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Resumo

SILVA, E. R. Desenvolvimento de metodologia de baixo custo para determinacédo de glifosato
usando microdispositivos eletroforéticos fabricados em poliéster-toner. Dissertacdo (Mestrado) —
Instituto de Quimica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sdo Carlos, 2011.

Um grande crescimento no interesse por microdispositivos eletroforéticos tem sido
observado nos ultimos anos. Vantagens atrativas como baixo consumo de reagentes e
diminutos tempos de analise sdo verificados. Microdispositivos fabricados usando toner de
impressora e folhas de transparéncia (poliéster) vem a somar valores como baixo custo e
simplicidade de confeccdo a técnica de micro-separacéo eletroforética. Entretanto, a aplicacao
analitica utilizando esse tipo de microdispositivo tem sido pouco explorada.

Neste trabalho o uso de microchips eletroforéticos fabricados em poliéster-toner (PT)
é utilizado para a determinacdo simultanea do herbicida glifosato e seu maior metabdlito,
AMPA (&cido aminometilfosfénico). Em um primeiro momento, o trabalho apresenta o
desenvolvimento de uma metodologia no qual utiliza condutometria sem contato (C*D) como
sistema de deteccdo, aliada a separacdo eletroforética em microchips de PT. Varios
parametros que regem uma boa confiabilidade analitica, tanto quanto otimizam a
sensibilidade do sistema foram avaliados.

Em um segundo momento, ainda aliada a microchips de PT, a técnica de
cronoamperometria foi utilizada como sistema de deteccdo. Nessa etapa do projeto estudos
eletroquimicos foram inicialmente realizados em eletrodos convencionais de ouro e cobre,
buscando averiguar qual metal apresenta maior sensibilidade para o herbicida glifosato.
Tendo o metal cobre como melhor escolha, eletrodos planares foram construidos a partir da
combinacdo das tecnologias da producdo de mascaras de toner, e placas de circuito impresso
como fonte de cobre.

Em ambas as metodologias desenvolvidas, picos bem resolvidos foram encontrados
para os analitos em estudo. Tempos menores que 80 s foram gastos entre 0 processo de
separacdo e deteccdo; uma boa repetibilidade também foi encontrada. Os valores de limite de
deteccdo (LD) utilizando C*D foram 60,8 e 74,8 pmol L™ para glifosato e AMPA
respectivamente. Como esperado, menores valores de LD foram obtidos na deteccdo
amperométrica, com 1,88 pmol L* para glifosato e 16,45 pmol L™ para AMPA. A
aplicabilidade dos métodos foi verificada através da analise do herbicida e seu metabdlito em

amostras de agua. Etapas de derivatizacao e pré-concentracao off-line ndo foram usadas nesse



trabalho, dessa forma os dois métodos desenvolvidos apresentaram como principais vantagens
0 extremo baixo custo, e a simplicidade de uso.

Palavras chave: Glifosato, microchips de poliéster-toner, condutometria sem contato,
cronoamperometria.

Este exemplar foi revisado e alterado em relagéo
a versao original, sob exclusiva responsabilidade
do autor.

Eduardo Rodrigues da Silva




Abstract

SILVA, E. R. Development of low cost methodology for determination of glyphosate using
electrophoretic microdevices fabricated in polyester-toner. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto de
Quimica de Séo Carlos, Universidade de S&o Paulo, Sao Carlos, 2011.

A large increase in interest in electrophoretic microdevices has been observed in
recent years. Advantages attractive as low reagent consumption and low analytical time are
checked. Microdevices fabricated using printer toner and polyester transparency sheets are the
sum values as low cost and simplicity of the technique of making micro-electrophoretic
separation. However, the analytical application using this type of microdevice has been little
explored.

In this work the use of microchip electrophoresis fabricated on polyester-toner (PT) is
used for the simultaneous determination of the herbicide glyphosate and its major metabolite,
AMPA (aminomethylphosphonic acid). In a first moment, the work presents the development
of a methodology in which the use capacitively coupled contactless conductivity detection
(C*D) for determination of analytes is employed, coupled with electrophoretic separation in
PT microchips. Several parameters that govern a good analytical reliability and with the intuit
of optimizing the sensitivity of the system were evaluated.

In a second time and still allied to the PT microchips, the technique of
chronoamperometry was used for detection. Electrochemical studies were initially conducted
in conventional electrodes of gold and copper, looking for determine which metal is more
sensitive to detect the herbicide glyphosate. Having the best choice planar copper electrodes
were constructed from a combination of technologies for the production of toner masks, and
printed circuit boards.

In both, C*D and chronoamperometric detection methodologies, well-resolved peaks
were found for the glyphosate and AMPA. Time analysis of less than 80s were found
including the separation and detection processes, and a good analytical repeatability was also
found. The limits of detection (LOD) using C*D were 60,8 and 74,8 pmol L™ respectively for
glyphosate and AMPA. As expected, lower LOD were obtained in the amperometric detection
methodology, 1.9 umol L™ for glyphosate, and 16.5 umol L™ for AMPA. The applicability of
the methods was tested by analyzing the herbicide and its metabolite in fortified water
samples. Steps of derivatization and preconcentration off-line were not applied in this work,



so the two methods showed as main advantages very low cost and time analysis, and
simplicity of application.

Keywords:  Glyphosate, microchip of polyester-toner, contactless conductivity,

chronoamperometry, C*D.
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1.1. Microfluidica

A Microfluidica é a Ciéncia e Tecnologia de Sistemas que processa ou manipula
pequenas quantidades de fluidos, usando canais com dimensdes entre dezenas e centenas de
micrometros’. Os sistemas microfluidicos operam com volumes na ordem de 10° a 10
litros. As principais aplicacdes de tecnologias desenvolvidas em microfluidica estdo
concentradas em quimica analitica, onde podem oferecer um grande nimero de capacidades,
como a habilidade de manipular quantidades muito pequenas de amostras e reagentes,
conduzir separacdes e deteccbes com grandes resolucdes e sensibilidades, baixo custo, altas
frequéncias analiticas e portabilidade.

O inicio do desenvolvimento da microfluidica ocorreu em 1979 com construgdo do
primeiro sistema analitico miniaturizado: um cromatégrafo a gas de pequenas dimensées’.
Desenvolvido com a integracdo do injetor, coluna cromatografica e detector, em uma placa
circular de silicio de apenas 5 cm de didmetro, o dispositivo foi usado com sucesso na
separacdo dos componentes de uma mistura de hidrocarbonetos. Entretanto, apesar da
capacidade de realizar réapidas separagdes, esse primeiro microdispositivo ndo teve
repercussdo significativa na comunidade cientifica, dessa forma os trabalhos produzidos na
década de 80, relacionados a miniaturizacdo, ficaram voltados apenas ao desenvolvimento de
sensores quimicos, micro-bombas e micro-valvulas®.

Microreservatdrios, microcanais, microbombas e microvalvulas séo elementos que
constituem os sistemas microfluidicos e que agrupados podem ser utilizados como filtros;

microreatores; separadores ou misturadores de substancias; sensores, entre outras funces. Em
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muitos exemplos da literatura, ha sistemas de microanalise que realizam processamento
paralelo de diversas substancias com grande eficiéncia, realizando diversas das fungdes
descritas simultaneamente, gerando novos termos na ciéncia como Lab-on-a-Chip,
literalmente laboratério em um Chip, e o uTAS, traduzidos como sistemas de analise total. O
termo microfabricacdo também ¢é usado, e estd relacionado a fabricacdo de estruturas
micromeétricas em substratos solidos como polimeros, vidros, silicatos, etc. Os métodos de
microfabricacdo incluem fotolitografia, corrosdo quimica via Umida, deposicdo de filmes
(plasma, sputtering, etc.), moldagem, vedacdo, etc’. Dentro da escala miniaturizada, uma
grande atencdo tem sido dada por diversos pesquisadores no desenvolvimento de

microdispositivos confeccionados para fins eletroforéticos.

1.2. Eletroforese em Microdispositivos

Entre as técnicas analiticas de separagdo, a eletroforese capilar (CE) é a principal
técnica desenvolvida em microdispositivos devido a simplicidade de sua instrumentacdo. O
controle eletrocinético dos fluidos, que requer somente eletrodos para aplicagdo de campo
elétrico, elimina a necessidade do uso de valvulas e bombas que sdo de dificil construcéo e
interface com sistemas miniaturizados”.

A eletroforese capilar € uma das mais recentes técnicas analiticas de separa¢do, sendo
que a introdugdo do primeiro equipamento comercial data de aproximadamente 20 anos. No
inicio da decada de 80, a CE surgiu como uma alternativa a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), que ainda hoje é uma das técnicas mais utilizadas em analises qualitativas
e quantitativas dos mais diversos compostos. Apesar de uma relativa demora da introducao da

CE no mercado, possivelmente pela prevaléncia de outras técnicas analiticas mais
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consolidadas, as companhias e institutos de pesquisa continuaram aperfeicoando os
equipamentos e criando as mais variadas condicGes de separacdo em CE.

A CE ¢é considerada uma ferramenta muito poderosa de analise, pois conta com baixo
custo operacional, possui alta resolucdo e ainda tem reduzido volume de descartes. O
consumo de amostras geralmente € da ordem de microlitros e a de reagentes, de mililitros, o
que torna o equipamento econdmico e pouco poluidor. Esta técnica é reconhecidamente
versatil, e vem sendo utilizada com sucesso para a separacdo e quantificacdo dos mais
variados tipos de compostos, sejam pequenos ions, moléculas neutras e até mesmo grandes
biomoléculas. A técnica ja comprovou ser extremamente eficiente na andlise das mais
variadas moléculas em areas como por exemplo, a quimica analitica, forense, organica,
analises clinicas, de produtos naturais, na indGstria farmacéutica e da biologia molecular®™2,

A Figura 1 apresenta o diagrama esquematico do modelo de microdispositivo mais
comumente usado em separacOes eletroforéticas. Como observado, trata-se de um
microdispositivo com microcanais de injecao (I) e de separacdo (II) dispostos em cruz. Nas
extremidades do microcanal de injecdo ha reservatorios para amostra (1) e descarte da
amostra (3), enquanto que o microcanal de separacdo esta delimitado pelos reservatorios da
solugéo tampao (2) e de deteccao (4).

Algumas estratégias podem ser utilizadas para aumentar o volume de amostras
injetada, e consequentemente conseguir um ganho de sensibilidade. Com a variacdo do
formato geométrico dos canais, 0 aumento de amostra injetada pode ser alcancado. Uma
configuracdo de duplo-T (Figura 1), por exemplo, pode ser utilizada para esse fim; nesse caso

o0 volume total injetado esta relacionado com o comprimento total desse duplo-T.
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Figura 1. Diagrama esquematico do modelo de microdispositivo mais comumente usado em
separacdes eletroforéticas. (A) Microcanais de inje¢do (I) e de separagdo (II) dispostos em cruz, com
reservatorios para amostra, solucdo tampdo, descarte da amostra e detec¢do por (1), (2), (3) e (4),
respectivamente. (B) InterseccOes entre 0s microcanais de injecdo e separacdo na forma de cruz e
duplo-T.

1.2.1. Introducdo da Amostra

Dois principais métodos de injecdo de amostra sdo encontrados em eletroforese capilar
convencional, injecdo eletrocinética e injecdo hidrodindmica. Dos dois métodos, a injecdo
eletrocinética é majoritariamente utilizada em microdispositivos. Na injecdo eletrocinética
apenas as espécies que apresentam carga sob as condi¢fes do experimento poderdo ser
injetadas. A importancia da introducdo de amostra deve-se ao fato de que as caracteristicas da
zona de amostra (definida pela interseccdo dos canais) determinam a qualidade da separagéo
analitica. Além disso, para um estudo quantitativo ha a necessidade de uma boa repetibilidade
das injecbes'®. A equacdo 1 descreve a quantidade de material injetado (n) para dentro de um

canal®™.
B K;
n= Ugp (E 7 )ACt (1)
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Nessa equacdo, N é o numero de moles injetado de uma espécie para dentro do canal,
Hap € @ mobilidade aparente da espécie a ser injetada (soma da mobilidade efetiva |ls com a
mobilidade do fluxo eletrosmatico leof), A é a area da seccdo do canal, C é a concentracao da
espécie e t é o tempo de injecdo. O termo entre parénteses é chamado de campo elétrico
efetivo, dado pelo vetor campo elétrico E e a razdo das condutividades entre o tampéo K; e a
amostra Kgm.

Existem basicamente trés modos de injecdo eletrocinética em microdispositivos:
“unpinched” '®, “pinched™’ e “gated”®. Entre eles, o mais simples e comum é o modo
“unpinched”, onde a zona da amostra & determinada basicamente pela geometria dos
microcanais que pode ser na forma de cruz. Para melhor compreensdo, a Figura 2 apresenta o
esquema do controle eletrocinético nos microcanais. Para realizar a inje¢cdo uma diferenca de
potencial é aplicada no canal de injecdo durante 1-10 s, pelos eletrodos posicionados nos
reservatorios da amostra (1) e de descarte da amostra (3) (Figura 2B). Neste curto periodo de
tempo, a tendéncia é que o microcanal de injecdo fique completamente preenchido com a
amostra (Figura 2C). Ap6s completar o preenchimento do microcanal de injecdo, a etapa de
separacdo € iniciada pela aplicacdo de uma diferenca de potencial no canal de separacdo nos
eletrodos posicionados nos reservatorios do tampdo (2) e de descarte do tampéo (4), também
denominado de reservatorio de deteccdo. Deste modo, a zona de amostra definida pela
intersec¢do dos canais (volume de amostra injetada = volume da intersec¢do dos canais) é
transportada na direcdo do detector (Figura 2D) e as espécies sdo separadas de acordo com

suas mobilidades eletroforéticas.

19



1. INTRODUGAO GERAL

(A) (B)
2 )
"
@ © © 2
II—
Ge—
@ Q
(©) (D)
) >

O &

Figura 2. Esquema de controle eletrocinético nos microdispositivos. (A), Configuracdo dos
microcanais. 1, 2, 3 e 4 representam 0s reservatorios para amostra, tampdo, descarte da amostra e
descarte do tampado, respectivamente. I, Il e Il representam o canal de inje¢&o, o canal de separacéo e
0 ponto de deteccdo. (B), (C), ilustracdo do preenchimento do canal de injecdo. (D), separagdo
analitica dos analitos de acordo com suas mobilidades eletroforéticas.

As teorias discutidas a seguir, relacionadas a CE, séo validas também para eletroforese
em microescala. Porém, enquanto em CE a separacao ocorre em um capilar no formato micro,
a separacdo em microdispositivos ocorre em microcanais 0s quais podem ser fabricados nos

mais diferentes tipos de materiais.

1.3. Principios tedricos em CE

Eletroforese € uma técnica de separacdo baseada na migracdo diferenciada de
compostos idnicos ou ionizaveis sob a influéncia de um campo elétrico. Diferentes particulas

com cargas e/ou tamanhos variados migram com velocidades distintas: este é o principio
20
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basico de todos os métodos eletroforéticos de separacido’®. Uma representacdo esquemética de

um sistema de CE convencional pode ser visualizada na Figura 3.

S

entido da mj, raca.
— o

Molécyjqpe neutra,
s

Capilar

Detector

Fonte de alta
tensdo

1] T
L]

Tampao / Injegdo da amostra Tampao

Figura 3. Figura representativa de um equipamento de CE convencional. Em detalhe é apresentado
uma representacdo esquematica da migracdo de cations, &nions e moléculas neutras na presenca do
fluxo eletrosmético (EOF).

Como se pode observar na Figura 3, um equipamento de CE consiste de dois
reservatorios conectados por um tubo capilar e preenchidos por um mesmo eletrélito. Esses
reservatorios possuem eletrodos metalicos (geralmente de platina) onde é aplicada uma
diferenca de potencial (tipicamente variando de 10 a 30 kV). O campo elétrico formado
promove a migracdo das espécies que sdo injetadas em uma das extremidades do capilar. O
fato de o capilar possuir um didmetro interno bastante reduzido (tipicamente 20 a 100um)
possibilita uma dissipacéo eficiente do calor gerado pela passagem da corrente elétrica (efeito
Joule). Os analitos injetados migram no interior do capilar e sdo detectados através de um

detector que é disposto na extremidade oposta a da injecao.
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O registro grafico de uma analise eletroforética € denominado eletroferograma, onde é
apresentado o sinal dos analitos que passaram pela zona de deteccdo em funcdo do tempo
decorrido. A partir de parametros obtidos do eletroferograma, é possivel retirar informacdes a
cerca da qualidade de separacdo. Uma medida quantitativa da resolucdo entre dois picos €
dada pela Equacdo 2. O numero de pratos tedricos (N), calculado a partir da

Equacdo 3, demonstra a eficiéncia da separacéo.

_ Z(tmz — tml)
 (wytwy) 2)
£\ 2 tm \
N =16 (W) — 5,54 <W1/2> 3)

Em CE, além dos solutos, a solu¢do tampdo também move-se através do capilar sob a
influéncia do campo elétrico gerando o fluxo eletrosmoético ( discutido em detalhes a seguir).
A presenga do fluxo eletrosmético torna possivel analisar cétions, &nions e moléculas neutras
na mesma corrida pois promove a conducgédo dos solutos, sem distingdo de carga, na dire¢cdo do
detector®® (apresentado no detalhe da Figura 3).

A CE pode ser classificada de acordo com seu modo de operagdo. A eletroforese
capilar de zona (CZE) é o modo mais comum de operacdo em CE. Trata-se de um método de
separagdo em solucdo que ocorre como resultado de duas estratégias: maximizar as diferengas
entre as mobilidades eletroforéticas efetivas dos analitos e minimizar as causas de
alargamento das zonas. A mobilidade eletroforética prediz que sob influéncia de um campo
elétrico, uma espécie eletricamente carregada ira migrar através do capilar em direcdo ao polo
de carga oposta. A velocidade de migracdo eletroforética (vep) € determinada pela seguinte

equacéo:
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Vep = Ugp E = E (4)

é6nnr

Onde:

HMep = mobilidade eletroforética da espécie
E = campo elétrico aplicado

q =cargado ion

n = viscosidade do meio

r =raio do ion solvatado

Como comentado, a presenca do fluxo eletrosmético torna possivel a analise de
cations, anions e moléculas neutras em uma mesma corrida. Este fluxo origina-se da ionizagao
dos grupos silandis (Figura 4) da superficie interna do capilar de silica fundida®*. Em pH
acima de 3, ocorre a dissociacdo dos grupos silanois superficiais (Si-OH) que constituem a
parede interna do capilar de silica, conferindo a superficie interna um carater negativo. Com
iss0, 0s cations do eletrélito que preenchem o capilar tendem a se aproximar da parede e, sob
um campo elétrico, sdo atraidos para o catodo. Como estes estdo solvatados arrastam o
solvente, proporcionando o “bombeamento” de solugdo no interior do capilar. Desta forma, a
movimentacdo dos ions dentro do capilar passa a depender ndo somente da sua propria
mobilidade, mas também da mobilidade do EOF, que consequentemente dependera da

composicao do eletrélito utilizado.

camada negativa « s s s & TS R s 0N NN \Sl/ \sl/ N/
o o o o o o o o o o o o o o o o S 4 &
camada fixa « + + + % + * * + + + + + + + + + + + + + + + +
———————————————————————————————————— »  Plano
camada movel « ® * ® * + ® e ® ® ® ® ® ® ® de cisalhamento
EOF R
- >
-

Figura 4. Representacdo esquematica da geracdo do fluxo eletrosmatico.

23



1. INTRODUGAO GERAL

A velocidade do EOF (veor) pode ser determinada pela Equacéo 5.

Vgor = Mgor E (5)

A mobilidade eletrosmotica, (LUeor) por sua vez pode ser calculada a partir da Equacéo 6

£¢

M (6)

UEoF =

onde:
& = constante dielétrica do tampéo
¢ = potencial zeta

n = viscosidade do tampéo

E possivel observar na equacdo 6 que a mobilidade eletrosmética é dependente da
superficie do capilar (potencial zeta), das caracteristicas do tampdo como a constante
dielétrica, a viscosidade, o pH e a concentracdo; e é independente do campo elétrico aplicado.

O EOF é diferente para cada tipo de capilar ou de canal utilizado. A magnitude do
EOF pode ser determinada pela injecdo e deteccdo de um composto neutro, adicionado a
amostra ou injetado individualmente. Com a medida do tempo de migragdo (tmig) e,
conhecendo o comprimento efetivo () (comprimento do capilar até o ponto de detec¢do)
pode-se calcular a velocidade eletrosmética, veor, em cm s* como representado na

Equacdo 7:

VeEor = T (7)
mig
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Combinando as equacbes 5 e 7, a mobilidade eletrosmética, Heor, dada em
cm? V! s pode ser calculada pela divisdo da velocidade eletrosmética, em cm s*, pelo
campo elétrico, E, em V cm™.

Quando os parametros do EOF sdo medidos usando um marcador neutro, é importante
que o marcador seja escolhido de modo a se mover ao longo do capilar sob a acdo exclusiva
do EOF. O principal critério na escolha de um marcador é que ele seja neutro no pH do
tampdo, detectavel no detector utilizado, puro e que ndo tenha interacdo com a parede do
capilar ou do canal, e também deve ser solGvel no tampao.

O EOF é caracterizado por um perfil planar de velocidade ndo contribuindo para o
alargamento das bandas (Figura 5). Esse fato distingue a CE dos métodos cromatograficos em
fase liquida (colunas ndo empacotadas) que apresentam perfil parabdlico de velocidade dentro
da coluna, caracteristico do fluxo induzido por pressdo. Essa caracteristica permite que se

obtenha picos ainda mais estreitos e definidos.

A B
—> —
— —>
> —>
—> —>

Figura 5. Perfil de fluxo tipico da técnica de HPLC gerado por pressdo (A), e perfil de fluxo tipico da
técnica de CE gerado por EOF (B).

Quando uma espécie quimica eletricamente carregada € injetada, o tempo que ela
levara para chegar até o detector (velocidade aparente) é representado pela velocidade efetiva
(velocidade do ion) somada a velocidade do EOF. Em condi¢des normais (polaridade
normal), o EOF ocorre do anodo (p6lo positivo) para o catodo (p6lo negativo). No entanto,
qguando desejado, o EOF pode ser reduzido, suprimido ou mesmo ter o sentido invertido. A

reducdo e/ou supressdo do EOF no capilar €, na maioria dos casos, aplicada com o objetivo de
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reduzir a mobilidade aparente das espécies no interior do capilar, favorecendo, desta forma, a
separacdo de espécies de mobilidades muito proximas. A reducdo ou supressdo do fluxo
também pode ser conseguidas com a diminuicdo do pH (<3,0), a adicdo de solventes
organicos, ou aditivos para recobrir a parede interna do capilar, tais como, tensoativos
catidnicos, alcool polivinilico, polimeros de celulose entre outros. A escolha adequada do
tensoativo, assim como de sua concentracdo, permite o controle direto da magnitude do EOF
e mesmo a sua inversdo®. A inversio do EOF com a utilizacdo de tensoativos catiénicos
como o CTAB (brometo de cetiltrimetilam6nio) é bastante comum e Util, especialmente na

analise de anions.

1.4. Herbicida Glifosato

1.4.1. Consideracgdes Gerais

Pesticida é qualquer substancia (ou mistura de substancias) natural ou sintética, usada
para controlar ou repelir qualquer praga de origem animal ou vegetal, que de alguma forma
compete com o bem estar humano?. No geral sdo substancias quimicas; podendo ainda existir
na forma de agentes biol6gicos como virus ou bactérias. Varias denominacgdes sdo atribuidas a
esses tipos de compostos: agrotdxicos, defensivos quimicos, praguicidas, fitossanitarios,
agrogquimicos, etc. Porem mesmo com a contradicdo de termos, o mais utilizado
internacionalmente vem a ser “pesticidas”, e assim sendo, Serd utilizado no decorrer deste
documento.

Em relagdo ao organismo alvo, os pesticidas sdo classificados em inseticidas,

fungicidas, herbicidas, acaricidas, entre outros. Dentre essas diferentes classes os herbicidas
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se destacam pelo elevado consumo mundial, onde seu uso é empregado no combate de pragas,
doencas ou eliminagdo de plantas daninhas. O uso de herbicidas na area agricola tem como
objetivo atingir altos indices de produtividade, e conseguir desta forma suprir a necessidade
alimentar da populacdo mundial.

Apesar dos beneficios no controle e/ou combate as pragas que evitam a queda na
producdo de alimentos, os pesticidas sdo apontados como poluentes ambientais®*. Em muitos
estudos sobre a relacdo percentual entre a quantidade total aplicada de um pesticida e aquela
gue alcanca seus objetivos como controle de pragas, se estima que aproximadamente 0,3%
atingem sua substancia alvo, e 0s 99,7% restantes se dissipam no meio ambiente podendo até
chegar a contato humano®.

Grande atencdo tem sido empregada por pesquisadores, Orgdos governamentais
reguladores e pela propria opinido publica ao impacto dos pesticidas sobre a salde humana e
ao ambiente. Como consequéncia, varias restricdes no uso desses produtos foram impostas a
nivel nacional e internacional. Com o objetivo de controlar o uso adequado de pesticidas no
campo, o Brasil criou uma legislacdo especifica para esse fim com a Lei n. 7.802 de 11 de
julho de 1989.

Atualmente o Brasil € 0 maior consumidor de pesticidas do mundo, gerando em 2009
uma receita de US$ 7 bilhdes e um consumo de 700 mil toneladas de pesticidas®®. Com base
no alto consumo desses produtos no pais, e seu respectivo impacto na salude humana e ao
ambiente, foram criados programas objetivando a avaliacdo toxicologica de diversos
ingredientes ativos de pesticidas. Dentre esses programas pode ser citado o PARA (Programa
de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos). O PARA, criado em 2001 pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), tem como principal objetivo implantar
acOes de controle e estruturar um servigo para avaliar a qualidade dos alimentos em relagéo

aos residuos de pesticidas.
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No ano de 2009 o PARA monitorou mais de trés mil amostras, de vinte diferentes
tipos de alimentos em todo pais. Nessas analises foram investigados até 234 diferentes
ingredientes ativos de pesticidas. Com os resultados obtidos foi elaborado um relatério
extenso, onde se constatou alimentos com limite maximo de residuos (LMR) acima do
permitido por lei. Foi avaliada ainda a presenca de pesticidas ndo autorizados (NA) nos
alimentos estudados. Em um balanco geral 29,0% das amostras apresentaram algum tipo de
irregularidade. A Figura 6 tras um resumo de algumas culturas avaliadas pelo PARA, e seus

respectivos resultados insatisfatérios.
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Figura 6. Porcentagem de amostras com irregularidades analisadas por cultura. O gréfico apresenta 0s
resultados insatisfatorios encontrados pelo PARA de 2009 para algumas culturas de alimentos.

Na classe dos herbicidas, o glifosato vem a ser um dos mais consumidos no pais
devido ao seu baixo custo, eficiéncia e toxicidade relativamente baixa. E utilizado em culturas
de arroz irrigado, cana-de-aguUcar, café, citros, macgd, milho, pastagens, soja, fumo, uva, e em
cana-de-acticar’’. Em geral, o glifosato é apresentado para venda numa concentracdo de 48%

(m/v), onde as doses aplicadas para as diferentes culturas giram em torno de 5 L/ha®.
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Existe no Brasil o cultivo de soja geneticamente modificada (GM) tolerante ao
herbicida glifosato, onde o uso do herbicida esta relacionado ao controle das ervas daninhas
prejudiciais ao cultivo desse grdo. Dessa forma, o consumo acelerado do herbicida no pais
tem relacao direta com esse fato. Dados de 2009 mostram que 77% da soja mundial cultivada
é geneticamente modificada; no Brasil 21,4 milhdes de hectares sdo cultivados com soja GM,

observando-se um crescimento de 86% em area cultiva em relacéo a 2006 .

1.4.2. Propriedades Fisico-Quimicas

Em condi¢cdes normais o glifosato [N(fosfonometil)glicina] € um herbicida pds-

emergente e ndo seletivo. O glifosato (Figura 7) pertence ao grupo quimico dos aminoacidos

fosfonados e tal como seu precursor, a glicina, apresenta comportamento zwiterionico.

OH ﬁ
O)\/'}'vT_OH
H OH

Figura 7. Formula estrutural do herbicida glifosato.

As propriedades fisico-quimicas do glifosato foram descritas por Amarante Jr. e
colaboradores?’. O glifosato tem férmula molecular CsHgNOsP (M.M= 169,7 g mol™),
apresenta uma solubilidade em 4gua de 12 g L™ a 25 °C e é quase insol(vel em solventes
organicos tais como acetona e etanol. Se funde a 230° C, possui densidade aparente de

0,5 glcm® e se apresenta bastante estavel na presenca de luz, inclusive em temperaturas
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superiores a 60° C. N&o possui grupos cromoforos e fluoroforos, impedindo a sua deteccdo
por detectores convencionais (absor¢do UV/VIS e detectores de fluorescéncia). A Tabela 1

apresenta um resumo das propriedades fisico-quimicas do glifosato.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas do herbicida glifosato.

Propriedades Caracteristicas
Aparéncia Sélido Incolor
Nomenclatura (IUPAC) [N-(fosfonometil)-glicina]
Peso Molecular 169,7 g mol™
Estado Fisico Cristalino
Solubilidade em Agua 12 g L™ (25°C)
Solubilidade em Solventes Organicos Insoluvel
Ponto de Fuséo 230 °C
Presséo de Vapor (mmHg) 7,50 x 10 (20° C)
Categoria lonica Anfotero
Tempo de meia-vida em agua 33 - 91 dias®

Segundo Sprankle®! e colaboradores, o glifosato apresenta as seguintes constantes de
dissociagdo: 0,8; 2,6; 5,6 e 10,6; como mostrado na Figura 8. Em pH 0,8, o glifosato
apresenta carga liquida positiva. Em pH 2,6 o glifosato tem carga zero e acima deste valor,
sua carga negativa aumenta com o aumento do valor de pH. Em pH 12, praticamente todo o

glifosato esta na sua forma trianiénica, sem nenhuma carga positiva.

30



1. INTRODUGAO GERAL

OH T (”) OH T C”)
+ +
)\/N P—OH —— )\/N P—O  + H
O/ | N | oK, = 0.8 o/ | ~N |
H  OH H  OH
OH H 0 T 0
|, I + N
— N _P— + H
o) | | PK, =26
H OH H OH

)\/'lr ||—O —— N’ P—O + H
o” | > P, =56 1>
H  OH H O
0 F|| 0 (Ijl

) — P—O" 4+

N pP—O =z ~N

O)\/ | N~ | pK, = 10,6 (@) | |_
H O H 0

Figura 8. Equilibrios e constantes de dissocia¢éo do glifosato.

Alguns microrganismos degradam glifosato em acido aminometilfosfénico (AMPA),

principal metabolito e produto de degradacdo no ambiente, comumente encontrado por um

periodo de tempo maior em amostras de solo, agua e outras matrizes. O mecanismo envolvido

trata-se da clivagem da molécula de herbicida através da bactéria Flavobacterium sp *

gerando assim o acido aminometilfosfénico (Figura 9).

T i I
— A —
O)\/ ITI\/FI) OH —— NH; T OH
H OH OH
Glifosato Acido Aminometil Fosfénico
(AMPA)

Figura 9. Principal via de degradacéo microbioldgica do glifosato.
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Niveis de AMPA encontrados representam em meédia cerca de 10 % do glifosato
presente (dependendo do tipo de matriz aplicada). Muitos paises ndo consideram o0 AMPA de
importancia toxicologica, por isso ndo se tem estabelecido LMR em culturas onde o glifosato
é aplicado. Porém, em alguns paises ja se tem estabelecido tais limites para 0 AMPA, pois
esse metabdlito atua como um marcador de exposicdo ao glifosato, principalmente nas
culturas tolerantes ao herbicida®. As propriedades fisico-quimicas do AMPA s&o semelhantes
ao do glifosato, e sua toxicidade aguda comparada ao composto original € menor para 0s
mamiferos, porém maior para seres aquaticos. A literatura apresenta as constantes de
dissociacdo para 0 AMPA com certo grau de incerteza; os valores descritos sdo: pKy 1,8/ 2,4;

PKa2 5,4/ 5,9; pKas 10,0/ 10,3 3 (Figura 10).

N | N |
HN ~_P—oOH HN ~ p—o +  H
~7 pK, = 1,8/2,4 ~7
OH OH
O 0
~ oK, = 5,4/5,9 N
OH o)
.9 o
H3N |I:I;_O- —_ H,N |I:I’ o n H
~ | pK, = 10,0/10,3 ~— |
o o)

Figura 10. Equilibrios e constantes de dissociacdo do AMPA.
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1.4.3. Complexos metélicos com glifosato

O grupo fosfonato do herbicida glifosato possui a capacidade de formar complexos
fortes com metais. Caracteristicas a cerca da biodegradacéo desse composto sdo modificadas
pela presenca de fons metélicos®. Os grupos amino e carboxilato, presentes no herbicida,
também se coordenam fortemente com metais; principalmente com os de transigéo.
Complexos de Cu(ll) com glifosato sd0 os mais estudados pela comunidade cientifica®,
possivelmente tal fato tem relacdo com a importancia dos ions cobre para plantas e animais.

Alguns valores de constante de estabilidade para diferentes complexos metalicos sdo
apresentados na Tabela 2. A constante referente ao complexo metélico 1:1(Cu(ll):glifosato,

log K = 11,92) foi obtida através de titulacdo potenciométrica®’.

Tabela 2. Constantes de estabilidade (log K) de complexos metalicos com glifosato.

cu(ln zn(1l) Mn(I1) Ca(ll) Mg(1l)
11,92 8,4 5,53 3,25 3,25

1.4.3. Toxicidade

Os herbicidas organofosforados afetam o sistema nervoso central de mamiferos e
invertebrados (devido a inibicdo da enzima acetilcolinesterase), entretanto o glifosato nédo
possui essa caracteristica®. Mesmo sendo citado como pouco toxico, efeitos deletérios a
salde humana e ao meio ambiente sdo verificados. Em contato direto com humanos pode
causar irritages dérmicas, danos hepaticos e renais dentre outros®. Algumas manifestacdes
clinicas comumente presentes nas intoxicacfes agudas (sintomas e sinais imediatos) por

glifosato sdo apresentadas por tipo de sistema na Tabela 3 “°.
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Tabela 3. Manifestac@es clinicas agudas do glifosato por sistema.

Sistema

Sintomas

Cardiovascular

Dermatoldgico

Endécrino

Gastrointestinal

Genitourinario

Hematopoético

Ocular

Respiratdrio

Sistema Nervoso
Central

choque, disritmia, taquicardia, palpitacOes, arritmia ventricular,
hipotensao, bradicardia e parada cardiaca.

irritagdo, piloerecdo, eritema, dermatite de contato.

acidose metabolica, hipertermia; elevacdo da amilase sérica,
bilirrubina e desidrogenase l4ctica; hiperpotassemia.

nauseas, vomitos, hiperemia da mucosa, odinofagia, disfonia,
aumento da salivacdo, erosao, ulceracao, esofagite, gastrite.

necrose tubular aguda, insuficiéncia renal hematuria, oligdria,
andria.

leucocitose.

conjuntivite, edema periorbitario.

hipdxia, lesdo pulmonar aguda, irritacdo, erosdo das mucosas do
trato respiratorio, sensibilidade na via respiratoria superior.

alteracdo da consciéncia e estado mental, letargia.

Alguns estudos relatam que o herbicida glifosato pode apresentar diversos efeitos

negativos em animais por exposicoes longas de tempo. Granja e colaboradores** apresentam o

glifosato como uma substdncia que nao apresenta evidéncias de carcinogenicidade em

humanos. Entretanto, estudos recentes demonstram discordancia com esses autores, onde

evidéncias experimentais demonstram uma relacdo direta da exposi¢do longa a glifosato com

a formacdo de células cancerigenas®.
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1.4.4. Legislacéo

Segundo a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) - Portaria n°® 518/2004
- 0 valor maximo permitido de glifosato em &gua potavel é de 500 pg L. O CONAMA
(Conselho Nacional de Meio Ambiente) - resolucdo n°® 357/2005 - estabeleceu um limite
méximo de glifosato em aguas de superficie igual a 65 ug L™ para 4guas classe 1 ou 2 e de
180 pg L™ para aguas classe 3 **. (Classificacdo das 4guas - classe 1: abastecimento publico
apos tratamento simples, recreacdo, irrigacdo de hortalicas e frutas e criacdo de espécies de
consumo humano; -classe 2: difere da classe 1 pelo primeiro item: abastecimento publico apds
tratamento convencional e classe 3: abastecimento publico apos tratamento convencional,
irrigacao de culturas arboreas, cereais e forragens e dessedentacdo de animais.)

Em relacdo ao Limite Maximo de Residuo (LMR) de glifosato em alimentos, a
legislacdo, no Brasil, é estabelecida pela ANVISA. A Tabela 4 apresenta os LMR de glifosato

em alguns alimentos, segundo estes 6rgaos.

Tabela 4. Limite maximo de residuo de glifosato em alguns alimentos.

Alimento ANVISA (mg Kg™)
Algodéo 3
Arroz 0,2
Banana 0,02
Cana-de-agUcar 1
Feijao 0,05
Maga 0,2
Milho 0,1
Uva 0,2
Citrus 0,2
Soja 10
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1.4.5. Metodologias de analise do glifosato

Quando técnicas cromatograficas associadas a deteccdo por UV, fluorescéncia ou
espectrometria de massa sdo utilizadas na determinacéo de glifosato, reacdes de derivatizacao
sdo necessarias. Tal fato ocorre devido a auséncia de grupos croméforos na molécula, tanto
qguanto a alta polaridade apresentada pelo herbicida. Assim sendo, 0 uso de reagentes de
derivatizacdo elevam o custo e o tempo das analise.

A fluorescéncia é o método de deteccdo mais usado para determinacdo de

glifosato**°

. Os reagentes de derivatizacdo mais utilizados sdo o-ftalaldeido (OPA),
9-fluorenilmetilcloroformato (FMOC) e o cloreto de p-toluenosulfonila. Jiang*’ usou extracio
em fase solida (SPE) como etapa de pré concentracdo, e como agente de derivatizacao
naftaleno-2,3-dicarboxialdeido (NDA) para determinacdo de glifosato. A técnica de
cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) foi também utilizada, onde os valores de limite
de deteccdo alcancados por esse autor foi na ordem de nano mols L™.

Varios trabalhos determinando glifosato tendo UV como sistema de deteccdo, aliado a

sistemas cromatogréficos, sdo encontrados na literatura*®>°.

Recentemente Sun>' e
colaboradores desenvolveram um método baseado no uso de um novo agente de derivatizacao
(fluoreto de 4-metoxibenzenosulfonil) para determinacéo de glifosato e AMPA em amostras
de 4gua. Com simples pré-concentracdo por evaporacdo, os autores obtiveram LD de
0,1 pg L™ para ambos analitos.

De acordo com a literatura, a utilizacdo de técnicas cromatograficas associadas a
espectrometria de massas (MS) sem reacdes de derivatizacdo ndo apresentam bom
desempenho®2. Apés reacdo de derivatizacdo, Motojyuku et al. >® promoveram a separacéo de

glifosato, AMPA e glifosinato em cromatografia gasosa seguido de deteccdo por

espectrometria de massas; recuperacgdes entre 82 e 103% foram encontradas. A aplicabilidade
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do método foi avaliada em amostras de soro humano de pacientes intoxicados com glifosato.
Outros trabalhos sdo encontrados usando MS como sistema de detecgdo, entretanto em sua
maioria apresentando etapas de derivatizac&o>*>°.

Alguns relatos do uso de técnicas eletroquimicas na determinacdo de glifosato sdo
encontrados °"*®. Moraes et al.>® modificaram a superficie de um eletrodo de carbono vitreo
com um filme contendo ftalocianinas de cobre adsorvidas em nanotubos de carbono, e
posteriormente utilizaram tal sistema na deteccdo de glifosato. Empregando a técnica de
voltametria de pulso diferencial o autor encontrou limites de deteccdo de 2 pg L™ para
glifosato.

Alem das técnicas cromatogréficas, a eletroforese capilar de zona (CZE) também é
usada como método de separacdo na determinacdo do herbicida glifosato®®. Através da
técnica de microextracdo em fase sélida (SPME), Hsu e Whang®* utilizaram particulas
eletromagnéticas com afinidade para glifosato e AMPA, para promover a pré-concentracdo
desses analitos em amostras de agua e frutas. As particulas foram lavadas com solucéo fosfato
depois de serem isoladas da amostra pela aplicacdo de um campo magnético, e em seguida
injetadas em sistema eletroforético seguido de deteccdo por eletroquimioluminescéncia.
Limites de deteccdo de 0,3 e 30 ug L™ foram encontrados para glifosato e AMPA
respectivamente.

Este trabalho apresenta o desenvolvimento de metodologias para a determinacéo direta
(sem reacOes de derivatizacdo) do herbicida glifosato e seu maior metabdlito AMPA.
Microdispositivos eletroforéticos fabricados em poliéster-toner séo utilizados, onde em uma
primeira etapa detecgdo por condutometria sem contato (C*D) é utilizada, e em uma segunda
etapa deteccdo cronoamperométrica. Toda instrumentacdo usada € de simples operagéo,
fabricacdo lab-made, de extremo baixo custo agregado e com potencial para portabilidade.

Etapas de pré-concentracdo off-line tambem ndo foram usadas neste trabalho.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho é desenvolver e otimizar metodologias simples e de
baixo custo para a determinacdo direta de glifosato, com potencial para portabilidade, e

posterior aplicacdo em amostras de interesse ambiental.

- Objetivos secundarios

e  Estudar a viabilidade do método de deteccéo C*D acoplado & microdispositivo
eletroforético fabricado em poliéster-toner na determinacdo do herbicida glifosato, e seu
maior metabolito (AMPA).

e Usando técnicas eletroquimicas, averiguar entre eletrodo de cobre e ouro, qual metal
apresenta maior sensibilidade para glifosato.

e Integrar a deteccdo amperomeétrica aos microdispositivos fabricados em poliéster-
toner, com posterior determinacado de glifosato e AMPA.

e Realizar testes de aplicabilidade com os métodos desenvolvidos em amostras reais.
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3. DETECCAO DE GLIFOSATO UTILIZANDO C*D

Neste capitulo serdo apresentados estudos realizados no desenvolvimento de uma
metodologia para determinac&o simultanea de glifosato e AMPA utilizando C*D como
sistema de deteccdo, aliado a eletroforese em microchips fabricados em poliéster-toner (PT).
Vérios parametros que regem uma boa confiabilidade analitica, tanto quanto otimizam a
sensibilidade do método, foram avaliados e serdo mostrados a seguir. Por fim, resultados a

cerca da aplicabilidade do método séo apresentados.

3.1. Introducéo

A deteccéio condutométrica sem contato capacitivamente acoplada (C*D, capacitively
coupled contactless conductivity detection), foi inicialmente aplicada as técnicas de
eletromigracdo em 1980 para a determinacéo isotacoforética de fons pequenos®™. Zemann e
colaboradores®, e Fracassi da Silva e Lago®” propuseram em 1998 a utilizagdo da C*D como
método de deteccdo para eletroforese capilar; desde entdo varios pesquisadores tem utilizado
essa técnica de deteccdo acoplada a CE. A C°D, conhecida também como deteccio
oscilométrica (DO), vem a ser uma alternativa a detec¢do condutométrica convencional (com
contato); apresentando vantagens como a auséncia de inconvenientes relacionados ao contato
eletrodo/solucdo, como: passivacdo, degradacdo e formacdo de bolhas na superficie dos
eletrodos.

Em deteccdo condutométrica (com contato e sem contato) a sensibilidade esta
estritamente ligada a diferenca de condutividade entre o tampédo de corrida e a zona da

amostra que migra no capilar. A deteccdo condutométrica, a principio, € um método de
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deteccdo universal desde que os analitos fornecam uma resposta mensuravel. Em
condutometria sem contato (C*D) um sinal senoidal é aplicado a um dos eletrodos, com uma
frequéncia da ordem de centenas de kHz, o que difere bastante das frequéncias aplicadas em
detectores condutométricos convencionais, nos quais aplicam-se, tipicamente, algumas
unidades de kHz. Com a aplicagdo desse sinal senoidal a um dos eletrodos, uma corrente
alternada pode ser acoplada capacitivamente no eletrdlito de trabalho e registrada no segundo
eletrodo de medida.

O surgimento de uma corrente elétrica mesmo com os eletrodos estando sem contato
com a solucdo, se deve a formacéo de capacitores entre os eletrodos e a solugdo eletrolitica
utilizada®. Estes capacitores sdo caracterizados pela impedancia, Xc, conhecida também
como reatancia capacitiva, a qual é inversamente dependente da capacitancia, C, que é

calculada pela Equacédo 8

1

Xc = oC (8)

sendo que C representa a capacitancia, e o ¢ dado por (2n X frequéncia)

De acordo com a Equacéo 8, quanto maior a frequéncia de trabalho, menor a reatancia
capacitiva que um capacitor oferece ao fluxo de carga, permitindo que as variagOes de
condutividade da solugcdo no interior do microcanal sejam observadas mesmo com os
eletrodos estando sem contato com a solugéo.

A Figura 11 apresenta o circuito equivalente formado para C*D, quando montado em
microdispositivos eletroforeticos. Observa-se na Figura 11 a formacéo de capacitores entre 0s
eletrodos planares e a solucdo eletrolitica (C; e C,); tanto quanto a formacao de um resistor
(Rs) dentro do canal do microdispositivo, associado ao fluido eletrolitico®. Verifica-se
também a formacdo de uma capacitancia denominada capacitancia de fuga (Co), referente ao

acoplamento capacito entre os dois eletrodos da cela de deteccdo. Esta capacitancia é
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indesejada, pois reduz a corrente elétrica que se direciona ao detector, afetando negativamente
a sensibilidade. Considerando as teorias comentadas, a ideia basica dos sistemas C4D se
resume na aplicacdo de um sinal senoidal no eletrodo de excitacdo (eex), onde o eletrodo
receptor (er) fica responsavel pelo registro de corrente gerada. Corrente essa diretamente

proporcional a concentracédo do analito.

Gy

eletrodo de eletrodo
excitagdo (e,,) receptor (e,,)

} micro-canal

estrutura do
substrato

eletrélito

Figura 11. Modelo elétrico referente ao sistema de deteccio C*D.

3.2. Parte Experimental

3.2.1. Reagentes

Durante o desenvolvimento experimental foram usados apenas reagentes de pureza

analitica, tentando-se evitar a presenca de contaminantes e dessa forma assegurar

confiabilidade dos resultados analiticos. Estes reagentes estdo listados na Tabela 5, com suas

respectivas procedéncias e purezas.
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Tabela 5. Procedéncia e pureza dos reagentes utilizados.

Reagentes Procedéncia PI(J(;; )Z a
Acido aminometilfosfonico (AMPA) Aldrich 99
Arginina Fluka-Chemica 99
Bicarbonato de sodio MERCK 99
Carbonato de sodio MERCK 99
Acido 2-[N-cicloexamino]etanossulfonico (CHES) Sigma 99
Fosfato de sodio dibasico J. T. Bake 99
Fosfato de sodio monobasico Mallinckrodt 98
Glifosato Milenia Agrociéncias 97
Histidina (His) Aldrich 99
Acido 2-[N-morfolino]etanossulfénico (MES) Sigma 99
Tetraborato de sodio Fluka 99
Tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) MERCK 99

3.2.2. Solucdes

Todas as solugbes aquosas empregadas no procedimento experimental foram
preparadas utilizando agua ultrapura proveniente de um sistema de deionizacdo MilliQ da

Millipore®.

3.2.2.1. Solugdes de glifosato e AMPA

As solugdes estoque dos padrdes de glifosato e AMPA foram preparadas antes de cada
ensaio analitico numa concentracdo de 50 mmol L™ em &gua ultrapura (Milli-Q), e diluidas

conforme necessidade.
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3.2.2.2. Solucbes de eletrolitos

Para o estudo da escolha do eletrolito varios sistemas foram investigados. A solucéo
tamp&o carbonato foi preparada na concentragdo de 20 mmol L™ (pH 11,4) em &gua ultrapura
(Milli-Q). Preparou-se também solucGes de tampédo fosfato (pH 7,5) e de tampédo borato
(pH 9,4), ambos numa concentragdo de 20 mmol L™ em &gua ultrapura (Milli-Q).

Os sistemas CHES/Arginina (pH 9,2) e MES/His (pH 5,8) foram preparados a
20 mmol L™ em &gua ultrapura (Milli-Q). O eletrélito composto CHES/Tris foi estudado
como eletrolito de trabalho em diferentes concentracfes e proporcées, para isso uma solucao

estoque de CHES e outra de Tris foram preparadas numa concentracdo de 0,5 mol L™.

3.2.3. Instrumentacao

Todos os compostos foram pesados em uma balanca analitica digital Mettler Toledo®
modelo AL204, com legibilidade da pesagem de 0,1 mg. As solugdes estoques de glifosato e
AMPA foram homogeneizadas em um banho de ultra-som da Thorniton®.

Os valores de pH para as diferentes proporcbes do eletrélito composto CHES/Tris
foram medidos em pHmetro digital da Qualxtron® modelo 8010, usando eletrodo de vidro

combinado.
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3.2.3.1. Componentes do sistema de deteccdo C*D

O detector oscilométrico foi construido, de acordo com a eletronica desenvolvida por
Fracassi da Silva e do Lago™. Na Figura 12 é apresentado um diagrama de funcionamento do
sistema de deteccdo C*D utilizado. De acordo com a Figura, um sinal senoidal de frequéncia
da ordem de centenas de kHz ¢ aplicado, atraves de um gerador de fungdes, ao eletrodo de
excitacdo da cela de deteccdo (eex). Ao se aplicar esse sinal, a corrente flui pelo dispositivo
sendo capturada pelo eletrodo receptor (er), refletindo todos os possiveis caminhos
percorridos pelo sinal. Apds a transformacédo do sinal de corrente em tensao, pelo conversor
i/e (a), segue-se a retificacdo do sinal efetuado por um circuito retificador de preciséo,
operando em meia onda (b). O sinal resultante é filtrado e amplificado antes de passar pela
etapa de compensacao da linha de base (offset). O sinal analdgico € entdo enviado para uma

interface analdgica/digital (A/D) para aquisicao de dados.

Gerador de
Fungoes

Filtro RC
Amplificador |—— Interface A/D
Compensacgao

1
Microcanal

Figura 12. Diagrama do sistema de detec¢do oscilométrica simples em microssistemas. O eletrodo de
excitacdo e o eletrodo receptor estdo representados por e € ey, respectivamente. As etapas (a) e (b)
indicam os estdgios de conversdo da corrente em tensdo e retificacdo do sinal, respectivamente.

-Gerador de fungoes
Um gerador de fungbes MFG 4202 (Minipa, S&o Paulo, SP) foi utilizado para

promover o sinal de excitacdo. Esse gerador é capaz de gerar formas de onda senoidal,

44



3. DETECGAO DE GLIFOSATO UTILIZANDO C*D

quadrada e triangular na faixa de frequéncia de 0,2 Hz a 2MHz, com ajuste de amplitude

(1 a20 V) e simetria da onda. A impedancia de saida do gerador ¢ de 50 Q.

-Software de aquisicéo de dados

O software de aquisicdo foi escrito em LabVIEW® , e foi desenvolvido por alunos do
grupo de pesquisa BioMicS do Instituto de Quimica de Sdo Carlos’*. O software controla e
exibe, em tempo real, o sinal do detector e a corrente gerada no interior dos microcanais
devido a aplicacdo de um campo elétrico. A interface do programa permite a selecdo dos
potenciais elétricos para injecdo e separacdo, além do tempo de injecdo; onde a planilha

gerada pode ser arquiva em extensdes de facil manuseio em softwares gréaficos.

-Fonte de alta tenséo

No sistema de separacdo eletroforético, 0 manuseio eletrocinético dos liquidos nos
canais microfluidicos foi realizado com o auxilio de uma fonte de alta tensdo (CZE 1000R,
Spellman, NY), com capacidade de aplicacdo de potencial de até 30 kV. A aquisicdo de dados
foi realizada com uma interface A/D comercial da National Instruments (modelo NI
USBAG6009) com porta USB para comunica¢do com o microcomputador, cuja resolucao é de

14 bits.

3.2.3.2. Microchips de poliéster-toner

O processo de microfabricagdo dos dispositivos fabricados em poliéster-toner (PT)
seguiu o processo descrito por do Lago e colaboradores’. A confeccéo desses dispositivos se

da basicamente pela impressdo direta de padrdes de imagem (layout) em folhas de
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transparéncia com subsequente etapa de laminacéo. Dessa forma, a estrutura dos microcanais
fabricados pelo processo de impressdo direta fica definida por filmes de poliéster (base e
tampa) e por uma camada de toner (paredes). Esse tipo de microdispositivo possui como
maiores vantagens o0 baixo custo, e um curto intervalo de tempo para confeccdo. Podendo
dessa forma, ser utilizados como dispositivos descartaveis. Um esquema resumido do

processo de fabricacdo se encontra na Figura 13.

/Canals N . v h — #

| I |

e, VS

F_ﬂ

Figura 13. Etapas do processo de microfabricacdo baseado na impresséao direta: (1) filme de poliéster;
(11) filme de poliéster com uma camada de toner (a) depositada; (I11) alinhamento entre o esquema do
dispositivo impresso no filme de poliéster e sua imagem especular com acesso aos reservatorios; (1V)
etapa de laminacao e; (V) microdispositivo finalizado com reservatorios (b) colados (tubos de PVC ou
a base de ponteiras de pipetadores de 100 pL).

Uma camada de toner € depositada na folha transparéncia, pela impressora, de modo a
formar os microcanais (I1). A espessura da camada de toner, representada pela coloragédo
preta, define a altura dos microcanais obtidos e as regifes brancas representam oS
reservatorios e microcanais formados. A vedagdo dos microcanais € realizada através de uma
etapa de laminacdo térmica. Para se obter o dispositivo, o padrdo é impresso juntamente com
sua imagem especular em uma mesma transparéncia. Antes da etapa de laminacdo, orificios
devem ser feitos diretamente nos centros dos reservatorios da imagem especular do

dispositivo com auxilio de um perfurador de papel. O padrdo do dispositivo e a imagem
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especular, contendo os orificios, devem ser alinhados (I11) e laminados (IV) juntos. Os

detalhes de cada etapa apresentada na Figura 13 séo discutidos a seguir.

-Layout e impressao

Para a elaboracdo dos padrdes de imagem dos microdispositivos, o software Corel
Draw versdo 14.0 foi utilizado. Os padrdes foram impressos em transparéncia modelo CG
3300 da 3M® (etapa 11 da Figura 13), utilizando a impressora (modelo Laser Jet 1200, Hewlett
Packard) com resolucdo em 600 dpi.

O layout da Figura 14, usado para confeccdes dos microchips, possui um canal de
separacdo de 50 mm de comprimento do ponto b ao d, canal de injecdo de 7,5 mm de
comprimento, totalizando 15 mm do reservatorio do ponto a ao c¢. Possui configuracdo em
forma de cruz, e canais de 150um de largura. O sinal guia mostrado na Figura 14 é utilizado

para posicionamento do eletrodo de excitacdo do sistema C*D.

Sinal
guia

Figura 14. Padrdo de imagem utilizado para confec¢do dos microchips de poliéster-toner.
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-Selagem

Antes do processo de selagem, um alinhamento preciso entre o layout impresso e sua
imagem espelhada deve ser realizado (etapa Ill da Figura 13). ApoOs perfuragdo dos
reservatorios da imagem espelhada, o alinhamento foi realizado de tal forma que o toner de
ambas imagens fiquem em contato; promovendo assim a formacdo de um canal com
aproximadamente 12 pum de profundidade’. O alinhamento é obtido quando se obtém o
maximo de contraste nos canais. Feito o alinhamento, cola-se pedacos de fita adesiva
previamente cortadas para que o alinhamento seja mantido.

Apds alinhamento, o processo de selagem (etapa IV da Figura 13) foi realizado
usando-se uma plastificadora rotativa de documentos do tipo polaseal modelo Gazela
AC91-230. A temperatura foi ajustada a aproximadamente 120 °C para promover a fusdo do
toner. Uma folha de papel parafinado foi utilizada de tal forma a envolver o microdispositivo,
logo em seguida a selagem é realizada. Por fim, tubos de PVC ou base de ponteiras de

pipetadores de 100 pL s&o estrategicamente colados e utilizados como reservatorio.

-Posicionamento dos eletrodos e consideragdes gerais

Os eletrodos para C*D foram fabricados através do uso de fitas adesivas de cobre. As
fitas foram recortadas em dimensfes de aproximadamente 2 mm de largura por 20 mm de
comprimento, e fixadas sobre os dispositivos. A espessura da tampa do dispositivo limita a
distancia dos eletrodos aos microcanais. No caso do poliéster, a espessura é de 100 + 10 um'2.

A fabricacdo de eletrodos para C*D com fitas adesivas metalicas é vantajosa devido &
simplicidade e ao custo reduzido. Obedecendo ao sinal guia, os eletrodos foram posicionados
no microchip de maneira antiparalela, promovendo assim um caminho efetivo no canal de

separacdo de 30 mm. Procurou-se manter uma distancia de um eletrodo a outro de
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aproximadamente 1 mm. A Figura 15 apresenta uma imagem ilustrativa do microchip com

seus respectivos eletrodos para C*D.

Figura 15. Representacdo do microchip fabricado em poliéster-toner com seus respectivos eletrodos

para deteccio C*D. Os pontos e € ey indicam os eletrodos para excitacio da cela e registro do sinal
resultante, respectivamente.

Vaérios estudos a cerca da caracterizacdo da superficie e da composi¢do do toner foram
realizados em microdispositivos desse tipo por Wendell Coltro em seu trabalho de mestrado™.
Tal estudo tinha como objetivo um melhor entendimento da composi¢do quimica da estrutura
dos microcanais. Em seu trabalho o autor apresenta também, um estudo avaliando as
dimensGes limites dos canais em termos de largura e altura. De um modo geral, a dissertacdo
desse autor demonstra a eficiéncia e aplicabilidade dos dispositivos de PT, apresentando sua

simplicidade de confec¢éo e o baixo custo envolvido (na ordem de R$ 0,15 por dispositivo).
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3.3. Resultados e discussao

3.3.1. Escolha do eletrolito

Para a escolha do eletrolito de trabalho (BGE), foi levado em conta como ideia
central, o uso de um eletrélito que apresentasse um melhor compromisso entre separagédo e
sensibilidade. Assim sendo, algumas propriedades a cerca do BGE foram consideradas.

Conhecendo as constantes de ionizacao do glifosato e do AMPA, BGEs com alto valor
de pH foram testados com intuito de promover a desprotonacdo desses analitos, deixando-os
suscetiveis a separacdo eletroforética.

A escolha do eletrolito também tem influéncia direta sobre a forma da banda; onde,
via de regra, sistemas tamponantes contendo ions com mobilidade semelhante a do analito
previnem distor¢des no perfil da banda e minimizam o seu alargamento”™. Com base em
alguns trabalhos apresentando valores de mobilidade para diferentes espécies anibnicas
(incluindo glifosato e AMPA)"®"’ alguns BGEs foram selecionados para estudo.

Basicamente, em C*D o sinal do detector surge em funcdo da diferenca de
condutividade entre o analito estudado e o co-ion do BGE™. Dessa forma, a condutancia do
eletrolito de trabalho é outro fator a ser considerado, pois uma maior diferenca entre a
condutancia do analito e 0 BGE gera uma maior relacdo sinal/ruido. Normalmente, eletrélitos
de trabalho com baixos valores de condutancia s&o utilizados®.

Dentre os varios sistemas utilizados como BGE, a combinacdo MES/His foi
investigada, e um sinal apenas para glifosato foi observado (Figura 16). Nesse estudo uma
mistura de glifosato e AMPA ambos a 2 mmol L™, foi utilizada. A auséncia de um sinal
analitico para AMPA pode estar associado ao fato de que, no pH de trabalho do sistema

MES/His (pH 5,8), uma quantidade significativa desse analito ndo se encontra eletricamente
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carregada; desfavorecendo assim a injecdo de uma quantidade mensuravel do mesmo por

diferenca de potencial (injecao eletrocinética).
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Figura 16. Eletroferograma obtido para uma mistura de glifosato e AMPA (ambos a 2mmol L™).
Condi¢des: Tampdo MES/His (50 mmol L™), pH 5,8. Injecdo:-1,0k\V/10 s; potencial de separagio:
-1,0 kV. Frequéncia do sinal senoidal para deteccdo C*D: 450 kHz. Amplitude: 3,0 V.

A mistura CHES/Arginina também foi testada como BGE. A separacdo eletroforética
do herbicida e seu metabdlito foi obtida. Porem os eletroferogramas apresentaram picos mal
definidos, com pouca simetria e significativo alargamento de banda. Esse resultado pode ter
ocorrido devido a maior diferenca de mobilidade entre os analitos e o co-ion do BGE, quando
comparado ao sistema MES/His "

Dentre os diferentes eletrdlitos de trabalho testados - incluindo tampdes inorganicos
(tampédo fosfato, tampdao carbonato, tampéo borato) - o sistema que apresentou um maior
compromisso entre separacdo e sensibilidade foi o eletrdlito de trabalho CHES/Tris. O

eletroferograma apresentado na Figura 17 mostra uma separacdo eficiente entre o glifosato
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(A) e seu metabdlito, AMPA (B). Com base nesses resultados, o eletrolito de trabalho

CHES/Tris foi escolhido para realizacdo de estudos posteriores.
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Figura 17. Eletroferograma apresentando a separagdo de uma mistura contendo glifosato (A) e AMPA
(B), ambos a 2mmol L™. Condicdes: Tampao CHES/Tris (60 mmol L™), pH 9,0. Outras condicdes: ver
Figura 16.

Cabe ressaltar que os analitos estudados (glifosato e AMPA) encontram-se em sua
forma anidnica, e assim sendo foram separados e detectados nos microdispositivos de PT
utilizando polaridade invertida. Isso indica que a magnitude das mobilidades eletroforéticas
de cada anion € maior que a mobilidade eletrosmética gerada nos canais de PT.

De acordo com a Equacdo 9, a mobilidade observada (u,) no eletroferograma, é
resultado da soma da mobilidade eletroforética da espécie (HMep) com a mobilidade
eletrosmotica (leo). Para espécies negativas a He, tem sinal negativo e tende a migrar contra a
direcéo do fluxo eletrosmotico (EOF). Neste caso, se a Hep for muito maior, em maédulo, que a
magnitude do EOF, a espécie em questdo nado sera introduzida no microcanal sobre polaridade

normal*.

Ha = Uep T Heo 9)
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3.3.2. Estudo da frequéncia e amplitude

Assim como outros sistemas de deteccdo, alguns dos parametros operacionais em C*D
devem ser otimizados a fim de se obter uma maximizacdo de resposta em termos de
sensibilidade. Na deteccdo oscilométrica as variaveis frequéncia e amplitude sdo de essencial
importancia, e nesse trabalho foram avaliadas a partir da area do pico obtido para o glifosato.

A Figura 18A apresenta os valores de area de pico para o glifosato em funcdo da
frequéncia, onde um valor de amplitude de 3V, foi mantido fixo durante as medidas. Nessa
figura, a janela de frequéncia estudada varia de 150 a 550 kHz de acordo com as limita¢des do
instrumento, com intervalos de 100 kHz de um ponto a outro.

Com base nos resultados encontrados, uma nova janela com uma menor faixa de
frequéncia foi estudada (de 280 a 420 kHz), com variacGes de 20 kHz de um ponto a outro
(Figura 18B). Tal procedimento foi adotado com o intuito de se realizar uma busca mais
“fina” pela frequéncia dita como 6tima. Como observado na Figura 18B o valor de frequéncia

em que a area do pico para glifosato atinge um ponto méaximo é em 320 kHz.
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Figura 18. A Figura (A) apresenta um grafico da area de pico para o glifosato em funcdo da
frequéncia, com uma faixa de estudo variando de 150 a 550 kHz. A Figura (B) apresenta um grafico
similar, porem com uma faixa de estudo de frequéncia menor (de 280 a 420 kHz).
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Mantendo-se fixo o valor de frequéncia em 320 kHz, realizou-se um estudo
variando-se a amplitude, registrando os eletroferogramas obtidos para uma solucdo contendo
glifosato. Um gréfico apresentando a area do pico para glifosato em funcdo da amplitude é
apresentado na Figura 19. A faixa de amplitude avaliada vai de 1,75 a 5,5 Vp,, com intervalos
de 0,25 Vyp de um ponto a outro. Uma melhor resposta foi observada na amplitude de 4,5 Vp,

sendo entdo usada para estudos subsequentes.
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Figura 19. Grafico apresentando a &rea do pico para glifosato em funcéo da amplitude.

3.3.3. Influéncia do pH e concentracéo do eletrélito

O pH e um parametro de extrema importancia em eletroforese capilar, ele pode afetar
diretamente a qualidade de uma separagdo. De maneira geral, a variacao de pH tem influéncia
sobre o grau de ionizagdo das espécies, e portanto, na mobilidade efetiva dos analitos em
estudo.

O EOF também é afetado pela mudanca de pH, onde uma relagdo diretamente

proporcional é encontrada®. O baixo valor do EOF (~3,0x10° cm? V' s) em microchips de
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PT é conhecido”™, entretanto, Yu H. et al®

promoveram a separacdo de dois
neurotransmissores manipulando o EOF em microchips desse substrato. Segundo os autores,
um pré-tratamento nos canais do microchip com hidroxido de sddio e etanol foi o suficiente
para promover um aumento do EOF, e posterior manipula¢do do mesmo por variagdo do pH.

Considerando que os analitos estudados neste trabalho migraram contra o0 EOF
eletrosmdtico, um aumento deste teoricamente favoreceria o processo de separacéo desde que
a magnitude da mobilidade eletrosmética ndo fosse maior que a das mobilidades
eletroforéticas. Entretanto um pré-tratamento nos canais ndo foi necessario, pois uma
separacao eficiente foi verificada sem uso de tal procedimento.

A faixa de pH avaliada foi de 8,1 a 9,5. A variacdo do pH ndo mostrou uma influéncia
significativa na eficiéncia de separacdo, onde uma similaridade entre os diferentes
eletroferogramas foi verificada. A maior influéncia foi observada na sensibilidade do sistema,

onde um maior valor de area de pico, tanto para glifosato quanto para AMPA, foi encontrado

para o pH 8,8 (Figura 20).
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Figura 20. Area do pico para glifosato e AMPA em funcdo do pH. Condicdes: Tampdo CHES/Tris
60 mmol L™, em diferentes proporcdes. Condiges eletroforéticas: ver Figura 16. Frequéncia do sinal
senoidal para detecgio C*D: 320 kHz. Amplitude: 4,5 V.
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Uma possivel explicacdo para o resultado obtido esta relacionada a variacdo da
condutividade do meio com a variacdo do pH. Nesta etapa do projeto, um eletrélito de
trabalho composto foi utilizado; e para se obter um BGE com diferentes pHs a proporcao dos
componentes do eletrolito foi variada; dessa forma uma mudanca na condutividade também é
promovida.

Com o auxilio do software PeakMaster 5.2 ¥, a condutividade para as diferentes
proporcOes do eletrélito foi estimada. A partir dos valores obtidos no software, construiu-se
um grafico com os valores de condutividade em funcdo das diferentes proporcoes
(concentracbes) da mistura contida na solucéo eletrolitica. Para uma melhor compreensao, 0s
dados estdo representados em  funcdo dos respectivos valores de pH
(Figura 21). Verificou-se que o maior valor de condutividade é encontrado na proporcao
relacionada ao pH 8,83 (30 mmol L™ de CHES e 30 mmol L™ de Tris); justamente onde um
maior valor de area de pico, para ambos analitos de estudo, é observado (ver Figura 20). A
suposta relacdo entre os resultados obtidos e a condutividade do meio fica clara quando
lembrado que, na deteccdo C*D a resposta do detector esta relacionada com a diferenca de

condutividade entre o eletrdlito de trabalho e a zona da amostra que migra no capilar.
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Figura 21. Gréfico do valor de condutividade do eletrdlito de trabalho em fungdo do pH.
56



3. DETECGAO DE GLIFOSATO UTILIZANDO C*D

Mantendo-se a proporcdo de CHES/Tris relacionada ao pH em que uma maior
sensibilidade foi obtida, a influéncia da concentracao do eletrolito sobre a resposta do sistema
foi investigada. A faixa de concentracdo avaliada foi de 20 a 120 mmol L™. A Figura 22
apresenta o grafico das areas para glifosato e AMPA em funcéo da concentracéo do eletrolito.
Até a concentracdo 80 mmol L?, observa-se um aumento gradativo das areas de pico para
ambos analitos, com posterior decaimento. Para concentracdes acima desse valor, verificou-se
um acentuado ruido na linha base, tanto quanto distor¢es nos picos dos analitos em estudo.

Assim sendo, a concentracéo de 80 mmol L™ foi escolhida para a continuidade dos estudos.
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Figura 22. Dependéncia das areas de pico para glifosato e AMPA, com a varia¢do da concentragdo do
eletrolito CHES/Tris. Outras condigdes vide Figura 20.

3.3.5. Determinagéo do Tempo de Injecdo da Amostra

Foi realizada uma variacdo do tempo de injecdo da amostra, e verificada a influéncia
de tal procedimento sobre a resposta eletroforética do sistema. As amostras foram injetadas
eletrocineticamente no canal sob aplicagdo de 1,0 kV variando o tempo de 4 a 9 s. No estudo

verificou-se que tempos maiores que sete segundos de injecdo, promoveram eletroferogramas
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com baixa resolucdo entre os picos. Basicamente o tempo de inje¢do determina a quantidade

de amostra injetada; e assim sendo, altos tempos de injecdo podem gerar picos com grande

alargamento de banda.

Buscando um compromisso entre resolucdo e sensibilidade, o tempo de 7s foi

escolhido como melhor valor. Os valores de intensidade e largura do pico para glifosato foram

graficados em funcdo do tempo de injecdo e estdo apresentados nas Figuras 23. Para tempos

menores que 7 s observam-se baixos valores de intensidade de sinal, e como comentado, para

tempos maiores a separacdo é prejudicada.
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Figura 23. Gréfico da intensidade do sinal para glifosato em fungdo do tempo de injecdo (A). Grafico
da largura do pico para glifosato em fungéo do tempo de injegéo (B).
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3.3.6. Influéncia do potencial de separacéo e grafico de Ohm

A influéncia que a variacdo do potencial de separacdo causa no tempo de migracéo
dos analitos € apresentada na Figura 24. Observa-se que com o aumento do potencial de
separacdo ha um decréscimo no tempo de migracdo dos analitos, tanto quanto uma
diminuicdo nas larguras dos picos para glifosato e para AMPA. A diminuicéo das larguras dos
picos esta relacionada ao menor tempo em que 0 zona da amostra permanece no canal de

separacao, pois dessa forma os processos de difusdo da amostra sdo minimizados.

—/M 3,5kV 1VI
J/\_,‘,__ 3,0 kV

_/b\_—_, 2,5kV

O

M.Aﬂ_a_ﬁ_ 1,0 kV
SN TN o5kV

T
20 40 60 80 100 120 140 160 180 20

Sinal C*D (V)

tempo (s)

Figura 24. Efeito do potencial de separacdo no tempo de migracéo dos analitos.

De um modo geral, menores tempos de migracdo séo idealizados a fim de se diminuir
0 tempo total de uma analise eletroforética, fato que pode ser obtido com o aumento do
potencial de separacdo. No entanto, a corrente elétrica gerada com o aumento do potencial
pode provocar o aguecimento do canal em decorréncia da perda de eficiéncia na dissipacédo de

calor (efeito Joule). Por este motivo, de modo a garantir a dissipacgéo eficiente de calor, deve-
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se realizar as separacOes eletroforéticas em um limite de potencial onde ndo ocorra tal
fendmeno. Microchips de PT sdo plataformas microfluidas que possuem como caracteristica
uma boa dissipacdo de calor quando comparadas a outros substratos®®, entretanto algumas
propriedades do BGE também influenciam na formacdo de um gradiente de temperatura
dentro dos canais. Assim sendo, a capacidade de dissipar calor do microchip de PT foi
investigada com base na lei de Ohm®, utilizando os parametros analiticos previamente
otimizados e descritos anteriormente. Para isso, 0 microcanal de separacdo foi inicialmente
preenchido com o eletrélito de trabalho (CHES/Tris, 40/40 mmol L™, pH 8,8) e uma diferenca
de potencial foi aplicada ao microcanal. A corrente eletroforética resultante foi medida em

funcdo dos valores de potenciais aplicados; a Figura 25 apresenta a relacdo encontrada.
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Figura 25. Curva obtida para a corrente eletroforética em funcdo do potencial aplicado. Comprimento

do canal: 5 cm.

Como observado na Figura 25, uma relagéo linear entre a corrente eletroforética e o

potencial elétrico aplicado é encontrada até 1,5 kV. Esse resultado demonstra que até esse
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potencial uma dissipacéo eficiente de calor ocorre, portanto deve ser utilizado como valor

limite de potencial de trabalho.

3.3.7. Repetibilidade intra e inter chip

A repetibilidade do meétodo foi avaliada com base nos coeficientes de variacdo (CV)
em termos das areas dos picos eletroforéticos para repeticdes sucessivas utilizando o mesmo
chip e os mesmos eletrodos (intra-chip), e também utilizando diferentes chips com diferentes
eletrodos (inter-chip). Para verificacdo da repetibilidade intra-chips sete injecdes foram

realizadas sequencialmente, a Figura 26 apresenta os eletroferogramas obtidos.

oa]

Sinal C*D (V)

50 100 150 200 250 300
tempo (s)
Figura 26. Sequéncia de sete eletroferogramas obtidos para a separacdo de glifosato (a) e AMPA (b),

ambos com concentragdo de 2mmol L™. Condi¢Bes: Eletrélito CHES/Tris a 80 mmol L™, pH 8,8.

Injecdo: -1,0 kV/7 s; potencial de separagdo: -1,5 kV. Frequéncia do sinal senoidal para deteccéo C*D:
320 kHz. Amplitude: 4,5 V.
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Para os tempos de migracdo um CV de 1,6 e 1,9% foi observado para glifosato e
AMPA respectivamente. Nas areas do pico, os valores de CV (ou desvio padréo relativo -
RSD)® das sete injeces consecutivas foram 9,1% para o glifosato e 22,1% para 0 AMPA.
Como observado na Figura 26, a primeira injecdo resultou em picos de menor intensidade
qguando comparada com as demais injecdes. Esse efeito pode ser atribuido ao fato de que os
analitos em estudo migram contra o EOF, dessa forma para um efetivo transporte
eletrocinético das espécies e preenchimento total do canal de amostragem, um maior tempo é
requerido®®. Desconsiderando a primeira injecdo, os valores de CV para as areas do pico caem
para 1,5% e 3,3% para glifosato e AMPA respectivamente. Uma ferramenta estatistica
simples também pode ser usada para justificar o ndo uso dos valores de area da primeira
injecdo para o calculo de CV, essa ferramenta é conhecida como Teste Q de Dixon®.
Basicamente trata-se de uma equacdo que verifica se um dado valor analitico € muito

discrepante dos demais valores de um conjunto, e deve ou néo, ser considerado.

—valor

vizinho

_ valor,

uspeito

(10)
—valor

menor

valor

maior

Se o valor calculado de Q exceder um valor critico tabelado, o valor suspeito deve ser
rejeitado. Utilizando a Equacédo 10, os valores de Q calculados, para os dados da Figura 26,
foram de 0,916 e 0,874 para glifosato e AMPA respectivamente, tendo os valores de area da
primeira injecdo como suspeitos. Para um conjunto de sete amostras e com base na Tabela 6,
o0s valores suspeitos podem ser desconsiderados (com um limite de confianca de 95%) pois

ndo fazem parte, de acordo com o teste Q, do conjunto de valores.
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Tabela 6. Valores criticos de Q para um teste bi-caudal”, com limite de confianca de 95%.

Tamanho da amostra Valor critico

4

© 00 N O O

0,831
0,717
0,621
0,570
0,524
0,492
0,464

A repetibilidade entre diferentes chips (inter-chips) foi verificada utilizando trés chips

distintos, com seus respectivos eletrodos para deteccdo C*D. Os eletroferogramas obtidos para

os diferentes chips sdo apresentados na Figura 27. Os valores de CV foram 10,1% para o

glifosato e 8,6% para 0 AMPA nas areas do pico; e para os tempos de migracdo do glifosato

foi encontrado um valor de CV de 1,4%. Diversos parametros a cerca das técnicas utilizadas

podem afetar diretamente a reprodutibilidade do método desenvolvido. A presenca de erros

aleatdrios, inerentes a qualquer medida analitica, também comprometem a confiabilidade dos

resultados obtidos. Entretanto, mesmo com a somatdria dos diversos fatores que influenciam

no calculo de CV, pode-se afirmar que com uma relativa habilidade na confeccdo dos chips,

tanto quanto no recorte e alinhamento dos eletrodos, bons resultados de reprodutibilidade

podem ser alcangados.

“testes bi-caudais sdo apropriados quando ndo se conhece em que extremo um valor suspeito pode ocorrer. Ou seja, o analista néo tem
qualquer ideia pré-concebida, antes dos resultados experimentais, se uma diferenca significante eventual entre as médias experimentais e o

valor suspeito sera positiva ou negativa.
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Figura 27. Eletroferogramas obtidos para trés diferentes chips. Ambos analitos com concentracdo de
2mmol L™

O desempenho da separacdo eletroforética realizada nos microdispositivos fabricados
em PT foi verificada em termos de nimeros de pratos tedricos (N). A eficiéncia foi calculada
de acordo com a Equacdo N = 5,54 (t/w,,)°, apresentada na se¢do 1.3. Os valores de eficiéncia
encontrados para glifosato e AMPA foram 331 e 772 respectivamente. Uma relacdo direta
entre eficiéncia e tempo de migracdo é observada na Equacdo, onde menores tempos de
migracdo geram baixos valores de eficiéncia. Os baixos valores de N encontrados para 0s
dispositivos de PT podem tambem ter sofrido influéncia de efeitos relacionados a difuséo e a

alta rugosidade do toner (que define as paredes dos microcanais)’.

3.3.8. Curva analitica e limites de detec¢do

A Figura 28 apresenta eletroferogramas obtidos para misturas contendo niveis de

concentracdes crescentes de (a) glifosato e (b) AMPA, em incrementos de 150 umol L™ para
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a faixa de concentragdes entre 150 e 900 umol L™ . No detalhe da figura sdo apresentadas as
curvas de calibracdo, com coeficientes de correlagéo linear de 0,9979 e 0,9968 para glifosato
e AMPA, respectivamente. Cada ponto nas curvas é um valor médio de trés medidas, sendo
que para se conseguir uma correlacdo linear, os microcanais foram lavados com solucéo

tampé&o durante 100 s antes de cada injecao.

o
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= AMPA
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Figura 28. Eletroferogramas obtidos para misturas contendo concentragfes crescentes de (a) glifosato
e (b) AMPA, em incrementos de 150 umol L™. No detalhe estdo apresentadas as curvas de calibragéo
no intervalo de concentragdes entre 150 e 900 pmol L™,

Duas maneiras distintas foram utilizadas para calcular os valores de limite de deteccédo
(LD). Uma delas trata-se da diluicdo em série da solucdo padrdo, até obtencdo de um
eletroferograma com relacdo sinal/ruido igual a 3. Através desse método os valores de LD
encontrados para glifosato e AMPA foram de 45,1 e 70,5 pmol L™ respectivamente.

A interpretacdo equivocada da amplitude do ruido da linha de base pode resultar em
valores erréneos de LD. Considerando esse fato, um segundo método para determinacdo de

LD é apresentado. Com base em parametros da curva analitica, como desvio padrédo do
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intercepto da reta, o segundo método apresenta maior confiabilidade estatistica. Os valores
encontrados de LD a partir de pardmetros da regressdo linear foram de 60,8 e 74,8 pmol L™
para glifosato e AMPA respectivamente. A Equacdo 11 mostra de que forma os valores de

limite de deteccdo foram calculados a partir desse método®.

LD=3SD/b (11)

sendo SD = desvio padrédo do intercepto da curva, e b = coeficiente angular da curva.

Tomando os valores de LD calculados a partir dos pardmetros da curva analitica,
verifica-se que a metodologia desenvolvida ndo forneceu um limite de deteccdo adequado
para a analise de glifosato que atenda & legislacdo brasileira**®”. Com o intuito de se diminuir
os valores de LD, a técnica de sample stacking foi utilizada. Trata-se de uma pré-
concentracdo da amostra on-line, em que ndo ha a necessidade de alteracdo na instrumentacao
presente. Resume-se na manipulacdo da forca idnica da amostra e do tampdo, onde uma
condutividade mais baixa na regido da amostra promove um aumento do campo elétrico e
consequente aumento na velocidade dos ions ali presentes; quando essa regido entra em
contato com uma regido de mais alta condutividade (eletr6lito de corrida) ha uma
desaceleracdo na zona da amostra promovendo assim uma regido com maior concentracdo
que a original®®. Apés a aplicacdo dessa técnica problemas de repetibilidade foram
encontrados; aparentemente associados a dificuldade de limpeza dos microcanais entre uma
injecdo e outra, dessa forma a estratégia foi entdo descartada.

A resposta em C*D esté intimamente relacionada a pardmetros associados as celas de
deteccdo como: posicionamento e modelagem dos eletrodos, espessura do dielétrico, e

89,90

distdncia entre os eletrodos Fundamentando-se nisso, alguns estudos visando a

diminuicdo dos valores de limites de deteccdo sdo encontrados na literatura®*3. Ainda
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objetivando melhorias na sensibilidade, encontra-se na litereatura trabalhos utilizando
deteccdo condutometrica hibrida, na qual o eletrodo de excitacdo é mantido em contato com o
eletrélito®. Com base nas alternativas citadas acima, estudos visando uma melhora na
sensibilidade podem ser realizados. Assim sendo, tais estratégias ficam como proposta de

trabalhos futuros.

3.3.9. Aplicacédo em amostra real

Depois de escolhidas as melhores condi¢do de separacdo e de deteccao, aplicou-se esta
metodologia para a determinacdo de glifosato e AMPA em A&guas naturais. Utilizando
amostras de agua de um coérrego local da cidade de Sao Carlos, a aplicabilidade do método
apresentou resultados satisfatorios em relacéo a valores de recuperacdo, pois se enquadram na
faixa recomendada para pesticidas (entre 70 e 120%)%. N&o foi necessaria qualquer etapa de
extracdo ou limpeza da amostra.

A Figura 29 apresenta os eletroferogramas da amostra fortificada com 1mmol L™ dos
analitos em estudo (i ), e da amostra sem fortificacdo ( ii ). Observa-se a presenca de um
composto desconhecido, com um pico eletroforético contendo uma éarea inferior aos
compostos de estudo, tendo um tempo de retencdo de aproximadamente 21 s. Os valores de
recuperacdo obtidos para glifosato e AMPA foram de 87,4% e 83,7 respectivamente; onde
para o célculo de recuperacéo, amostras diluidas para 0,5 mmol L™ de ambos analitos foram

utilizadas.
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Figura 29. Eletroferograma de uma amostra de dgua natural fortificada com glifosato e AMPA ambos
a1 mmol L™ (i). Eletroferograma da amostra de 4gua natural sem fortificacdo (ii ). Outras condicdes
vide Figura 26.

3.3.10. Conclusao

Os microdispositivos de PT apresentaram performance analitica satisfatoria quando
avaliados em termos de separacdo eletroforética para as moléculas de glifosato e AMPA.
Separagdes com picos bem definidos e boa resolugdo foram verificadas.

Dentre as inimeras metodologias encontradas para a determinacdo do herbicida
glifosato, possivelmente o método desenvolvido neste capitulo se encontra entre 0s mais
simples e de menor custo agregado. A simplicidade de instrumentacdo e a facilidade de
confeccao dos microdispositivos confirmam tal afirmacéo.

O método proposto apresentou aplicabilidade satisfatoria em amostras de interesse
ambiental, tanto quanto boa repetibilidade intra e inter-chips. Apresenta como maior
desvantagem um valor de LD relativamente alto para glifosato, ndo se enquadrando nas
exigéncias estipuladas pela legislagéo brasileira. Entretanto, adaptacfes instrumentais simples

a cerca do sistema de detec¢do encorajam o autor a contornar tal problema em trabalhos
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futuros; viabilizando a total aplicabilidade do método desenvolvido em amostras de interesse

ambiental.

69



4. DETECGAO DE GLIFOSATO POR CRONOAMPEROMETRIA

4. DETECCAO DE GLIFOSATO POR CRONOAMPEROMETRIA

Buscando melhores valores de LD, a técnica de cronoamperometria foi utilizada como
sistema de deteccdo. De maneira geral, esse sistema de deteccao apresenta maior sensibilidade
quando comparada a C*D %. Nesse capitulo seré apresentado um estudo eletroquimico
verificando a potencialidade de eletrodos de cobre e ouro como sensores amperometricos para
glifosato. Utilizando o eletrodo no qual a maior sensibilidade foi observada, e apos
acoplamento no sistema eletroforético ainda utilizando microchips de PT, realizou-se entéo a

determinacéo simultanea de glifosato e AMPA.

4.1. Introducao

Os pequenos volumes de amostra resultantes das separacdes em microdispositivos
(< que 500pL) , exigem o emprego de detectores extremamente sensiveis. Varios sistemas de
deteccdo que suprem essa necessidade em microdispositivos sdo utilizados com sucesso,
dentre eles LIF (fluorescéncia induzida a laser)®”, espectrometria de massas®,
quimiluminescéncia® e eletroquimiluminescéncia'®, dentre outros.

Com o crescimento do interesse da comunidade cientifica para com microdispositivos
eletroforéticos, sistemas de deteccdo que atendam as necessidades de sensibilidade sdo
gradativamente mais estudadas. Atendendo a exigéncia de alta sensibilidade, a deteccao
eletroquimica em microdispositivos foi usada pela primeira vez por Woolley e colaboradores
em 1998 ' data relativamente recente quando considerado o emprego da maioria dos
detectores de alta sensibilidade em microssistemas.

A alta compatibilidade com a tecnologia de microfabricagdo torna a deteccdo

eletroquimica extremamente atrativa para aplicacdo em microdispositivos, possibilitando a
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construcdo de um sistema totalmente integrado. Considerando a possibilidade de
miniaturizagdo de fontes de energia e potenciostatos'®, a detec¢do eletroquimica é a que mais
tem potencial para construcdo de um microdispositivo analitico completo.

Deteccao eletroquimica é um termo corriqueiramente utilizado para fazer referencia a
trés principias modos de detec¢do: condutometria, potenciometria e amperometria. Entre esses
modos de deteccdo eletroguimica, a amperometria € mais extensivamente usada em
microdispositivos, salvo a deteccdo condutometrica que vem ganhando espaco entre oS
pesquisadores, onde seu modo sem contato ja foi comentado anteriormente nesse documento.

Basicamente, a deteccdo amperométrica é executada através da medida de corrente,
em funcdo do tempo, resultante da aplicacdo de um potencial constante no eletrodo de
trabalho de uma célula eletroquimica acoplada ao microdispositivo. Essa célula eletroquimica
pode ter a configuracdo convencional de trés eletrodos, com a presenca dos eletrodos de
referéncia e auxiliar, ou dois eletrodos quando somente o de trabalho e o auxiliar a comp&e®,
A aplicacgdo do potencial no eletrodo de trabalho promove a oxidagdo ou reducdo das espécies
quimicas, com as respostas de corrente obtidas nesses processos redox sendo proporcionais a
concentracéo do analito.

Uma das dificuldades encontradas no emprego da amperometria associada a
eletroforese capilar é o campo elétrico aplicado para promover a separacao dos analitos, o
qual pode causar sérias interferéncias na detec¢do. Quando um eletrodo é posicionado muito
préximo do final do capilar, o intenso campo elétrico gera um ruido significativo o que pode
reduzir sensivelmente o limite de deteccdo’™. Existe neste caso, um compromisso entre
proximidade do eletrodo do final do capilar, ruido gerado pelo campo elétrico e a resolugéo
entre 0s picos, pois quanto mais afastado o eletrodo estiver do capilar, maior o alargamento

deste sinal transiente.
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Para contornar o problema de interferéncia causada pelo campo elétrico do sistema
eletroforético, varias configuracdes de célula foram propostas para esse tipo de deteccéo.
Assim, o posicionamento do eletrodo de trabalho pode ser feito de trés maneiras diferentes: na
saida do microcanal de separacdo (‘“end-channel”), no interior do microcanal de separacdo
(“in-channel”) e no interior do microcanal mas fora do campo elétrico da separacéo
eletroforética (“off-channel””). No posicionamento na saida do microcanal de separacdo
(“end-channel”) existem ainda dois modos: com o eletrodo integrado no microdispositivo
(“on-chip”) e fora do microdispositivo (“off-chip *)'®*°. A Figura 30 apresenta o desenho
esquematico de cada uma dessas configuracGes de alinhamento do eletrodo de trabalho no
microcanal de separagao.

Dentre as diferentes possibilidades de configuracdo usada no acoplamento entre
eletroforese em microdispositivos e deteccdo amperométrica, a configuragdo com
posicionamento no final do canal (“end-chanel”) é a mais usada™’. Nesse modo, o eletrodo
de trabalho é posicionado a algumas dezenas de micrometros do final do canal de separacéo,
ficando quase que efetivamente isolado do potencial aplicado na separacdo eletroforética.
Quando comparado as outras configuracdes, a deteccdo no modo end-chanel é a que apresenta
os maiores valores de limite de detecgdo e separacdes menos eficientes'®. Esse fato ocorre
devido a difusdo dos analitos no espaco existente entre eletrodo e o final do microcanal de
separacdo (Figura 30A e 30B). Em contra partida, o posicionamento do eletrodo muito
préximo ao fim do microcanal pode causar grandes ruidos na detec¢do, acarretando em perdas

de sensibilidade.
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(A) “End-channel” (on-chip)

eletrodo de trabalho -Alinhamento perpendicular ao canal

(B) “End-channel” (off-chip)

eletrodo planar

7

-Alinhamento externo do eletrodo

(C) “In-channel”

eletrodo de trabalho

(D) “Off-channel”

desacoplador

eletrodo de trabalho

Figura 30. Desenho esquemaético das possiveis configura¢fes de alinhamento do eletrodo de trabalho
no microcanal de separacdo. (A) Eletrodo na saida do microcanal (“end-channel”) e integrado no
préprio dispositivo (“on-chip”), (B) eletrodo na saida do microcanal (“end-channel”) e fora do
dispositivo (“off-chip”), (C) eletrodo no interior do microcanal (“in-channel”) e (D) eletrodo no
interior do microcanal mas fora do campo elétrico da separacéo eletroforética (“off-channel”).

O modo de separacdo “in-channel” surgiu com o intuito de minimizar os problemas
relacionados ao alargamento de banda, devido a difusdo dos analitos apds deixar o fim do

microcanal. Como os analitos separados por eletroforese permanecem confinados no interior
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do microcanal de separacdo no momento em que atingem o eletrodo de trabalho (Figura 30C),
os problemas de alargamento de banda sdo minimizados nessa configuracdo'®. Entretanto
potenciostatos mais elaborados devem ser usados para se contornar problemas de isolamento.
O modo de deteccdo “off-channel” também foi desenvolvido para superar 0s
problemas relacionados ao alargamento de banda observado no modo “end-channel”. O
posicionamento do eletrodo no modo “off-channel”, na realidade, também é feito no interior
do microcanal de separacao (Figura 30D), mas o0 campo originario do potencial de separacéo é
isolado de sua corrente amperométrica através do uso de um desacoplador (por isso 0 nome
“off-channel ). O desacoplador faz o aterramento efetivo do potencial aplicado na separagdo
eletroforética, criando uma regido livre de campo elétrico que € justamente onde os analitos
sdo “empurrados” sobre o eletrodo de trabalho''®. Porem na maioria dos casos trata-se de um

processo relativamente complicado.

4.2. Experimental

4.2.1. Reagentes e solucbes

Todos os reagentes usados nessa etapa do trabalho sdo de pureza analitica. A pureza e
a procedéncia para os reagentes glifosato e AMPA foram apresentadas na secdo 3.2.1. O
tampdo fosfato, utilizado nas medidas eletroquimicas e como eletrolito de trabalho, foi
preparado a partir de Na,HPO, (J.T. Bake, 99%) e NaH,PO, (Mallinckrodt, 98% ).

No condicionamento do eletrodo de ouro, para posterior uso em estudos
eletroquimicos, foi usado é&cido sulfarico suprapuro. Para estudos eletroquimicos com

eletrodo de cobre utilizou-se hidroxido de sodio (Chenco, 97%).
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4.2.2. Instrumentacao

4.2.2.1. Estudos voltamétricos

Os ensaios de voltametria ciclica foram realizados em um potenciostato/galvanostato
Autolab® modelo PGSTAT 30, controlado pelo o software GPES 4.9. Uma célula
eletroquimica convencional, com capacidade de 30 ml foi utilizada. Essa célula possui orificio
para encaixe dos eletrodos (trabalho, auxiliar e referencia), alem de orificio para entrada de

gas nitrogénio quando necessario (Figura 31).

Eletrodo de trabalho

Ny /‘
/ | Contra-eletrodo

Eletrodo de referéncia

Figura 31. Representacdo esquematica da célula eletroquimica.

Eletrodos convencionais de cobre e ouro (ambos com 1 mm de didmetro) foram
utilizados como eletrodo de trabalho, afim de verificar qual metal apresenta melhor
sensibilidade para glifosato. Como eletrodo auxiliar (ou contra-eletrodo) foi utilizada uma
placa de platina, com 0,5 cm? de area geométrica, soldada a um fio de platina de 0,5 mm de
didmetro e embutido em um tubo de vidro. Como eletrodo de referéncia foi utilizado o
eletrodo de Ag/AgCl saturado com KCI 3,0 mol L ™.

Ambos os eletrodos, ouro e cobre, foram polidos mecanicamente em lixa 2000 e
alumina, antes dos ensaios experimentais. Apos limpeza mecanica, o eletrodo de ouro foi
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limpo eletroquimicamente através de varias ciclagens em uma solucéo de H,SO4 1,0 mol L™,
em intervalo de 0 a 1,75 V com velocidades de varredura de 1,0; 0,5; e 0,05 V s™. Para o
eletrodo de cobre, a reprodutibilidade foi alcangada promovendo um pré-tratamento de -0,3V

por 15 minutos, apds o polimento mecéanico.

4.2.2.2. Confeccdo do eletrodo planar de cobre

Os eletrodos planares de cobre foram confeccionados a partir de placas para confec¢éao
de circuitos impressos, utilizando o mesmo procedimento para preparagéo de circuitos™**.

Inicialmente uma mascara de toner com a configuracdo desejada foi preparada no
software Corel Draw versdo 14.0, e impressa em folha acetinada (papel de etiquetas). A
imagem impressa na folha foi transferida para a placa usando uma laminadora térmica a
120 °C por 2 minutos. Posteriormente a placa foi corroida em solucdo de Fe** (preparado
comercial), seguido da remocdo da mascara de toner com acetonitrila. Resina epdxi foi
aplicada sobre os eletrodos, deixando-se descobertos o espaco para contato elétrico e uma
pequena regido referente a area geométrica ativa do eletrodo, com espessura de 200 um de
largura e 3 mm de altura.

A Figura 32 apresenta o esquema de confecgéo dos eletrodos, bem como uma imagem
ampliada de uma unidade do mesmo depois de pronto. Com cada placa 15 eletrodos foram
confeccionados, e com base nos materiais consumidos, um calculo aproximado do custo de

cada eletrodo chegou a ordem de R$ 0,17.
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1cm

Figura 32. Placa de circuito impresso com a imagem em toner ja transferida (I). Placa ap6s corroséo
da camada de cobre (Il). Placa ap6s remocdo do toner por acetonitrila (111). Foto digitalizada do
eletrodo depois de pronto (1V), onde A trata-se da regido para contato elétrico e B da area geométrica
ativa do eletrodo.

4.2.2.3. Sistema de deteccdo amperométrica

O sistema de detecgdo foi composto por um amplificador de corrente modelo SR570
da Stanford Research System, um mini-potenciostato (lab-made) e uma placa multifuncional

PCI-6221 (National Instruments). Neste sistema, a aplicacdo do potencial fica a cargo do
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potenciostato, enquanto a aquisicdo do sinal € realizada através dos conversores analdgico-
digital da placa PCI-6221 que estdo conectados a saida do amplificador SR570 responsavel
pela amplificacéo e filtragem da corrente que circula pelo eletrodo de trabalho.

O registro do sinal amperométrico foi realizado através do software ED
(Electrochemical Detection), desenvolvido por alunos do GMEME do Instituto de Quimica de
S&o Carlos'*?. Nos experimentos foi utilizado um computador Pentium 4 2.8 GHz operando
LabVIEW 7.1 (National Instruments) em uma plataforma Windows XP. A alimentacdo do
mini-potenciostato tem como escolha o uso de duas baterias de 9V, funcdo essa inicialmente
desenvolvida para realiza¢do de medidas “in situ”, porem ndo utilizada no presente trabalho.

O campo elétrico gerado pelo potencial aplicado na separacdo eletroforética foi
desacoplado do eletrodo de trabalho da deteccdo amperométrica utilizando a configuracdo de
célula end-channel, no modo off-chip (ver Figura 30B). O comprimento efetivo do microchip
de poliéster-toner, utilizado no processo de separacdo dos analitos em estudo, foi de 45 mm.
A instrumentacdo a cerca do processo de separacao eletroforético, tanto quanto o processo de

confeccdo dos microchips de PT, estdo apresentados na secéo 3.2.3.

4.3. Resultados e discussao

4.3.1. Escolha do eletrodo de trabalho

Visando o desenvolvimento de uma metodologia simples, sem o0 uso de eletrodos
quimicamente modificados (por exemplo) devido sua alta complexidade de confecgéo,
eletrodos convencionais foram priorizados. Entre os eletrodos metélicos convencionais,

eletrodos de cobre e ouro sdo os mais utilizados na determinacéo de glifosato >,
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Os dois eletrodos estudados apresentam limitacdes de seletividade quando utilizados
na determinacdo de glifosato. Em eletrodo de ouro, a oxidacdo do herbicida se da em
condicdes alcalinas, e nesses parametros analiticos outras substancias também sofrem
oxidacdo™*!*®. O eletrodo de cobre ¢ altamente sensivel na determinacdo de substancias
complexantes; porém, em uma solucdo contendo, por exemplo, aminoacidos e glifosato, o
sinal eletroquimico emitido pelo eletrodo seria uma resposta aditiva dos componentes
presentes'’®. Somado a esse contexto, o interesse em uma determinagdo simultanea de

compostos justifica o uso da técnica de separacdo utilizada neste trabalho.

-Eletrodo de Ouro

Sato e colaboradores™™® desenvolveram um método para determinacdo de glifosato
utilizando amperometria de pulso em eletrodo de ouro, aliado a cromatografia de troca iénica.
Com base nos resultados obtidos por esse autor, a deteccdo baseada no processo
eletrocatalitico promovido pelo metal nobre foi estudada.

A Figura 33A apresenta os voltamogramas ciclicos do eletrodo de ouro em 0,1 mol L™
de NaOH (pH 13,0), na auséncia e na presenca de 50 mmol L™ de glifosato. No
voltamograma referente a auséncia de glifosato (em preto) foi observado na varredura
positiva, a partir do potencial de +0,30 V, a formacéo de picos anddicos referentes a formacéo
de oOxidos de ouro (AuOH e AuO) na superficie do eletrodo. Na varredura negativa,
verifica-se um pico catodico em aproximadamente +0,17 V relacionado a reducdo dos 6xidos
na superficie do eletrodo. Um pico catdédico em —0,1 V € atribuido a reducdo do oxigénio
dissolvido. Na presenga de glifosato (em vermelho) um incremento na corrente anddica é
observado préximo de +0,2 V, devido a oxidagdo do herbicida na superficie do eletrodo de

ouro. Uma dependéncia linear entre a corrente anodica e a concentracdo do herbicida €
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apresentada na Figura 33B. Um pré-tratamento de -0,3 V por cinco segundos foi realizado no

eletrodo antes de cada ciclagem.
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Auséncia de Glifosato
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Figura 33. Voltamogramas na presenca (5,0 mmol L™) e auséncia de glifosato, em solugdo de NaOH
0,1 mol L™; usando eletrodo de ouro (1 mm de didmetro) .Velocidade de varredura 100 mV s (A).
Resposta eletroquimica para diferentes concentragdes de glifosato em eletrodo de ouro (B).

Segundo Sato, o glifosato contém grupos amino primario e secundario que podem ser

oxidados em eletrodos de ouro sob condicdes alcalinas. Os autores quantificaram o herbicida

com a mesma metodologia de analise de aminoacidos (ja que é derivado e o comportamento

eletroquimico é semelhante). Johnson e LaCours'’ propuseram um mecanismo de reacéo
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eletroquimica para aminas na superficie de eletrodos de ouro. Esses autores acreditam que
com o eletrodo de ouro livre de 6xidos, as aminas sdo adsorvidas em sua superficie a partir do
par de elétrons desemparelhados do atomo de nitrogénio. Em condicdes alcalinas, e em
resposta a um potencial positivo aplicado, as espécies adsorvidas sdo dessorvidas
simultaneamente com o processo de formacdo dos 6xidos de ouro, gerando assim bons sinais
analiticos para as espécies de interesse. Dessa forma, para promover o fendémeno de
adsorcéo/dessorcéo e se conseguir bons resultados, amperometria pulsada deve ser usada (do

inglés Pulsed Amperometric Detection - PAD).

-Eletrodo de Cobre

O glifosato é conhecido por sua habilidade complexante, principalmente na formacéo
de complexos com metais de transicdo. A molécula deste herbicida possui trés grupos
funcionais (amino, carboxilato e fosfonato) que podem coordenar com o Cu(ll). Assim, a
deteccdo eletroquimica utilizando eletrodo de cobre pode ser utilizada para a determinacao
deste herbicida''®. Basicamente promove-se a aplicacdo de um potencial para formagdo de
uma camada de 6xidos de cobre, que € dissolvida na presenca de um agente complexante.
Dessa forma o equilibrio da reacdo de formacdo de 6xidos € deslocado, aumentando entdo a
corrente anddica do eletrodo, gerando um sinal analitico.

A Figura 34A apresenta os voltamogramas ciclicos do eletrodo de cobre em
0,1 mol L™ de tampéo fosfato (pH 7,5), na auséncia e na presenca de 1,0 mmol L™ de
glifosato. No voltamograma referente a auséncia de glifosato (em preto), foi observada na
varredura positiva a formacéo do filme de oxidos de cobre proximo ao potencial de -0,015 V,
com posterior estabilizacdo da corrente até 0,7 V. Na varredura negativa o pico em -0,21V foi
atribuido a reducdo do oxido na superficie. Na presenca de glifosato (em vermelho),

verifica-se na varredura positiva um aumento na corrente anodica na faixa de -0,15 a 0,7 V,
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relacionado a dissolucdo da camada de éxidos causada pelo glifosato (e formacgdo do
complexo glifosato-Cu®*). Na varredura negativa, observa-se uma diminuicéo significativa da
corrente de reducdo dos Oxidos. Esta variacdo no comportamento catodico pode estar
associada a solubilizacdo parcial do oxido de cobre presente na superficie do eletrodo. A
Figura 34B apresenta a dependéncia linear entre a corrente anddica para glifosato, em funcéo

de sua concentragao.

auséncia de glifosato
presenga de glifosato

-15 4

06 04 02 00 02 04 06
E (V) vs Ag/AgCl

1 T T T T T T T
0,8 1,0 1,2 1.4 1,6 1,8 2,0

Concentracéo de Glifosato (mmol L™)

Figura 34. Voltamogramas ciclicos do eletrodo de cobre em 0,1 mol L™ de tamp&o fosfato na
auséncia e na presenca de 1,0 mmol L™ de glifosato. Velocidade de varredura 100 mV s* (A).
Resposta eletroquimica para diferentes concentracfes de glifosato em eletrodo de cobre (B). Eletrodo
de cobre com 1 mm de didmetro.
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Devido a polarizacdo positiva em eletrodo de cobre, o surgimento de um filme de
oxido em sua superficie é verificado. Inicialmente uma camada compacta de Cu,O é formada;
em seguida ha o surgimento de uma camada amorfa composta por Cu,0O, CuO e pequenas

quantidades de sais de cobre (dependentes da composicéo da solucdo)™*®

. Quando na presenca
de agentes complexantes, a resposta eletroquimica do eletrodo de cobre ocorre da interacao de
tais substancias com ions Cu(ll) provenientes da dissolucdo natural da camada de Oxidos
(reacdo 2). Ou ainda, da interacdo direta entre os complexantes e a camada de 6xidos de cobre
na superficie do eletrodo (reacédo 1); onde os complexantes dissolvem a camada do 6xido de
cobre, deslocando o equilibrio da reacdo de formacdo do Oxido no sentido dos produtos,
resultando em um aumento da corrente anodica (maior formacdo de 6xido). O aumento da

corrente anddica do eletrodo de cobre é proporcional a concentracdo do agente complexante

contido na solucdo, e depende também do poder complexante da substancia'%.

Cu + HO == CuO + 2H" + 2¢ (1)

CuO + 2H" =— Cu(ll) + H,0O )

- Comparacao do desempenho analitico dos eletrodos de ouro e cobre

O desempenho analitico dos eletrodos de cobre e ouro foram comparados entre si, com
base em suas respectivas sensibilidades para glifosato. A Figura 35 apresenta as relacdes
lineares do sinal voltamétrico em fungdo da concentracdo de glifosato para os eletrodos de

ouro e cobre.
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Figura 35. Comparacéo da resposta eletroquimica do glifosato em eletrodo de cobre e ouro.

A Tabela 7 mostra os principais parametros a cerca da regresséo linear para o eletrodo
de cobre, tanto quanto para eletrodo de ouro. Os resultados apresentados mostram uma maior
sensibilidade para o eletrodo de cobre em relagéo ao eletrodo de ouro. Com base nesses
resultados, o eletrodo de cobre foi tomado como melhor escolha para determinagéo

amperometrica de glifosato.

Tabela 7. Comparacdo dos pardmetros da regressdo linear, obtidos na variagdo de concentragdo de
glifosato em eletrodo de ouro e cobre. Numero de pontos = 7.

Sensibilidade

: Coeficiente de Eletrolito
E tal
Eletrodo X(p;rzlr;e)z(n) a correlagdo (R) pH (0.1 mol LY
Ouro y = 2,53x 0,9995 13,0 Solugao de NaOH
(oxidacéo)
Cobre y = 30,2x 0,9993 75 Tampdo Fosfato

(complexacéo)
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4.3.2. Acoplamento do sistema eletroforético a deteccéo eletroquimica

Para o acoplamento entre eletroforese em microchips de PT e deteccédo eletroquimica,
um suporte em acrilico estrategicamente confeccionado para esse fim foi utilizado
(Figura 36). O suporte apresenta um posicionador x-y que promove o alinhamento entre o
final do microcanal de separacdo do microdispositivo, e o eletrodo planar de cobre construido

a partir de placas de circuito impresso (ver secéo 4.2.2.2.).

(B)

Figura 36. Desenho esquematico do sistema usado para o acoplamento entre eletroforese em
microdispositivos e deteccdo eletroquimica. (A) Partes do sistema: (a) suporte em acrilico com
posicionador x-y, (b) microdispositivo fabricado em PT e (c) eletrodo de cobre fabricado a partir de
placas de circuito impresso. (B) Acoplamento do microdispositivo e do eletrodo de trabalho no
suporte.

O suporte em acrilico apresentado, tem capacidade aproximada de 6 mL de solucdo.
Os demais eletrodos da célula eletroquimica (auxiliar e de referéncia, bem como o eletrodo de
aterramento da fonte usado para eletroforese), foram posicionados em lados opostos no
reservatorio de deteccdo. O eletrodo de trabalho confeccionado a partir de placas de circuito
impresso foi avaliado de acordo com seu perfil voltamétrico (Figura 37), estando de acordo

com resultados encontrados na literatura'???,
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Figura 37. Voltamograma ciclico do eletrodo de cobre confeccionado a partir de placas de circuito
impresso em 0,1 mol L™ de NaOH (pH 13,0). Velocidade de varredura 100 mV s™.

Usando as configuracdes citadas anteriormente, testes foram realizados buscando um
sinal analitico para glifosato e AMPA. A Figura 38 apresenta o eletroferograma obtido para
uma mistura desses analitos utilizado polaridade negativa no sistema de separagéo, onde uma

separacdo eficiente é observada em tampdo fosfato.
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Figura 38. Eletroferograma de uma mistura contendo 100 pmol L™ de glifosato (A) e 500 umol L™ de
AMPA (B). Condicdes: Tampéo fosfato 10 mmol L™, pH 7,5 . Injecdo:-1,0 kV/10 s; potencial de
separacéo: -1,0 kV. Potencial do eletrodo de trabalho: 0,1 V.
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4.3.3. Otimizacéo do potencial de detec¢do eletroquimico

Com o posicionamento do eletrodo de trabalho a algumas dezenas de micrometros do
canal de separacdo, o campo elétrico gerado pelo potencial de separacéo fica efetivamente
isolado do eletrodo de trabalho. Uma linha de base estavel no eletroferograma comprova isso.
Entretanto, o campo elétrico gerado pelo sistema eletroforético pode provocar um
deslocamento significativo no potencial do eletrodo de trabalho. Dessa forma para se
determinar o potencial 6timo para o eletrodo de trabalho, o estudo deve ser conduzido sobre
condicdes eletroforéticas de separacéo.

Foram injetadas misturas de padrdes de glifosato e AMPA, em diferentes potenciais
do eletrodo de trabalho. A janela de potencial avaliada variou de 0,05 a 0,25 V, como pode ser
obervado na Figura 39. O gréafico apresenta um maximo de resposta eletroquimica (em funcgéo
da area do pico) em 0,15 V; desta forma, este potencial foi escolhido como ideal para os

experimentos seguintes.
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Figura 39. Variagdo da &rea do pico para glifosato e AMPA, em funcdo do potencial aplicado no
eletrodo de trabalho. Outras condigdes ver Figura 38.
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4.3.4. Influéncia do pH e concentracédo do tampéao fosfato

A variacdo do pH do tampdo fosfato apresentou pouca influéncia nos parametros
relacionados a separacao eletroforética. Com a variacdo do pH, a mudanca mais significativa

foi encontrada no sinal analitico. De acordo com a literatura'?>'%

, agentes complexantes
geram um maximo de corrente anodica em eletrodo de cobre quando utilizado tampao fosfato

com pH entre 6,2 e 7,2.

A dependéncia da area do pico dos analitos com a variacdo do pH é apresentada na
Figura 40, os pHs estudados védo de 5,91 a 7,81. De acordo com o gréafico, o maior valor de
area de pico é encontrado para ambos analitos em pH 6,38. Estes resultados estdo de acordo

125

com os encontrados por Coutinho™, que verifica uma maior sensibilidade para glifosato em

eletrodo de cobre utilizando tampao fosfato préximo a pH 6,5.
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Figura 40. Area do pico para glifosato e AMPA em fungdo do pH. CondigBes: Tampéo fosfato
10 mmol L. Injecdo:-1,0 kV /10 s; potencial de separagéo: -1,0 kV. Potencial do eletrodo de trabalho:
0,15 V. Concentragéo de glifosato e AMPA a 100 e 500 umol L™ respectivamente.
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Como comentado anteriormente, a priori pHs alcalinos seriam utilizados com intuito
de promover a ionizacdo dos analitos em estudo, e consequentemente torna-los suscetiveis a
separacao eletroforética. Entretanto, considerando apenas a resposta ao detector eletroquimico

como referéncia, um valor de pH proximo da neutralidade foi encontrado como 6timo.

Figura 41. Diagrama de distribuicdo de espécies em fungdo do pH para glifosato (A) e AMPA (B).

Analisando os diagramas de distribuicdo de espécies para glifosato e AMPA da Figura

41A e 41B (obtidos através do programa CurTiPot'®), verifica-se que 85,6% do glifosato se
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encontra na forma’ HL? e 14,4% na forma H,L . Para AMPA 90,5% se encontra na forma
HL™ e 9,5% na forma H,L. Constata-se portanto, que mesmo trabalhando com um valor de
pH proximo da neutralidade (pH 6,4), a por¢do majoritaria dos analitos se encontram em seu
estado i6nico; assim, a injecdo das amostras por aplicacdo de um campo elétrico pode ser
promovida, seguido de uma eficiente separacéo eletroforética.

Utilizando-se do valor de pH no qual uma maior sensibilidade foi verificada, a
resposta para glifosato e AMPA em eletrodo de cobre foi examinada em diferentes
concentragdes do tampdo fosfato. O intervalo de concentracdo estudado foi de 2,5 a
10 mmol L. Nesse estudo parametros eletroforéticos como tempo de migracéo e resolucéo
entre 0s picos ndo tiveram uma variacéo significativa.

Observa-se na Figura 42 um maior valor de area de pico para 0s analitos em
5 mmol L de tampdo fosfato, dessa forma essa concentracdo foi escolhida para o

desenvolvimento do trabalho.

—m— Glifosato
—@— AMPA

Area do pico (nC.s)

—
2 3 4 5 6 7 8 9 10

Concentracdo do tampéo fosfato (mmol L'l)

Figura 42. Dependéncia das areas de pico para glifosato e AMPA com a variacdo da concentracdo do
tampado fosfato.

T Modelo genérico, onde HsL e H,L representam as moléculas neutras de glifosato e AMPA respectivamente.
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4.3.5. Tempo de injecéo e curva de Ohm

O tempo ideal de injecdo foi determinado a partir da introducdo eletrocinética de uma
mistura de 100 umol L™ de glifosato e 500 pmol L™ de AMPA, variando-se os tempos de
injecdo de 4 a 18 s sobre aplicacdo de 1,0 kV. As Figuras 43 e 44 apresentam,
respectivamente, a intensidade do sinal e a largura do pico para glifosato em funcéo do tempo
de injecdo. Observa-se nas Figuras uma tendéncia a estabilizacdo na intensidade e na largura
dos picos para glifosato a partir de 14 s. Constatou-se ainda uma sobreposicao dos picos para
glifosato e AMPA para tempos superiores a esse. Dessa forma, o tempo de injecdo de 14s foi
escolhido por preencher suficientemente a interseccédo entre os canais de injecdo e separacéo,

e ndo prejudicar a resolucgdo entre 0s picos.
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0,54 [ |
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Figura 43. Gréfico da intensidade do sinal para glifosato em funcéo do tempo de injecéo.
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Figura 44. Grafico da largura do pico para glifosato em func¢éo do tempo de injecéo.

A capacidade de dissipar calor do microchip de PT foi investigada utilizando os

parametros analiticos otimizados. Para isso, 0 microcanal de separacdo foi preenchido com

tampdo fosfato (5 mmol L™, pH 6,38) e uma diferenca de potencial foi aplicada ao

microcanal. Uma relacdo linear entre corrente resultante e potencial aplicado é encontrada até

1,7 kV (Figura 45); a partir deste valor hd um desvio resultante do aquecimento provocado

pelo efeito Joule.
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Figura 45. Curva obtida para a corrente eletroforética em fungdo do potencial aplicado.
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4.3.6. Repetibilidade e curva analitica

Para verificacdo da repetibilidade do méetodo desenvolvido, seis injegdes consecutivas
foram realizadas para uma mistura de 100 pmol L * de glifosato e 500 pumol L™ de AMPA
(Figura 46). Os valores de RSD obtidos para as areas de pico do glifosato e do AMPA foram
de 11,7 e 18,1% respectivamente. Descartando os valores de area de pico obtidos na primeira
injecdo, com base na discussédo realizada na secdo 3.3.7, os valores de RSD caem para 5,8%

para glifosato e 8,6% para AMPA.
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Figura 46. Sequéncia de seis eletroferogramas obtidos para a separacdo de glifosato (a) com
concentracdo de 100 pmol L * e AMPA (b) a 500 pmol L™. Condicdes: Tampao fosfato 5 mM, pH
6,4. Injecdo:-1,0 kV/14 s; potencial de separacdo: -1,7 kV. Potencial do eletrodo de trabalho: 0,15 V.

Apos otimizar as melhores condi¢des de trabalho para o método desenvolvido, e
constatar uma boa repetibilidade entre as injecGes; uma verificacao a cerca da correlacéo entre
as concentracOes analiticas e as areas de pico para ambos os analitos foi realizada. As curvas
analiticas para glifosato e AMPA estdo apresentadas nas Figuras 47A e 47B respectivamente,

onde cada ponto nas curvas é um valor médio de trés medidas. Os coeficientes de correlagéo
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linear encontrados foram 0,9999; para glifosato, e 0,9996¢ para AMPA. Os valores de LD
calculados a partir de parametros da curva analitica®® foram de 1,88 pmol L™ (317,91ug L™)
para glifosato, e 16,45 umol L™ para AMPA. Para garantir a reprodutibilidade do método foi
realizado um pré-tratamento no eletrodo de cobre aplicando-se -0,3 V por 60 s e 0,3 V por

mais 60 s antes de cada injecao.

Area do pico (mC.s)

T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 20
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Figura 47. Curvas analiticas para glifosato (A) e AMPA (B), obtidas utilizando deteccdo
amperométrica em eletrodo de cobre confeccionado a partir de placas de circuito impresso, aliada a
separacao eletroforética em microchips de PT. Outras condigdes ver Figura 46.
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O método desenvolvido forneceu um limite de deteccdo adequado para a analise de
glifosato em &guas de consumo humano que atenda as exigéncias da ANVISA®. Segundo
esse Orgdo regulamentador, o valor maximo permitido de glifosato em agua potavel é de
500 pg L?, portanto, com um LD de 317,9 pg L™ o método desenvolvido atende a tais

exigéncias.

4.3.7. Amostra real

A aplicabilidade do método foi avaliada através da analise de glifosato e AMPA em
amostras de agua potavel. Para os calculos de recuperacdo, concentracdes conhecidas do
padrdo foram adicionadas a amostra e 0s resultados obtidos na analise foram comparados com
as concentracfes adicionadas. Para os testes realizados, ndo foram encontrados tracos do
pesticida e seu metabdlito nas amostras de agua potavel.

A Figura 48 apresenta o eletroferograma da amostra fortificada com 100 pmol L™ de
glifosato e 500 umol L™ de AMPA. A auséncia de outros picos na anélise de amostras reais
revela a auséncia de possiveis interferentes (substancias complexantes com cobre). Com
recuperacdes de 90,6% e 86,5% para glifosato e AMPA respectivamente, os resultados
obtidos podem ser considerados satisfatérios, pois se enquadram na faixa de recuperacao

recomendada para a analise de pesticidas®.
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Carga (uC)

tempo (s)

Figura 48. Eletroferograma de uma amostra de agua potavel fortificada com 100 pmol L™ de glifosato
e 500 pmol L™ de AMPA (linha cheia). Na linha tracejada é apresentado o eletroferograma da amostra
sem fortificagéo.

4.3.8. Conclusao

Com base nos estudos eletroquimicos realizados em eletrodos convencionais de ouro e
cobre, constatou-se uma maior sensibilidade eletroquimica para glifosato utilizando o metal
cobre como eletrodo de trabalho.

O uso de eletrodos de trabalho confeccionados a partir de placas de circuito impresso
veio a somar valores no conceito de baixo custo e simplicidade de metodologia, objetivados
nesse trabalho. Apresentando um bom desempenho analitico, esses eletrodos supriram bem a
necessidade de uso de eletrodos planares de cobre.

Fendmenos de superficie dependem fortemente de etapas de pré-condicionamento e
limpeza prévia muito bem realizada. Nos processos eletroquimicos a atividade do substrato, é
em muitas vezes, dependente das etapas de pré-tratamento de superficie. Dessa forma, quando

comparado ao método desenvolvido utilizando C*D para determinacéo de glifosato (capitulo
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3), 0 método apresentado nesse capitulo tem como principal desvantagem a necessidade de
etapas exaustivas de limpeza e pré-condicionamento.

De um modo geral, os resultados obtidos nessa etapa do trabalho foram muito
satisfatorios. O valor de LD encontrado para glifosato esta de acordo com Orgdo
regulamentador, tanto quanto uma boa repetibilidade e aplicabilidade foram obtidas. Além do
bom desempenho analitico, caracteristicas instrumentais fortalecem a ideia de portabilidade.
A alimentacdo do minipotenciostato por baterias, 0 uso de microdispositivos e a possibilidade
de ajuste de outros instrumentos necessarios, favorecem o desenvolvimento de uma
instrumentacdo completa para determinacdo de glifosato in situ. Dessa forma, a possibilidade

citada acima fica como proposta de trabalhos futuros.
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