnético gerado pela bobina (B) provoca o deslocamento do
pistdo para a esquerda, obstruindo o canal VNA por ag¢ao do selo de silicone (S2)
localizado na parte traseira da cabeca do pistdo. Nesta condicdo, o fluido segue
apenas entre as vias VC e VNF.

O acionamento das valvulas foi realizado através de um microcomputador
empregando-se o circuito apresentado na Figura B 7. Com a aplicagdo de um sinal
l6gico alto na base do transistor (ULN2001A) um dos terminais da valvula era
aterrado, fornecendo corrente a bobina e provocando o deslocamento do pistéo.
Com a aplicagdo de um nivel légico baixo na base do transistor, a valvula era

desligada.
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B M 82 81

Figura B 6: llustragcdo do interior de uma mini valvula solen6ide LHDA 0531415H. P: pistao, B:
bobina, M: mola em acgo inoxidavel 430F, S1 e S2: selos em silicone, C: corpo em politereftalato de
butileno (PBT).

+5V

10 kQ
Sinal
PC

Figura B 7: Circuito eletrbnico para acionamento das mini-valvulas solendides. T: transistor
(ULN2001A) e S: valvula solendéide

B.1.3 Automacao com um microcontrolador programavel

O uso de um microcontrolador programavel para a automacao das operacoes
de andlise realizadas com os microssistemas FIA foi também proposta neste trabalho
com o objetivo de permitir a utilizacdo dos microdispositivos em campo. Um médulo
eletrénico baseado nos circuitos integrados (Cl) PIC16F819, L297, L298 e OPT101
foi desenvolvido para o controle das mini-bombas de pistao, mini-valvulas solendides
e fonte de radiagdo (LED), além da conversdo analdgico/digital (A/D) do sinal
analitico e a transmissdao do mesmo para um ‘“lap-top” ou “desktop” via RS232/USB.
O esquema do circuito eletrébnico do médulo desenvolvido é apresentado na Figura B
8 e uma fotografia geral do instrumento é apresentada na Figura B 9.
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PICI6F819

RC)

Figura B 9: Fotografia com vista geral do sistema microcontrolado. “lap-top” para visualiza¢do gréfica
e armazenamento dos dados (a), microssistema FIA (b) e médulo controlador construido com base no
CI PIC 16F819.

Como pode ser observado na Figura B 8 o circuito utilizado para acionamento
das bombas é semelhante ao apresentado na Figura B 4. Entretanto, nesta
configuragéo, o controle do Cl L297 através dos pinos 10, 17, 19 e 20 é realizado a
partir de sinais l6gicos provenientes do microcontrolador (PIC16F819) e ndo de um
PC com interface eletrénica, como era realizado anteriormente. Da mesma maneira,
o0 acionamento das mini-valvulas solendides e do LED utilizado no sistema de
deteccao foi executado a partir de sinais légicos provenientes dos pinos 11 e 12 do
PIC, respectivamente. Vale observar que os circuitos para acionamento das valvulas
e LED séo ligeiramente diferentes daqueles apresentados nas secées B.1.1 e B.1.2.
Transistores TIP 121 foram utilizados no lugar dos transistores ULN2001A e a
alimentacao do LED foi feita com a tensao de +5 V ao invés de +8 V.

Para a realizacdo da detecgcao fotométrica, um Cl OPT 101 com fotodiodo e
sistema de amplificacado integrado foi utilizado como transdutor. Este dispositivo foi
conectado a um capacitor de 33 pF e a um resistor variavel de 5 MQ, o qual foi
utilizado para ajuste da amplificacdo do sinal. Como mostra o circuito apresentado no
canto inferior esquerdo da Figura B 8, o terminal de saida do OPT-101 (pino 5) foi
conectado ao pino 17 do PIC, onde o sinal amplificado foi convertido em um sinal
digital de 10 bits por um conversor A/D do préprio microcontrolador. Este sinal foi,
entdo, enviado a um microcomputador (“lap-top” ou “desktop”) via RS-232 através
dos pinos 1 e 18 do PIC, sendo o Cl MAX 232 utilizado apenas para ajustar o sinal
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proveniente do PIC ao nivel de tensdo normalmente empregado nos

microcomputadores. Como a maioria dos microcomputadores atuais ndo dispde de
entradas RS-232, um cabo conversor (UTS2009-LRI) foi utilizado para conectar o
médulo de controle & entrada USB de um PC. E importante destacar que o
microcomputador foi utilizado somente para a visualizagao grafica e armazenamento
dos dados gerados pelo PIC e ndo para o controle do circuito. Um programa escrito
em VisualBasic® 5.0 foi desenvolvido para este propésito

O circuito apresentado na Figura B 8 foi também equipado com trés chaves
“liga/desliga” que foram conectadas aos pinos 3, 4, 15 e 16 do microcontrolador. A
Figura B 10 mostra a disposicao das referidas chaves no painel frontal do mddulo
controlador proposto. Com o acionamento destas chaves, o usuario pode definir o
tipo de procedimento a ser realizado (analise ou preparagdo do sistema), controlar o
modo de funcionamento das bombas (aspirar ou dispensar as solug¢des) ou iniciar as
operacdes necessarias a uma determinacao analitica, como amostragem e deteccéo.
Estas funcbes e a sua relacdo com a posicdo de cada uma das chaves foram
definidas em um programa escrito em linguagem C, o qual foi compilado e gravado
na memoria do microcontrolador e sera brevemente discutido a seguir.

Figura B 10: Painel frontal do médulo controlador proposto. Chave de energia (a), chave
“condicionamento/analise” (b), chave “aspira/dispensa” (¢), chave “amostrar” (d) e potenciémetros
para ajuste das vazdes das mini-bombas (e).

A Figura B 11 mostra o fluxograma do algoritmo desenvolvido para uma
determinacao fotométrica simples controlada pelo moédulo proposto a partir do
acionamento das chaves “liga/desliga”. Como pode ser observado, apds ligar o
instrumento, o algoritmo verifica o “status” do pino 16 do microcontrolador, o qual é
definido pela posicao da chave “condicionamento/analise” no circuito da Figura B 8.
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Quando este pino é alimentado com a tensao de +5 V (nivel “alto”), o algoritmo passa

a verificar o “status” do pino 15 do PIC, de modo que, alterando-se a posi¢do da
chave “aspira/dispensa” no circuito da Figura B 8, seja possivel realizar a preparagao
do sistema para uma analise através da aspiracao ou propulsao das novas solucoes
de trabalho. Quando o pino 16 do PIC é aterrado (0 V, nivel “baixo”), todas as
bombas e valvulas sédo desligadas e o LED indicador de amostragem é ligado. Para
dar inicio ao procedimento automatico de analise, o “status” do pino 3 do
microcontrolador é alterado de “baixo” para “alto”, acionando-se a chave “amostrar’
no circuito da Figura B 8. Apds o0 acionamento desta chave, a amostra é aspirada
pelo tempo previamente definido no programa do PIC (x ms na Figura B 11) e, em
seguida, a mesma a impulsionada até o detector pelo dobro do tempo utilizado na
amostragem (2x ms). Este procedimento € realizado para permitir que os pistées das
mini-bombas empregadas sejam deslocados sem atingir o final do curso durante a
analise. Como as bombas aspiram em modo de passo completo pela metade do
tempo com que dispensam em meio passo, o deslocamento dos pistdes € sempre o
mesmo e nunca atingem o final do curso.

Durante a propulsédo das solucdes, a leitura do sinal analitico é efetuada em
intervalos de 0,5 s pelo acionamento intermitente do LED. Ao final da leitura, o
algoritmo retorna ao seu inicio e, desde que o “status” do pino 16 nao seja alterado
para “alto”, um novo ciclo de amostragem e leitura do sinal analitico & efetuado
depois do acionamento da chave “amostrar”. Vale lembrar que a chave “amostrar” é,
na realidade, um botdo de mola que ao ser pressionado alimenta o pino 3 do PIC
com +5 V e, ao retornar a sua posicao inicial, fornece a tensdo de 0,0 V a este
mesmo pino. Deste modo, o usuario deve sempre pressionar este botao a cada nova

injecdo de amostra fornecendo um nivel I6gico “alto” ao pino 3 do PIC.
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Figura B 11: Fluxograma do algoritmo proposto para uma determinagao fotométrica simples a partir
de um moédulo controlador baseado no PIC 16F819.
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B.1.4 Implementacao de uma mini-fotomultiplicadora

Este mddulo foi também utilizado para controlar o sistema empregado para a
determinacao fluorimétrica de fluoresceina descrito na secdo 5.1.1.2 e para a
determinacdo de ions Ca?* e Mg?* em amostras de agua descrito na secdo 5.1.1.3.
Para este propdsito, o transdutor (fotodiodo) foi substituido por uma mini-
fotomultiplicadora (Hamamatsu H7468-03), a qual dispbée de uma fonte de alta
tensdo ajustavel até 1000 V, de um conversor analdgico/digital de 12 bits e de uma
saida para comunicacao via RS-232.

Diferentemente do proposto para a automagdo do método fotométrico, um
microcomputador foi utilizado nao sé para o armazenamento e visualizacdo grafica
dos dados, mas também para realizar o ajuste de tensdo e do tempo de integracao
da fotomultiplicadora. Tanto estes ajustes quanto a transmissdo dos dados foram
realizadas conectando-se o microcomputador com a fotomultiplicadora por meio de
um cabo conversor RS-232/USB (UTS2009-LRl).

O algoritmo utilizado para a determinacao fluorimétrica a partir do médulo
proposto foi semelhante aquele descrito na secao B.1.3. Entretanto, ap6s o
acionamento do LED do detector por 100 ms, um sinal digital proveniente do pino 13
do PIC era enviado a um dos terminais da fotomultiplicadora e utilizado como um
“trigger”, dando inicio as operacdes de leitura e conversdo do sinal analitico pela

fotomultiplicadora.

B.1.5 Avaliacao do moédulo de controle na automacao de uma
determinacao fotométrica com um microssistema.

Para avaliacdo de seu desempenho, o moédulo construido foi aplicado em
conjunto com um microssistema para a determinacdo de Fe(ll) em solucbes padrao
com 0,0 a 10,0 mg L do analito, empregando-se o método fotométrico com o-
fenantrolina. As medidas foram realizadas em um sistema de linha unica, tal como o
ilustrado na Figura B 12, para o qual as operacdes de amostragem, mistura dos
reagentes e deteccao foram controladas através do médulo desenvolvido com um
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procedimento idéntico ao utilizado para a determinagdo de ions cloreto descrito na

sec¢ao 4.1.1.3. O microssistema foi também o mesmo utilizado para aquela aplicagéo.
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Figura B 12: Esquema do sistema de analise por injecao em fluxo miniaturizado empregado para a
determinagédo de Fe(ll): B1 e B2: mini-bombas de pistdo; V1-V4: mini-valvulas solendides
(desligadas); C: solugédo carregadora (o-fenantrolina 1mmol L' em tampao acetato pH 4,5); D:
descarte; PA: ‘plug” de amostragem de 0,30 pL, FO: fibras 6pticas e CF: célula de fluxo com caminho
Optico de 5 mm.

B.1.6 Resultados e discussao

B.1.6.1 Avaliacao do médulo de controle na automacao de uma
determinacao fotométrica com um microssistema.

Os resultados obtidos para a determinacao fotométrica de Fe(ll) empregando-
se o mddulo controlador proposto sugere que o mesmo pode ser utilizado para
automacao dos sistemas miniaturizados com bom desempenho. A estabilidade
observada para a linha de base durante as injecdes dos padrbes indicou um “drift”
praticamente desprezivel do sinal analitico, enquanto o desvio relativo de 1,5%,
obtido para 10 injecdes sucessivas de um padrdo contendo 8,0 mg L™ em Fe(ll),
mostrou um 6timo controle dos tempos de amostragem e reacao do analito. A Figura
B 13 mostra o fiagrama obtido para injecbes sucessivas de padrées que foram
injetados em ordem crescente e decrescente de concentracdo. Nesta figura, os picos
demarcados em cinza referem-se aos picos de limpeza, ou seja, aos picos que foram
obtidos imediatamente apds a troca dos padrées com diferentes concentracoes.
Como pode ser observado na Figura B 14, as curvas analiticas construidas a partir
das médias das alturas dos picos injetados em ordem crescente ou decrescente de

concentragdo apresentaram praticamente a mesma sensibilidade com coeficientes
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de correlagdo da ordem de 0,999, indicando a inexisténcia de efeitos de meméria.

Com o algoritmo desenvolvido, obteve-se a frequéncia de amostragem de 60
injecdes h™' enquanto o limite de deteccéo de 0,46 mg L™ foi calculado como o sinal
do branco mais trés vezes o seu desvio padrao.
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Figura B 13: Fiagrama obtido para injecdes de solugdes padrao de Fe(ll) com 0,0 a 10,0 mg L™ do
analito.
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Figura B 14: Curvas analiticas obtidas a partir da média das alturas dos picos obtidos para injecoes
sucessivas de padrées em ordem crescente (curva 1) e decrescente de concentracdo (curva 2).
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Estes resultados assemelham-se aos obtidos para determinacdes fotométricas

realizadas com o mesmo microssistema empregando-se um microcomputador e uma
interface eletrbnica para o controle das operacdes e para a aquisicado dos sinais,
indicando que o médulo desenvolvido pode ser utilizado de maneira satisfatéria para
as aplicagdes dos microssistemas em campo. E importante observar, entretanto, que
todos os circuitos descritos anteriormente foram alimentados com uma fonte de
corrente continua, a qual necessita ser ligada a rede elétrica. Deste modo, para
tornar conveniente o uso do moédulo proposto em campo, sera ainda necessaria a

substituicdo desta fonte por bateriais.
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