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“Nada acontece a menos que sonhemos antes”

Carl Sandburg



“Ha ao menos duas maneiras basicas de conseguir sucesso na vida. Ou vocé possui
um talento excepcional em alguma area de atividade e explora isso, ou vocé segue

0 caminho comum e correto de disciplina, estudo, esforco, humildade, privacoes e
trabalho para conseguir o que deseja. Em qualquer uma delas, ndo existe sonhos se
realizando da noite pro dia. Nenhuma arvore nasce, cresce e oferece frutos
instantaneamente. Tudo demanda trabalho, paciéncia e dedicacéo. E também nédo
existe sorte. O que existe é estar no lugar certo, na hora certa — mas néo por
coincidéncia, mas por estar ativo no jogo! Nao existe essa estdria de marcar um gol
estando no banco de reservas. Vocé tem que estar em campo, chamando o jogo pra
si, tomando a responsabilidade: a responsabilidade por si préprio, de quem faz a

propria vida, e de quem ndo espera, mas faz acontecer.”

Augusto Branco



Resumo

Ferreira, L.M.C. Sistemas Microfluidicos Amperométricos Utilizando Enzimas
Imobilizadas. 2011. 87p. Dissertacdo - Programa de Pés-Graduacdo em Quimica. Instituto

de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

Este trabalho descreve o desenvolvimento de um sistema microfluidico, contendo,
como componente principal, um reator enzimatico constituido de um microcanal fabricado
em substrato de poli(metacrilato de metila) e um sistema amperométrico como detector.
Para a construcdo de microcanais foi utilizando equipamento de usinagem a laser de CO,
para escavar 0s microcanais, que a seguir foram selados termicamente. A superficie interna
desse microcanal foi submetida & modificacdo quimica com poli(etilenoimina), que se
mostrou eficiente para posterior imobilizagdo da enzima glicose oxidase, utilizando
glutaraldeido como agente de ligacdo covalente cruzada, gerando assim um microrreator
para determinagdo amperométrica de glicose. O perdxido de hidrogénio gerado na reacao
enzimatica foi detectado em uma célula eletroquimica em fluxo, localizada externamente ao
reator, com eletrodo de platina como eletrodo de trabalho. Uma bomba peristaltica
programavel foi empregada para promover a injecdo de amostra, utilizando tubulagédo de
pequeno didmetro (0,3 mm), permitindo alcancar reprodutibilidade para a injecdo de pequenos
volumes, tipicamente da ordem de 5 microlitros de solug¢éo. O sistema proposto foi utilizado para
a determinacdo amperomeétrica diferencial de glicose presente em amostras de refrigerantes,
apresentando boa repetibilidade (DPR = 1,72%, n = 50), limite de deteccédo apreciavel (1,40 x10°
® mol L™, elevada frequéncia de amostragem (345 amostras h™) e relativa estabilidade a longo
prazo (420 determinacfes em mais de 20 dias com perda de atividade menor que 50%). As
analises realizadas com o sistema proposto neste estudo levaram a resultados concordantes
com os obtidos pelo método espectrofotométrico classico, utilizado para andlise de glicose em

fluidos biolégicos.

Palavras-chave: Sistemas microfluidicos; analise em fluxo; amperometria; Imobilizacéo

enzimatica; glicose.



Abstract

Ferreira, L.M.C. Amperometric Microfluidic Systems Using Immobilized Enzymes. 2011.
87p. Masters Thesis - Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade

de Sao Paulo, Sdo Paulo.

This work describes the development of a microfluidic system having as a main
component an enzymatic reactor constituted by a microchannel assembled in poly(methyl
methacrylate) substrate, connected to an amperometric detector. To manufacture the
microchannels, a CO, laser ablation machine was utilized to engrave the channels, which in
sequence were thermally sealed. The internal surfaces of the microchannels were chemically
modified with poly(ethyleneimine) which showed good effectiveness for the immobilization of
glucose oxidase enzymes using glutaraldehyde as crosslinking agent, producing in this way
a microreactor effective for the amperometric detection of glucose. The hydrogen peroxide
generated in the enzymatic reaction was detected in the electrochemical flow cell, localized
outside of the reactor, using platinum as the working electrode. A programmable peristaltic
pump was utilized to inject the samples, utilizing tubes with small diameter (0.3 mm),
allowing attain reproducibility even for injections of small volumes, in the order of 5
microliters of solution. The proposed system was applied for differential amperometric
determination of glucose content in soft drinks, showing good repeatability (DPR = 1.72%, n
= 50) low detection limit (1,40 x10® mol L), high sample frequency (345 samples h™) and
relatively good stability for long term (420 determinations along more than 20 days, with a
decrease of activity lower than 50%). The analysis performed with the system proposed in
this study lead to results which agree with those obtained by the classical spectrophotometric

method, utilized to analyze glucose in biological fluids.

Keywords: Microfluidic systems; flow analysis; amperometry; enzymatic immobilization;

glucose.
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1. Introducao

A partir da década de 1960, varias ramificagdes da ciéncia foram atingidas por uma
tendéncia mundial que vem se consolidando nos Udltimos tempos: a miniaturizacdo de
sistemas, principalmente nos ramos de eletrdnica e de informética. Na area de quimica
analitica, esta tendéncia ndo é diferente e os beneficios dessa nova tendéncia tém
produzido uma verdadeira revolu¢cdo, assim como ocorreu com as outras vertentes da

ciéncia e tecnologia [1].

O primeiro dispositivo analitico produzido em microescala surgiu em 1979 [2], com a
construcdo de um cromatografo a gas miniaturizado, constituido basicamente de um injetor,
coluna cromatogréfica, escavada em espiral, em uma placa de silicio de 5 cm de diametro,
usado na separacdo de misturas de hidrocarbonetos. Entretanto, apesar da eficiéncia do

dispositivo, 0 mesmo nao teve grande repercussdo na comunidade cientifica [3].

A pesquisa sobre os microdispositivos somente se intensificou na década de 1990,
quando foram propostos os novos conceitos de u-TAS (Micro Total Analysis Systems) e
LOC (Lab-on-a-Chip), tornando possivel a integracéo de varias etapas analiticas (injecao de
amostra, separagdes, deteccdo, entre outros) em um Unico dispositivo, proporcionando
vantagens como o aumento da eficiéncia analitica, expressiva reducéo do tempo de andlise
e consumo de reagentes, bem como a praticidade e portabilidade, oriundas do tamanho

reduzido dos aparelhos [3].

Os u-TAS vém sendo utilizados de forma ampla em diversos tipos de anélises como
ambientais [4], diagnosticos clinicos [5] e até sequenciamento de DNA [6]. Dentre as varias
técnicas analiticas que podem ser desenvolvidas em microchips destacam-se, além dos
sistemas em fluxo em geral [7], a cromatografia em fase gasosa [8], cromatografia liquida de
alta eficiéncia [9] e, principalmente, a eletroforese capilar [10] devido a relativa simplicidade

de sua instrumentacédo e as facilidades em relagéo ao transporte dos fluidos. Unidos a essas
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técnicas sdo encontrados os varios modos de detecgdo: opticos [11-12], eletroquimicos [13-
16] e os chamados modos de deteccdo acoplados (espectroscopia de massas, ressonancia

magnética nuclear, entre outros) [17-18].

As principais vantagens associadas a deteccdo eletroquimica estédo no fato de que a
resposta do detector deve-se, na maioria das técnicas, aos equilibrios na superficie
eletrédica. Dessa forma, o sistema de detec¢cdo independe do volume interno da célula
eletroquimica, diferentemente dos detectores dpticos de absorcéo, nos quais os limites de

deteccao séo prejudicados devido a restricdo do caminho éptico.

Com o0 nascimento das pesquisas em microfabricacdo, surgiu o conceito de
microrreacdo. Enzimas sdo um dos catalisadores mais utilizados em microrreatores por
serem uteis em produzir um ambiente “quimicamente amigavel” (ou seja, proporcionam uma
eficiéncia catalitica sem necessidade de condi¢gfes experimentais extremas de temperatura,
pH ou pressdo), e ao seu grande potencial para aplicagcbes analiticas diversas, por

apresentarem excelente estabilidade, tempo de resposta e seletividade [19].

Atualmente, poucos sistemas que envolvem processos enzimaticos sao
comercializados devido a dificuldades relacionadas a instabilidade e ao custo alto das
enzimas purificadas. Assim sendo, cresce cada vez mais a demanda para inovagfes em

processos analiticos enzimaticos.

Uma das enzimas mais utilizadas em andlises é a glicose oxidase devido a
importancia biologica do seu substrato, a glicose, e devido a sua facil manipulacdo e
estabilidade, sendo muitas vezes empregadas como “enzima modelo” em métodos de
imobilizacdo em biossensores e reatores com enzima imobilizada (IMERs, do inglés,

Immobilized Enzyme Reactors).

A GOD catalisa a oxidacao da B-D-Glicose pelo oxigénio formando acido gluconico e
H,0O,. Essa enzima contém um grupo prostético, o dinucleotideo flavina adenina (FAD), que

confere a enzima a capacidade de catalisar reacfes de oxirreducao.
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A maioria das aplicagbes analiticas de IMERs que utilizam glicose oxidase visa a
determinacdo de glicose através da deteccao do perdxido de hidrogénio formado durante a
reacdo enzimatica, por ser uma espécie quimica facilmente detectavel por diferentes

métodos, tais como espectrofotométricos e amperomeétricos [20-21].
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Principal

Fabricacdo e avaliacdo de dispositivo microfluidico em substrato de poli(metacrilato
de metila) compostos de microcanal quimicamente modificado com poli(etilenoimina) para

imobilizacdo de glicose oxidase.

2.2. Objetivos Especificos

v Otimizar as condi¢c6es de modificacao da superficie interna do microcanal ao que se

refere a concentracdo do reagentes empregados.

v Avaliar os parametros de montagem e a configuracdo do sistema em fluxo, assim
como o desempenho dos componentes injecdo e deteccdo, bem como os parametros

dimensionais do microrreator.

v Otimizacdo dos parametros do sistema proposto para otimizacdo de metodologia
analitica para quantificacdo de glicose e aplicacdo deste sistema na determinagéo

amperomeétrica diferencial de glicose em amostras de refrigerantes.
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3. Revisao Bibliografica

3.1. Sistemas de analise por injecdo em fluxo miniaturizados

A andlise por injecdo em fluxo (FIA, do inglés, Flow Injection Analysis) pode ser
definida como um processo de automatizacdo de procedimentos analiticos, no qual a
amostra em solu¢do aquosa € introduzida em um fluido carreador que transporta a amostra

até o detector.

Durante o transporte a amostra pode receber reagentes, sofrer reages quimicas e
passar por etapas de separagdo, concentracdo, entre outras. [22]. Um sistema FIA simples,

em linha dnica, é ilustrado na Figura 1.

C WD—W

Figura 1: Configuragdo de um sistema de injecdo em fluxo em linha Unica: A: amostra; C:

Carreador; i: injetor; B: Bobina de reagéo; D: Detector; W: Descarte.

Um sistema FIA pode facilmente ser submetido a miniaturizagcdo. Com a reducado
das dimensdes, algumas vantagens de um sistema “macro” sdo mantidas e até mesmo
melhoradas. Um sistema p-FIA, assim como outros sistemas miniatuzados, reduz o
consumo de reagentes e a geracao de residuos, acelera o processamento das amostras e,

geralmente, torna o sistema portatil. Porém, deve-se ressaltar que, apesar das inUmeras
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vantagens aliadas a miniaturizacdo, algumas desvantagens podem surgir. Microcanais sao
facilmente entupidos, devido ao seu pequeno diametro. Para a realizacdo de andlises
envolvendo amostras reais, isso representa um problema em potencial. Por isso, devem ser

tomadas medidas especiais como, por exemplo, a filtragéo.

A reducédo do volume de amostra em alguns casos pode acarretar uma significativa
diminuicdo de sensibilidade. Nestes casos, o detector deve ser ajustado de forma a ter a
mesma funcionalidade do seu equivalente “macro”. Este aspecto causa algumas restricoes a
determinadas formas de detecc¢éo, sobretudo as baseadas em espectroscopia de absor¢ao,
devido a redugdo do caminho Optico. Dessa forma, estas devem ser usadas com

adaptacdes especiais ou com algumas restricoes.

Por esta razdo, os sistemas de deteccdo eletroquimicos sédo preferencialmente
utilizados, pois a sua conveniente aplicabilidade em ambientes reduzidos permite que o
moédulo de deteccdo seja inteiramente integrado ao microchip durante processo de
fabricacdo, ja que este é um ponto importante a ser considerado, uma vez que € uma das
ideias centrais dos W-TAS [3]. Entretanto, ainda existem na literatura propostas de
microdispositivos em que o sistema de detec¢cdo ocupa um volume maior que a parte

microfluidica [23-24].

Um modulo de propulséo de fluidos convencionais pode ser utilizado, desde que seja
apto a promover o controle de vazdes de pequena magnitude. Existe a possibilidade de se
trabalhar com bombas de pistdo altamente precisas. Estas bombas podem gerar o fluxo que

€ necessario para um sistema miniaturizado.

Minibombas piezoelétricas ou mesmo peristaticas também sao utilizadas pra reduzir
o tamanho do sistema, aumentando sua portabilidade. Formas alternativas, como uso de
propulsores pneumaticos com algumas adaptacdes, também podem ser utilizados gerando

bom desempenho [25, 26].
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Outra forma de impulsionar a solucdo é fazer uso do fluxo eletrosmoético (EOF, do
inglés, Electroosmotic Flow). Utilizado comumente em dispositivos eletroforéticos, o EOF
também pode ser utilizado em um sistema p-FIA mesmo ndo se almejando uma separacao
analitica. A geracao de um EOF para o transporte os reagentes e das amostras através de

um sistema p-FIA, no entanto, esté sujeito a certas limitagdes fisico-quimicas [27].

Atualmente, a disponibilidade de microvalvulas e microbombas ainda é relativamente
restrita. Embora muito progresso ja tenha sido feito, ainda é dificil obter os itens para
integrar todo o microssitema, como valvulas, bombas e detectores citados anteriormente.
Por causa disso, formas alternativas para incorporacdo dos componentes vém sendo
utilizadas. Uma revisédo detalhada das diferentes bombas disponiveis foi feita por Van Kuijk

[28].

3.2. Métodos empregados na microfabricacéo

Geralmente, os microdispositivos sdo formados basicamente por dois substratos
planos nos quais sé@o usinados os microcanais. No interior destes microcanais é onde ocorre
a maioria dos processos analiticos. Apos a construcao desses canais, varios aspectos ainda
devem ser considerados, dentre as quais as estratégias para manipulacao dos fluidos dentro

dos microcanais, o tipo de injecéo e a deteccao, dentre outros.

Uma vez escolhidos estes parametros, € necessario realizar a otimizacdo das
condi¢Bes de analise requeridas por cada tipo de determinagédo. Seguindo esses preceitos €

possivel configurar um microssistema analitico eficiente e versatil.

Mesmo existindo uma grande variedade de materiais e processos para a confec¢ao
de dispositivos microfluidicos, pode-se pensar na maioria dos processos de microfabricacédo
contendo, basicamente, trés etapas fundamentais: a escolha de uma base, que confere

sustentagdo mecéanica ao dispositivo, onde sdo usinados os canais e introduzidos a maioria
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dos componentes e conexdes em uma segunda etapa; e a inser¢cdo de uma cobertura,

geralmente composta do mesmo material que a base, como mostrado na Figura 2.

Figura 2: Principais etapas do processo de microfabricacdo: A) escolha do substrato; B)
construcdo de microestruturas sobre os substratos (canais, bombas, detectores, etc.); C)

Insercéo da cobertura (selagem do microdispositivo).

Existem diversas metodologias para fabricacdo de dispositivos microfluidicos.
Tipicamente, utiliza-se uma fonte energética para fazer a transferéncia da imagem dos
microcanais para o substrato utilizado. Os mais utilizados séo os processos fotolitograficos
[29-30]. A fotolitografia foi a primeira técnica utilizada para construgdo de dispositivos
microfluidicos, como uma adaptacdo das primeiras etapas de fabricacdo industrial de

componentes eletrbnicos micromeétricos.

A técnica consiste na escolha do substrato (geralmente vidro, silicio ou quartzo)

fotogravacdo dos microcanais em um polimero fotossensivel (denominado fotorresiste) e
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corrosdo do substrato. Uma fina camada metalica (geralmente de cromo ou ouro) €
depositada sobre o substrato, através da técnica de “sputtering” ou evaporacao térmica,
para atuar como uma mascara na etapa de corrosdo do substrato, sendo que a camada do

metal é depositada para aumentar a aderéncia da camada de ouro a superficie.

Para a etapa de fotogravacao, inicialmente uma camada de fotorresiste € depositada
sobre o filme metalico. A radiagdo UV ou raios X atinge seletivamente a superficie do
fotorresiste apds atravessar uma mascara, posicionada entre a fonte de radiagdo e o

substrato.

As mascaras convencionais, com resolu¢do da ordem de 1 uym, sao fabricadas em
uma placa de vidro recoberta por filme fino de cromo, no qual é gravado, também por
fotolitografia, o padréo dos microcanais a serem transferidos para o substrato [3]. A Figura 3

ilustra as etapas de microfabricagé&o pelo método fotolitogréfico.

Ljuy

A B C D

Filme metalico

@ Fotorresiste

E F G H

Figura 3: Etapas gerais de um processo de microfabricacéo por fotolitografia: (A) substrato
apos deposicdo da camada metalica; (B) deposicdo de fotorresiste; (C) sensibilizacdo do
fotorresiste por radiacdo UV ou raios X; (D) revelacdo do fotorresiste; (E) remocao da
camada do fotorresiste; (F) corrosdo da camada do substrato; (G) remoc¢do da camada

metalica e (H) adicdo de cobertura (selagem).

No entanto, o alto custo de implementacdo da técnica de fotolitografia propiciou o

aparecimento de metodologias alternativas que tém ganhado forca ndo sé pelo baixo custo,
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mas também pela grande eficiéncia mesmo quando comparado as técnicas convencionais
de microfabricacdo. Das tecnologias alternativas destacam-se a fabricacdo por moldagem

[31], impresséao direta com o uso de toner [32] e ablacéo a laser [33].

Nas técnicas que utilizam ablacdo a laser, destaca-se 0 uso de pequenos lasers de
radiacdo UV direcionados a superficie do substrato. A energia do laser é suficiente para
quebrar ligacbes em uma &rea extremamente pequena no substrato, ocasionando pequenas

explosdes locais.

Uma solugdo menos dispendiosa € a substituicdo do laser UV por laser emissor de
radiacao infravermelha. O laser de di6xido de carbono emite radiacédo eletromagnética com
comprimento de onda na regido do infravermelho entre 9,4 e 10,6 um, Esta € a regido na
qual ocorrem os estiramentos C-C, C-O e C-N, o que o torna apropriado para virtualmente
todo tipo de material de natureza organica. A energia transferida pelo laser aquece

localmente o substrato, provocando sua fuséo, ebulicdo e vaporizagdo (Figura 4).

A principal vantagem do uso de laser é a usinagem direta de microcanais,
dispensando etapas intermediarias, como no caso da fotolitografia, com a (relativa)
desvantagem de sua resolucdo ser menor. Da Costa [34] apresenta um estudo de um

sistema de ablagéo a laser de CO, em diferentes materiais poliméricos.
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Figura 4: llustracdo do processo de microfabricagdo por ablagcédo a laser de CO, em um
substrato polimérico adequado: A) Feixe de laser incidindo sobre a superficie; B)
vaporizacdo e condensacdo do material polimérico; C) Formacado dos microcanais; D)

Insercéo de uma cobertura.

3.3. Utilizacdo de polimeros organicos como substratos para confeccdo de

microcanais

A escolha do substrato depende, sobretudo, da funcdo que o dispositivo ir4 exercer
ou da necessidade analitica a qual ele é empregado. De maneira geral, as principais
propriedades procuradas em um substrato englobam os aspectos: mecanicos (resisténcia,
adequacdo ao processo de microfabricacdo); elétricos (isolante elétrico); Opticos
(transparéncia a radiacdo UV abaixo de 300 nm e auséncia de fluorescéncia); térmicos
(baixa condutividade térmica e possibilidade de selagem a baixas temperaturas); quimicos

(inércia quimica perante os reagentes utilizados nos processo analiticos).
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Dentre os principais substratos empregados nos processo de fabricacdo de
microdispositivos analiticos destaca-se o uso de silicio, vidro, quartzo, cerAmicas metais e
uma grande e variada gama de polimeros sintéticos, tais como poli(metacrilato de metila)

(PMMA) [35], polietilenotereftalato (PET) [36], polidimetil siloxano (PDMS) [37], entre outros.

Os substratos poliméricos assumiram o papel principal na microfabricacéo. A enorme
quantidade de materiais disponiveis no mercado, que apresentam ampla variedade de
propriedades quimicas, mecanicas, elétricas e O4pticas, bem como as diferentes
possibilidades de métodos de microfabricacdo, permitem a selecdo do material adequado

para a maioria das aplicagoes.

Adicionalmente, existe um grande interesse industrial em microdispositivos
poliméricos, devido ao seu baixo custo financeiro e sua facil manipulacdo, quando
comparados a outros materiais como vidro e quartzo, permitindo a fabricagcdo em larga
escala e a confec¢cdo de dispositivos descartaveis. Os polimeros mais utilizados para esse
fim podem ser divididos em trés grupos principais: polimeros elastdmeros, termofixos e

termoplasticos.

Elastdbmeros sédo polimeros formados por longas cadeias moleculares entrelacadas.
Quando submetidos a forgas externas, estes polimeros permitem o estiramento de sua
estrutura e retornam a forma original imediatamente apos a forca empregada ser removida.
O mais empregado na microfabricacdo € o PDMS, devido, principalmente, a facilidade de
replicar estruturas micrométricas através do processo de moldagem, transparéncia 6ptica,

baixa temperatura de cura e baixa toxicidade.

O grupo dos termofixos é diferenciado pela estrutura inflexivel e grande rigidez e,
geralmente, quando expostos a altas temperaturas, estes polimeros sofrem decomposicéao
térmica ao invés de fundir. Apesar disso, os polimeros termofixos sdo bastante utilizados
para a fabricagdo de microdispositivos, sobretudo os poliésteres [38] como substratos e 0s

fotorresistes, como o SU-8 [39].
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O grupo dos termoplasticos engloba os polimeros que apresentam perda de rigidez
em temperaturas préoximas a temperatura de transicdo vitrea, caracteristica essa que
permite que o material seja remodelado diversas vezes através do reaquecimento. Os
exemplos mais comuns em microfabricagcdo sdo o PMMA, policarbonato (PC), PET,

polipropileno (PP) e poliestireno (PS).

3.3.1. Poli(metacrilato de metila)

Polimero acrilico € um nome genérico para os varios polimeros derivados do acido

acrilico (Figura 5-a), onde o grupo R representa um atomo de hidrogénio [40,41].

Embora, historicamente, o nome acrilico se refira a uma grande gama de materiais,
hoje, ele se popularizou na industria de plasticos com o nhome comercial de poli(metacrilato

de metila) (PMMA) (Figura 5-b), frente a outros inlmeros nomes comerciais.

O PMMA é um material termoplastico, rigido e incolor; também pode ser considerado
um dos polimeros mais modernos dentre os existentes no mercado, por sua facilidade de
adquirir formas, sua leveza e alta resisténcia mecanica. E também chamado vidro acrilico.
Um dos fatos que contribuiu para a popularizagéo do acrilico € o fato de ser um polimero
termoplastico, o que viabiliza sua reciclagem, fator primordial em termos econdémicos e

ambientais.

a) R ) CH,
| |
1 i
O-CHjy O-CHjy

Figura 5: Formulas estruturais do acido acrilico (a) e do PMMA (b).
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Além das propriedades mecénicas, o PMMA apresenta caracteristicas adicionais que
contribuem para a sua utilizacdo em microfabricacdo, tais como: baixa distorcdo dptica,
baixo encolhimento sobre aquecimento; alta absortividade na regido do espectro
infravermelho (caracteristica essa que torna esse material altamente compativel com o

processo de fabricacdo por ablacéo a laser de CO,);, além de baixa reatividade.

O processo de ablacdo do PMMA por radiacéo laser no infravermelho é puramente
térmico, ou seja, o feixe do laser aquece localmente, de forma intensa e rapida a superficie
do PMMA. Quando o feixe transfere parte de sua energia radiante para o substrato, 0 PMMA
sofre etapas de transicdo vitrea, seguido de liquefacdo e, posteriormente, degradacao
térmica por despolimerizagdo radicalar gerando, majoritariamente, o seu monémero,

metilmetacrilato (MMA) [42-47].

3.4. Microrreatores

Um microrreator € normalmente definido como um sistema de rea¢cdo em miniatura.
Este termo é proposto para uma ampla gama de dispositivos de dimensfes pequenas, ou
seja, dispositivos que possuem tamanho na escala nano, micro e até mesmo milimétrica

[48].

O uso desses microdispositivos permite a manipulagdo de volumes muito pequenos,

da ordem de micro e nanolitros e garante, além da diminuicdo da quantidade de reagentes,

uma alta eficiéncia de reagdo, seja em processos simples ou biocataliticos.

Os microrreatores encontram grande aplicabilidade em sintese organica [49], na
indastria quimica [50] e farmacéutica [51] e, principalmente, em aplicacdes envolvendo

quimica analitica [52].

Sistemas analiticos que utilizam reatores miniaturizados s&@o caracterizados pela
excelente repetibilidade e reprodutibilidade, principalmente se integrados a sistemas de

injecdo em fluxo ou a outros sistemas automatizados de analise [53]. Outras vantagens do
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uso de microrreatores em quimica analitica € que eles podem ser acoplados a diferentes

técnicas de deteccao [54].

Os processos reacionais no interior de um microrreator dependem, sobretudo, dos
fendbmenos de transferéncia de massa, ou seja, a mistura em microescala é dependente do
tipo de fluxo no qual os reagentes sdo submetidos e também dos processos de difusédo e de

convecgao.

O numero de Reynolds (Re) € um parametro adimensional que relaciona as forcas
inerciais e as forcas viscosas da vazdo de um fluido (considerado incompressivel) e
determina se o regime de escoamento desse fluxo através de um canal é laminar ou

turbulento.

O numero de Reynolds pode ser calculado com a seguinte equacao:

Re=pvDp/p )

Onde os parametros p, v e u, representam a densidade do fluido, velocidade e
viscosidade, respectivamente. Dy é o didmetro hidraulico. Com Re < 2300, o fluxo pode ser
considerado como fluxo laminar. Devido ao seu tamanho reduzido, o fluxo de microcanais é

quase sempre laminar.

A difuséo é, por definicdo, o movimento de um fluido de uma zona de maior potencial
guimico para uma area onde o potencial € menor, ou seja, é o transporte de massa de uma
zona de maior concentragdo para uma de menor concentracdo [55]. A difusdo resulta das

propriedades cinéticas das particulas da matéria e pode ser modelada pela equagéo I

L = 2 (Dt)*? (1)
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Onde L ¢é a distancia que uma espécie quimica viaja no tempo t, e D é o coeficiente
de difusdo da particula. Como pode ser visto na equagdo acima, o tempo de movimento
para uma particula é proporcional ao quadrado da escala. Quanto menor a escala, menor o

tempo de transporte da particula.

A difusdo entre os dois fluxos laminares em um microdispositivo tem sido utilizada

para produzir uma série de diluicdes diferentes [56].

A mistura € um processo muito importante para a maioria das analises quimicas.
Uma boa mistura pode ser um fator decisivo para garantir uma analise eficiente. Para uma
reacdo homogénea € facilmente realizada em um macrossistema com agitacao
mecanica. Contudo, como discutido anteriormente, o fluxo laminar em microssistema faz da
difusdo o fator predominante para uma reacdo, sobretudo se ela for uma reagéo

heterogénea. A difusao, em si, € um processo lento e, em alguns casos, nao pode satisfazer

a exigéncia de andlises especificas.

Portanto, a incorporacdo de um microrreator em um dispositivo microfluidico é
essencialmente importante em algum momento do ensai0o que requer uma reagao
gquimica. Uma maneira alternativa e simples é diminuir a 4rea sobre a qual a difusdo ocorre
ou, melhor ainda, alterar a geometria dos canais a fim de gerar turbuléncia, favorecendo o

transporte de massa.

Mudancas bruscas na direcdo do fluxo aumentam o transporte de massa na direcao
ortogonal a direcao do fluxo, esse efeito é amplificado aumentando-se a vazdo. Em um
canal reto, sob o regime de fluxo laminar, esse transporte ortogonal é apenas dependente
da difusdo, podendo ocorrer em um intervalo de tempo muito elevado se as dimensdes
internas do canal forem muito grandes. Canais com geometrias em “zig-zag”, espirais ou

mesmo reatores empacotados favorecem essas alteracdes na direcdo do fluxo.
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3.5. Modificacao de superficies poliméricas e imobilizacdo enzimatica

Polimeros sintéticos, devido as suas caracteristicas estruturais possuem
propriedades fisicas e quimicas que permitem a modificacdo da sua superficie para a
incorporacdo de biomoléculas que podem auxiliar em etapas analiticas, muitas vezes
operando como bioanalisadores, atuando principalmente nas areas de biotecnologia,

analises clinicas, ambientais e de alimentos.

Além disso, outras caracteristicas, como baixo custo, alta resisténcia mecanica,
reciclabilidade e potencial para produ¢cdo em massa, também tém atraido a atencdo dos
pesquisadores que atuam nessa area. Entretanto os métodos de modificacdo de superficies

desses polimeros ainda ndo sdo bem estabelecidos [57].

O desafio mais importante é encontrar uma metodologia geral para a confec¢céo de
superficies que apresentem propriedades especificas, tais como reatividade e

biocompatibilidade.

Dispositivos microfluidicos estdo se tornando ferramentas poderosas para realizar
analises quimicas ou bioldgicas devido ao aumento da velocidade de andlise, com reduzido
consumo de amostra e de reagentes. Entretanto, o continuo avanco das analises
bioquimicas em microchip depende do desenvolvimento de tecnologias de modificacdo de

superficies de maneira simplificada e confiavel.

A funcionalizacdo quimica da superficie dentro dos microcanais deve ser eficiente
para a imobilizagcdo de compostos bioativos importantes, dentre os quais, muitos com

atividade especifica, como enzimas e anticorpos.

A imobilizagdo de enzimas em suportes solidos apresenta, em muitos casos, uma
série de vantagens sobre a utilizacdo do composto livre em solucdo, dentre as quais se
destacam o aumento do seu tempo de vida util e estabilidade em relacéo a temperatura, aos

solventes e a variagdo da concentracao hidrogeniénica sem perda consideravel de atividade
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catalitica, reutilizacdo e pequeno manuseio da amostra, evitando contaminacdes e

promovendo a facil separacéo da enzima dos produtos de reacéo.

Em quimica analitica, as principais utilizacbes de enzimas imobilizadas estao aliadas
aos chamados biossensores e aos IMERs. O primeiro consiste em um sensor biol6gico com
atividade catalitica em contato com um transdutor (eletroquimico, 6ptico, etc.). Este, por sua
vez, converte o sinal quimico em um sinal elétrico. No segundo, utilizam-se as reac¢fes
enzimaticas para obter um produto de interesse, ou ainda, para transformar um analito de

natureza complexa em uma espécie mais facilmente detectavel.

Enzimas imobilizadas em microcanais sdo mais resistentes e estaveis a trocas de
ambiente, e promovem interacdes em nivel molecular mesmo sob a atuagéo de sistemas em

fluxo.

A heterogeneidade dos sistemas com enzimas imobilizadas permite mdiltiplas
reutilizacbes das mesmas, continua operagcdo do processo enzimatico e grande

variabilidade de configuracdes para os biorreatores.

Vérios tipos de abordagens tais como, adsorcéo fisica (interacdes hidrofébicas, de
Van der Waals ou eletrostaticas), encapsulamento sol-gel, emparelhamento receptor-ligante
e ligacdo covalente, tém sido explorados para imobilizar enzimas nas paredes internas dos
microcanais [57]. Alguns dos diferentes métodos de modificagdo de superficies poliméricas

estao listados na Tabela 1.
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Tabela 1: Aplicacdo e formas de imobilizacdo de biomoléculas em diferentes superficies

poliméricas.
Substrato Biomolécula Forma de modificacéo / Referéncia
imobilizada imobilizacdo
anti-lmunglobulina G Ligagdo covalente 58
PMMA DNA Ligac&o covalente 59
Glicose oxidase Ligacdo covalente 60
PP e PE Peroxidase e Glicose Ligacdo covalente 61
oxidase (modificacdo com FNAB) /
Adsorgéo (imobilizagéo)
PS Peroxidase e Glicose Emparelhamento receptor- 62
oxidase ligante (biotina-avidina)
Adsorgédo de
PDMS Fosfatase alcalina fibrinogénio/cross-linking (3- 63
aminopropil-
siloxano/glutaraldeido)
PET Tripsina Adsorc¢ao eletrostatica / 64
encapsulamento
PTFE Alinase e L-Lactato Ligag&o covalente 65

desidrogenase
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Devido a razao area superficial / volume, as interag6es interfaciais tornam-se o fator
dominante do controle de desempenho do dispositivo analitico, resultando em aumento da
taxa reacional. Dessa forma, em poucos segundos pode-se promover uma biotransformacéo

essencialmente total.

As interagBes entre a superficie do microcanal com a amostra exercem um papel
fundamental no desempenho dos microdispositivos. A camada de interface pode ser pouco
complexa como um polimero simples, sem tratamento quimico, ou tdo complexo como uma

camada de varios componentes quimicos e biolégicos.

Como as modifica¢cdes dos canais representam apenas alteracdes de superficie, as
propriedades mecanicas do dispositivo sdo mantidas praticamente as mesmas, porém, a

biocompatibilidade e a biofuncionalidade s&o significativamente aumentadas.

Modificar quimicamente a superficie de polimeros soélidos é a forma mais adequada
para obter um canal uniformemente ativo. A reacdo entre polimero e o0 agente
funcionalizante é geralmente irreversivel e pode produzir uma superficie significativamente

estavel.

Imobilizar uma enzima, ou composto bioativo, a um substrato sélido por ligacdo
covalente é feito, geralmente, atraves da incorporacdo de grupos funcionais reativos
convenientes no substrato, seguido pela inclusdo de um agente de ligacdo cruzada

(“crosslinker”) que pode atuar como molécula espacadora.

O “crosslinker” é responsavel pela ligagdo entre 0 composto bioativo e o substrato e
também pode melhorar a bioatividade, reduzindo os efeitos estéricos, protegendo o
composto (principalmente enzimas) da deshaturacdo induzida, provocada por interagdes

diretas com a superficie na qual ele é imobilizado. Na Figura 6 esta representado o

diagrama geral de modificacao de superficies para biofuncionalizacéo.
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Crosslinker é ?
Superficie biofuncionalizada

- ativada com cresslinker

® B Grupos funcionais reativos

& Molécula bioativa

Figura 6: Representacdo de funcionalizacdo e imobilizacdo de compostos bioativos por

ligag&o covalente

3.5.1. Poli(etilenoimina) como agente modificador da superficie de PMMA

A poli(etilenoimina) (PEI) é um polimero catidnico de cadeia ramificada, possuindo
em sua estrutura grupos amino primarios (25%), secundarios (50%) e terciarios (25%)
(Figura 7). Devido as suas propriedades eletrostaticas, esse composto tem sido amplamente
utilizado na condensacdo de DNA e proteinas em ensaios biolégicos [66]. Em quimica
analitica, ela é empregada para modificacao do interior de capilares de silica fundida e até
mesmo em microdispositivos de PMMA para separacao eficiente de proteinas catidnicas em

eletroforese capilar [67].

Devido ao seu grande numero de grupos amino e uma grande carga liquida positiva
(que se mantém em uma ampla faixa de pH), a adsorcdo dessas proteinas é reduzida em

virtude da repulséo eletrostatica gerada entre a PEI e os analitos.
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Figura 7: Estrutura da poli(etilenoimina)

Muitos trabalhos na literatura relatam as intera¢des entre PEI e PMMA em diferentes
aplicacdes, tanto bioldgicas, analiticas ou em quimica de materiais [67-70]. A ligagdo entre
os dois polimeros pode decorrer da reacao entre PEl e o mondmero MMA com posterior

polimerizacao.

Outra maneira € a reacdo de adicdo-eliminagcdo dos grupos amino primarios e
secundarios presentes na PEI com a carbonila de éster do PMMA, ou seja, por formacgéo de
ligagbes covalentes, ocorrendo efetivamente em pH igual ou maior que 11. O mecanismo
pelo qual PElI e PMMA se unem é dependente do pH, como mostrado na Figura 8. Devido a

esse fato, esse parametro deve ser prontamente controlado.

Em valores de pH iguais ou menores que 7, esse processo se da majoritariamente
por acdo de adsorcdo eletrostatica devido a natureza catidnica da PEIl. Nesse caso, a
superficie do PMMA deve ser negativamente carregada, o que pode ser obtido

simplesmente por hidrélise basica de seus grupos ésteres.
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Figura 8: llustracdo esquematica dos dois tipos de mecanismo de funcionalizagdo da
superficie de PMMA com PEI via adsorcao eletrostatica, em pH 7, ou por ligagdo covalente

em pH 11. (Adaptada de BAY, Y. (2006) [71]).

Bay, Y. [71] avaliou a influéncia das condi¢cbes de modificacdo de superficie PMMA
com diferentes reagentes portadores de grupamentos amino-terminais para a imobilizacédo
de anti-Imunglobulina G em ensaio imunoadsorvente ligado a enzima (ELISA), utilizando

glutaraldeido como agente de ligacédo cruzada.

Devido ao grande tamanho das moléculas de PEI, ela pode exercer, além da
funcionalizacéo da superficie de PMMA, uma funcdo de molécula espacadora, assim como
0 glutaraldeido, preservando a atividade enzimatica, impedindo que os sitios ativos da

enzima sejam bloqueados.
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4. Parte Experimental

4.1. Reagentes e Solucbes

Os reagentes de grau analitico utilizados nos experimentos foram &cido borico,
fosfato de sodio dibasico, fosfato de s6dio monobésico e fenol, (Synth). Cloreto de potassio,
hidréxido de sédio (MERCK), &cido cloridrico 37% (m/m) (Quimex), ferrocianeto de potassio
(QM). Também foram utilizados 4-aminoantipirina e Poli(etilenoimina) (PM 750000) 50%
(m/m) em agua (Sigma-Aldrich), glutaraldeido 25% (v/v) para sintese e D(+)Glicose
(MERCK). Glicose oxidase 124 U mg™ (Toyobo) e Peroxidase 115 U mg™ (SEPPIM). Para a
dissolucéo e diluicdo dos reagentes utilizou-se agua deionizada em sistema NANOpure da
Barnstead (Resistividade = 18,2 MQ cm). Para testes visuais foi utilizada uma solugéo

comercial de azul de metileno (Fiber Art).

4.2. Instrumentacéo

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostado n-AUTOLAB type
[l interfaceado a um computador AMD sepron™ com sistema operacional Windows 2000.
As medidas de pH necessérias foram feitas com eletrodo de vidro Metrohm acoplado a um

pHmetro Metrohm modelo 827.

As medicbes espectrofotométricas foram realizadas utilizando-se  um
espectrofotbmetro modelo 600 Plus da Femto, utilizando em todas as medi¢gées uma cubeta

de acrilico com caminho 6ptico de 1,00 cm.

Para fazer as imagens de sec¢fes transversais e das superficies internas dos
microcanais foi utilizado um microscopio da marca Panasonic modelo GP-KR222. As
medidas de comprimento e escala dessas imagens foram averiguadas por meio do software

ImageJ 1.44p (National Institutes of Health - USA) que possibilita converter o nimero de
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pixels selecionados da imagem em unidades de comprimento através da comparacdo com

uma ponta de referéncia de 50 um.

4.3. Fabricacdo de microcanais em PMMA

O equipamento utilizado para promover as abla¢cdes foi um dispositivo laser de CO,
(Gravograph Industrie International modelo L - Solution 100) semelhante ao da Figura 9,
com até 30 W de poténcia. Ele emite radiagédo eletromagnética em um comprimento de onda

de 10,6 ym e possui uma area utilizavel de 460 x 305 mm.

-”/_’_’_’,_,_,_.—"—'—ﬂ
= P cnavosracs 15100

Figura 9: Equipamento de gravacéao a laser de CO,, modelo LS100 da Gravograph, utilizado

nos experimentos.

Internamente este sistema laser possui um tubo de plasma acoplado a um gerador
de radio frequéncia e uma base moével XY, que define a area de atuagéo do laser. A LS100
possui trés modos de fazer as ablagbes: o modo vetorial, o0 modo raster e o modo
pontilhado. A Figura 10 ilustra como seria a ablacdo de um “T” nos trés diferentes modos.
No modo vetorial, o fino feixe de laser faz apenas movimentos em um Unico sentido. No
modo raster, o laser hachura a area do desenho fazendo movimentos de ida e volta. O

modo pontilhado é semelhante ao modo vetorial, porém o laser € pulsado.
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Em todos os dispositivos confeccionados neste trabalho, foi utilizado o modo vetorial
para o corte lateral das pecas e o0 modo raster para a confeccdo dos canais. Este modo de
corte confere um aumento da rugosidade do microcanal, o que pode favorecer o processo

de imobilizacéo enzimética devido ao aumento da area superficial.

EEEEEEEESEEEEEEEE]

Modo Modo Modo
Vetorial Raster Pontilhado

Figura 10: llustragdo dos trés modos de ablagdo da LS100. As figuras mostram como

seriam as ablagcbes nos modos: vetorial, raster e pontilhado em um modelo de corte em “T”.

Nota: A representacdo do modo ‘“raster” esta ampliada para destacar a forma com que ele é efetuado. Este modo
permite ablagBes com dimensdes similares aos demais.

A Figura 11 mostra a janela do driver (programa que viabilizam a comunicagdo com
outros hardwares, como impressoras) da LS100. Esta contém varios parametros ajustaveis,
(alguns especificos do equipamento e outros para as aplicagdes comerciais da maquina), e
a do ajuste dos cortes. O restante dos parametros ajustaveis sdo configuracdes secundarias

para outros tipos de utilizag&o do laser.

O laser é capaz de processar oito tipos distintos de cores em uma representacao
grafica. Para cada uma dessas cores e possivel ajustar, independentemente, diferentes
parametros como: poténcia de corte, velocidade da base de entrega de laser, distancia focal

e modo de ablacao.
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Figura 11: Parametros ajustaveis no equipamento de ablacdo a laser. Em destaque estdo
0s principais ajustes das ablagbes para cada uma das cores na primeira coluna. As
subsequentes, em destaque, indicam a percentagem de poténcia do laser e a velocidade do

suporte.

Os microdispositivos foram planejados em Corel Draw 12 (Corel Corporation - versédo
12.0.0.458 - 2003). Este software é favoravel a esse tipo de planejamento, pois permite
idealizar ablagBes com resolucao de 0,01 mm, além de ser compativel com as definicdes da

impressora LS100.

4.3.1 Procedimento

Foram utilizadas placas de PMMA de 4 mm de espessura (substrato), nos quais
eram projetadas as microestruturas e as conexdes com 0 meio externo. Placas de 1 mm de
espessura foram utilizadas como cobertura. As dimensbes das placas utilizadas como

substrato e cobertura possuiam dimensdes de 5,5 cm x 8,5 cm.
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Para os experimentos de resposta dos reatores modificados, em virtude de suas
dimensdes internas, foram projetados canais com 12,0 cm de comprimento com larguras de
0,30; 0,50; 0,70; 0,90 e 1,00 mm. A profundidade desses canais foi definida pela poténcia do
laser utilizado, que foi constante em todos os experimentos, com magnitude de 10 % da
poténcia total (cerca de 3,0 W). As dimensbes foram averiguadas posteriormente por

microscopia Optica.

Apbs o procedimento de ablacdo do microcanais, as placas foram lavadas e secas
para, posteriormente, serem submetidas ao processo de selagem em prensa térmica
(modelo HT3020) a pressdo aproximada de 6 kgf cm? e temperatura proxima a transicéo
vitrea do PMMA, cerca de 110 °C, durante 30 minutos. O resfriamento sob pressao correu

de forma natural, garantido a eficacia do processo de selagem.

4.4, Célula de Deteccéo

Durante o desenvolvimento do trabalho foi utilizado um sistema convencional de trés
eletrodos: eletrodo de trabalho, eletrodo de referéncia e eletrodo auxiliar. Este sistema foi

ajustado para ser utilizado em uma pequena célula de camada delgada.

O eletrodo de referéncia utilizado foi o de Ag/AQClic say construido no proprio
laborat6rio adaptado no interior de uma ponteira de micropipeta. O uso desse tipo de
eletrodo facilita a miniaturizagcdo do sistema por ser facilmente disposto em pequenas

dimensoes.

Os outros dois eletrodos séo constituidos de uma adaptacdo de uma célula em fluxo
comercial composta por dois eletrodos de platina (Figura 12), com funcdes distintas de
eletrodo de trabalho e eletrodo auxiliar. A esses dois eletrodos, foi sobreposto um espacador
de polipropileno de 0,2 mm de espessura. Para completar a montagem da célula, uma

cobertura de acrilico (2,0 cm x 2,0 cm x 0,5 cm) com orificios para entrada e saida de liquido
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e para a insercdo do eletrodo de referéncia. As trés partes foram unidas por quatro

parafusos (ndo mostrados na Figura 12) fixados nas extremidades da célula.

A escolha do eletrodo de platina como eletrodo de trabalho estd associada a
resposta de oxidacao eletrocatalitica para peroxido de hidrogénio que pode ser monitorado
apos a sua producdo no microrreator enzimatico, podendo a corrente gerada ser usada

como resposta analitica para quantificacéo de glicose [72].

If ELETRODO DE
i REFERENCIA (Ag/AgClyc) sat )

ENTRADA
| saAiDA

COBERTURA
(ACRILICO) — &

= /«— ESPACADOR

ELETRODODE ——*~ “+{_]| CONTRA

TRABALHO (Pt) | o { /7 ELETRODO(F‘% om
¥
CONTATO
ELETRICO
2cm

Figura 12: Representagdo esquematica da montagem da célula em fluxo utilizada nos

experimentos

4.5. Injecdo de amostras de propulséo de fluidos

Como alternativa de introduzir volumes discretos, reprodutiveis e compativeis com as
dimensdes dos canais optou-se por empregar um sistema de injecdo temporizado. Para tal,
utilizou-se uma bomba peristaltica temporizavel Ismatec (modelo REGLO MS DIGITAL) de
guatro vias. A configuracdo do reator com o modulo de injecdo (Figura 13) é baseada num
canal conectado a bomba peristaltica, em confluéncia com a regido inicial do reator. Dessa

forma, o volume de solucao introduzido no sistema em fluxo é definido pela vazao e pelo
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intervalo de tempo em que a bomba dispensa o liquido. A geometria do canal de
amostragem, na regiao de confluéncia é baseada numa angulacdo aguda para diminuir a
possibilidade de entrada do eletrélito carreador no canal de amostragem.

Com o objetivo de diminuir a contribuicdo negativa na reprodutibilidade do volume
injetado, inerente a rotatividade dos roletes da bomba peristaltica, foram empregados tubos
de Tygon com 0,3 mm de didmetro interno, de forma que a vazdo de injecdo seja
suficientemente reduzida (maximo de 0,4 mL min™). Deste modo, é possivel utilizar
intervalos de tempos de dispensa maiores, o que aumenta a reprodutibilidade das injecdes.

A propulséo do fluxo carreador na entrada do canal foi promovida por uma bomba de
aquario (propulsor pneuméatico) de uma via da marca Friska e vazdo controlada por um
estrangulador (do tipo pinga), posicionado logo apds a saida do propulsor.

Para o estudo do componente de injecdo no sistema em fluxo proposto foram feitas
diversas injecdes de KiFe(CNg)] 1,0 x10™° mol L™, utilizando como solucédo carreadora KCI
0,1 mol L. Foram avaliadas diferentes condicdes de vaz&o e tempo de injecdo, na presenca
de um reator ndo modificado.

INJETOR )
(BOMBA PERISTALTICA)

FLUXO CARREADOR
(BOMBA PNEUMATICA)

SAIDA PARA i
CELULA DE DETECGAO

Figura 13: Configuracdo do reator com médulo de inje¢&o: (I) conexdo com o propulsor
pneumatico (entrada do fluxo carreador): (1) Conexdo com o injetor (bomba peristaltica); (IIl)

saida pra a célula de deteccdo. No detalhe a geometria do canal na regido de confluéncia.
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4.6. Modificacdo da superficie interna do canal

Como pré-tratamento, os canais foram condicionados com solu¢do aquosa de NaOH
1,0 mol L™ a, aproximadamente, 60 °C durante 30 minutos, em seguida, foram lavados com
HCI 0,1 mol L™ e 4gua destilada por um minuto. Depois de secos, os canais foram tratados
com solucado de PEI em tampao borato pH 11,5, a temperatura ambiente, durante uma hora.
Estas duas etapas foram realizadas em fluxo com vazdo de 15 uL min™ utilizando bomba
peristéltica. Em seguida, o canal foi preenchido com solucao de glicose oxidase em tamp&o
fosfato 0,1 mol L pH 7 em meio de glutaraldeido 1% (m/v) por 2 horas, também a
temperatura ambiente, e novamente lavadas em fluxo de agua deionizada por um minuto e

secos com fluxo de ar durante cinco minutos.

As concentracdes de GOD e PEI utilizadas durante o procedimento de modificagdo
foram otimizadas durantes os estudos. Avaliou-se a resposta amperométrica empregando-
se o reator no sistema em fluxo utilizando solucédo 1,0 x10° mol L™ de D-glicose e tampéo
fosfato 0,1 mol L™ pH 7 como solucéo carreadora com eletrodo de trabalho polarizado em

0,7 V vs Ag/AgClci say-

4.7. Procedimentos de analise

Para avaliar o desempenho dos reatores construidos, foram feitos estudos
preliminares com padrdo de D-glicose, a seguir, visando demonstrar esse desempenho,
passou-se a analisar a glicose contida em amostras de refrigerantes. As amostras, do tipo
refrigerante de cola, empregadas nas analises foram adquiridas comercialmente em

supermercados locais, totalizando cinco amostras.



48

4.7.1. Andlise amperométrica diferencial em fluxo

Antes da injecdo no sistema, cada uma das cinco amostras foi desgaseificada em
banho ultrassénico durante 30 minutos. Aliquotas de 25 uL foram diluidas em 50 mL de
tampéo fosfato 0,1 mol L?, pH 7. Em seguida, a amostra é injetada no sistema em fluxo
miniaturizado, passando pelo reator enzimatico e, em seguida, 0 mesmo volume de amostra
é injetado no sistema com um pseudorreator ndo modificado. O sinal analitico resultante foi
obtido pela diferenca entre o sinal de corrente gerado pela amostra que passou pelo reator

enzimatico e o sinal de corrente quando ela passa pelo pseudorreator.

4.7.2. Espectrofotometria

Para efeito de comparacédo, a glicose presente nas amostras foi determinada pelo
método enzimatico colorimétrico [73] recomendado para determinagédo em fluidos biologicos.
Para tanto, as amostras foram desgaseificadas em banho ultrass6nico durante 30 minutos e
diluidas na propor¢éo de 1:25 (v/v) em agua deionizada. Uma aliquota de 250 uL dessa
solucéo diluida foi adicionada a 5,0 mL do reagente colorimétrico (fenol 5,0 x10° mol L?, 4-
amino-antipirina 5,0 x10* mol L™, glicose oxidase 15,0 U mL™ e peroxidase 2,0 U mL™, em
tamp&o fosfato 0,5 mol L™ pH 7) e aferido o volume final de 10 mL com tamp&o pH 7.
Posteriormente, as amostras foram encubadas em banho termostatizado a 37 °C por 5
minutos e, em seguida, submetidas a andlise espectrofotométrica de absorcéo na regiao do

visivel em 500 nm.
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5. Resultados e Discussoes

Como ja mencionado, a proposta inicial deste trabalho se baseia na confec¢ao de um
sistema em fluxo miniaturizado composto de um microcanal quimicamente modificado e sua
aplicacdo na determinacdo de glicose em amostras reais. Dessa forma, para um melhor
entendimento, a apresentacdo dos resultados é subdividida em trés partes: Composi¢éo e
avaliacdo do sistema em fluxo; Modificacdo da superficie interna do canal e imobilizacdo de

GOD e; Otimizacdo de metodologia analitica para quantificacdo de glicose.

5.1. Composicdao e avaliagdo do sistema em fluxo

Nesta se¢do sdo apresentados os resultados relativos a composi¢cdo do sistema em
fluxo proposto. A avaliacdo dos parametros relacionados a dispersdo dentro do sistema
foram feitas utilizando solucéo de KiFe(CN)s] 1,0 x10™* mol L™ em eletrélito carreador KCI
0,1 mol L™. A montagem e configuracéo do sistema em fluxo utilizado s&o esquematizadas
na Figura 14, onde sado apresentados os componentes de propulsédo do eletrélito carreador,

injecdo de amostra, o reator com suas conexdes e a célula de deteccéo.



50

Figura 14: Configuracdo esquematica do sistema em fluxo proposto, empregado para a
determinagdo de glicose: (a) propulsor pneumatico; (b) regulador de vazdo; (c) frasco
contendo solucao carreadora; (d) bomba peristaltica (injetor); (e) frasco contendo amostra
ou solucdo padréo; (f) reator de PMMA com GOD imobilizada; (g) célula de deteccgéo; (h)
potenciostato; (i) microcomputador para aquisicdo de dados; (j) descarte. Em detalhe:

fotografia do reator com as conexdes para 0s componentes externos.

5.2. Injecéo de amostra

O volume da amostra com de injecédo temporizada é dependente de dois parametros:
o tempo de dispensa de liquido e a vazdo de injecdo. O primeiro esta relacionado
principalmente com a precisdo do volume injetado, ou seja, presume-se que quanto maior o
tempo de injecdo, melhor serd a precisdo. Entretanto, para volumes da ordem de poucos
microlitros, a utilizacdo de intervalos de tempo maiores requer uma diminuicdo da vazao de

injecao.
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A vazéo de injecao estd relacionada com o fato de que a injecdo ocorre em uma
regido de confluéncia, a dispersédo inerente a injecdo é dependente tanto da vazdo de

inje¢do quanto da vazéo do carreador.

A fim de avaliar a influéncia das duas vazbes, foram feitos experimentos injetando-se
solugdo de K,[Fe(CN)s] 1,0 x10* mol L™ aplicando potencial fixo de 0,4 V vs Ag/AQClkc say,
variando-se a vazao de injecdo e, consequentemente, o volume injetado. O tempo de
injecao foi fixado em 0,5 s e a resposta amperométrica foi medida em trés condicbes de
vazdo do eletrdlito carreador: 0,1; 0,25 e 0,5 mL min™. Os resultados obtidos para este

experimento sdo mostrados na Figura 15.
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Figura 15: Variag8o da corrente de oxidaco de K,Fe(CN)e] 1,0 x10™ mol L™ em funcéio da

vazdo de injecdo em diferentes condicdes de vaz&o do eletrélito carreador (KCl 0,1 mol L™):

(0) 0,10; (O) 0,25 e (A) 0,50 mL mint. E=0,4V vs AQ/AgClikcisa, TEMpoO de injecédo: 0,5 s.
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Através da Figura 15, é possivel observar um aumento gradativo da corrente de
oxidacdo com o aumento da vazédo de inje¢do. Isso se torna evidente, jA que o aumento da
mesma acarreta no aumento do volume amostrado. Entretanto, também é possivel observar
um acréscimo do desvio padrdo das medidas com o aumento da vazdo decorrente da
deformacédo do sinal transiente de corrente, o que dificulta a leitura precisa do maximo do
pico de corrente. Essa alteracdo no perfil do sinal transiente € atribuida a intensificagéo da
turbuléncia na regido de confluéncia quando a vazdo de injecao torna-se muito alta (= 516
uL minh). A Figura 16 apresenta os perfis dos sinais transientes em duas condi¢bes de

vazao de injecao.
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Figura 16: Sinais transientes obtidos para injecdes de K4 Fe(CN)g] 1,0 x10* mol L™ em
eletrolito KCI 0,1 mol L™ 0: (A) vazéo de injecdo: 344 4L min™; (B) vaz&o de injecdo: 516 ul

min™!; vaz&o do carreador: 0,25 mL min™, E = 0,4 V vs Ag/AgClkc sa)

Para padronizar a vazdo de injecdo nos experimentos subsequentes, o valor de 344
uL min™ foi selecionado por apresentar melhor definicdo de sinal transiente. Em valores
abaixo deste, a diluicdo devido a confluéncia torna-se mais pronunciavel. Deste modo, as
variacbes de volume injetado sdo definidas variando-se o tempo de dispensa da bomba

peristaltica.
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Para ilustrar como ocorre a inje¢do temporizada, foram feitas imagens da regidao de
confluéncia com solucéo de azul de metileno antes e durante a injecdo. Essas imagens sdo

apresentadas na Figura 17.

Figura 17: Injecdo de 2,9 x4l azul de metileno: (A) antes e (B) durante a inje¢éo; tempo de
injecdo: 0,5 s; vazdo de injegédo: 344 ulL min; vazdo do carreador: 0,35 mL min™.

Nota: Na figura A, inje¢bes prévias ja haviam sido realizadas e a imagem mostra o canal de injecdo ja
preenchido.

Com o objetivo de avaliar a influéncia da diluicdo na regido de injecdo inerente a
confluéncia, foram feitas injecdes de KiFe(CN)s] 1,0 x10* mol L™ em volumes crescentes

de amostragem (0,6 a 11,5 uL). Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 18.
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Figura 18: Variacéo da corrente de oxidacdo de K,[Fe(CN)g] 1,0 x10™ mol L™* em fungéo do
volume injetado. Vaz&o de injecéo: 344 4L min™; Vazao do eletrolito carreador: (KCI 0,1 mol

L™): 0,25 mL min™, E = 0,4 V vs Ag/AgClikci say-

E possivel observar que a partir de 8,0 uL a resposta amperométrica tende a um
comportamento constante. Como a dispersdo longitudinal torna-se desprezivel a esse
volume de injecdo, a dispersdo observada é somente resultante da diluigdo inerente ao
ponto de confluéncia onde ocorre a injecdo. Dessa forma, pode-se estimar a diluigdo no
ponto de injecdo. Para tanto, foram feitas trés injecbes sucessivas de 8,0 uL da solugéo
K4[Fe(CN)e], seguida da injecdo em volume infinito. O resultado para este experimento é

mostrado na Figura 19 e a diluicdo é estimada pela seguinte relacéo:

D=C%/C' =1
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Onde:
D é o coeficiente de dispersao;

C° é a concentracdo da solucdo K, Fe(CN)¢] injetada antes de sofrer diluicdo (1,0

x10™ mol LY);
C' é a concentracdo da solucdo K,[Fe(CN)g] injetada apés sofrer diluicao;
1°¢ a corrente em injecdo com volume infinito;

I' é a corrente correspondente a injecdo de 8,0 pL K4 [Fe(CN)g];
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Figura 19: Resposta amperométrica para trés injecdes consecutivas de 8,0 4 (1,4 s a
vazdo de injecdo de 344 4L min?) de KiFe(CN)¢] 1,0 x10* mol L™ em KCI 0,1 mol L™
seguida de injecdo em volume infinito. Vazéo do carreador: 0,25 mL min™, E = 0,4 V vs

Ag/AgClcr say).
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Para o experimento realizado o valor de D foi de 1,47. Isso significa que a solucéo
inicial foi diluida num fator de 1,47 vezes, ou seja, a solu¢do que chega a célula de deteccéo

tem valor de concentracéo igual a 6,8 x 10° mol L™.

Uma abordagem interessante, proveniente dos resultados obtidos para este
experimento, € a possibilidade da injecdo da amostra ser realizada sem prévia diluicdo em
eletrolito de corrida, ja que a solucdo injetada sofre diluicdo no préprio carreador. Para
comprovar essa suposicéo, foram realizados testes injetando-se solucéo de K4 Fe(CN)g] 2,0
x10®° mol L* diluido em KCI 0,1 mol L™ e outra, de mesma concentracéo, diluida em agua
deionizada. A resposta amperométrica para 10 replicatas em cada uma das condi¢cbes é

apresentada na Figura 20.
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Figura 20: Resposta amperométrica para injecdes sucessivas de 2,9 ul de K4 Fe(CN)¢] 5,0
x10™° mol L™ diluido em KCI 0,1 mol L™ (A) e em agua (B). Tempo de injec&o: 0,5 s; vaz&o

de injecdo: 344 uL min™; vaz&o do carreador: 0,25 ul min™. E = 0,4 V vs Ag/AgClic san.
¢ H ( )

Através dos resultados, foi possivel comparar as correntes médias dos dois
conjuntos de injecbes, obtendo-se um valor de 0,465 pA, com DPR de 3,1%, para solucdo

previamente diluida em eletrdlito, e 0,445 pA, com DPR de 2,8% para a solucao diluida em
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agua. Comparando os valores de desvios padrdo para as duas situacdes através do teste F
(Fexperiventar = Si2 1 S, = 1,34 < Frageiapo = 3,18; n = 10), observa-se que ndo ha
diferencas significativas entre esses valores, sendo assim, as solu¢cdes de amostra e
padrdes podem ser injetadas no sistema sem que sejam previamente diluidas em eletrélito

carreador.

5.3. Maodificacdo da superficie interna do canal e imobilizacao de glicose oxidase.

A Figura 21 é uma representacao esquematica simplificada de todo o processo de
modificagdo da superficie de PMMA e imobilizacdo de GOD. Na primeira etapa o pré-
tratamento com NaOH é fundamental, pois favorece a hidrolise dos grupos ésteres
presentes na superficie do PMMA, aumentando a probabilidade de ataque nucleofilico por

moléculas de PEI. O breve tratamento com HCI favorece a protonacao das carboxilas.

Apbs o pré-tratamento com NaOH e HCI, a proxima etapa envolve a ligacdo de PEI
as carboxilas geradas na superficie do PMMA. De forma subsequente, a superficie do canal
é colocada em contato com a solugdo contendo enzima. Como essa solugdo consiste em
GOD na presencga de glutaraldeido 1%, uma rede intermolecular de liga¢cdes cruzadas com
a enzima é formada [74] e a ligacdo com 0s grupos amino presentes na superficie

modificada ocorre com os sitios livres (carbolinas) do glutaraldeido.
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Figura 21: Representacdo esquematica das etapas do processo de modificacdo da

superficie interna no microcanal de PMMA e imobilizagéo de GOD.

5.4. Efeito da concentracéo de PEI

Com o objetivo de otimizar as condi¢cdes de tratamento da superficie de PMMA,
foram estudados os efeitos das concentragfes dos reagentes utilizados no processo. A
resposta em funcéo da variacdo de concentragéo de PEI foi avaliada com base no sinal de
corrente de pico quando uma solucdo de D-glicose 1,0 x10° mol L™ foi injetada no sistema

em fluxo contendo o reator modificado.

O tratamento com PEI favorece a geragao de grupos amino na superficie de PMMA e
a densidade superficial desses grupos tende a aumentar com a concentracdo do agente

modificador [71], ou seja, 0 niUmero de sitios potencialmente ligantes ao glutaradeido (e
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consequentemente com a enzima) aumenta e favorece um incremento da atividade do
reator. A resposta da atividade enziméatica é dada pelo produto de reacdo, H,O,, monitorado

na célula de deteccao.

A concentragdo de PEI foi estudada entre a faixa de 0,5% a 2,0% (m/m), e a
resposta amperométrica do reator em funcdo da mesma € apresentada na Figura 22 para
injecbes de 2,9 pL de D-glicose 1,0 x10° mol L™ . De antemé&o, vale ressaltar que a faixa
estreita de concentracdo de PEI estudada deve-se ao fato de que, em concentragbes
menores que 0,5 % nao houve resposta de corrente apreciavel para fins comparativos. Ja
em todos os casos que foram utilizadas concentragfes maiores que 2%, houve obstrugcéo

dos canais, tornando-os inaptos para utilizagao.
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Figura 22: Efeito da concentracdo de PEI na resposta amperométrica de 1,0 x 10° mol L™
de D-glicose em reator de 500 um de largura tratado com GOD 500 U mL™ em glutaraldeido

1 %.

Na tentativa de realizar ensaios preliminares de repetibilidade do reator no sistema

em fluxo, foram feitas injecdes sucessivas de 2,9 pL solucdo de D-glicose 1,0 x10° mol L™ a
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0,7 V vs Ag/AgClei san- NO entanto, foi observado que empregando-se o reator enzimatico
modificado com PEI 2% (m/m), a partir da 372 injecdo inicia-se um decaimento de corrente,
como mostrado na Figura 23. O mesmo comportamento € observado quando utilizado o
reator modificado com PEI 1,5% (m/m), porém, o decaimento de corrente inicia-se a partir
da 502 injecdo. Entretanto, esse comportamento ndo é observado quando utilizado o reator
modificado com PEI 1% (m/m), através do qual foi possivel fazer mais de 80 inje¢cdes sem

que ocorresse decréscimo significativo do sinal de corrente.
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Figura 23: InjecBes sucessivas de D-glicose 1,0 x10° mol L™ em diferentes reatores

modificados com (0) 1,0 %; (o) 1,5%; (e) 2,0% (m/m) de solugdo aquosa de PEI.

O comportamento de reatores modificados com solu¢do de PEI em concentracéo
maior ou igual a 1,5% (m/m), foi atribuido a processos de lixiviagdo da camada de PEI pelo
eletrdlito carreador. Sugere-se que, em altas concentracdes de agente modificador ([PEI]

21,5%), formam-se camadas adicionais do mesmo, unidas entre si por interagbes de
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natureza ndo covalente, provavelmente adsorcdo eletrostatica, sendo que, somente a
camada mais interna une-se ao PMMA por ligacdo covalente. Dessa forma, essas camadas
adicionais sao removidas pela solu¢do carreadora, levando consigo quantidade significativa
de massa enzimética que, por sua vez, ocupa as regifes mais externas da superficie
modificada. Por consequéncia, a reatividade do canal diminui consideravelmente, levando

ao decréscimo de corrente observado.

A Figura 24 mostra o aspecto de uma mesma regido de um reator modificado com
PEI 2,0 %, antes e apds o processo de lixiviagdo for¢cado, passando solugéo de eletrdlito
carreador durante 30 minutos. E possivel perceber claramente a remocdo de material
anteriormente fixado na parede interna do canal. Este comportamento repete-se aos
reatores com as superficies tratadas com PEI 1,5 %, porém, ndo é detectavel com o0s
modificados com solucdo 1,0 %. Presume-se, entdo, que a esta concentracdo, a

modificacdo ocorre sem a formacéo de camadas adicionais de PEI suscetiveis a lixiviagdo.

Figura 24: Imagem ampliada da superficie modificada do reator antes (A) e apds (B)

processo de lixiviagdo forcada em reator modificado com PEI 2 % (m/m).
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5.5. Efeito da concentracdo de GOD

A atividade catalitica de uma reacdo enzimatica € condicionada, dentre outros
fatores, a concentracéo da enzima. No caso de enzimas imobilizadas em substratos sélidos,
sua atividade dependera, analogamente, da massa enzimatica total. A Figura 25 ilustra o

efeito da concentragéo enzimatica sobre o sinal de corrente de oxidacdo de H,0,.

Estudou-se a variacdo do sinal de corrente em funcdo da concentracdo de GOD no
intervalo de 100 a 600 U mL™, apos injecbes de 2,9 uL de D-glicose 1,0 x10° mol L. A
melhor resposta obtida ocorreu quando a concentragéo de GOD atingiu 400 U mL™. A partir
desse ponto, a resposta amperométrica tende a um comportamento constante. Esse
comportamento pode ser atribuido a saturacdo dos sitios ligantes (—-NH, e —NH-) na

superficie previamente funcionalizada com PEI.
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Figura 25: Efeito da concentragéo da enzima GOD na resposta amperométrica de 1,0 x107®

mol L™* de D-glicose em reator de 500 xm de largura tratado com PEI 1,0 % (m/m).
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A Figura 26 A mostra a superficie de PMMA antes do processo de modificacdo e
imobilizagdo, onde se observa grande rugosidade do substrato polimérico, consequéncia do
processo de condensacdo de material polimérico na superficie da peca apés as ablacdes
com o laser de CO2. Presume-se que essa configuragdo rugosa auxilia na imobilizacdo e
favorece o aumento da superficie de contato possibilitando um maior acimulo da enzima.

Apés o tratamento de modificagdo (Figura 26 B), € observada uma nitida deposicao
de material cujo aspecto amarelado sugere a presenca da enzima que também possui
coloracdo amarelada, na forma de um filme irregular recobrindo a superficie de PMMA. Uma
andlise visual mais detalhada foi realizada por toda a extensdo do canal. Foi possivel
encontrar pequenas regides onde ndo ocorreu formacdo desse filme, no entanto, a
modificacdo no canal é predominantemente homogénea em toda sua extensdo, nado

apresentando regides de lacunas de dimensdes expressivas.

Figura 26: Imagem ampliada do reator antes (A) e apés (B) o tratamento com as solucdes
de PEI 1% (m/m) e GOD 400 U mL™" em tampZo fosfato pH 7 em meio de glutaraldeido 1%

(m/v).
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5.6. Efeito das dimensdes internas do canal

De maneira geral, a sensibilidade inerente ao reator € dependente da atividade total
da enzima imobilizada na sua superficie. Como é essa superficie que interage com a glicose

presente em solucdo, o desempenho do reator depende do transporte de massa de glicose

até as paredes internas do canal.

Em distdncias de extensdo micrométrica e na auséncia de turbuléncia, esse
transporte €, majoritariamente, controlado por difusdo. Por este motivo, a razao entre area
de superficie e volume, definida pelas dimensdes internas do canal, € um parametro
fundamental a ser avaliado. A Figura 27 mostra as imagens das secdes transversais de
canais com diferentes tamanhos antes do processo de modificacdo. Assim, as respostas

amperométricas para reatores modificados de diferentes larguras foram analisadas em duas
circunstancias:

A) Injecéo de 2,9 pL de K,[Fe(CN)e] 1,0 x10™* mol L em KCI 0,1 mol L*; E=0,4 V vs

Ag/Ag CI(KCI sat)-
B) Injecdo de 2,9 uL de D-glicose 1,0 x10° mol L™ em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7;

E =0,7 V vs Ag/A9Clkci sap)-
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Figura 27: Imagem ampliada das secdes transversais dos canais com largura interna de

307, 507, 710, 901 e 1005 um.
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O K4[Fe(CN)g] foi utilizado como espécie quimica de referéncia, j& que sua resposta
amperométrica é dependente das condicbes fisicas do sistema e ndo da atividade

enzimatica.

A Figura 28 exibe os sinais transientes referentes as injecdes, utilizando cada um
dos diferentes reatores, para K4 Fe(CN)g] (A) e glicose (B). Com finalidade de comparacéo
entre os graficos, o sinal de corrente foi normalizado em funcdo do pico de maior magnitude
para os dois grupos de experimentos, no caso, 0 correspondente a resposta obtida para o

reator de 307 pum.
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Figura 28: Resposta em sinais transientes de corrente normalizada, utilizando reatores
produzidos com diferentes larguras: (A) Injecdo de 2,9 uL de K,Fe(CN)g] 1,0 x10™* mol L™
em KCI 0,1 mol L"; E = 0,4 V vs Ag/AQClkci san; (B) Injegéo de 2,9 xL de D-glicose 1,0 x10°
mol L" em tamp&o fosfato 0,1 mol L™ pH 7; E = 0,7 V vs Ag/AgClkci sar- TeMpo de injecdo:

0,5 s; vazédo de injecdo: 344 uL min: vazdo do carreador; 350 ul min.

Em ambos os casos, é observada uma diminuigdo do sinal de corrente em funcao do
aumento da largura do canal, entretanto, esse comportamento € muito mais proeminente

gquando se injeta D-glicose no sistema. Enquanto a diminuicdo do sinal (em relagdo ao de
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maior magnitude) ndo chega a 50% para as injecdes com Ky Fe(CN)¢], para a glicose a
reducdo atinge mais de 90% quando utilizado o reator de 1005 um. Esse comportamento €

explicado quando consideramos dois fatores:

i) A dispersao no ponto de injecdo aumenta com a largura no canal. Portanto, o
sinal resultante tende a diminuir com o aumento da largura. Nos dois casos, a
contribuicdo dessa dispersdo é a mesma, sendo que, para o Ks;[Fe(CN)g], essa € a

Unica causa do decréscimo de corrente observado.

i) A resposta amperométrica para glicose € dada em funcao da oxidacdo de
H,O,, portanto, esta relacionada com a eficiéncia da reacdo enzimatica. Como essa
eficiéncia é dependente do transporte de massa de glicose até parede interna do
canal, aumentar a largura significa aumentar a trajetéria de difusdo da glicose, o que

torna o processo reacional mais lento.

5.7. Otimizacdo de metodologia analitica para quantificacéo de glicose

Nesta sec¢do sdo discutidos os estudos das condi¢cdes experimentais do sistema em
fluxo proposto empregando um reator modificado com GOD (490 um de largura interna).
Foram avaliados os valores 6timos para: pH e vazdo do eletrdlito carreador, volume de
amostragem e potencial aplicado na célula eletroquimica. Foram também averiguadas
repetibilidade, frequéncia analitica, linearidade, além da estabilidade do reator. Dessa forma,
as amostras de refrigerante foram submetidas a andlise e os resultados obtidos comparados

com o método espectrofotométrico.
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5.8. Estudo do Efeito do pH

Para avaliar a dependéncia desse parametro, foram feitas medidas amperométricas
no sistema em tampdao fosfato variando-se o pH do mesmo. Os resultados obtidos séo

mostrados na Figura 29 por meio do grafico de variacdo de corrente em 0,7 V (VS

AQ/A9Clci sar) versus o pH do meio.
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Figura 29: Efeito do pH na resposta amperométrica de D-glicose 1,0 x10° mol L™* em
tampéo fosfato 0,1 mol L™*; E = 0,7 V vs Ag/AgClci say. INjecdo de 2,9 ul (tempo de injec&o:

0,5 s; vazédo de injecéo: 344 ulL min™); vazao do carreador: 350 ul min.

De acordo com a Figura 29 no intervalo de pH de 5 a 7, a corrente de pico
aumenta e em valores de pH maiores que 7, a corrente diminui. Este comportamento

pode ser explicado por duas contribui¢des distintas:
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i) O processo de imobilizagdo enzimética pode alterar algumas propriedades
das enzimas. Um parametro importante que pode ser alterado € o pH em que sua
atividade é maxima, de forma que as condi¢cdes de pH do meio sédo diferentes em
relacdo a enzima livre em solucdo. A glicose oxidase tem como faixa 6tima de
atividade catalitica em pH entre 6,0 e 7,5 [75-76].

O resultado obtido em nossas imobilizagbes mostra que ndo existe
divergéncia significativa em relacdo ao pH de méxima atividade da enzima livre, o
gue é um indicador que o processo de imobilizacdo ndo acarreta em variacdes no

estado de ionizacdo nas proximidades do sitios ativos da enzima .

i) A oxidacdo de H,O, em superficie eletrédica de platina também é dependente
da concentragcdo hidrogenidénica do meio; no intervalo de pH entre 6,5 e 7,0 esse
processo de oxidagdo tem valor maximo [77]. Indicando que a resposta

amperométrica ndo € puramente dependente da atividade enzimética.

Como o maximo de corrente foi observado em pH 7, este foi selecionado para os

estudos posteriores dos pardmetros para otimizagao.

5.8.1. Estudo dos parametros do sistema FIA

Na Tabela 2, encontram-se resumidos 0s parametros estudados e selecionados do
sistema de injecéo em fluxo. A partir da adog&o dos valores indicados na tabela, voltou-se a

atencao para os demais aspectos de importancia e para a construcao da curva analitica.
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Tabela 2: Parametros avaliados e condi¢des de trabalho selecionadas.

Parametros avaliados do sistema FIA

Parametro Faixa estudada Valor selecionado
Potencial (V) vs Ag/AgClci say 0,3-0,9 0,6
Vazao (uL / min™) 100 — 500 250
Volume injetado (uL) 0,6 -17 5,7

a) Repetibilidade e Frequéncia de amostragem:

Para o estudo da repetibilidade foram realizadas medidas amperométricas através de
cinquenta injecdes de D-glicose 1,5 x10° mol L™ (n = 50). A corrente média para estas
injecdes foi de 3,19 x10° A e desvio padréo relativo (DPR) obtido foi de 1,72 %.

A Figura 30 apresenta a resposta amperométrica para as inje¢coes e o perfil do sinal
transiente utilizado para determinagdo da frequéncia de amostragem (f), que foi avaliada
através do inverso do tempo de limpeza (t,) que, de acordo com a Figura 30 corresponde ao

intervalo de 10,5 s. Dessa forma, estima-se uma frequéncia de 345 amostras por hora.
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Figura 30: Resposta amperométrica para 50 injecdes de D-Glicose 1,5 x10° mol L™ em
tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7; E = 0,6 V vs AQ/AYClikci sary; Vazao do carreador: 250 ul
min™; volume injetado: 5,7 L (vazéo de injecdo: 344 uL min™; tempo de injecdo: 1,0 s). Em
detalhe, o perfil do sinal transiente de corrente da 10.? injecdo e o intervalo de tempo de

limpeza (t.).

b) Estudo da estabilidade inter-dias

Para este estudo foram feitos experimentos com intervalos de, aproximadamente, 24
horas entre eles, injetando-se solugédo de D-Glicose 1,5 x10° mol L. As medidas foram
feitas com 20 replicatas e os valores de corrente em funcdo do tempo, em dias, é
apresentado na Figura 31. No intervalo entre as medidas, o reator foi preenchido com o

eletrélito de corrida estocado e armazenado a temperatura de 4 °C.
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Figura 31: Resposta amperométrica inter-dias para injecdo de D-Glicose 1,5 x10° mol L™
em tampao fosfato 0,1 mol L*pH 7; E=0,6 V vs AQ/AYClikci sary; Vazao do carreador: 250 L

min™; volume injetado: 5,7 x4 (vaz&o de injec&o: 344 ul min™; tempo de injec&o: 1,0 s)

Pela Figura 31, é possivel observar que as medidas de corrente ndo variaram
significativamente nos quatro primeiros dias. A partir do 5.° dia, é observada uma diminuicéo
do sinal analitico que se estende até o 21.° dia, em que a corrente média corresponde a,
aproximadamente, 50% da observada no 1.° dia. Diversos fatores podem contribuir para
esse decréscimo de sinal analitico, dentre os quais, a perda de atividade catalitica da
enzima imobilizada, processos de lixiviagdo e reacdes secundérias da enzima com a

superficie do canal.

Embora se possa verificar uma perda da atividade enzimética de até 50%, o
dispositivo ainda mantém utilidade pratica uma vez que a sua atividade ndo € reduzida

totalmente, o que permite a utilizacdo do reator por até trés semanas, se respeitadas as
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condicbes de utilizacdo, estocagem e calibracdo. Entretanto, alguns parametros, como

sensibilidade e limite de detecc¢éo, tendem a ser seriamente prejudicados.

c) Estudo de Linearidade

Para avaliacdo do intervalo linear de concentragdo, uma série de inje¢cbes em
triplicatas foi realizada e a resposta amperométrica obtida para este experimento é

apresentada na Figura 32.
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Figura 32: Resposta amperométrica para injecdes em triplicata de D-glicose em
concentragdes crescentes: (i) 2,5 x10°; (i) 5,0 x10°®; (iii) 7,5 x10®; (iv)1,0 x10%; (v) 2,5 x10°;
(vi) 5,0 x10°; (vii) 7,5 x10°%; (viii) 1,0 x10™; (ix) 2,5 x10™; (x) 5,0 x10™*; (xi)1,0 x10'%; (xii) 2,5
x10%; (xiii) 5,0 x10%; (xiv) 7,5 x103; (xv);1,0 x10? (xvi); 2,5 x10? (xvii) 5,0 x10? mol L™
Condi¢des: eletrolito tampéao fosfato 0,1 mol L? pH 7; E = 0,6 V vs Ag/AgClkci sary; Vazao do
carreador: 250 4L min™*; volume injetado: 5,7 uL (vazdo de injecdo: 344 ul min™; tempo de

injecdo: 1,0 s).
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A relacdo linear entre corrente e concentracdo de glicose foi constatada em dois
intervalos distintos. Conforme mostrado na Figura 33, o primeiro intervalo abrange a faixa de
2,5x10° a 7,5 x10™° mol L, apresentando inclinacdo de (4,12 + 0,03) x10° pA/uM, intercepto
de (0,009 = 0,002) uM e coeficiente de correlagdo, R, de 0,999. O segundo intervalo,
compreende a faixa de 1,0 x10“ a 1,0 x10> mol L™, com inclinac&o de (2,49 + 0,01) pA/mM,

intercepto de (0,67 + 0,04) uA e valor de R igual a 0,997.
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Figura 33: Relacdo entre corrente e concentragio de glicose. A direita, as duas curvas

obtidas para as faixas lineares de concentragéo.

Em valores de concentragdo superiores a 1,0 x102 mol L™?, ocorre um desvio do
comportamento linear e a resposta eletrédica tende a atingir um patamar a partir de 1,5x10
mol L. Este comportamento pode ser originado tanto pelo esgotamento da capacidade de

biotransformac@o da enzima (pela elevada concentracdo de glicose), como também por
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processos de passivacdo do eletrodo de platina quando a concentracdo de H,O, torna-se

elevada. A oxidacao catalitica de H,O, é representada pelas equacdes quimicas a seguir:

Pt + 2 H,O — Pt(OH), + 2 H" + 2¢” (etapa eletroquimica)

Pt(OH), + H,0, = Pt(OH),*H,0, (adsor¢ao)

Pt(OH),*H,0, = Pt + 2H,0 + O, (etapa quimica)

Com o aumento da concentracdo dos produtos de reacdo, O, e H', estes por sua
vez, podem adsorver na superficie eletrodica competindo com o H,0, pelos sitios cataliticos
de Pt(OH), dificultando sua oxida¢do.O conjunto desses processos adsortivos € conhecido

como inibicdo competitiva [72], e é representado nas equacdes a seguir:

Pt(OH), + O, = Pt(OH),*0, (adsorcao)

Pt(OH),*H,0; + H" == Pt(OH),*H,0,+H" (adsorg&o)

d) Determinacdo do teor de glicose em amostras de refrigerante

Para avaliar a aplicabilidade do sistema em fluxo proposto utilizando o reator
modificado com GOD, cinco diferentes amostras de refrigerante foram analisadas utilizando
amperometria diferencial. A Figura 34 apresenta as respostas amperométricas obtidas para
as para as amostras (A; a As) e para solucbes padrdo de D-glicose em diferentes
concentragdes (P, a Pg), variando de 2,5 x10* a 2,5 x 10° mol L, utilizadas para a
construcdo da curva analitica, mostrada no detalhe da Figura 34. A regressao linear dos
sinais registrados para os padrdes de D-glicose levou a equacédo de reta: I/A = (2,36 = 0,02)
x10°%* [Glicose]/mol L™ - (2,87 + 0,04) x10” e coeficiente de correlacdo, R = 0,9998. O limite
de deteccéo foi estimado em 1,40 x10° mol L™ (trés vezes o desvio padrdo referente ao

sinal de corrente de menor concentracdo / inclinacéo da reta).
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Também é apresentada, no detalhe da Figura 34, a resposta amperométrica para as
injecdes das amostras na presenca do pseudorreator nao modificado, que foram utilizadas

para a determinagcao amperométrica diferencial das amostras.
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Figura 34: Resposta amperométrica para padrdes de D-glicose P;: 2,5 x 10 P,: 5,0 x10™;
Ps: 1,0 x10; P4 1,5 x10%; Ps: 2,0 x10%; Pg: 2,5 x10° mol L™ e para as cinco amostras de
refrigerante (A; a As); em detalhe a curva analitica obtida e as inje¢es de glicose com reator
ndo modificado. Condi¢des: eletrélito tampéo fosfato 0,1 mol L* pH 7; E = 0,6 V vs
AQ/AgClkci say; Vazéo do carreador: 250 ul min™; volume injetado: 5,7 uL (vazéo de injecao:

344 4l min*; tempo de injecdo: 1,0 s).

Os resultados da analise de todas as amostras estdo sumarizados na Tabela 3, pela

qual é possivel comparar os valores obtidos empregando-se os métodos amperométrico e
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espectrofotométrico. Nesta tabela constam os valores das médias obtidas, os respectivos
valores de desvio padrdo (DP) e os valores de d;, que é diferenca entre os valores médios

obtidos pelos dois métodos empregados.

Tabela 3: Resultados obtidos para as andlises de glicose nas cinco amostras através dos

métodos espectrofotométrico e amperomeétrico.

Amostra Espectrofotometria Amperometria Diferenca
(d)
C/mgmL* DP/mgmL* C/mgmL* DP/mgmL*

Ag 130,8 0,9 128,1 1,2 -2,7
A, 3315 1,7 322,8 2,8 -8,7
Az 69,9 0,7 67,0 0,9 -3,0
A, 105,2 0,6 102,9 0,9 -2,3
As 334,8 2,4 328,2 2,7 -6,6

Os resultados obtidos pelos dois métodos foram comparados aplicando-se o teste t
pareado, (texperiventaL = 3,700 € trageLapo = 4,303). Como os valores de texperiventar Obtidos
S80 menores que 0 trageLapo, POde-se concluir que os resultados obtidos na determinacéo de
glicose pelo método proposto e por espectrofotometria ndo apresentaram diferencas
significativas, a um nivel de confianca de 95%.

Cabe destacar os bons resultados obtidos utilizando o sistema que associa
microcanais com deteccdo amperométrica. Os resultados obtidos com o sistema proposto
apresentam maior precisdo que o classico método espectrofotométrico para determinacéo

de glicose.



77

6. Conclusoes e Perspectivas

A modificagdo da superficie interna de PMMA utilizando PEI mostrou-se eficaz para a
imobilizacdo da glicose oxidase, sendo potencialmente aplicavel para a imobilizagdo de
outras enzimas de interesse analitico. Além disso, apresentou apreciavel estabilidade a
longo prazo, sendo possivel ser utilizado por mais de trés semanas se respeitadas as

condi¢cbes de estocagem.

A metodologia para a determinagdo de glicose utilizando o reator modificado
apresentou limite de deteccéo apreciavel (1,40 x10® mol L™), boa sensibilidade (2,36 + 0,02
pA/mM) e alta frequéncia de amostragem (345 determinacgdes h™), podendo ser utilizado

para quantificacdo de glicose em diversas matrizes.

O sistema de injec@o proposto permite a introdugdo da amostra no sistema sem sua
prévia diluicdo em eletrolito carreador, podendo ela ser diluida somente em &agua
deionizada. O sistema de inje¢cdo possui um volume morto inerente ao preenchimento com
amostra de toda a extensao da tubulacéo de Tygon utilizado na bomba peristaltica. Mesmo
esse volume morto sendo pequeno (~1,4 uL / cm de tubulacéo), ele deve ser considerado.

Dessa forma, maneiras de diminuir esse volume morto devem ser analisadas.

Os componentes de propulsdo e de inje¢cdo (bomba pneumética e peristaltica)
ocupam um volume muito grande quando comparado com as dimensdes do reator, 0 que
descaracteriza o conjunto como sistema portatil, que é uma das caracteristicas desejadas
na pesquisa em p-TAS. A utilizacdo de minibombas de pistdo e minibombas piezelétricas
seriam uma maneira de diminuir 0 espaco ocupado pelo sistema, aumentando sua

portabilidade.

O mddulo de deteccdo € anexo a parte microfluidica, conectado a ela por tubulagéo

de Tygon, sendo que o0 uso de conexdes aumenta 0s processos de dispersao.
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Procedimentos de incorporacdo dos componentes de deteccao no final do proprio reator
podem ser avaliados pela utilizacdo de eletrodos de pequenas dimensdes ou até mesmo
microeletrodos. Uma maneira alternativa seria a utilizacdo de eletrodos de CD-R, pela

facilidade de confeccéo e versatilidade para deteccdo miniaturizada in line.

Uma dificuldade para a incorporacéo de eletrodos no final do reator seria relativo a
insercdo do eletrodo de referéncia (Ag/AgCl), ja que este requer que a parte metalica do
eletrodo esteja mergulhada em solucédo de KCI, sendo dificil sua miniaturizagdo em niveis
milimétrico e micrométrico. Uma alternativa viavel para contornar este problema seria a

utilizacdo de eletrodos solidos de quasi-referéncia.
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