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RESUMO

Este trabalho descreve o desenvolvimento de microssistemas fluidicos
de uretano-acrilato integrados com coluna empacotada para a extragao em fase
sélida com trocador anionico e detecgdo fotométrica com corregdo do efeito
Schlieren. Um diodo emissor de luz (LED) emitindo sequencialmente em
diferentes comprimentos de onda (470, 530 e 625 nm) foi utilizado para adquirir
o sinal referente apenas ao efeito Schlieren e outro sinal referente ao efeito e
também ao analito, permitindo a correcdo pela subtracdo dos sinais. Foi
demonstrado que o referido efeito € eliminado ou minimizado mesmo quando
solugdes de trabalho com elevadas diferengas de concentragédo sao gerenciadas
no interior do dispositivo, permitindo a determinacéo de ions NO2 em meios com
elevada concentragao de eletrolitos, Cr (VI) em meios com elevada acidez e Fe
(I1) em amostras de medicamentos com elevado teor de sacarose, propiciando,
neste ultimo caso, erros relativos menores que 10% por meio da comparagao
com o método de referéncia. Um dispositivo com microesferas de resina anibénica
Dowex 1X8 foi construido empacotando-se manualmente o material sélido em
um reservatorio com dimensdes de 25 x 2,0 x 1,0 mm, previamente ao
procedimento de selagem. O microssistema proposto ndo apresentou
entupimentos ou vazamentos na regido da coluna e a sua aplicagdo a
determinacdo de ions NO2" em aguas superficiais do lago Paranoa (Brasilia-DF)
proporcionou um fator de pré-concentracao de aproximadamente quatro vezes
a partir de um volume de apenas 3,80 mL da solugdo da amostra, permitindo a
deteccgao do analito na faixa de 0,05 a 0,20 mg L' com limite de detecgdo de
0,04 mg L' (0,01 mg L" N), o qual é cerca de 100 vezes inferior ao limite maximo
estabelecido pela legislagdo brasileira (CONAMA 357). A repetibilidade para
quatro injecbes do padrido de 0,10 mg L' foi estimada em 5,35%.
Adicionalmente, recuperacgdes na faixa de 96 a 101% foram estimadas para o
analito em todas as amostras avaliadas, demonstrando a possivel aplicagao do
dispositivo para este tipo de analise a partir de um procedimento com baixo
consumo de reagentes e pequena geragao de residuos.



ABSTRACT

This work describes the development of urethane-acrylate fluidic
microsystems integrated with packed column for solid phase extraction based on
anionic exchanger and photometric detection with Schlieren effect correction. A
lighting emitting diode (LED) that sequentially emits on different wavelengths
(470, 530 e 625 nm) was used to acquire a signal referent to the schlieren effect
only and other signal for the sum of the effect with the analyte response, providing
the correction of the effect by subtraction of the two signals. It was demonstrated
that the effect is eliminated or quite reduced even when working solutions with
elevated differences on concentrations are managed inside the microfluidic
devices, allowing the determination of NO2 in a medium with high electrolyte
concentrations, Cr (VI) in solutions with high acidity and Fe (ll) in solutions with
great concentration of saccharose, allowing, in this last case, relative errors lower
than 10% by the comparison with the reference method. A microfluidic device,
containing micro-spheres of the anionic exchanger Dowex 1X8, was constructed
by manually packing the solid phase on a photolithographed reservoir with
dimensions of 25 x 2.0 x 1.0 mm prior the sealing of the structures. The proposed
microsystem presents no clogging or leaking in the region of the packed column
and its application for the determination of NO2" in surface waters of Paranoa
Lake (Brasilia-DF) provided a pre-concentration factor of approximately four fold,
using only 3.80 mL of sample solution, permitting the detection of analyte in the
concentration range of 0.05 a 0.20 mg L' with a limit of detection of 0.04 mg L
(0.01 mg L' N), which is approximately 100 times lower than the maximum
concentration permited by Brazilian regulations (CONAMA 357). The repetibility
for four injections of the 0.10 mg L' standart was estimated in 5,35%. In addition,
recoveries in the range of 96 to 101% were estimated for the analyzed samples,
demonstrating the possible application of the proposed device for nitrite analysis
using a procedure with low consumption of reagents and reduced generation of

residues.
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1.INTRODUCAO
1.1 Miniaturizagcdao e Automagao em Quimica Analitica

A miniaturizacdo pode ser definida como um processo que visa a
redugdo em escala de qualquer objeto, sem que o mesmo perca as suas
funcionalidades para que possa ser usado de modo mais compacto. Nos ultimos
anos, a miniaturizacdo tem sido consolidada em diversas areas como
engenharias, quimica e ciéncias da saude, promovendo avangos que ndo seriam

possiveis sem o uso desta estratégia [1].

Os progressos da miniaturizagdo podem ser constatados principalmente
no que se refere a equipamentos eletroeletrébnicos como computadores e
telefones celulares. De fato, devido a uma revolug¢ao na industria eletrénica, que
culminou com o desenvolvimento de circuitos integrados (Cl), foi possivel
transformar circuitos que exigiam um espago demasiadamente grande em
circuitos extremamente pequenos que cabem literalmente na ponta do dedo e
que realizam a mesma funcado de forma tdo ou mais eficiente que os circuitos
nao miniaturizados. Deste modo, computadores que nas décadas de 1940 a
1960 exigiam uma sala exclusiva para acomoda-los, hoje cabem na palma da
mao e processam a informagado milhares de vezes mais rapido que os antigos

computadores [2].

Em quimica analitica, a miniaturizacdo pode ser entendida como
qualquer estratégia que busque a redugéo da instrumentagao e/ou dos volumes
de reagentes e amostras necessarios a realizagao de um eficiente procedimento
de analise visando a reducao dos custos operacionais e a diminuigcdo da
quantidade de residuos gerados além de potencializar a portabilidade e expor a
menos riscos as pessoas envolvidas nos procedimentos. Dentro deste conceito,
busca-se também aumentar a velocidade de processamento das amostras e de
obtencdo dos sinais analiticos, proporcionando uma via rapida para

investigagcdes em tempo real [3].
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Exemplos de miniaturizagdo em quimica analitica podem ser vistos em
aplicagdes de interesse ambiental e em analises clinicas, nas quais algum tipo
de sensor (Optico ou eletroquimico) é aplicado de forma dedicada para a
determinacao da concentragcao de espécies quimicas, como o eletrodo de Clark
para oxigénio dissolvido em aguas e o glicosimetro para a determinagdo de
agucar no sangue [4, 5], os quais s&o alternativas em relagcdo aos métodos
laboriosos, anteriormente utilizados. Nestes exemplos, praticamente nenhum
pré-tratamento das amostras, nem mesmo uma simples diluicdo, sao
necessarios para se obter a resposta analitica, o que facilita a aplicagao da
miniaturizagdo, pois a medida € feita de forma direta. Entretanto, quando o
processo exige a manipulagdo de reagentes e amostras, a miniaturizagao
costuma ser acompanhada da automacéao dos procedimentos, objetivando um

controle mais fino dos volumes de solugdes a serem gerenciados.

Nestes casos, destaca-se o uso dos chamados sistemas de analise em
fluxo, onde pequenos volumes de amostra e reagentes (poucos mililitros) sao
gerenciados no interior de tubos, usualmente de material polimérico como o
politetrafluoretileno (PTFE) e com didmetros internos da ordem de 0,8 mm,
proporcionando uma enorme reducdo no consumo destas solucdoes e também
na geragao de residuos, de modo que estas estratégias sdo consideradas
miniaturizadas. Além disso, a literatura mostra que os sistemas de analise em
fluxo contribuem para muitos dos preceitos da chamada Quimica Verde [6],
contribuindo para andlises mais seguras e adequadas do ponto de vista

ambiental.

Embora os sistemas de analise em fluxo, como os sistemas de analise
por injegcdo sequencial (em inglés Sequential injection analysis — SIA) [7], os
sistemas de analise por inje¢cao em fluxo (em inglés Flow injection analysis — FIA)
[8] ou os sistemas multicomutados [9], j& demonstrem um grande potencial no
que se refere a automacgao/miniaturizagao de analises quimicas, pesquisadores
ao redor do mundo tém investigado formas de proceder com esta estratégia de
maneira ainda mais miniaturizada, potencializando o seu desempenho no
tocante as caracteristicas como portabilidade, consumo de reagentes, rapidez
analitica e praticidade. Partindo destas consideragdes, muitos trabalhos tém

focado no desenvolvimento e avaliacdo de sistemas microfluidicos de analise,
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onde volumes da ordem de microlitros a nanolitros de solug¢des s&o gerenciados
no interior de minusculos canais gravados sobre um substrato que deve conter,
além dos canais, outros compartimentos necessarios a realizagdo de uma

analise quimica.

Nas proximas secdes serdo apresentados o0s principais conceitos
relacionados aos sistemas microfluidicos de analise, assim como alguns
desafios que devem ser superados para a sua plena aplicagao e as contribui¢coes
advindas do presente trabalho para esta linha de pesquisa tdo importante em

Quimica Analitica.

1.2 Microssistemas fluidicos de analise

O conceito denominado microssistemas de analise total ou uyTAS (em
inglés Micro Total Analytical Systems) surgiu por volta dos anos de 1990 e
sugeria determinagbdes espectrofotométricas e eletroquimicas, por meio de
separagdes cromatograficas e  eletroforéticas, utilizando  sistemas
miniaturizados, que apresentassem, de forma integrada, bombas, valvulas,
reatores e detectores [10], permitindo a realizacdo de praticamente todo o

processo de analise, desde o preparo de amostra até a detecg¢ao do analito.

Esse conceito comegou a ser materializado, com as primeiras
fabricacbes de microanalisadores em silicio, quartzo e vidro [11], mas,
atualmente, inUmeros sao os substratos que podem ser utilizados para a
fabricacdo destes sistemas, principalmente os polimeros. A microfabricagao
consiste, em geral, na gravagdo de um arranjo de microcanais em baixo relevo
em uma placa de substrato solido, seguido, a depender do microssistema, por
uma selagem com outra placa do substrato, a fim de permitir o fluxo de liquidos

em seu interior.

Devido a seu tamanho miniaturizado, um microssistema fluidico &€ capaz
de trabalhar com vazdes e volumes bem pequenos (vazdes menores que 1,0 mL
min-! e volumes internos da ordem de poucas unidades de microlitros), fatos que
o tornam atraente diante de alguns desafios na Quimica Analitica, como o gasto
de reagentes e amostras, bem como a geragao de residuos [12]. Adicionalmente,

eles englobam uma ampla faixa de aplicagdes, passiveis de serem utilizados em
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processos cromatograficos, eletroforéticos, com determinacgoes

espectrofotométricas, condutimétricas, por fluorescéncia, entre outras [13].

Considerando as possibilidades de aplicacdo dos microssistemas de
analise em fluxo, Sampaio e Fonseca [14] desenvolveram um microdispositivo
polimérico de baixo custo a base de uretana-acrilato para aplicacdes
quimiluminescentes, utilizando células de deteccdo integrada em diferentes
formatos. A determinac&o de ions nitrito em amostras de paté foi baseada na
diminuicdo da quimiluminescéncia proveniente da reagcdo entre o luminol e
hipoclorito, apds a reacdo deste ultimo com o analito. Os resultados
demonstraram a viabilidade das determinagdes utilizando detecgao
quimiluminescente com boa qualidade das figuras de mérito, considerando o
pequeno volume interno do dispositivo (menor que 50 uL), capaz de suportar

vazdes de até 2,0 mL min'.

Outra aplicagao de microssistemas fluidicos foi desenvolvida por Coltro
e colaboradores [1515]. Os autores desenvolveram um microdispositivo fluidico
a base de polidimetilsiloxano (PDMS) para monitoramento da interagéo entre a
biotina e a avidina com detecgdo por condutividade sem contato (C*D). O
dispositivo foi fabricado com técnicas de baixo custo, apresentando canais com
diametro de 50 pL e vazdo de 5,0 yL min'. Porém a determinacdo das
constantes dos eventos obrigatérios (interagdo entre os compostos) néo
apresentou valores condizentes com a literatura. Com otimizagbes € possivel

tornar o microdispositivo eficiente para esse tipo de monitoramento.

Lee e colaboradores [16] desenvolveram um microchip fluidico de
polimetilmetacrilato (PMMA) com canais em formato de cruz, os quais
apresentaram dimensdes de 100 um de largura e 40 um de profundidade. O
dispositivo foi utilizado para separagao e quantificacdo de fragmentos de DNA
por eletroforese capilar utilizando detecgdo por infravermelho préximo,
fluorescéncia e espectrometria de massas. Os resultados demonstraram a
viabilidade e o baixo custo de fabricacdo dos dispositivos descartaveis, bem
como a eficiéncia de identificagdo de alguns fragmentos de DNA em um tempo

aproximado de 2 minutos.

19



Introdugéo

As grandes vantagens de utilizagdo desses dispositivos miniaturizados
estao relacionadas a facilidade de manuseio, 0 que amplia a portabilidade e
possibilidades de determinagbes in situ. Adicionalmente, alguns
microdispositivos tém um custo baixo de fabricacdo, que os tornam descartaveis,

possibilitando analises clinicas e imediatas.

Garcia e colaboradores [17] desenvolveram um dispositivo de analise
microfluidico baseado em papel (em inglés Microfluidic paper-based analytical
devices — YPADs) para ensaios clinicos. Este microdispositivo apresentou
dimensdes de milimetros com uma superficie modificada, na qual era impresso
um arranjo de canais com parafina, pelo qual a solugdo de amostra ou padrao
era conduzida por capilaridade, chegando aos extremos, onde havia o composto
reagente seletivo aos diferentes parametros. Acido Urico, nitrito, glicose e
albumina de uma amostra artificial de wurina foram determinados
simultaneamente de forma colorimétrica, utilizando imagens e programas
computacionais. Este trabalho evidencia a facilidade de utilizagao de dispositivos
microfluidicos descartaveis de baixo custo com aplicagcdes em diversas areas,

como a area clinica.

Microdispositivos desenvolvidos por Duarte e colaboradores [18] e
baseados em toner e poliéster apresentaram bons resultados na extracéo
dindmica em fase sélida de DNA, utilizando particulas magnéticas de silica no
preparo das amostras. Estes sistemas foram fabricados pela deposicao de
camadas de toner de impressora em um substrato de poliéster com posterior
selagem para permitir da movimentacdo de fragmentos genéticos por
eletroforese. Estes dispositivos possuiam canais da ordem de algumas dezenas
de micrbmetros e um baixo custo de fabricagdo, fato que poderia torna-los
descartaveis.

1.3 Desafios na construgcao e aplicagcao de microdispositivos

fluidicos

As maiores dificuldades, no que diz respeito ao desenvolvimento e
aplicagao de microdispositivos fluidicos, estdo no proprio processo de

microfabricacao, que pode limitar a construcdo de determinadas estruturas, na

20



Introdugéo

integracdo de unidades de preparo de amostras e de deteccéo (6pticas ou
eletroquimicas) e também na correcdo de efeitos de fluxo, os quais podem
prejudicar a mistura das solug¢des de estudo e até mesmo inviabilizar a aquisicéo

de sinal analitico a depender da técnica de deteccéo utilizada.

Dependendo do substrato utilizado como base para o desenvolvimento do
microssistema e do nivel de resolugdo das estruturas que se deseja obter, a
microfabricagdo pode ser um processo laborioso, lento e com poucas vantagens
na relagao custo/beneficio [3]. Usualmente, os microdispositivos fabricados em
quartzo e vidro necessitam de técnicas complexas para a gravagao de
microcanais [1] sendo também muito suscetiveis a falhas durante o processo de
selagem, que necessita de rigidas condi¢gdes de limpeza, para ser bem sucedida
[19]. Apesar dessas dificuldades, os microdispositivos de vidro e quartzo
apresentam boa robustez e durabilidade, uma vez que estes costumam ser

inertes diante de muitas substancias em solu¢des aquosas [3].

De modo alternativo, outras técnicas de microfabricacdo, mais baratas e
de simples realizagdo, tém surgido para o desenvolvimento de microssistemas
em outros materiais. Microssistemas analiticos a base de polimeros sdo muito
promissores na area, devido as suas caracteristicas mais importantes, como a
selagem menos suscetivel a falhas, maleabilidade e resisténcia [2020].
Dispositivos microfluidicos, como os ja citados na segao anterior, construidos por
Lee e colaboradores [16] e baseados em materiais como polimetilmetacrilato
(PMMA) ou os dispositivos construidos por Yamada e colaboradores [21] com
substrato de polidimetilsiloxano (PDMS), surgiram como alternativa de uma
microfabricagdo mais simples em relacdo aos microssistemas de quartzo ou
vidro. Apesar de um procedimento de microfabricagdo ainda complexo, os
microssistemas com substrato a base desses polimeros apresentam boa

resisténcia e funcionalidade analitica.

Ainda com relacdo a microfabricagdo de dispositivos, Fonseca e
colaboradores [22] demonstraram a facilidade na construgdo e a eficiéncia de
microdispositivos fabricados com uma resina fotopolimerizavel a base de
uretano-acrilato. A técnica de microfabricagcdo, denominada fotolitografia

profunda no ultravioleta, utilizada por estes pesquisadores, foi também utilizada
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neste trabalho para a fabricagdo de microdispositivos, pois a mesma apresenta
um custo bastante baixo e pode ser realizada sem a necessidade de condi¢cdes
especiais. Esta técnica de microfabricagdo € baseada na gravacao de canais
utiizando uma mascara impressa com o arranjo desejado. A resina,
comercialmente utilizada na confeccdo de carimbos, € exposta a radiacao
ultravioleta através dessa mascara, sendo polimerizada nas areas onde ndo ha
desenho dos canais e ndo polimerizada nas areas com este perfil impresso. Na
secdo de materiais e métodos, este processo sera explicado com maiores

detalhes.

Outros tipos de substratos tém ganhado muito interesse por parte de
alguns pesquisadores. Recentemente, microdispositivos de papel tem sido
desenvolvidos, com técnica de impressao de estruturas as quais formam os
canais, onde as solucbes fluem por capilaridade [23]. Esses sistemas
apresentam baixo custo de fabricagcdo e resposta analitica eficiente para

determinacgdes clinicas, por exemplo.

Apesar do grande desenvolvimento na area de PTAS, a inser¢cao de
unidades de preparo de amostras em microdispositivos fluidicos, principalmente
aquelas baseadas em colunas com material solido ou em membranas, € ainda
um desafio que tem como objetivo aperfeigoar todo o processo analitico e
aumentar a abrangéncia de aplicacbes do sistema miniaturizado. De fato,
integrar colunas ou membranas em microssistemas ndo é uma tarefa trivial,
devido ao tamanho do dispositivo, a incompatibilidade dos materiais que
compdem o microdispositivo ou a unidade de preparo de amostras, a
possibilidade de entupimento que inviabiliza a utilizacdo do sistema, a dificuldade
de selagem e a necessidade de adequacgdes do processo de preparo de amostra
quando da inser¢ao da unidade em um microssistema [24].

Neste sentido a integragao de unidades de extragdo e/ou separagao em
fase sdlida nestes dispositivos € um desafio que vem sendo investigado por
muitos pesquisadores. Grodzinski e colaboradores [25] desenvolveram um
microssistema fluidico polimérico com diferentes modulos integrados para o
preparo de amostra genética e pré-concentragao de células. A pré-concentragao

miniaturizada foi realizada pela conjugacdo das células com esferas

22



Introdugéo

imunomagnéticas de anticorpos e foi uma alternativa funcional neste caso, uma
vez que as ceélulas de interesse estavam em baixa concentragdo em uma matriz

muito complexa que é a matriz biologica.

Nébrega e colaboradores [26] demonstraram a possibilidade de insergao
de uma coluna derivatizadora de cadmio em um microssistema a base de
uretano-acrilato para reducéo de nitrato a nitrito e posterior reagao com reagente
de Griess [27]. O microdispositivo apresentou boa selagem, auséncia de
entupimentos e eficiéncia na reacdo de reducdo investigada, sendo aplicado

para determinacgao de nitrato em aguas minerais comerciais e em aguas naturais.

Para extracdo de DNA, Legendre e colaboradores [28] desenvolveram
um microdispositivo fluidico de vidro para o preparo de amostras com uma
coluna extratora integrada. A técnica de fotolitografia foi utilizada para a
construcdo do microssistema que apresentou canais com profundidade de 200
pm. A coluna extratora foi integrada inserindo-se granulos de silica hibrida
anteriormente preparada para extragdo dos fragmentos de DNA, com posterior
reacdo em cadeia com a polimerase. Os resultados obtidos indicaram uma boa
eficiéncia da coluna extratora para amostras de DNA, porém a coluna necessitou
de passivacao, para que ndao houvesse adsor¢cdo da enzima Taq polimerase

antes e durante o procedimento.

Fonseca e Silva [29] descreveram a construcdo e utilizacdo de um
microssistema de analise em fluxo a base de uretano-acrilato com uma unidade
integrada de difusdo gasosa para a determinagao de ions bicarbonato em aguas
minerais e de ions amoénio em pastilhas medicamentosas. Para tanto, os autores
utilizaram uma membrana de politetrafluoetileno (PTFE) adaptada no interior da
célula de difusdo do dispositivo. Os resultados demonstraram a viabilidade de
integracdo, com desempenho analitico adequado, porém os autores relataram
dificuldades em relagao a compatibilidade da membrana utilizada com o material
do microssistema, as quais dificultaram a selagem do dispositivo na regido da

célula de difusao.

Zhai e colaboradores [30] desenvolveram um microchip a base de vidro
e PDMS para tratamento on-line de amostra, separagcdo por eletroforese e

detecgdo por condutividade sem contato. O microchip era composto por uma
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coluna de um mondlito molecularmente impresso (para extragao inicial de
auramina O), unidades de injegéo, separacgao e detecgao, todos construidos em
sequéncia. Segundo os autores a microfabricagdo foi de baixo custo e de simples
realizacdo, gerando um microchip duravel com boa sensibilidade para a
determinacao do analito em questao. Apesar disso, os autores afirmaram que o
fator de enriquecimento do analito na coluna foi baixo, necessitando de

adaptagdes no microchip para determinagdes mais eficientes.

Com relacdo aos microssistemas em fluxo que possuem coluna com
fase sodlida integrada para extracdo ou pré-concentragdo de analitos, deve-se
destacar a necessidade de uso de solugbes aquosas com concentracoes
elevadas de solutos ou de diferentes solventes organicos para a eluicdo dos
compostos da fase solida. Sob esta condigdo, surgem dificuldades relacionadas
a baixa dispersao das espécies nos microcanais apos a eluicdo, as quais irdo
limitar a mistura do analito pré-eluido com outros reagentes ou mesmo
inviabilizar a deteccdo online baseada em medidas O6pticas como a

espectrofotométrica [31].

E importante relatar que a dispersdo das espécies em solugdo é
consideravelmente menor em sistemas miniaturizados do que em sistemas de
maior escala. Como o didmetro dos canais utilizados nestes sistemas é da ordem
de micrébmetros, o fluxo é altamente laminar, o que dificulta a mistura das
solugdes [13], fato que pode levar a uma alteragdo no sinal analitico conhecido
como efeito Schlieren, o qual sera discutido de forma mais aprofundada na

proxima secao.
1.4 O efeito Schlieren

O efeito Schlieren, descrito pela primeira vez por Robert Hooke [32],
ocorre devido uma alteragao na propagacgao da luz quando esta atravessa meios
com gradientes de temperatura ou concentragao. Visualmente, o efeito Schlieren
€ constatado pela formacao de “estrias” no meio em estudo, sendo o préprio
nome “Schlieren” uma tradugao desta palavra para o alemao [32]. Em se tratando
de diferenca de temperatura, a luz € desviada ao atravessar de um meio mais

quente para um mais frio e vice versa. Isso comumente € observado em
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autoestradas em um dia muito quente, quando a camada de ar mais proxima do
asfalto adquire maior energia térmica em relagdo a camada superior, que se
mantém a temperatura do ambiente. Este fendbmeno também pode ser
observado ao se ferver agua em um recipiente de vidro. As correntes de
convecgao sao responsaveis por emanar energia térmica para toda a massa de

agua, porém, enquanto esta ndo € homogeneizada, é possivel observar

diferencas na propagacao da luz em regiées com distintas temperaturas.

Quando causado por diferenca de concentracao de solugodes, o efeito
Schlieren também é evidente, uma vez que a luz que atravessa a interface entre
as duas solucdes de concentracdes distintas é desviada pela mudanca no indice
de refracdo de um meio para o outro. Isto ocorre até que a mistura das duas
solugdes seja totalmente homogeneizada, como quando se mistura uma solugéo
saturada de sacarose em agua. A Figura 1 mostra fotografias que representam

tal efeito em situacdes cotidianas.

Figura 1. Observagéo do efeito Schlieren em diferentes situa¢des cotidianas. Em A, observa-se
a alteracao na propagacao da luz devido a diferenga de temperatura do ar em uma rodovia. Em
B, observa-se essa alteracao pela diferenca de temperatura do ar préxima a chama da vela. Em
C, a alteragdo da propagacdo da luz é consequéncia da adicao de solugdo concentrada de

sacarose em um copo com agua.

O efeito Schlieren tem sido muito utilizado para observacao da dispersao
de fluidos, tanto de gases como de liquidos, com um aparato composto por
fontes de luz, lentes e espelhos, capazes de tornar mais visivel a
heterogeneidade de gases e liquidos de um meio [33]. Como outro exemplo de
utilizacao deste efeito, Abreu e colaboradores [34] desenvolveram uma técnica

de determinacao espectrofotométrica de etanol em bebidas comerciais a partir
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da injecao das amostras em um fluxo carregador de agua destilada, obtendo-se
o sinal para o efeito Schlieren, proporcional a concentracdo de etanol nas
solugdes de amostras. Embora existam algumas aplicagbes, como as mostradas
acima, para este efeito, pode-se dizer que em sistemas em fluxo com detecgao

espectrofotométrica, o mesmo é quase sempre indesejavel.

De fato, a literatura mostra que em sistemas fluidicos, quando um
segmento de solugdo com elevada concentragdo de soluto € carregado por uma
solugdo menos concentrada (Figura 2A), a pequena dispersao que ocorre no
interior dos tubos/canais pode levar a formacao de “lentes” ou “espelhos”, na
interface destas solugdes, que intensificam ou diminuem a intensidade de
radiacdo que atinge o detector, respectivamente. Conforme ilustrado na Figura
2B, se o sinal esta sendo medido em unidades de absorbancia, o efeito
“‘espelho”, causa o espalhamento da radiacdo incidente, aumentando a
absorbancia, enquanto o efeito de “lentes” concentra a radiacdo no detector,

diminuindo a absorbancia.
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Figura 2. llustragao para a formagao de segmentos de diferentes concentragbes na célula de

fluxo originando o efeito Schlieren (A) e resposta instrumental observada (B).

Em determinados casos em que o efeito € muito pronunciado, como em
microssistemas de analise, o sinal de absorbancia obtido para o analito pode ser
mascarado pelo sinal do efeito Schlieren, dificultando, ou até mesmo impedindo
0 seu uso analitico. Pode-se afirmar também que o grau de comprometimento
do sinal neste tipo de estratégia sera maior quanto menor for a concentragéao do

analito e mais concentrada for a matriz em diferentes solutos.
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1.4.1 Corregao do Efeito Schlieren

A correcgao do efeito Schlieren é muitas vezes necessaria para melhorar
a aquisicdo de sinal em determinacbes em fluxo baseadas em medidas
espectrofotométricas, pois eliminando-se ou minimizando-se este efeito, havera
um aumento da razao sinal/ruido para as respostas transientes referentes aos

analitos.

Existem formas variadas de se diminuir a influéncia do efeito Schlieren
em deteccdes espectrofotométricas. Entre elas estdo o aumento dos diametros
dos tubos ou canais utilizados na analise para tornar o fluxo mais turbulento, a
utilizacdo de confluéncias para propiciar maiores perturbacdées no meio que
favorecem a homogeneidade das solugbes, o ajuste de concentragdes, o qual
favorece a diminui¢gado do gradiente de concentragdo no meio e a utilizagdo de
dois comprimentos de onda, onde um absorve para o analito e também para o
efeito e outro somente para o efeito, proporcionando, por diferenca, a eliminagao
matematica do efeito Schlieren no sinal de resposta [39].

McKelvie e colaboradores [35] realizaram ensaios para a corre¢cao do
efeito Schlieren na determinacao espectrofotométrica de fésforo em analise em
fluxo. Para tanto, os autores adaptaram as concentragbes de reagentes,
solugdes carregadoras, padrdes e amostras, ajustando a forga ibnica do meio
com NaCl, a fim de fornecer indices de refracdo semelhantes para todas as
solugdes. Desse modo, foi possivel eliminar o efeito indesejavel e possibilitar a

visualizacio do sinal para o analito.

Vishnikin e colaboradores [36] partiram do mesmo principio para a
corregao do efeito Schlieren, ajustando as concentragdes das solugdes para
determinagcdo espectrofotométrica de p-aminofenol em formulagbes de
paracetamol, com o intuito de ndo gerar uma diferenga de indices de refracéo,
as quais evidenciam a formacgao do sinal relativo ao efeito. Um problema que
pode surgir utilizando esta técnica de eliminagdo do efeito Schlieren é a
dificuldade de interagdo do analito com o reagente cromoforo devido a intensa
forga ibnica do meio (alterag&o no equilibrio) ou diminuigdo da concentragéao dos
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reagentes, fato que pode prejudicar a sensibilidade de resposta da determinagao
[37].

Outra forma de correcdo do efeito foi descrita por Carneiro e
colaboradores [38] para a determinagao espectrofotométrica de acido ascorbico
e acido acetilsalicilico em amostras farmacéuticas em fluxo, utilizando calibracao
multivariada. Cada parametro, incluindo o efeito Schlieren, foi considerado nesta
determinagcdo, o que possibilitou a identificacdo da contribuicdo do efeito
Schlieren como um componente independente, o qual pode ser corrigido. Apesar
de ser uma ferramenta matematica que auxilia na resolugao de muitos problemas
analiticos, a calibragdo multivariada requer programas computacionais e tempo

que, muitas vezes, nao sao disponiveis ao analista.

Zagatto e colaboradores [39] foram os primeiros a desenvolver uma
forma de compensacdo do efeito Schlieren em fluxo a partir da subtracédo de
sinais com o uso de dois comprimentos de onda diferentes. Um espectrémetro
com arranjo de diodos e dois detectores diferentes foram utilizados. Dois
comprimentos de onda foram necessarios para observagao da absorbancia do
verde de bromocresol injetado em um fluxo de diferentes solugdes, as quais
intensificam o efeito Schlieren. Adicionalmente varios parametros foram
estudados, dentre eles as vazdes de injegao e do carregador, volume de injegao
e tamanho da bobina de mistura. A técnica de compensacéo utilizada apresentou

bons resultados, os quais podem ser observados em diferentes instrumentos.

A necessidade de eliminagdo desse efeito se torna maior quando as
determinacdes sdo realizadas em baixas concentragdes ou a nivel trago das
espécies de interesse, uma vez que a resposta analitica € pequena em relacao
a resposta ao efeito Schlieren. Desse modo, o sinal para o efeito pode encobrir
o sinal analitico, prejudicando a sensibilidade nas determinacbes. Conforme
proposto por Dias e colaboradores [40], o efeito Schlieren pode ser corrigido em
sistemas em fluxo convencionais (ndo miniaturizados) utilizando a diferenca dos
sinais para dois comprimentos de onda (A). Neste caso, ambos os A devem
responder ao efeito Schlieren, mas somente um deve responder ao analito e
também ao efeito, para permitir a corregcdo. Os autores realizaram um estudo

dos componentes causadores do efeito Schlieren em analise em fluxo.
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Considerando estes aspectos, uma das propostas do presente trabalho
foi corrigir a influéncia do efeito Schlieren no sinal analitico para medidas
fotométricas em microssistemas de analise baseada na proposta de Dias e
colaboradores [40], mas empregando-se as medidas com LED em
microssistemas de analise e ndo em sistemas em fluxo convencionais. Isto se
faz necessario, pois existem procedimentos, como os de extragdo em fase
so6lida, principalmente aqueles realizados com colunas de troca ibnica, os quais
envolvem o uso de solugdes com enormes diferencas de concentracdo, como
acidos concentrados e agua destilada, o que dificulta a realizagdo da detecgéo

fotométrica em linha, devido a intensidade do sinal referente ao efeito Schlieren.

1.5 Extracao e Pré-concentragdao em Fase Sélida

A extracdo em fase solida (em inglés Solid Phase Extraction — SPE) &
uma das técnicas de preparo de amostra mais utilizadas para isolamento do
analito de uma matriz complexa e/ou para eliminagédo de potenciais interferentes
em uma amostra [41]. Seu funcionamento é baseado na interacdo das
substancias contidas em um fluido amostral, seja ele liquido ou gasoso, com uma
fase sélida que deve reter, em condi¢gdes controladas, as substancias que se

deseja analisar (extragao) ou os interferentes indesejados (clean-up).

No modo de extracdo, apds o isolamento do analito, realiza-se a eluigao
do mesmo com um solvente adequado, dando-se sequéncia a analise por meio
de algum método instrumental. Em muitos casos € comum proceder-se com a
extragao a partir de volumes grandes da amostra (em determinadas situagoes
da ordem de litros) e a eluigdo com volumes significativamente menores de
solvente (da ordem de mililitros), tendo como objetivo a pré-concentragao do
analito, normalmente requerida para se atingir os limites de quantificagdo

instrumentais [42].

A SPE tem sido utilizada desde o fim da década de 1970 em
determinagées que utilizam técnicas cromatograficas e eletroforéticas de
separacgao, fornecendo um extrato mais limpo e concentrado no analito que
auxilia na minimizacédo de interferéncias, bem como na interpretacdo do sinal

analitico com maior eficiéncia [41].
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Normalmente, a fase solida se apresenta compactada em forma de
cartuchos ou discos descartaveis, ndo sendo recomendada a sua reutilizacao
para se evitar possiveis efeitos de memodria. Além disso, a fim de tornar o
procedimento mais reprodutivel, € comum se controlar a vazao com que o fluido
€ aspirado através do material sélido, o que é feito utilizando-se uma bomba a

vacuo ou uma bomba peristaltica [43].

Considerando estes aspectos, pode-se afirmar que a SPE é uma
técnica simples, de facil operacédo e que proporciona uma redug¢ao consideravel
no consumo de solventes e reagentes se comparada a outras técnicas de
extracdo como a extragao liquido-liquido. Apesar disto, deve-se considerar que
a SPE pode ser lenta, o que ira depender do nivel de pré-concentracdo que se
deseja e, consequentemente, da quantidade de amostra que sera submetida ao
processo. Deve-se relatar também que muitos cartuchos para SPE apresentam
um valor relativamente elevado, o que pode inviabilizar o seu uso por alguns
laboratérios. Adicionalmente, existe uma dificuldade de adequacéo do sorvente
ideal, isto €, da fase sdlida correta para um determinado analito [41].

A SPE tem diversas aplicacbes a depender do material que compde a
fase solida e do analito de interesse, sendo comumente empregada em
extragdes organicas com materiais solidos (sorventes) especificos, os quais
possuem em sua composigao grupos para a extragdo de compostos apolares
(fase reversa), ou sorventes polares (fase normal) para a extragdo de compostos
organicos que apresentem polaridade na molécula. Nestes casos, 0 mecanismo
de extragdo é baseado nos fenbmenos de particdo e adsorgao, dirigidos por
forcas de Van der Walls [41].

Outras fases solidas que podem ser destacadas para uso em SPE sao
as baseadas em polimeros molecularmente impressos (em inglés Molecularly
imprinted polymers — MIP), estruturas sintetizadas com o formato da molécula
de interesse para extracdo pelo mecanismo de exclusao de forma bem seletiva
[44] e também as chamadas resinas de troca ibnica, em que interagdes
eletrostaticas entre as espécies de interesse em sua forma idnica e a fase sélida
com grupamentos carregados possibilitam a extracdo com elevada eficiéncia,

controlando-se as condigdes experimentais. Na Figura 3 sdo apresentados os
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funcionamentos de fases soélidas que extraem compostos por adsorgao/particao
e por exclusdo. Considerando que o presente trabalho envolveu o uso de uma
resina de troca anidénica em seu desenvolvimento, sera dado um enfoque maior

a este tipo de fase sodlida na proxima secao.
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Figura 3. Esquema de mecanismos de adsor¢ao/particdo e exclusdo em diferentes tipos de fase
sélida. Em A, ocorre a extragdo organica de compostos polares (p) pela fase normal (N) e
compostos apolares (a) pela fase reversa (R). Em B, ocorre a extragdo de moléculas especificas
pelo MIP.

1.5.1 Resinas de troca idbnica

As resinas de troca ibnica sdo um dos tipos de fase sélida para extracéo
e pré-concentracao disponiveis comercialmente [45] que realizam a extracao de
ions do meio em estudo através de interagdes eletrostaticas destes com a fase
sélida [41]. Os primeiros relatos sobre o fendbmeno foram realizados por Way e
Thompson em meados do século XIX, quando os pesquisadores constataram a
diminui¢cdo da concentragao de ions aménio e potassio ao atravessarem o solo
[46]. As resinas de troca ibnica sdo amplamente utilizadas em cromatografia para
a separagao de aminoacidos e também para qualquer tipo de determinacao que
necessite de uma separagao prévia dos ions [46, 47]. A afinidade dos ions pela
fase solida é determinada pelas diferengas de cargas, as quais podem ser

controladas alterando-se o pH e a forca idbnica do meio [46].
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No mercado estdo disponiveis as resinas trocadoras de cations e as
resinas trocadoras de anions, e estas se subdividem de acordo com a faixa de
pH na qual atuam, sendo classificadas em fortemente e fracamente acida, para
resinas catidnicas, e fortemente e fracamente basicas, para resinas anibnicas
[48]. Essas classificagbes estao relacionadas aos grupos trocadores das resinas.
As resinas de troca ibnica fortemente acidas ou basicas sdo aquelas que se
mantém ionizadas em uma ampla faixa de pH. Ja as resinas fracamente acidas
ou basicas tém a ionizacao influenciada pelo pH, sendo assim, a capacidade de

troca dessas resinas possui uma relacado com o pH do meio [46].

Na tabela 1 sao listados os tipos de resinas de troca ibnica e suas
classificagdes, além dos suportes utilizados para se afixar o grupo trocador de
ions da resina de troca iGnica, conhecidos como matriz. A matriz € comumente
constituida por um material poroso, insoluvel em agua e em solventes organicos,
que seja inerte diante as mudancas bruscas de pH e concentracdes de ions [46],
podendo ser constituida de polimeros sintetizados ou de polimeros naturais
modificados. Ligagbes covalentes cruzadas entre a matriz e 0s grupos
trocadores sao responsaveis por manté-los unidos, de forma que os ions de
interesse possam ser extraidos da fase movel para a fase sdlida ou estacionaria
[46].

Tabela 1. Tipos de resinais de troca ibnica, suas matrizes e grupos trocadores comuns.

Matriz
Polimeros Polimeros naturais Tipo Resina Grupo trocador
Sintéticos modificados
Sulfénico,
Catibnica forte o
propilsulfénico
L Carboxilico,
Catiodnica fraca ] )
metilcarboxilico
Poliestireno, Dext
extrana, agarose e o
poliacrilato e u Dietil(2
celulose A ; ; ; ; ;
metacrilato Anibnica forte hidroxipropil)aminoetil,

amonio quaternario

o Poliamina,
Anibnica fraca L . .
dietilaminoetil
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A quantidade de ligagdes cruzadas entre a matriz e o grupo trocador
também interfere na seletividade da resina para diferentes ions. Quanto mais
ligagbes cruzadas, menor a capacidade de troca com ions volumosos e maior a
seletividade da fase solida [46]. Em muitos casos, concentracdes elevadas de
eluentes sdo necessarias, pois apenas com o aumento da forca ibnica é-possivel

se retirar os ions trocados na fase sélida [41].

O mecanismo de troca das resinas idnicas € baseado nas interacdes
eletrostaticas. Quando se deseja separar ions em uma determinada solugéao,
inicialmente a coluna de troca i6nica é condicionada com solucdes especificas,
as quais tornam os grupos de troca da resina mais disponiveis. Em seguida, a
solucdo de interesse passa pela coluna, a fim de separar o analito da matriz ou
retirar interferentes da solugdo. Se a extracao for de um analito, uma etapa de
limpeza pode ser realizada, na qual outra solucédo passa pela coluna eliminando
qualquer vestigio ndo extraido. Por fim, ocorre a eluicdo dos compostos de
interesse com solucgdes, muitas vezes, de elevada concentragido de solutos. Na
Figura 4 é apresentado o mecanismo de funcionamento das resinas de troca

ibnica.

Figura 4. Esquema de mecanismos de troca idbnica. Em azul, ocorre a extragao de anions (-) pela

resina catidnica (+) e em amarelo, a extragdo de cétions (+) pela resina anionica (-).
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Outro parametro muito importante a ser considerado em resinas de troca
ibnica € a capacidade de troca de ions, a qual é definida como a quantidade de
grupos efetivamente carregados (ions) que podem ser trocados por grama de
massa seca da fase sélida [46], considerando a definicdo de equivaléncia. Essa
capacidade é expressa como miliequivalentes por grama (meq g'), e indica que,
quanto maior for a capacidade de troca de ions de uma resina, maior sera a

massa de ions trocada e a eficiéncia de pré-concentragao.

Neste contexto, uma resina que se destaca € a Dowex 1X8, a qual foi
utilizada neste trabalho. Este material se apresenta na forma de microesferas,
de tamanhos que variam de 150 a 300 ym de didmetro (100 a 50 mesh). Os
grupos trocadores dessa resina sao grupos anidnicos de aménio quaternario,
tendo o cloreto como contra-ion, sendo esta resina classificada como fortemente
basica. O suporte da resina Dowex 1X8 é baseado em um copolimero
microporoso a base de estireno (ST) e divinilbenzeno (DVB), o qual torna a
resina resistente a uma ampla faixa de pH, bem como a acdo de oxidantes e
redutores [49]. Os grupos trocadores s&o ligados ao suporte por meio de ligagdes
covalente cruzadas. A Figura 5 apresenta um esquema da superficie da resina
Dowex 1X8.

H5C
\ +/
N

Copolimero CH3

STe DVE

Figura 5. Representacao do grupo trocador da resina aniénica Dowex 1X8.

Em se tratando da deteccdo de analitos em sistemas fluidicos com

colunas de extracdo, esta € usualmente realizada por Espectrometria de massas
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com plasma indutivamente acoplado (em inglés Inductively coupled plasma
mass spectrometry — ICP-MS), Espectrometria de absor¢ao atbmica (em inglés
Atomic absorption spectrometry — AAS) e outras técnicas de detecgdo que nao
sao espectrofotométricas [50]. Um dos motivos para isso € a elevada
concentracdo de solventes que pode influenciar na observagcao do sinal
fotomeétrico, gerando o efeito Schlieren, ou diminuir e até mesmo eliminar a
possibilidade de formagdo do composto cromogénico necessario em uma
determinacéo desse tipo. Acidos e bases concentrados podem desfavorecer o
meio ideal para reacao entre o analito e o reagente cromogénico, impedido a

determinacao por medidas espectrofotométricas.

1.5.2 Integracéo de colunas de extragdo em sistemas de analise em

fluxo

A automacéao dos procedimentos de extracdo em fase solida utilizando
sistemas de analise em fluxo tem sido explorada, ha longa data, com o objetivo
de aumentar a reprodutibilidade do processo, minimizar o uso de fase sélida e
de solventes além de proporcionar uma via integrada do preparo da amostra até
a deteccdo em um unico sistema de analise, tornando-o mais dindmico e portatil
[51].

A integracdo de colunas de extracdo nestes sistemas € normalmente
realizada pela adaptacdo de pequenos reservatorios cilindricos, empacotados
com o material solido de interesse, em diferentes pontos do sistema, sendo
comum a integragdo no proprio injetor, o que facilta o processo de
amostragem/pré-concentragdo e a posterior eluigdo/injecdo. Embora existam
mini-colunas comerciais para o empacotamento do material sélido empregado
na extracao, pode-se utilizar estratégias alternativas para o seu desenvolvimento
no proprio laboratério (lab-made), baseadas, por exemplo, em ponteiras de
micro-pipetas [52]. Deve-se atentar, no entanto, que em qualquer uma das
estratégias, o material sélido ndo pode ser firmemente compactado, a fim de se
evitar problemas com a pressao fluidica no sistema. A formacdo de caminhos
preferenciais no material sélido também deve ser evitada para potencializar a
interacdo da amostra com a fase solida. Neste sentido, muitos pesquisadores

tém proposto o uso de colunas fluidizadas, que consistem em preencher com o

35



Introdugéo

material sélido apenas uma fragcdo da coluna, permitindo a movimentacao
aleatdéria e homogénea da fase sélida com o fluxo ascendente da solugdo da
amostra [53].

Para a separacao e pré-concentragao de morfina em urina humana, ldris
e colaboradores [54] descreveram o acoplamento de um cartucho com fase
sélida de cadeia alifatica longa (C1s) em um sistema SIA com posterior detecc¢ao
espectrofotométrica a partir da derivatizagdo da espécie de interesse, pela
reagao com o sal diazénio de hidrocloreto de anilina. O sistema apresentou bons
resultados, com limite de detecgdo baixo (menor que 30 yg L") e amostras
fortificadas apresentaram resultados de recuperacédo da ordem de 97%,

indicando a possibilidade de uso eficiente deste sistema.

Méndez e colaboradores [55] desenvolveram um sistema FIA com uma
coluna multicamadas de nanotubos de carbono para a pré-concentracao de
cadmio em urina. O composto ficava retido na coluna, anteriormente oxidada, e
era eluido de forma quantitativa com acido nitrico para determinagao por
espectrometria de absorcao atdmica com atomizacao eletrotérmica. Resultados
demonstraram a eliminag&o do efeito de matriz da urina através do uso da coluna
de pré-concentracdo, com um fator de pré-concentracdo de 3,4, limite de

detecgao de 0,010 ug L' e recuperagdes variando de 94 a 100%.

Ribeiro e colaboradores [56] descreveram a constru¢ao de uma mini-
camara com particulas moveis (fluidized beds) da resina aniénica Dowex 1X8,
acoplada a um sistema FIA para determinacéo de zinco em plantas. A formacéao
de clorocomplexos de zinco foi realizada para posterior troca dos anions
formados na coluna fluidizada, a qual favoreceu uma maior interacdo do
composto de interesse com a resina aniénica, evitando a formag¢ao de caminhos

preferenciais e pontos de pressao comuns em colunas empacotadas.

Para os microdispositivos de analise em fluxo, as colunas com o material
sélido necessitam de ser integradas durante o processo de microfabricagéo, o
que, por si s6, constitui um desafio consideravel. Neste sentido, diferentes
estratégias de integracdo tém sido propostas, sendo mais comum o
empacotamento previamente a selagem, o uso de colunas monoliticas e a

sintese de material sdlido in situ.
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Nge e colaboradores [24] desenvolveram um microchip de copolimero
de olefina ciclica com um mondlito de butilmetacrilato integrado, o qual foi
sintetizado no interior do microchip durante sua fabricacdo. Os autores avaliaram
o microchip com ensaios de retencdo de proteinas e aminoacidos, que
confirmaram a potencialidade de utilizagdo deste dispositivo em analise

laboratoriais rapidas, simples e de forma automatizada.

Thongchai e colaboradores [57] demonstraram a viabilidade de
fabricacdo de um microdispositivo de vidro com um mondlito de MIP para pré-
concentracdo de cloranfenicol em mel de abelha, com detecgcdo por
quimiluminescéncia. O MIP foi sintetizado e compactado em um canal profundo
do dispositivo. Resultados confirmaram a seletividade do MIP e boa
sensibilidade para o método, com limite de detecc¢ao para o cloranfenicol de 7,46

pmol L.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivos gerais:

O desenvolvimento e a avaliagcdo de microssistemas de analise
por inje¢cao em fluxo (uFIA) com coluna integrada para extragao e
pré-concentracao de analitos em resina de troca idnica;

A construcao e aplicacdo de um sistema de deteccéo fotométrica
baseada em LED para a correcao do efeito Schlieren em escala

microfluidica.

Os objetivos especificos do trabalho séo:

Avaliacdo do sistema de correcao do efeito Schlieren a partir das
determinacgoes de nitrito, cromo, cobre e ferro;

Integracdo de uma coluna de resina de troca idnica Dowex 1X8
em um microdispositivo fluidico a base de uretano-acrilato;
Avaliacdo da eficiéncia de pré-concentragao da coluna a partir da
troca de ions nitrito;

Aplicacdo do microssistema proposto na determinagcéo de ions

nitrito em aguas naturais.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Fabricagdao dos microssistemas de analise por injegdo em

fluxo

Todos os dispositivos microfluidicos desenvolvidos neste trabalho foram
fabricados a partir do procedimento descrito por Fonseca e colaboradores [58],
utilizando-se a técnica de fotolitografia profunda no ultravioleta e uma resina para
fabricacdo de carimbos a base de uretano-acrilato (UA) como substrato. Mais
detalhes sobre esta técnica serdo abordados nos proximos paragrafos. Quatro
configuragbes diferentes foram utilizadas neste trabalho, as quais sao
apresentadas na Figura 6.

A C

Figura 6. Layouts dos microdispositivos utilizados neste trabalho. Em A, é apresentado o
microdispositivo para os ensaios de corregdo do efeito Schlieren. Em B, o microdispositivo
protétipo de insergdo de coluna de fase sélida. Em C e D, os microdispositivos para teste e

ensaios de pré-concentragao, respectivamente.

As estruturas desejadas foram desenvolvidas em programa
computacional AutoCad® 2002, sendo impressas em folha de transparéncia
(Abezeta — PLT A4) com uma impressora a laser (HP Laserdet P2055dn) com
resolucdo de 1200 dpi. Cada uma das estruturas impressas foi utilizada como
mascara para posterior exposicao do substrato a radiacao ultravioleta.
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A Figura 7 ilustra todas as etapas do procedimento de fotolitografia. A
mascara com a configuragcado dos canais foi fixada sobre uma placa de vidro e
uma moldura de borracha foi colocada sobre o conjunto, formando um
reservatorio com aproximadamente 2,0 mm de profundidade (Etapa 1, Figura
7A). Sobre este reservatério, a resina (também chamada de resiste ou
fotoresiste) foi depositada, preenchendo todo o seu volume (Etapa 2, Figura 7A).
Para evitar deformagdes nos canais a serem formados, bolhas que pudessem
surgir na resina foram retiradas com o auxilio de uma agulha. Apés esta etapa,
outra placa de vidro foi colocada sobre o reservatério, fechando-o (Etapa 3,
Figura 7A). Por fim, grampos mantiveram as placas unidas, para evitar o

derramamento de resina durante a exposic¢ao.

Para a exposigao ultravioleta, uma expositora homemade (Figura 8) foi
utilizada. Esta consistiu em uma caixa preta com duas lampadas de luz “negra”
(Philips Actinic-BL, TL-D 15W, 380 nm) e um suporte para o reservatério de
resina. A resina foi inicialmente irradiada pela face do conjunto que ndo continha
a mascara por 35 segundos, a fim de que uma base para os canais fosse
formada (Etapa 4, Figura 7A). Em seguida, a face que continha a mascara foi
exposta por mais 35 segundos, formando os canais sobre o substrato (Etapa 5,
Figura 7A).

Moldura (2) 4 B (1 (2)

>
o Tl
Mascara Fotoresiste @ [ | resiste =

YT Filme ndo polimerizado

A (1)

Vidro
]

- \\‘.__. 2 (3}

F

(4) (3)

bhbbiid

Figura 7. Esquema para montagem do reservatorio para resina e exposi¢ao da placa com canais.
(A1: Montagem do reservatoério com a placa de vidro, a méscara com o layout e a moldura de
borracha; A2: Derramamento do fotoresiste no reservatério; A3: Nivelamento da resina; A4 e A5:
Exposicao; B1: Exposi¢cdo da placa sem canais; B2: Lavagem da placa para ativagdo do filme

ndo polimerizado; B3 e B4: Selagem fisica; B5: Selagem irreversivel).
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Figura 8. Expositora homemade construida para polimerizagdo do substrato dos microssistemas.

Prosseguindo a microfabricagédo, a placa polimerizada foi retirada da
mascara e colocada em banho ultrassénico (Ultra Cleaner 1400 - Unique) com
agua e detergente (5% v/v) por cerca de 5 minutos. Apds isso, 0s canais
formados foram limpos com o auxilio de um pincel com detergente e agua. A
placa foi lavada com agua e também com alcool (92,8° INPM) para posterior
secagem com ar quente. Apos esse procedimento, deixou-se a placa com canais
protegida da poeira ou demais particulas que poderiam se aderir a ela. Em
seguida, a placa de cobertura para selagem foi polimerizada, utilizando-se um
reservatorio de resina sem a mascara impressa com canais (Etapa 1, Figura 7B).
A exposicao foi realizada somente por um dos lados durante 240 segundos,
garantindo a formacéo de um filme fino de resiste ndo polimerizado sobre uma
de suas superficies, o qual atuou como adesivo na selagem (Etapa 2, Figura 7B).
A placa polimerizada, sem canais, foi lavada com agua e detergente e, apds isso,
lavada com alcool etilico, da mesma forma que a placa com canais foi lavada.
Por ultimo, esta foi seca com ar quente para entdo se proceder com as proximas

etapas de microfabricagcdo a depender do microssistema a ser construido.

3.1.1 Dispositivos para investigagédo da corregao do efeito Schlieren

Estudos iniciais para a correcao do efeito Schlieren nos dispositivos foi

realizada com microssistemas sem coluna para extracado em fase sélida.-Nestes
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casos, a placa de cobertura foi unida manualmente a placa com canais, conforme
mostram as etapas 3 e 4 da Figura 7B. Feito isto, procedeu-se a selagem
definitiva da estrutura, colocando as placas unidas diretamente sobre a lampada
UV, e expondo o conjunto a radiagéo por cerca de 10 minutos (Etapa 5, Figura
7B). Apds a selagem irreversivel, agulhas hipodérmicas (BD Precision Glide —
0,45 x 13 mm) foram fixadas aos canais de entrada e saida de fluxo do

microssistema, de forma a permitir o acesso dos fluidos ao microdispositivo.

Inicialmente, um dispositivo com célula de deteccdo fotométrica
integrada foi construido empregando-se a mascara fotolitografica ilustrada na
Figura 9A, o qual permitiu a realizagcao de investigagdes sobre a corregcao do
efeito Schlieren. O microssistema obtido é apresentado na Figura 9B e possui
dimensbdes menores que as de um cartdo de crédito (6,6 cm x 3,9 cm x 4,0 mm)
com diametro interno médio dos canais da ordem de 300 um (Figura 10). Este
dispositivo comporta canais para a introdugdo da amostra (Am), mistura dos
reagentes (BR) e uma célula de fluxo fotométrica (CF). Para a realizagdo das
medidas fotométricas, fibras Opticas plasticas (d = 250 um) foram utilizadas,
guiando a radiagcdo da fonte para a célula de fluxo e da célula de fluxo para o

detector.

A

AM

BR

Figura 9. Layout do microssistema utilizado para investigagdes sobre a corregdo do efeito

Schlieren (A) e fotografia do microssistema fabricado (B).
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Figura 10. Micrografia da sec¢ao transversal do canal do microssistema.

3.1.2 Dispositivos com coluna para SPE

Estudos preliminares para a integragao do sistema de extragdo em fase
sélida aos microssistemas foram realizados a partir da configuragéo apresentada
na Figura 6B (sec¢éao anterior), na qual um canal com cerca de 2,0 mm de largura,
25 mm de comprimento e 1,0 mm de profundidade foi utilizado como reservatorio
para a deposi¢gdo do material s6lido de extragdo. Neste caso, apds a gravagao
dos canais e imediatamente antes da selagem, realizou-se o empacotamento
manual da coluna com carvao ativado ou com microesferas de resina nao-idnica,
Amberlite XAD-4 (Aldrich). A Figura 11 mostra fotografias para os prototipos

desenvolvidos.

Figura 11. Microdispositivos fluidicos protdtipos construidos com colunas extratoras de carvéao

ativo (A) e resina nao ibnica Amberlite XAD-4 (B).

Também foram fabricados microssistemas com coluna Dowex 1X8 (Figura
6 - C e D). Neste caso, a microfabricagao foi realizada de forma semelhante a

anterior, introduzindo-se ou n&do uma pequena por¢ao de esponja de poliuretano
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em uma das extremidades do reservatério a fim de evitar a saida das
microesferas da coluna. Como ilustrado na Figura 12, procedeu-se com o
empacotamento manual de aproximadamente 0,35 g da resina aniénica Dowex
1X8 (50 a 100 mesh) em sua forma clorada (Sigma), empregando-se uma
espatula para auxiliar no procedimento. Apds esta etapa, a placa com canais foi
unida a placa de cobertura para exposigao final e selagem da estrutura. Deve-
se relatar que as dimensdes da coluna integrada foram as mesmas utilizadas
nos protoétipos apresentados na Figura 11 e que agulhas hipodérmicas para
acesso das solugdes, assim como fibras dpticas para a detecgao fotométrica on-

line foram devidamente adaptadas, da mesma forma descrita na seg¢ao 3.1.1.

Figura 12. Sequéncia de deposigédo da resina de troca aniénica Dowex 1X8 no reservatério do

microssistema. Em A, uma quantidade de resina foi coletada com uma espatula. Em B, essa
quantidade foi depositada no reservatério. Em C, o excesso de resina foi retirado. Em D, é
apresentado o microdispositivo apds a selagem final, inser¢do das agulhas hipodérmica e das

duas fibras oOpticas.
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3.2 Construcao do Sistema de Deteccdao Fotométrica para

correcao do efeito Schlieren

Antes da realizacdo de qualquer teste com os microdispositivos com
colunas para pré-concentracdo ou extracdo, foi realizada a construcéo e
otimizagdo do sistema de detecgao para correcao do efeito Schlieren a ser
utilizado nas determinacdes fotométricas. Para isto, o dispositivo LZ4-00MA10
(LED Engin), o qual possui em um mesmo corpo quatro diodos emissores de luz
(LED), emitindo em 470, 530, 590 e 625 nm, respectivamente, foi utilizado como
fonte de radiagéo eletromagnética e um fotodiodo (OPT-101) foi utilizado como
detector de fotons. Vale destacar que somente trés dos quatro comprimentos de
onda disponiveis foram utilizados neste trabalho (470, 530 e 625 nm),
alternando-os dois a dois a depender do ensaio a ser realizado. Em outras
palavras, o sistema foi desenvolvido para que durante as medidas a radiagao de
um dos LED fornecesse uma resposta apenas ao efeito Schlieren enquanto o
outro respondesse ao efeito e a espécie de interesse, permitindo a corregao
deste primeiro.

Nas Figuras 13 e 14, sdo apresentados os circuitos eletrbnicos
desenvolvidos para o acionamento sequencial dos LED e para a amplificacdo do
sinal proveniente do detector utilizado, respectivamente. Para o acionamento de
cada LED, o sinal légico gerado por computador através de uma interface
eletrénica (National Instruments USB-6009) € enviado ao circuito integrado (Cl)
ULN 2003, o qual permite a passagem de corrente pelo diodo, fazendo com que
0 mesmo seja acionado. A intensidade de emissao de radiagao é entado ajustada
pelo Cl LM317, limitando-se a corrente (I) que circula o LED através do controle
de uma das resisténcias variaveis (RV1 ou RV2). Este ajuste obedece a Equagéao
1.

| = Equacéo 1

Onde | é a corrente, Rr a resisténcia total (RV1 + RF1 ou RV2 + RF2), 1,25V é
uma constante intrinseca ao LM317 e RF1 e RF2 sdo as resisténcias fixas do

circuito. E importante observar que foram utilizados dois circuitos baseados no
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ClI LM317 para que fosse possivel acessar cada um dos LED do dispositivo LZ4-

OOMA10 e assim ajustar a intensidade de radiagdo em cada comprimento de

onda de forma independente.

No circuito para aquisigdo e amplificagdo do sinal fotométrico, a radiagéo

que atinge o fotodiodo (OPT101) é transformada em um sinal de tensao que

pode ser lido no pino 5 deste Cl. Este sinal é entdo amplificado por um

amplificador operacional (OPQ7), através da realimentagédo negativa, e enviada

a uma interface eletrbnica com conversor analdgico/digital de 14 bits (National

Instruments USB-6009), permitindo a sua leitura em um computador. O sistema

completo, com todas as unidades necessarias para a realizacdo das medidas, é

apresentado na Figura 15.
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Figura 13. LED utilizado para as determinagdes analiticas (acima) e esquema do circuito

montado para o controle de luminosidade do LED, para dois comprimentos de onda (abaixo).
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Figura 14. Fotodiodo utilizado para as determinagdes analiticas (acima) e esquema do circuito

montado para a amplificagdo do sinal do detector (abaixo).

Figura 15. Fotografia do sistema completo (A: Microdispositivo; B: Sistema de detecgéo, o qual
inclui a fonte, o detector e seus respectivos circuitos eletronicos; C: Sistema eletrénico para o
controle das valvulas solenoides; D: Interface eletronica USB-6009; E: Valvulas solenoides; F:

Bomba peristaltica e G: Frasco para descarte das solugoes).
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Todas as medidas efetuadas neste trabalho foram realizadas de forma
sequencial, acionando-se um dos LED (por exemplo, o de 530 nm), adquirindo
a leitura do sinal referente a este comprimento de onda e desligando este LED.
Imediatamente depois, o outro LED (625 nm, por exemplo) era acionado e a
leitura de sinal realizada, num ciclo intermitente. Neste caso, as leituras eram
adquiridas em intervalos de aproximadamente 100 ms para cada comprimento
de onda, sendo o sinal médio para 20 leituras (intervalos de 2s) efetivamente

utilizado como sinal analitico.

Todo o controle do sistema de deteccao foi realizado por computador a
partir de um programa escrito em VisualBasic 6.0. Este programa (Figura 16)
permitiu a visualizagdo grafica dos sinais para os diferentes comprimentos de
onda e também para a diferenga entre os mesmos, a qual foi utilizada como

alternativa para a correcao do efeito Schlieren.
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Figura 16. Imagem do programa desenvolvido para o controle das valvulas solenoides, dos LED

e aquisi¢ao do sinal das medidas.
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3.3 Aparatos

Utilizou-se um espectrofotometro (Agilent Cary 8454 UV-Vis), para
realizacao da determinacgao de referéncia de ferro. Para o preparo de solugdes
tampdo, utilizou-se um medidor de pH (Hanna). Uma balanga analitica
(Shimadzu AX200) com precisdo de quatro casas decimais foi utilizada para
medidas de massa dos reagentes e compostos utilizados no preparo das
solugdes. Micropipetas de 10 a 100 uL e de 100 a 1000 uL (LabMate Soft) foram
utilizadas para o preparo de solugbes as quais necessitavam de pequenas
aliquotas para diluicdo. Para propulsao dos fluidos no interior do microssistema,
uma bomba peristaltica (Ismatec-Reglo Analog) foi utilizada. O direcionamento
do fluxo foi realizado por valvulas solenoides (NResearch Incorporated — NJ
07006 USA 1-800-424-7853), as quais foram controladas com o auxilio de uma
interface eletrbnica (National Instruments USB - 6009) ligada a um
microcomputador. Um sistema de analise em fluxo convencional (FIALab®) com
um detector de arranjo de diodos (Ocean Optics — USB 2000) foi utilizado para

aquisicao do espectro para o efeito Schlieren.

3.4 Reagentes e solugoes

Agua desionizada e reagentes de grau analitico, com ao menos 99% de

pureza, foram utilizados para o preparo de todas as solucoes.

3.4.1 Solugdes para os ensaios de corregcao do efeito Schlieren

3.4.1.1 Solucbées para ensaios com diferentes concentragdes

salinas

Preparou-se uma solugdo 0,50 mol L' de NaCl, dissolvendo-se 2,922 g
do respectivo sal (Dindmica) em 100 mL de agua destilada, sendo solugdes
diluidas a 0,170 mol L' e 0,25 mol L' preparadas a partir da solugéo de 0,50 mol
L.
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3.4.1.2 Solucdes para ensaios de determinacao de nitrito

Solugbes estoque contendo 1,00 e 0,05 g L' em nitrito foram preparadas,
dissolvendo-se 0,15 g de NaNO:2 (Vetec) em 100 mL e diluindo-se a aliquota
necessaria a partir da primeira solucao, respectivamente. Solugédo padrao de 1,0
mg L' foi preparada a partir da diluigdo da aliquota correspondente.

Uma solugéo do reagente cromoforo contendo 1-n-naftil-etilenodiamina e
sulfanilamida (NED/SAM) foi preparada dissolvendo-se 0,02 g de sulfanilamida
(Synth) em solugao contendo 0,5 mL de acido cloridrico (CHEMCQO) em 20 mL
de agua destilada. A esta solugao foram entdo adicionados 0,05 g de 1-n-naftil-
etilenodiamina (Vetec), em um baldo volumétrico de 100 mL, completando-se o
volume com agua destilada. Esta solucao reagente foi armazenada em frasco

ambar para evitar sua degradacgao pela luz.

3.4.1.3 Solucbdes para ensaios de determinacéo de crémio

Uma solugdo de difenilcarbazida (DFC) foi preparada a partir da
dissolugéo de 0,05 g do composto (Synth) em 3,00 mL de acetona (Dinamica),
procedendo com a total dissolucdo em banho ultrassénico. Posteriormente,
diluiu-se a solugao resultante com agua destilada em um baldo volumétrico de
100 mL. Utilizou-se também uma solugao diluida de 6,25 - 10 % m/m a partir
da solugao de DFC preparada. Solugdes com concentragdes de 0,05; 0,1; 0,3 e
0,8 mol L' de H2SO4 (Vetec) foram preparadas a partir da diluigdo necessaria do
acido. Uma solugdo estoque com 500 mg L' em Cr (VI) foi preparada,
dissolvendo-se a massa apropriada de K2CrO7 (Synth) em solugéo de H2S04 0,1
mol L. A partir desta solugdo foram preparadas solugbes padrdo com

concentragdes de Cr (VI) variando de 0,8 a3,2mgL'e 0,6 a3,0 mgL™".

3.4.1.4 Solucbdes para ensaios de determinacao de cobre

Para a determinacdo de Cu (ll), uma solugdo de cuprizona -
bis(ciclohexanona)oxaldihidrazona — foi preparada a partir da dissolu¢do de 0,5
g do composto (Sigma) em cerca de 50 mL de uma solugédo agua/etanol 50%
v/v. Em seguida, procedeu-se com um delicado aquecimento (até 50 °C) e leve

agitacdo da mistura por cerca de 15 minutos, até que a solugdo se tornasse
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transparente. Por fim, completou-se o volume para 100 mL com a solugao
agualetanol 50% v/v. Uma solugdo tampao de fosfato de 0,1 mol L' de acido
fosforico e de pH igual a 8 foi preparada a partir da diluigdo da aliquota
necessaria do respectivo acido (Vetec) em cerca de 400 mL de agua. O pH foi
ajustado com sucessivas adigdes de uma solugdo 8,0 mol L' de NaOH
(Cinética), utilizando-se o medidor de pH. Por fim, completou-se o volume para
500 mL. A solugéao carregadora foi preparada a partir da adicdo de 15 mL da
solucao de cuprizona em um baldo de 25 mL, completando o volume com a
solugdo tampao de fosfato. Uma solugéo estoque de 1,0 g L' de Cu (ll) foi
preparada pela dissolugdo da massa apropriada de CuClz (Sigma) em 100 ml de
agua. Solugdes padrao com concentragdes de 3,0 a 12 mg L' foram preparadas

a partir da diluicao das aliquotas correspondentes.

3.4.1.5 Solucbdes para ensaios de determinacao de ferro

Uma solugéo tampédo de acetato/acido acético de 0,2 mol L' de acido
acético (HAc) de pH igual a 4,5 foi preparada a partir da diluicdo da aliquota
necessaria do respectivo acido (CHEMCO) em cerca de 400 mL de agua. O pH
foi ajustado com sucessivas adigdes de uma solugdo 8,0 mol L' de NaOH
(Cinética). Por fim, completou-se o volume para 500 mL. Preparou-se também
uma solugdo de ortofenantrolina (Sigma) 1,0 mmol L', dissolvendo-se a massa
correspondente do composto para 100 mL com a solugdo tampao de
acetato/acido acético. Uma solucao de cloreto de hidroxilamina (Sigma) de 5%
m/v foi preparada pela dissolugdo da massa correspondente em 100 mL de agua.
Prepararam-se solugdes de H2SOs (Vetec) de 0,05 e 0,1 mol L' a partir da
devida diluicdo do acido. Também foi preparada uma solucao estoque de ferro,
dissolvendo-se 0,3511 g de Fe(NH4)2(S04)2.6H20 (Vetec) com a solugéo 0,1 mol
L' de H2SOs, até completar o volume para 100 mL. As solugdes padrdo, com
concentragdes de 1,0 a 4,0 mg L' me Fe (ll), foram preparadas a partir das
devidas diluicbes da solugao estoque, com 1,25 mL da solugédo do cloreto de
hidroxilamina e a solugéo 0,05 mol L' de sacarose até completar o volume para
25 mL.

Medicamentos de reposigao de ferro (na forma de sulfato ferroso) foram

adquiridos no comércio para a determinagao do composto em seu conteudo a
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partir da utilizagao dos microssistemas com correcédo do efeito Schlieren. Cinco
amostras de trés marcas diferentes, de diferentes posologias e duas formas de
ingestado (comprimidos e gotas) foram utilizadas, sendo elas designadas pelas
seguintes siglas e posologias: SG (25 mg/mL), AG (25 mg/mL), SC (40
mg/comprimido), VC (40 mg/comprimido) e AC (60 mg/comprimido). Para as
amostras em gotas, diluiu-se 1 mL do medicamento para 100 mL de agua sem
posterior tratamento da amostra. Em seguida, uma aliquota de 250 pL da solugéo
anterior foi adicionada em um baldo de 25 mL, juntamente com 1,25 mL da
solucdo de hidroxilamina. Por fim, completou-se o volume com a solugao 0,05
mol L' de sacarose. Para as amostras em comprimidos, pesaram-se trés
comprimidos de cada amostra em uma balanga analitica e estes foram
dissolvidos em cerca de 50 mL de solugdo 0,05 mol L-' de H2SOa. Filtrou-se o
excipiente com papel de filtro e funil e, em seguida, completou-se o volume para
100 mL com a solugdo de sacarose. Aliquotas de 50 pL das solugdes de
amostras que continham 40 mg de ferro por comprimido foram adicionadas em
um balao de 25 mL, no qual também se adicionou 1,25 mL da solugao de cloreto
de hidroxilamina. Completaram-se os volumes com a solugdo 0,05 mol L' de
sacarose (Sigma). O mesmo procedimento foi feito para a amostra que continha
60 mg de ferro por comprimido, porém com a mudanga da aliquota da solugéo

de amostra para 30 pL.

Para realizar a avaliagao de eficiéncia da correcédo de efeito matriz com
a curva obtida com padrbes em sacarose 0,05 mol L', as solugbes padrao foram
preparadas novamente, da mesma forma indicada no paragrafo anterior, porém
com os volumes completados com solugdo 0,05 mol L' de H2SOs, a fim de

correlaciona-las com as amostras em solugao de sacarose.

3.4.2 Solugdes para ensaios com a coluna de troca ibnica

Uma solugao do reagente Griess foi preparada com concentragdes de 1,0
g L' de 1-n-naftil-etilenodiamina (Vetec), 7,0 g L' de sulfanilamida (Synth) e 0,10
mol L' de HCI (CHEMCO) a partir das devidas dissolugées diluigbes, seguindo
o0 mesmo procedimento de preparo descrito na secédo 3.4.1.2. A solugao eluente
de HCI (CHEMCO) a 1,0 mol L-" foi preparada a partir da devida diluigdo do acido

em agua. Solugdes teste de nitrito (2,0 e 10 mg L") foram preparadas a partir da
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diluigdo das aliquotas da solugédo estoque de 1,0 g L. Solugdes padréo (0,20 a
0,80 mg L' e 0,05 a 0,20 mg L") foram preparadas utilizando as aliquotas
necessarias solugdo estoque de 0,05 g L' de nitrito da segdo 3.4.1.2 com

posterior diluicdo para 100 mL com agua.

3.4.2.1 Preparo das amostras empregadas para ensaios com a

coluna de troca ibnica

Amostras de aguas naturais foram recolhidas em trés pontos do Lago
Paranoa, localizado em Brasilia — DF. Todas as amostras foram filtradas (0,45
pm, Unifil) anteriormente a injecdo no microssistema. Estas também foram
fortificadas com 0,12 mg L' de nitrito, a partir da devida diluigdo das aliquotas
da solugéo estoque de 50 mg L' com a solugdo de amostra, para ensaios de

recuperacgao.

3.5 Estudos preliminares para Avaliagdo do Sistema de

Deteccao Fotométrica para Correcao do Efeito Schlieren

3.5.1 Injecbes de solugdes concentradas de NaCl em fluxo de agua

destilada

O sistema de detecgao fotométrica com correcao para o efeito Schlieren
foi inicialmente avaliado para a injegcao de solugées de NaCl em fluxo de agua
destilada empregando um sistema de linha unica [59]. Para isto, a bomba
peristaltica, as valvulas solenoides e o microssistema com célula fotométrica
foram interconectados e dispostos de acordo com a configuragdo de fluxo
apresentada na Figura 17. Quando todas as valvulas eram ligadas
simultaneamente, as solu¢des de NaCl eram aspiradas através das valvulas V2
e V3, com auxilio da bomba peristaltica, preenchendo o p/lug de amostragem
(Am) com cerca de 2,7 uL de volume. Em seguida, com o desligamento de todas
as valvulas (situagéo ilustrada nas valvulas da configuragéo da Figura 17), o plug
contendo a amostra era carregado com agua destilada pela bobina de reagéo
(BR) até a célula de fluxo (CF) para a detecgdo. E importante salientar que os
comprimentos de onda utilizados neste teste foram 530 e 625 nm.
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Figura 17. Configuragao de fluxo utilizada para corregao do efeito Schlieren, com injecdes de
solugdes de NaCl em fluxo carregador de agua, utilizando um LED com dois comprimentos de
onda diferentes no sistema de detecgédo. BP: Bomba peristaltica (com indicagdes das vazdes em
uL min''); V1 a V4: Valvulas solenoides; Am: Alga de amostragem (2,7 uL); BR: Bobina reacional,

CF: Célula de fluxo e D: Descarte.

3.5.2 Determinacéao de ions nitrito em solugdo concentrada de NaCl

A fim de se avaliar a capacidade do detector em diferenciar os sinais
referentes ao efeito Schlieren e ao analito, um segundo teste foi efetuado
envolvendo a detecgao de ions nitrito em meio com alta concentragéo salina. Os
estudos foram realizados com a configuragao de fluxo apresentada na Figura 18,
utilizando a solugao de NED/SAM (de concentragao descrita na segao 3.4.1.2)
como como solugéo carregadora e a solugéo de nitrito 1,0 mg L' em NaCl 0,1

mol L-' como solug3o injetada.
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Figura 18. Configuracao de fluxo utilizada para corregao do efeito Schlieren, com injecdes de
solugdes 1,0 mg L' de NO2- em NaCl no fluxo carregador de NED/SAM, utilizando um LED com
dois comprimentos de onda diferentes no sistema de detecgcdo. BP: Bomba peristaltica (com
indicagdes das vazdes em uL min'); V1 a V4: Valvulas solenoides; Am: Alga de amostragem

(2,7 pL); BR: Bobina reacional; CF: Célula de fluxo e D: Descarte.

Apds a injecdo, o plug de amostra foi carregado pela solugdo de
NED/SAM para a bobina de reagao, onde se desenvolveu a reacéo colorimétrica
de Griess [27] com formagao de um azo composto com elevada absortividade

molar em 530 nm (verde), a qual é ilustrada na Figura 19.

NH,
O~ | =0

‘-._S/

b, il OO

Figura 19. Reagédo de Griess para formagdo do azo composto croméforo, o qual absorve

fortemente em 530 nm.
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Os comprimentos de onda utilizados neste teste foram 530 e 625 nm, e,
como pode ser observado na Figura 20, a emissdo do LED de 530 nm tem uma
intensidade maxima no comprimento de onda de absor¢do do composto
cromoforo formado. Além disso, a radiacdo do LED de 625 nm é fracamente

absorvido pelo cromdforo, permitindo a corregao adequada do efeito Schlieren.

Azo composto

1,0
— | ED 625 NmM

= | ED 530 nm
0,8

0,6

0,4 -]

Sinal normalizado

0,2 -

0,0 -

! I ' | M I ! 1 ! | ! I ! I ! |
350 400 450 500 550 600 650 700 750
Comprimento de onda (nm)

Figura 20. Espectros de absorgdo do azo composto e emisséo dos LED em 530 e 625 nm.

3.5.3 Determinacgao de ions Cr (VI) em meios com diferentes niveis

de acidez

Os estudos sobre a correcédo do efeito Schlieren envolveram também a
determinacao de Crémio (VI) em diferentes meios, empregando-se a reagao
colorimétrica com a difenilcarbazida (DFC) em meio acido. A configuragcao de
fluxo da Figura 21 foi utilizada para esta determinagéo, a qual é bastante similar
a utilizada nos ensaios para a determinagao de nitrito, considerando-se agora
uma confluéncia de H2SO4 na solugdo carregadora de DFC anteriormente a
passagem pela valvula V1. Portanto, uma conexdo em “T” foi utilizada para
promover a confluéncia do reagente cromogénico, a difenilcarbazida, com uma

solugéo de H2S04 0,1 mol L' ou 0,8 mol L-! externamente ao microssistema. Isto
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foi necessario, pois a difenilcarbazida pode ser degradada em poucas horas se

mantida continuamente em um meio acido.
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Am P \_ﬁ?n
BR

|

V2 LED

A
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Figura 21. Configuracdo de fluxo utilizada para corregao do efeito Schlieren, com injecbes de
solugbes de Cré* em fluxo carregador de DFC e H2SOs, utilizando um LED com dois
comprimentos de onda diferentes no sistema de deteccdo. BP: Bomba peristaltica (com
indicagdes das vazdes em uL min-'); V1 a V4: Valvulas solenoides; Am: Alca de amostragem

(2,7 uL); BR: Bobina reacional; CF: Célula de fluxo e D: Descarte.

Com a configuragao proposta, os ions Cr (VI) injetados no microssistema
sdo impelidos pela solugdo carregadora para a bobina de reacdo (BR) onde
ocorre a reacgao de formacao da difenilcarbazona e posterior formacdo de um
complexo com o ion metalico de coloracao rosa que absorve fortemente em 530

nm (verde) [27], como é apresentado na Figura 22.

L, S

I

NH%O + Cro4'—- \fo + o Y

NH Nao
“NH SN Xy

Figura 22. Reacgao entre o Cr (VI) e a difenilcarbazida para formagéo do complexo, o qual absorve

fortemente em 530 nm.
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Os comprimentos de onda utilizados neste teste foram 530 e 625 nm, e,
como pode ser observado na Figura 23, a emissdo do LED de 530 nm tem uma
intensidade maxima no comprimento de onda de absor¢do do composto
cromoforo formado. Além disso, a radiacdo do LED de 625 nm é fracamente

absorvido pelo cromdforo, permitindo a corregao adequada do efeito Schlieren.

Complexo de Cr (lll)
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Figura 23. Espectros de absorg¢do do complexo de Cr (Ill) formado e emissdo dos LED em 530 e
625 nm

Solugdes contendo 0,8 a 3,2 mg L' em Cr (VI) foram preparadas em
solugdo de H2S04 0,05 mol L' (concentragao final da solugdo carregadora apés
a confluéncia) ou em H2S04 0,30 mol L' (seis vezes mais concentrada que a
solugao carregadora). Solugdes padrao de Cr (VI) com concentracdes de 0,6 a
3,0 mg L-' em agua foram injetadas no microssistema para ensaios nos quais a

concentragédo de H2SOs da confluéncia era de 0,8 mol L.
3.5.4 Determinagao de ions Cu (1)

Para comprovar a eficiéncia de correcdo do efeito Schlieren pela
utilizacdo do sistema de deteccao proposto com dois LED, um comprimento de

onda distinto dos utilizados até o momento foi implementado. A reacao de ions
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cobre com o reagente cuprizona (bis(ciclohexanona)oxaldihidrazona) gera um
complexo que absorve fortemente na regido de 625 nm, como é apresentado na
Figura 24.

N/ | VI

= N
2+ o 74
Cu

Figura 24. Reagéo entre a cuprizona e o Cu (Il) para formagédo do complexo, o qual absorve

fortemente em 625 nm.

Considerando este aspecto, foi necessario utilizar uma fonte de radiagao
diferente das utilizadas até o momento. Portanto, o LED que emitia em 530 nm
foi substituido por um LED de cor azul, o qual emitia em 470 nm. Além disso, a
equacao matematica foi invertida, uma vez que o LED que responde para o
complexo formado e o efeito Schlieren passou a ser o de comprimento de onda
de 625 nm, sendo a férmula matematica de correcio utilizada para a aquisicéao

do sinal corrigido igual a S625 nm — S470 nm, onde S € o sinal.

Os comprimentos de onda utilizados neste teste foram 470 e 625 nm, e,
como pode ser observado na Figura 25, a emissdo do LED de 625 nm tem uma
intensidade maxima no comprimento de onda de absor¢cdo do composto
cromoforo formado. Além disso, a radiacdo do LED de 470 nm é fracamente

absorvido pelo cromdforo, permitindo a corregao adequada do efeito Schlieren.
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Figura 25. Espectros de absorgao do complexo de Cu (ll) formado e emissao dos LED em 470 e
625 nm.

Utilizando a configuragdo de fluxo da Figura 26, solugbes padrao de
cobre de 3,0 a 12 mg L' foram injetadas no microssistema, e, apos isso, o plug
de amostragem era carregado pela solugéo de cuprizona em tampao de fosfato,
para posterior detecgédo na célula de fluxo (CF), utilizando os comprimentos de

onda citados no paragrafo anterior.
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Figura 26. Configuracao de fluxo utilizada para corregao do efeito Schlieren, com injecdes de
solugbes de Cu?* em fluxo carregador de cuprizona, utilizando um LED com dois comprimentos
de onda diferentes no sistema de detecgdo. BP: Bomba peristaltica (com indicagdes das vazdes
em pL min-'); V1 a V4: Valvulas solenoides; Am: Alga de amostragem (2,7 pL); BR: Bobina

reacional; CF: Célula de fluxo e D: Descarte.
3.5.5 Determinacgao de ions Fe (Il) em medicamentos

A fim de se comprovar a eficiéncia de correcdo do efeito Schlieren na
determinagdo de um analito em uma amostra, utilizou-se a configuragao de fluxo
da Figura 27. As solugdes padrdo com concentragdes de 1,0 a 4,0 mg L' em Fe
(I e as solugdes de amostras, ambas em sacarose 0,05 mol L' ou H2S04 0,05
mol L', as quais também foram preparadas em solucdo de cloreto de
hidroxilamina para total conversdo do ferro a Fe (ll), foram injetadas no
microssistema e posteriormente carregadas com a solugéo de ortofenantrolina

em tampao de acetato/acido acético para detecgao na célula de fluxo (CF).
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Figura 27. Configuracdo de fluxo utilizada para corregcao do efeito Schlieren, com injecbes de
solugdes de Fe?* em sacarose ou H2SOa4 no fluxo carregador de ortofenantrolina, utilizando um
LED com dois comprimentos de onda diferentes no sistema de detecgdo. BP: Bomba peristaltica
(com indicagdes das vazdes em pL min'); V1 a V4: Valvulas solenoides; Am: Alca de

amostragem (2,7 pL); BR: Bobina reacional; CF: Célula de fluxo e D: Descarte.

O complexo formado absorve fortemente no azul e a reagdo é
apresentada na Figura 28. Os comprimentos de onda utilizados nessa

determinacao foram 470 e 625 nm.

N (/\\2+
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Figura 28. Reacgao entre o Fe (ll) e a ortofenantrolina para formagao do complexo cromoforo, o

qual absorve fortemente em 470 nm.

Os comprimentos de onda utilizados neste teste foram 470 e 625 nm, e,
como pode ser observado na Figura 29, a emissao do LED de 470 nm tem uma

intensidade maxima préxima no comprimento de onda de absorgdo do composto
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cromoforo formado. Além disso, a radiacdo do LED de 625 nm é fracamente

absorvido pelo cromdforo, permitindo a corregao adequada do efeito Schlieren.
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Figura 29. Espectros de absor¢gdo do complexo de Fe (Il) formado e emissdo dos LED em 470 e
625 nm.

3.6 Avaliagao dos protétipos com colunas para SPE integradas

Ap0ds os ensaios de correcao do efeito Schlieren, iniciaram-se os estudos
para verificagdo da possibilidade da integragdo de colunas extratoras com
materiais solidos aos microdispositivos, a partir de procedimentos simples. A
literatura mostra que a integracdo de fases extratoras solidas em sistemas
microfluidicos € normalmente realizada com materiais monoliticos, os quais sao
sintetizados no interior dos canais ja selados [24], porém, alguns materiais, ja
consagrados para procedimentos de extragao, ndo podem ser integrados desta
maneira, o que pode limitar as aplicagdes destes dispositivos. Considerando este
aspecto, foi avaliado de forma preliminar o empacotamento de colunas utilizando
carvao ativado em p6 finamente dividido e a integragdo de uma coluna fluidizada

[56] com microesferas (beads) de uma resina n&o ibnica (XAD-4).
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3.6.1 Estudos preliminares

3.6.1.1 Microssistema com coluna de carvao ativo

Os testes realizados para avaliar a capacidade de extracdo dos
microssistemas com coluna extratora se iniciaram com a coluna de carvao
ativado. Uma avaliacio preliminar do procedimento de extracdo com a coluna
integrada foi realizada bombeando-se uma solugdo de corante alimenticio
através da mesma e comparando-se visualmente a cor desta solugao antes e

depois da extragdo, conforme a configuragcéo de fluxo da Figura 30.

BP

Solucéo de corante alimenticio

Figura 30. Configuracao de fluxo para testes iniciais de extragdo com microssistemas fluidicos

protétipos com coluna integrada. (BP: Bomba peristéltica; CF: Célula de fluxo E D: Descarte).
3.6.1.2 Microssistema com coluna de resina nao-idnica XAD-4

A mesma configuragao de fluxo da Figura 30 foi utilizada para avaliagéo
da extracdo utilizando a coluna de microesferas de resina n&o ibnica Amberlite
XAD-4. A microfabricagcdo do sistema com essa coluna foi realizada para
observacédo da possibilidade de integragdo de uma fase soélida comercial no
microssistema. A solugao de corante alimenticio foi bombeada para coluna a fim

de se observar mudanca na cor da solugao.
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3.6.1.3 Microssistema de troca idnica utilizando a resina Dowex 1X8

Apds a integracdo da coluna de resina anidnica Dowex 1X8 no
microdispositivo, iniciaram-se os testes para avaliagao da troca idnica e deteccao
do analito na célula de fluxo, utilizando a configuracdo de fluxo da Figura 31.
Para tanto, solugdes teste de nitrito (2,0 e 10 mg L") eram aspiradas através das
valvulas 2 e 3, com o auxilio da bomba peristaltica, por meio do acionamento de
todas as valvulas por um tempo determinado (90 segundos), a fim de se
preencher a coluna Dowex 1X8 (CD) com estas solugbes para ocorréncia da
extragdo. Quando todas as valvulas eram desligadas, permitia-se a passagem
da solucao de HCI para o interior do microdispositivo, a fim de que esta pudesse
eluir o nitrito presente na coluna e, posteriormente, houvesse a confluéncia com

a solugdo NED/SAM para aquisigdo do sinal analitico na célula de fluxo (CF).
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Figura 31. Configuragdo de fluxo utilizada para realizagdo dos primeiros testes de pré-
concentracdo de nitrito. (BP: Bomba peristaltica; V1 a V5: Valvulas solenoides; Am: Alca de
amostragem; BR: Bobina reacional; CF: Célula de fluxo; CD: Coluna Dowex 1X8 e D: Descarte.

Valores em vermelho determinam a vazao em pL min-').

Devido a problemas com bolhas, os quais serdo discutidos na sec¢ao de
resultados e discussao, a configuragao de fluxo apresentada na Figura 31 teve
de ser substituida a fim de que pudessem ser realizadas as medidas

posteriormente a pré-concentragéo de nitrito, situagado abordada a seguir.
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3.7 Ensaios de extracao e pré-concentragao de nitrito utilizando

microssistema com coluna Dowex 1X8 integrada

Utilizando a configuragao de fluxo apresentada na Figura 32, a qual torna
o sistema de fluxo multicomutado [9], realizou-se a determinacdo de nitrito
posteriormente a sua pré-concentracdo na coluna Dowex 1X8. Antes das
determinacgdes, a coluna era percolada com agua destilada por 100 segundos, e
também pela solugdo 1,0 mol L' de HCI, pelo mesmo tempo. As solugdes padrao
e de amostras eram introduzidas no microdispositivo através da valvula 2 por
200 segundos, a fim de se realizar a pré-concentragdo, enquanto as outras
valvulas se mantinham desligadas. E importante observar que essas solucdes
percorriam todo o interior do microdispositivo até ser descartada em D. Em
seguida, a valvula 2 era desligada e a 3 era acionada por 100 segundos para
limpeza da coluna e eliminagédo de qualquer espécie que nao interagisse com a

coluna anionica.

Para a eluicdo do nitrito da coluna e posterior detecgao na célula de
fluxo, a valvula 3 era desligada e as valvulas 1 e 4 eram acionadas, permitindo
a passagem da solugéo de HCI pela coluna e confluéncia da solugao NED/SAM
(com concentragdes descritas na se¢ao 3.4.2) e aquisicdo do sinal transiente.
Para uma nova medida, o procedimento era repetido a partir da injecao de

solucdes de nitrito pela valvula 2.
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Figura 32. Configuracéo de fluxo utilizada (sistema multicomutado) para realizacdo dos ensaios
de pré-concentracao de nitrito. (BP: Bomba peristaltica; V1 a V4: Vélvulas solenoides; Am: Alga
de amostragem; BR: Bobina reacional; CF: Célula de fluxo e D: Descarte. Valores em vermelho

determinam a vazao em uL min").

Na Tabela 2 sdo apresentadas configuragdes utilizadas para as valvulas

solenoides durante os processos de amostragem, limpeza e eluigao.

Tabela 2. Configuragcées de acionamento de valvulas utilizadas para amostragem, limpeza e

eluigao.
Processo V1 V2 V3 V4 Tempo de acionamento (s)
Amostragem Off On Off Off 200
Limpeza off Off On Off 100
Eluigao On Off Off On Tempo das medidas
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos preliminares para correcao do Efeito Schlieren

Conforme citado na introdugdo, o efeito Schlieren é causado por
gradientes de concentragdo em um meio, 0s quais levam a variagdes do sinal
espectrofotométrico, nao relacionadas ao analito. Considerando estes aspectos,
0s ensaios realizados neste trabalho, no que diz respeito a corre¢cao do efeito
Schlieren, foram baseados em sistemas de inje¢gao em linha unica [59], onde um
segmento de solugéo € injetado em um fluxo carregador (Figura 33), estando
ambos com concentracdes diferentes em soluto. E importante salientar que, em
sistemas desse tipo, a dispersao das espécies em fluxo € menor, quando
comparada a sistemas com confluéncia, devido a um baixo nivel de turbuléncia
nos canais [59]. Desta forma, o efeito Schlieren seria observado de forma mais
pronunciada, e, havendo correcdo neste caso, a sua eficiéncia ja seria

comprovada.

Nas proximas se¢des sao discutidos os ensaios realizados variando-se

a composicao da solugéo injetada ou da solugéo carregadora.

Solugao
Injetada

Figura 33. llustracdo para a injecdo em linha Unica, na qual se formam segmentos de solugéo

carregadora e solucgéao injetada.

4.1.1 Injegdes de solugdes concentradas de NaCl em fluxo de agua

destilada

Inicialmente, os testes foram realizados ajustando-se as intensidades
luminosas para os dois comprimentos de onda (LED) em um mesmo patamar de
sinal, pois, imaginava-se que ambos os comprimentos de onda responderiam
igualmente ao efeito Schlieren sob esta condigdo. Deste modo, a resposta
resultante da subtracdo do sinal para um comprimento de onda pelo outro
proporcionaria a corregao total do efeito, com sinal aproximadamente igual a

Zero.
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Conforme mostra a Figura 34, as respostas obtidas para injecbes de uma
solugdo de NaCl 0,30 mol L' em fluxo carregador de agua destilada, foram
diferentes para cada comprimento de onda, observando-se um efeito Schlieren
mais pronunciado para o LED verde (530 nm) do que para o LED vermelho (625
nm). Assim, o sinal resultante da subtragéo das respostas para os LED, mostrado

como uma linha negra na Figura 34, evidencia que a corregédo proposta nao foi

eficiente.
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Figura 34. Sinais transientes para o efeito Schlieren. (Em vermelho: sinal de absorgao para o
comprimento de onda do vermelho (625 nm); Em verde: sinal de absor¢cao para o comprimento
de onda do verde (530 nm); Em preto: sinal proveniente da subtracdo do sinal vermelho pelo
verde).

A partir do observado nesse teste preliminar, supés-se que a resposta
ao efeito Schlieren poderia variar, dependendo do comprimento de onda utilizado
bem como do meio no qual é realizada a analise. Para a confirmacao desta
hipotese, procedeu-se com a obtengdo de espectros na regido do visivel para a
injecdo de uma solugdo de NaCl 2,0 mol L' em fluxo de agua destilada,
realizando-se 0s ensaios em um sistema de andlise em fluxo comercial
(FIALab®) equipado com um espectrofotometro de arranjo de diodos (Ocean
Optics — USB 2000) acoplado a uma célula de fluxo com caminho optico de 10
mm. E importante destacar que a concentracdo de NaCl injetada durante este
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procedimento foi significativamente maior do que aquela injetada no
microssistema para que fosse possivel visualizar o efeito em um sistema com

maior dispersao.

A Figura 35A mostra o fiagrama obtido para a injegao de NaCl no sistema
comercial empregando-se os comprimentos de onda do espectrofotdmetro
correspondentes aos maximos de emissao dos LED. Assim como no ensaio com
o microdispositivo, o efeito Schlieren foi mais pronunciado para o comprimento
de onda menor (verde), mostrando a variagao do efeito com o A. De fato, como
mostra a Figura 35B, os espectros obtidos em diferentes pontos (1 a 5 na Figura
35A) durante a aquisicdo do fiagrama apresentam grande variagao,
principalmente na regido onde o efeito de “lente” € mais pronunciado,
diferenciando grandemente a resposta para os comprimentos de onda referentes

aos LED empregados.

Segundo a lei de Snell [60], isso se deve ao fato de que o indice de
refracdo tem uma dependéncia tanto com o comprimento de onda como do meio
no qual a luz se propaga. Dessa forma, € possivel compreender que existem
diferentes indices de refracado para diferentes frequéncias de luz, quando esta
atravessa meios distintos, como aqueles que surgem na baixa dispersdo das
solugcdes em fluxo. E importante relatar que a literatura ja relata este
comportamento para os diferentes comprimentos de onda em sistemas de
analise em fluxo ndo miniaturizados [40], porém, o mesmo se mostra bem menos
pronunciado, sendo sugerida uma compensagao matematica além da subtracéo

dos sinais para ambos o0s A.
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Figura 35. Sinal transiente para o efeito Schlieren, medido no FIALab® (A) e seu espectro (B).

(Os numeros de 1 a 5 indicam os momentos referentes a cada espectro tirado para ambos os

comprimentos de onda, sendo que o numero 3 indica 0 maximo efeito de lente).
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Considerando este primeiro resultado em que as mesmas intensidades
de sinal para a emissao dos LED n&o levam a uma corregdo completa do efeito
Schlieren, as intensidades foram ajustadas empiricamente, com o objetivo de se
compensar, de forma eletronica, as diferencas nas respostas ao efeito para os
dois LED. Controlando-se a corrente que chega aos LED com os potenciémetros
(RV1 e RV2 na Figura 13), a intensidade luminosa do LED com comprimento de
onda que sofreu maior influéncia do efeito foi diminuida até que o efeito Schlieren
nao pudesse mais ser observado no sinal relativo a corregao por subtracdo apos

uma injecao de solugédo concentrada de NaCl.

Conforme apresentado na Figura 36, com o ajuste prévio das
intensidades relativas dos LED foi possivel minimizar de forma significativa o
efeito Schlieren para injegdes de solugdes de NaCl com concentragdes de 0,10;
0,25 e 0,50 mol L. Vale destacar que esta ultima concentragéo se aproxima da
concentragdo de sais na agua do mar [61], indicando a possibilidade de se
realizar determinacdes em amostras com elevado teor de ions dissolvidos, sem
necessidade de sua prévia eliminagao/separagao. Entretanto, estudos adicionais
seriam necessarios para se avaliar esta possibilidade, os quais estdo além do

escopo deste trabalho.
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Figura 36. Sinais transientes para o efeito Schlieren e sua corre¢cao em diferentes concentragdes
de NaCl.
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E importante destacar que este ajuste individual da intensidade luminosa
dos LED foi uma alternativa eficiente para a correcdo matematica do efeito
Schlieren. Este tipo de ajuste individual ndo pode ser realizado em um
espectrofotbmetro comercial, uma vez que a fonte utilizada € uma lampada, a
qual emite em varios comprimentos de onda [62], cujas intensidades ndo podem

ser ajustadas individualmente.

4.1.2 Determinacao de ions nitrito em solucédo concentrada de NaCl

Embora os resultados apresentados na secao anterior possam ser
considerados promissores, os mesmos nao indicaram a possibilidade de se
detectar o sinal referente apenas ao analito em uma situacéo na qual o sinal para
o efeito Schlieren seja significativamente maior. Para avaliar o desempenho do
sistema nesta situagdo, simulou-se a determinagao de ions nitrito a 1,0 mg L

em uma solugdo de NaCl 0,1 mol L.

De acordo com o apresentado na Figura 37, as diferengas entre os sinais
transientes do branco (NaCl 0,10 mol L") e do padrao (Branco + NO2" 1,0 mg L
1), adquiridos apenas a 530 nm (comprimento absorvido pelo cromdforo, linha
em verde na figura), sdo muito pequenas, sendo estas insuficientes para
identificacdo do analito. Entretanto, ao se observar a resposta para a diferenca
entre os sinais obtidos com o LED de 530 nm e o LED de 625 nm, indicado por
uma linha negra na Figura 37, € possivel se identificar com maior nitidez o sinal
que se refere ao analito em relagao ao sinal do branco. Este resultado indica que
€ perfeitamente possivel realizar a detecgdo do analito em um meio que gera o
efeito indesejavel de Schlieren, possibilitando a interpretagcdo do sinal analitico.
Por outro lado, foi observado que a resposta obtida apds a correcdo nao
apresentou uma elevada razao sinal/ruido, o que pode ter sido causada pela
elevada forca ibnica do meio que diminui a atividade do ion de interesse e o

rendimento da reacao colorimétrica.

No meio sem a presencga de NaCl, isto é, somente com 1,0 mg L' de
NO2, o sinal para o analito € mais facilmente interpretado, como pode ser
observado na linha verde. Porém, é possivel perceber que este sinal é muito

semelhante ao sinal do efeito Schlieren, observado na linha vermelha. Este fato
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indica que, mesmo sem estar num meio com uma concentracio alta de sais, o

efeito Schlieren ocorre, pela minima diferenga de concentragédo no meio.
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Figura 37. Sinais transientes para uma solugdo 0,10 mol L' de NaCl (branco), outra solugao
contendo 0,10 mol L-' de NaCl e 1,0 mg L-" de NOz2-, e para solugdo contendo somente 1,0 mg L

' de NO2, com sua devida corregéo.

4.1.3 Determinacdo de ions Cr (VI) em meios com diferentes niveis

de acidez

Uma situagdo comum que pode ocorrer em determinagdes analiticas é
obter-se uma solugdo com baixa concentragao do analito, mas com elevado teor
residual de acido proveniente do preparo/abertura da amostra. Neste caso, ao
injetar-se a solugado extremamente acida, sem uma prévia diluicdo da mesma,
em um sistema microfluidico de linha unica, sera detectado o efeito indesejavel

de Schlieren, o qual podera comprometer seriamente a detecg¢ao fotométrica.

Considerando este aspecto, realizou-se um estudo para a determinagao
de ions Cr (VI) em solugdes com diferentes niveis de acidez empregando-se o
método fotométrico com difenilcarbazida (DFC). Inicialmente, fez-se uma
avaliagdo prévia ajustando-se a concentragado de acido sulfurico dos padrdes
injetados de forma a ficarem com a mesma concentragdo da solugdo

carregadora na Figura 21 (0,05 mol L"). E importante observar que esta
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concentragao se refere a mistura de H2SO4 com DFC que foi efetuada por

confluéncia na configuragao da Figura 21.

Conforme apresentado no fiagrama da Figura 38, mesmo equilibrando-
se a acidez das solugdes injetadas e da solugao carregadora, o efeito Schlieren
foi significativo, o que pode ser atribuido a presenga de DFC na solugao
carregadora, que néo foi corrigida para os padrdées, ou mesmo a uma mistura
pouco eficiente da DFC com o H2SO4 apds a confluéncia, o que levaria a um
gradiente de concentracdo no meio, proporcionando o efeito Schlieren. Esta
mistura ineficiente ocorre com frequéncia em microssistemas fluidicos, devido
ao didmetro dos canais. Apesar disto, o sinal foi corrigido de forma satisfatéria
(linha negra na Figura 38), permitindo a construgdo de uma curva analitica (y =
-0,00882 + 0,27587x) com linearidade adequada (R = 0,996) e com limite de
detecgao de 0,20 mg L.
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Figura 38. Fiagramas, com os sinais para os dois comprimentos de onda e o sinal corrigido, para

determinagéo de crémio, obtidos com os padrées em 0,05 mol L-' de H2SOa.

Em um segundo estudo, preparou-se os padrbes de Cr (VI) com
concentragdes de H2SO4 em 0,30 mol L', mantendo-se as concentragdes de
DFC e de H2SO4, no carregador, inalteradas. Esta condigao simulou a situagao

na qual o analito esta presente em uma solugdo com elevado teor de residuos
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acidos, como, por exemplo, na abertura de ligas metélicas ou tecidos vegetais e
animais [63].

O fiagrama obtido nesta condigédo é apresentado na Figura 39, o qual
indica um efeito Schlieren pronunciado (linha em vermelho), mas uma corregéo
bastante eficiente do mesmo (linha negra). Nesta condi¢cdo, foi observada
também uma melhor razao sinal/ruido para as respostas instrumentais, o que é
atribuida a maior acidez do meio que contribui para um melhor desenvolvimento
da reacao colorimétrica. Apesar disto, a curva analitica (y = 0,16602 + 0,6801x)
para a faixa estudada, a qual foi obtida medindo-se a altura média dos picos e
correlacionando-os com as concentragdes, apresentou uma menor linearidade
(R = 0,986), com limite de deteccdo de 0,65 mg L. Este resultado é
possivelmente uma consequéncia do desvio da lei de Beer [37], uma vez que a
maior concentracdo de acido favoreceu uma maior formacdo da espécie
cromofora, o que nao seria observado para solugcdes menos concentradas em
H2SO04.
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Figura 39. Fiagramas, com os sinais para os dois comprimentos de onda e o sinal corrigido, para
determinagéo de crémio, obtidos com os padrées em 0,30 mol L-' de H2SOa.
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A fim de se avaliar a linearidade da curva para a determinacao de crémio
com concentragdes mais altas de DFC (0,05% m/m) e acido sulfurico (0,8 mol L-
1), outro fiagrama foi obtido, com concentragdes de crémio variando de 0,6 a 3,0
mg L. Para esta determinagdo, os padroes foram preparados em &agua
destilada, gerando maior gradiente de concentragcdo no interior do
microssistema. O fiagrama obtido (curva corrigida) pode ser visto na Figura 40,
0 qual apresentou boa razido sinal/ruido, proporcionado a curva analitica
apresentada na Figura 41 com boa linearidade (R = 0,998), com limite de
deteccdo de 0,05 mg L. E importante destacar, que esta situacdo simulou a
injecdo de amostras nas quais as concentragdes de outros solutos, além do
analito, séo relativamente pequenas e um ajuste de forga iGnica seria necessario
para corrigir o efeito Schlieren. Um exemplo desta situagcdo pode ser ilustrado
pela determinagdo de crdbmio em aguas subterraneas, como o realizado por
Lutfullah e colaboradores, no qual o Cr (lll) presente nessas aguas foi adsorvido
em uma fase solida modificada a base de cascas de amendoim e determinado

por absorcao atdbmica [64].

Sob as condigdes descritas neste ultimo ensaio, foram realizados testes
para avaliar a exatiddo do método com o microdispositivo, injetando-se solugdes
com concentragdes conhecidas de Cr (V1) (0,7; 1,4 € 2,8 mg L"), determinando-
se, em seguida, a concentragcdo pelo método proposto com base na curva
analitica. A Tabela 3 lista os resultados obtidos para a determinacao de crémio
nessas trés solugdes, mostrando uma boa exatiddo para o procedimento, uma
vez que as recuperagdes associadas sao préoximas de 100%, variando entre
valores maiores e menores que este, fato que sinaliza a auséncia de erros

sistematicos.
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Figura 40. Fiagrama (sinal corrigido) para determinagdo de crémio com os padrées em agua
destilada, carregador 0,8 mol L' de H2SO4 e difenilcarbazida a 0,05% m/m. Valores indicam a

concentragdo de cromio em mg L-'. O asterisco indica as solugdes de concentragdo conhecida.
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Figura 41. Curva analitica para a determinagdo de crémio apresentada na Figura 40.
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Tabela 3. Resultados obtidos para a determinac¢ao de crémio nas trés solugdes de simulagao.

Concentragéao adicionada Concentragéao obtida Recuperagao (%)
(mg L") (mg L") peragao t®

0,70 0,72 £ 0,01 103,4

1,40 1,51 £ 0,06 107,7

2,80 2,77 £ 0,11 99,07

Estes resultados demonstram a viabilidade de utilizagdo dos
microssistemas fluidicos para determinagcdes em que o efeito Schlieren é
significativo, indicando a possivel realizagdo de procedimentos em linha para a
extracdo e pré-concentragdo de analitos baseadas em colunas de extragao.
Nestes procedimentos, as concentragdes das solugdes para a pré-concentracao
ou eluigao do analito, assim como para as solugdes carregadoras, costumam ser
significativamente diferentes causando um elevado efeito Schlieren, o qual pode

ser corrigido empregando-se a proposta discutida neste trabalho.

4.1.4 Determinacéao de ions Cu (Il)

A fim de avaliar a eficiéncia de correcao do efeito Schlieren em
determinacdes fotométricas utilizando um comprimento de onda diferente dos
utilizados até o presente momento, foi realizada a determinagao de cobre, a partir
da reacdo colorimétrica com o reagente cuprizona. A cinética desta reagéo
colorimétrica € um pouco mais lenta em comparagdao as outras reacdes
realizadas neste trabalho. Apesar disso, ndo houve prejuizo na determinagao do
analito, uma vez que, em analise em fluxo, ndo ha a necessidade de se alcancgar
o equilibrio da reagao para realizar as medidas. Estas sao feitas em um mesmo
momento da reacdo para cada replicada, e a lentiddo da reacao pode somente

afetar na sensibilidade da determinacgao [65].

Na Figura 42 é apresentado o fiagrama para as concentracdes de 3,0 a
12 mg L* de Cu (ll). E possivel observar que a resposta obtida para o efeito
Schlieren (linha em azul) teve uma magnitude de cerca de 2,0 V na escala do
sinal. Este € um valor consideravelmente alto, o qual péde ser eficientemente
eliminado, por meio da correg¢ao utilizando dois comprimentos de onda (linha
negra). Além dessa observagéao, € possivel perceber visualmente a melhora da
sensibilidade com a correcdo do efeito Schlieren. A linha em vermelho

representa as respostas de absorcdo do composto colorido somado a resposta
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para o efeito Schlieren, a qual apresenta uma variagcdo de sinal menor, em

relacdo a linha negra, com o incremento de concentragéo de Cu (ll).

O ensaio demonstrou que a eficiéncia da correcao deste efeito também
€ obtida para diferentes comprimentos de onda em diferentes determinacdes. Na
Figura 43 é apresentada a curva analitica para esta determinagédo, a qual
apresentou uma linearidade adequada (R = 0,999) na faixa de concentragéo

estudada, bem como um limite de detecgdo de 1,78 mg L.
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Figura 42. Fiagramas (sinais para os dois comprimentos de onda e sinal corrigido) para
determinacgédo de Cu (ll). Valores indicam a concentragdo de cobre em mg L.
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Figura 43. Curva analitica para a determinagéo de Cu (ll).
4.1.5 Determinacédo de ions Fe (II) em medicamentos

A determinacao de ferro em medicamentos de reposicao deste mineral
(de diferentes marcas, aqui designadas como SG, SC, AG, AC e VC) foi
realizada de forma que pudesse ser avaliada a eficiéncia de correcado do efeito
Schlieren quando da injegdo de amostras reais no sistema. As amostras
adquiridas, além de ferro, apresentavam outros compostos em sua composicao,
como corantes e excipientes, proporcionando uma situacdo mais real do que as
avaliadas anteriormente. Em todas as amostras diluidas para a injegdo e também
nos padroes, foram adicionadas aliquotas de uma solugdo concentrada de
sacarose, proporcionado a concentragdo final de 0,05 mol L-! desta substancia
nas solugdes finais. Este procedimento foi realizado a fim de pudesse ser
observado o efeito Schlieren na presenca de outra espécie diferente de um

eletrdlito, a qual também propicia a observacao do efeito.

Na Figura 44 é apresentado o flagrama com os sinais em 470 nm (linha
azul e absorvido pelo analito), 625 nm (linha vermelha) e o sinal corrigido (linha

negra). E possivel observar que a correcao realizada pela subtracdo de sinal dos
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dois LED aumentou a razdo sinal/ruido na determinacdo, o que pode ser
comprovado pela comparacdo da mudancga de sinal que ocorreu entre o branco

e o primeiro padréo (1,0 mg L") para a linha azul (ndo corrigida) e a linha negra

corrigida.
Branco 1 2 3 4 SG AG sC vc AC
4,0 4
3,8 1
3'6 -M‘ m m
3,4 4 sinal
; \J \J ’\] N m Corrigido
©
£ 324 480 nm
w E
3,0 4
1 620 nm
28N NP‘ \
2,6 4
2,4
E 1 T T T T T T 1
0 400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200
Tempo /s

Figura 44. Fiagramas (sinais para os dois comprimentos de onda e sinal corrigido) para
determinagado de ferro com os padrées e amostras (SG, SC, AG, VC e AC) em solugdo de

sacarose. Valores indicam a concentracdo de ferro em mg L.

Na Figura 45 sdo apresentadas duas curvas analiticas para a
determinacao de ferro em amostras de medicamentos. A curva analitica com
corregao (observar a legenda na Figura 45) foi obtida com a altura dos picos do
fiagrama com correcao do efeito Schlieren (linha negra na Figura 44). Enquanto
a curva sem corregao (observar a legenda na Figura 45) foi obtida através do
fiagrama em 470 nm, isto €, o fiagrama sem corregao para o efeito (linha azul na
Figura 44). E possivel perceber que a correcdo do efeito Schlieren praticamente
dobra a sensibilidade da determinagao, sendo esta dada pelo coeficiente angular
nas equacgoes obtidas pelas curvas. Adicionalmente, a linearidade da curva com

correcao do efeito foi um pouco mais elevada em comparagdo com a curva sem
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correcao e o intercepto para a curva com correcao se aproxima mais do valor

“zero” do que a curva sem corregao.

Os resultados obtidos indicam que a corre¢ao do efeito Schlieren na forma
proposta foi bem sucedida, gerando ndo sé uma resposta de mais facil
interpretacdo como também produzindo uma melhora significativa na

sensibilidade da determinacao.

0,6 -
®  Com corregéo y =0,024 + 0,137x
® Sem correcdo
0,5 R = 0,99988
©
5 0,4-
o
L
Q.
S 0,3 -
g y =0,072 + 0,0735x
=
& 0,2 4 R =0,99542
0,1
0’0 . I i I ¥ | & o ol 1 . 1 = 1 :

T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

[Fe*]/mgL”
Figura 45. Curvas analiticas para os fiagramas sem corregdo (marcado em vermelho) e para o

com corregdo (marcado em preto) na determinacdo de ferro. As equacdes das retas e os

coeficientes de correlagdo sao apresentados na imagem.

Além desses resultados apresentados, outro fator que comprova a
melhora causada pela corregcao do efeito Schlieren é a diminuicdo do limite de
deteccao quando a eliminacéo do efeito é realizada, uma vez que para se estimar
o limite de detecgéo, é necessaria a quantificagao do ruido do branco (SLop = Ss
+ 3DPs, onde SLop € o sinal para o limite de detecgdo, Sg € a média do sinal do
branco e DPs € o desvio padrdo do sinal do branco). Na curva sem corregao, o
limite de detecgdo obtido foi de 0,85 mg L', enquanto na curva com corregéo,

este limite foi de 0,30 mg L.
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Na Tabela 4 sao apresentadas concentragcdes obtidas para as amostras
com a utilizacdo do microdispositivo e corregdo do efeito Schlieren na
determinacédo de Fe (Il), bem como as concentragdes pela determinagdo com o
método padrao (UV-Vis) e os valores de erro relativo entre as determinagdes. Os
erros relativos apresentados nao foram maiores que 6,0%, sendo eles
considerados aceitaveis em um método de determinacao proposto. Além disso,
estes variaram entre valores positivos e negativos, sinalizando a auséncia de
erros sistematicos. O teste de correlacao entre os dois métodos utilizados foi
realizado, no qual é feita uma regressao entre os valores médios de um método
em relacdo aos valores médios do outro método, obtendo-se a curva

apresentada na Figura 46.

Tabela 4. Resultados obtidos para a determinacao de ferro a partir da curva corrigida.

2+ 2+
Amostras [EISI A] lEI\:I?Vi]s Erro relativo (%)
SG 2595+1,30* 24,63 + 0,06 * 5,36
AG 25,39+0,05* 2529+0,15* 0,40
SC 36,27 + 1,00 ** 37,03+0,35* -2,07
VvC 43,45 + 1,50 ** 46,00 £ 0,22 ** -5,54
AC 55,75+2,78 ** 53,67 +1,25** 3,88

*Concentragdo em mg mL-"
**Concentragdo em mg comprimido-

60
55 y = (0,038 * 3,200) + (0,99 * 0,08)x

50 R = 0,9899
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[Fe*]1/ mgL" (UV - Vis)

Ot —
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

[Fe']1/ mg L" (MicroFIA)
Figura 46. Teste de correlagéo dos resultados obtidos para a determinac¢ao de Fe (lI) com o yFIA

e o0 método de referéncia (Uv-Vis). A reta em vermelho é a reta de referéncia, onde os valores

de y equivalem aos de x (y = x).
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O teste de correlacao deve apresentar coeficiente linear préximo de zero,
coeficiente angular proximo de 1 e valor de R também préximo de 1, para que
se conclua que os dados séao significativamente semelhantes. Esses parametros
sdo apresentados na Figura 46, e, considerando que o coeficiente linear teve um
desvio padrao de 3,20 e o coeficiente angular um desvio padrao de 0,08, ambos

se enquadram no valor esperado.

E importante destacar que, apesar do resultado do teste estatistico F, os
erros relativos das amostras sdo menores que 6%, considerando que todo o
processo analitico é realizado em linha no microssistema. Adicionalmente, a
determinacao de Fe (ll) pelo método de referéncia (Uv-Vis) foi realizada com
padroes e amostras ndo diluidos em solugdo de sacarose, uma condicao
diferente da aplicada para a determinagdo no microssistema. Mesmo assim, os

erros apresentados estdao dentro de uma faixa considerada como aceitavel.

A Tabela 5 lista os resultados obtidos quando considerado somente o
fiagrama e a curva analitica para o sinal ndo corrigido (470 nm). Os erros
apresentados alcangam valores de até -11% estando todos abaixo do valor de
referéncia, fato que pode indicar uma tendéncia, isto é, a presenca de erros
sistematicos quando o efeito Schlieren nao € eliminado.

Tabela 5. Resultados obtidos para a determinagdo de ferro a partir da curva para o sinal ndo

corrigido (470 nm).

2+ 2+
Amostras [EISI A] lEI\:I?Vi]s Erro relativo (%)
SG 2419+0,92* 24,63 + 0,06 * -1,79
AG 23,79+0,29* 2529+0,15* -5,93
SC 33,43 +£0,90 ** 37,03+0,35* -9,72
VC 41,12+ 1,28 ** 46,00 £ 0,22 ** -10,62
AC 53,14 + 0,06 ** 53,67 £ 1,25 ** -0,98

*Concentragdo em mg mL-"
**Concentragdo em mg comprimido™’

4.1.5.1 Determinacao de Ferro (ll) a partir de padrées sem sacarose

Outro ensaio realizado no presente estudo consistiu em injetar solugbes
dos padrdes de forma distinta da utilizada para as amostras diluidas. Neste caso,
aliquotas das solugdes dos padrdes foram diluidas em solugdo de H2SO4 com
concentragéo de 0,05 mol L', enquanto as aliquotas de amostras brutas foram
diluidas em solugéo de sacarose 0,05 mol L. O objetivo deste ensaio foi avaliar
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se a corregao para o efeito Schlieren seria capaz de corrigir um possivel efeito

de matriz que né&o foi previamente corrigido no preparo dos padrodes.

Conforme apresentado nas curvas analiticas da Figura 47, as respostas
corrigidas para as inje¢cdes dos padrdes na auséncia de sacarose sao
significativamente diferentes daquelas para os padrbes que foram diluidos em
sacarose, de forma similar as amostras, o que mostra que a corregédo proposta
nao é capaz de eliminar o efeito proporcionado pela alteragdo no meio. De fato,
como mostra a Tabela 6, é possivel perceber que, quando a determinacido do
analito em amostras é realizada em uma matriz muito diferente da matriz dos
padroes, os erros relativos obtidos sdo muito maiores e tendenciosos, pois néo
variam entre valores positivos e negativos. Isto quer dizer, que a corregdo do
efeito Schlieren, por meio da subtracdo de sinal de dois LED, ndo é suficiente
para corrigir o efeito de matriz, podendo até mesmo intensificar os valores dos
erros, uma vez que a radiagdo pode interagir de formas distintas com as
diferentes solugdes, sendo esta interagdo menor para as amostras, as quais sdo

ricas em outros compostos além do analito.

06 m Com sacarose 0,05 mol [
® ComH,SO,0,05molL’

0,5 4
b
5 04
9 y = 0,02595 + 0,13633x y = 0,0063 + 0,11868x
S 03 -
L) R =0,99972 R =0,99824
g
2 02
<

0,1 -

0!0 L) 1 L) 1 L] | L] ] T | T 1 T 1 T 1 1

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

[Fe*]/mgL"

Figura 47. Curvas analiticas para determinacgao de ferro. A curva marcada em preto teve padrdes
preparados em sacarose 0,05 mol L' e a curva marcada em vermelho teve padrées preparados
em H2S04 0,05 mol L.
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Apesar disto, este problema €& bem contornado, como mostrado
anteriormente, quando se utiliza os padrées com a mesma concentracdo de
sacarose das amostras, o que se assemelha a uma adicdo de padrdo para a

eliminagao de efeitos de matriz.

Tabela 6. Resultados obtidos para determinagéo de ferro em solugdo de sacarose 0,05 mol L' a

partir da curva com padrées em H2S04 0,05 mol L.

2+ 2+
Amostras [EISI A] lEI\:I?Vi]s Erro relativo (%)
SG 31,20+ 1,56 * 24,63 + 0,06 * 26,7
AG 30,50 £ 0,64 * 2529+0,15* 20,6
SC 43,50 + 11,10 ** 37,03+0,35* 17,5
VC 52,17 £ 1,72 ** 46,00 £ 0,22 ** 13,4
AC 66,67 + 3,28 ** 53,67 +1,25** 24,2

*Concentragdo em mg mL-"
**Concentragdo em mg comprimido™’

4.2 Microssistemas com coluna integrada
4.2.1 Avaliacdes preliminares

4.2.1.1 Integragao de coluna com carvao ativado finamente dividido

Devido a fina granulometria do carvao ativado utilizado, a integracao da
coluna com este material foi bastante dificultada. Considerando que a largura do
reservatorio (coluna) previamente gravado na resina (UA) foi de apenas 2,0 mm,
parte do fino pé se espalhava sobre a superficie do resiste, ndo se restringindo
apenas aregiao desejada. Apesar desse problema, a selagem do dispositivo ndo
foi prejudicada, uma vez que o excesso de carvao foi eliminado com auxilio de
um algodao embebido em etanol, livrando a superficie a ser selada de material
particulado.

O protétipo desenvolvido apresentou um desempenho adequado com
relacdo a entupimentos, o que foi conseguido ao se utilizar pequenas porgdes
de algoddo nas extremidades do reservatério, evitando-se o carregamento de
material particulado para os canais adjacentes a coluna. Além disso, um fluxo
continuo foi observado ao se bombear agua através da coluna, porém, uma
investigacdo mais criteriosa seria necessaria para avaliar se caminhos
preferenciais ndo foram criados no interior da fase solida, minimizando possiveis

efeitos de pressao e a area de contato efetiva da solugdo com o material sélido.
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Uma avaliagcdo preliminar do procedimento de extracdo com a coluna
integrada foi realizada bombeando-se uma solu¢do de corante alimenticio
através da mesma (sem que houvesse diluicdo) e comparando-se visualmente
a cor desta solugéo antes e depois da extragdao. Conforme apresentado na Figura
48, foi possivel se observar uma pequena diferenga de tonalidade das solugdes,
o que fornece um indicio de funcionamento adequado da extracdo do corante.
Entretanto, uma avaliagdo mais criteriosa poderia ter sido realizada
empregando-se a deteccao fotométrica no préprio dispositivo, a fim de se
mensurar a eficiéncia de extracdo, o que nao foi realizado, pois o objetivo
principal do estudo era o de apenas observar a possibilidade de microfabricacao
de um microssistema fluidico com coluna empacotada com material finamente
dividido.

Figura 48. Diferencga entre as colora¢des da solu¢ao de entrada (a esquerda) no microssistema

com coluna carvao ativo e da solugéo de saida (a direita) do mesmo microssistema.

4.2.1.2 Integracdo de coluna com microesferas (beads) de uma

resina n&o idnica (XAD-4)

A resina Amberlite XAD-4 apresenta-se em microesferas de coloragao
branca com didmetros que variam de 250 a 840 ym (60 a 20 mesh), sendo estas
mais simples de serem integradas aos dispositivos do que o carvao ativo, devido
ao maior tamanho de particula. Estas microesferas foram depositadas no
reservatorio de forma a nao ficarem compactadas, o que permitiria a sua
movimentagdo quando da passagem de um fluido através da coluna (coluna
fluidizada). Entretanto, foi observado que o material sélido adere fortemente as
paredes do reservatério, mesmo apds a selagem do dispositivo, ndo fornecendo
uma coluna fluidizada, mas sim uma coluna com o material sélido estatico. Para
contornar este problema, seriam necessarias estratégias para se recobrir as

paredes do reservatério microfluidico previamente a selagem, com um filme de
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PVC, por exemplo, de forma a eliminar a aderéncia do material sélido com as
paredes da coluna.

Apesar desta constatagéo, ensaios preliminares envolvendo a passagem
de uma solucéo de corante alimenticio através da coluna foram realizados a fim
de se observar alguma resposta visual com relagdo ao funcionamento da
extragdo. Neste caso, ndo foi observada uma descoloragédo significativa da
solucdo de corante, porém, as microesferas apresentaram superficies levemente
avermelhadas (cor do corante), indicando uma pequena extragao da substancia
colorida.

E importante enfatizar que estes ensaios visaram apenas observar a
possibilidade de integragdo das colunas extratoras. Apesar disso, foi possivel
constatar com os testes realizados nesses microssistemas protétipos que a
quantidade de material extrator bem como sua area de contato e também sua
mobilidade no interior do dispositivo microfluidico apresentam grande
importancia para uma extragao efetiva. Estes fatores tornam a integracéo da
coluna extratora uma acao mais desafiadora, porque os microssistemas limitam
o tamanho da coluna de extragao, sua area de contato e mobilidade do material

utilizado.

4.2.2 Microssistema com coluna Dowex 1X8

A deposicao das microesferas de resina Dowex 1X8 foi realizada
manualmente, de forma que a movimentagao destas pudesse ocorrer com 0
continuo bombeamento de liquidos para o interior da coluna. De fato,
diferentemente do ocorrido para o microdispositivo com coluna Amberlite XAD-
4, as microesferas de resina Dowex 1X8 nido se aderiram tdo fortemente as
paredes da coluna do microssistema, possibilitando sua movimentagao (coluna
fluidizada). A literatura evidencia que a movimentagao da fase soélida no interior
da coluna favorece a sua acdo extratora, por evitar caminhos preferenciais,

disponibilizando mais sitios de extracao [56].

Inicialmente, a fabricagdo dos microssistemas com coluna de troca ibnica
Dowex 1X8 foi realizada sem a introdugdo de uma pequena por¢ao de esponja
de poliuretano em uma das extremidades da coluna. Neste caso, para se evitar

a saida das particulas, os canais adjacentes ao reservatorio foram projetados e

89



Resultados e Discusséo

fotolitografados de forma a apresentarem dimensdes menores que o tamanho
meédio das particulas (225 ym de didmetro) e também menores que os demais
canais do microssistema. Assim, o canal indicado pela letra A na Figura 49
apresentou um perfil em “V” (mostrado no detalhe da Figura 49A) com
profundidade de 640 um e largura maxima de 215 ym, enquanto o canal indicado
pela letra B apresentava o mesmo perfil com profundidade de 1000 um e largura
maxima de 470 ym (mostrado no detalhe da Figura 49B).

Figura 49. Micrografia da coluna com a resina Dowex 1X8 previamente a selagem do dispositivo

(esquerda). Em A, secao transversal do canal adjacente a coluna (indicado em A na imagem da
coluna). Em B, sec¢éo transversal do canal seguinte ao canal adjacente a coluna (indicado em B

na imagem da coluna).

Conforme apresentado na micrografia optica na Figura 50, obtida para
uma das extremidades da coluna empacotada previamente a selagem, a maioria
das particulas possuia realmente um tamanho maior que a maior largura do
canal adjacente (topo do canal em “V”), o que impediria a passagem das
particulas. Além disso, deve-se ressaltar que a imagem foi obtida para as
particulas ndo hidratadas, devendo-se considerar que o aumento de diametro
das mesmas pode ser significativo devido ao inchago comum do polimero
quando do bombeamento de solugdes através da coluna, diminuindo o risco de
saida de particulas do reservatério.
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Figura 50. Micrografia Optica da extremidade da coluna previamente a selagem do

microdispositivo.

Com relagdo a um possivel entupimento dos canais adjacentes pelas
particulas, observou-se que o perfil em “V” dos canais impede um acoplamento
perfeito das particulas esféricas, de modo que se uma particula menor se
prender na parte superior do canal, ainda assim haveria uma passagem estreita

pela base do mesmo, permitindo o fluxo de solugao.

De fato, testes realizados ao se bombear agua através da coluna nao
indicaram entupimento ou vazamentos na estrutura desenvolvida e as particulas
permaneceram empacotadas no reservatorio. Entretanto, para a retirada de
bolhas de ar que costumam ficar retidas na coluna, principalmente nos usos
iniciais, era necessaria a aplicagcéo de leves golpes na regido do reservatoério, os
quais deformavam momentaneamente os canais adjacentes permitindo a
passagem das esferas para outras regides do microdispositivo, como a célula de
deteccdo fotométrica, tornando inviavel o seu uso. E importante relatar que o
substrato utilizado na fabricacdo € um elastébmero e, portanto, bastante flexivel
aos golpes, o que contribuiu para este resultado negativo.

Para contornar este problema, uma pequena porgdo de esponja de
poliuretano foi adaptada na saida da coluna conforme mostra a micrografia
optica na Figura 51. Testes demonstraram que a presencga da esponja nao
prejudicou a fluidez das solugdes no interior do microssistema, ndo causando um

aumento atipico da pressao hidrodindmica ou entupimento da estrutura. Testes
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com vazdes maiores que 2,0 mL min-' foram realizados sem se constatar o
deslocamento das microesferas para fora da coluna de troca ibnica,
demonstrando um bom desempenho para a estratégia proposta. Adicionalmente,
o material se mostrou resistente ao uso de solugdes concentradas em acido (HCI
1,0 mol L"), indicando a possibilidade de uso para aplicagdes em extragdes
baseadas em trocas idnicas, nas quais altas concentragcdes de acidos sdo quase

sempre indispensaveis.

Figura 51. Micrografia 6ptica da extremidade da coluna na qual foi inserida uma porgéo de

esponja de poliuretano.

A fotografia apresentada na Figura 52 mostra o dispositivo selado com a
coluna empacotada, com as agulhas de acesso para as solu¢des e com as fibras
Opticas adaptadas para a detecgao fotométrica. Conforme indicado, o dispositivo
apresenta além da coluna para a resina Dowex 1X8 (CD), um arranjo de canais
em cruz para a comutagao das solugdes de trabalho (indicado pela seta), uma
bobina de reagdo (BR) com cerca de 22 cm de comprimento, um canal para
eventual amostragem hidrodinamica (CH), um canal para confluéncia de solugéo
de reagente colorimétrico (CR) e uma célula de detecg¢ao fotométrica (CF) com

caminho 6ptico de 5,00 mm.

Baseado nas dimensdes dos canais fotolitogrados, determinadas por
micrografia Optica, estimou-se o0 volume de diferentes regides deste
microssistema, as quais sao listadas na Tabela 7. Como pode ser observado, os

volumes sdo bastante reduzidos, sendo o volume total do dispositivo de apenas
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80 uL. Diversos dispositivos com esta mesma configuragéo foram construidos

para os ensaios quantitativos descritos nas proximas sec¢des.

oo

LIV (S| WSS

Figura 52. Fotografia do dispositivo microfluidico com coluna de troca aniénica Dowex 1X8. (CD:
Coluna Dowex; BR: Bobina reacional; CF: Célula de fluxo; CR: Confluéncia do reagente; CH:
Canal de amostragem hidrodindmica; Seta: Canais em cruz para comutagao das solugcbes de
trabalho).

Tabela 7. Tamanhos dos segmentos do microdispositivo com coluna Dowex 1X8, seus

respectivos volumes e volume total do dispositivo.

Segmento Tamanho (mm) Diadmetro do canal (um) Volume (pL)
CD 25 2000 50,0
BR 215 360 22,0
CF 5 270 0,30
CH 10 360 1,02
CR 10 360 1,02
Dispositivo 350 ) 80,0*
completo

*Desconsiderando o volume ocupado pelas microesferas da resina Dowex 1X8.

Segundo os fabricantes da resina Dowex 1X8 [66], a sua capacidade de
troca é de 1,7 meq g-'. Considerando que a massa de resina inserida na coluna
do microssistema foi de 35 mg, a capacidade de troca de nitrito desta é de cerca
de 28 mg. Isto significa que, dentro da faixa de trabalho deste estudo, a coluna
Dowex 1X8 nao atingiu saturagdo de ions nitrito, fato que poderia prejudicar

extracdes posteriores.
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4.3 Avaliagao da coluna de troca iénica integrada

Inicialmente, havia o intuito de utilizar microssistemas com coluna Dowex
1X8 para pré-concentrar ions metalicos e posteriormente detecta-los por
fotometria molecular como forma de provar o conceito de SPE em sistemas
microfluidicos de UA. Como os ions metalicos apresentam carga positiva e a
coluna é de troca anibnica, costuma-se proceder com a complexacao destes ions
com ligantes negativos, como o cloreto (CI), formando espécies também
negativas que s&o facilmente retidas na coluna. Um exemplo de uso desta
estratégia é descrita por Ribeiro e colaboradores [56], os quais utilizaram a resina
Dowex 1X8 na forma clorada para separacao de zinco em amostras de plantas,
como ja citado. Para tanto, o zinco livre foi derivatizado, formando-se a espécie

[ZnCl4]? para propiciar a interagdo com os grupos trocadores da resina.

Baseado neste trabalho, os estudos iniciais foram direcionados para se pré-
concentrar ions Zinco (ll) na forma de clorocomplexo na resina, utilizando-se
para isto a percolagdo de solugbes de Zn (ll) em HCI 2,0 mol L', seguida da
eluicdo com solugcdo de NaOH com 0,1 mol L' e reagdo por confluéncia com o
reagente colorimétrico Zincon (Aldrich), o qual forma um complexo com ion
metalico que absorve fortemente em 625 nm. Embora esta estratégia ja tenha
sido aplicada com sucesso em um sistema de analise em fluxo convencional, a
sua adaptacao para o dispositivo microfluidico nao foi levada adiante devido ao
comportamento espectral peculiar observado para o complexo de Zn/Zincon.
Como pode ser observado no espectro da Figura 53, para as concentragdes de
2,0 mg L (linha preta) e 1,0 mg L' (linha vermelha) de zinco, hd um aumento
proporcional da absorbancia em 625 nm com o aumento da concentragao do ion
metalico acompanhado de um decréscimo do sinal em comprimentos de onda
menores que 470 nm, o que levaria a uma correcdo ineficiente do efeito
Schlieren, pois tanto a resposta no comprimento de onda de absor¢ao do
complexo (625 nm), quanto o comprimento de onda para corregao do efeito (470
nm) responderiam ao efeito Schlieren e ao aumento da concentragcéo do analito,

impossibilitando a corregao do efeito com dois comprimentos de onda.
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Figura 53. Espectro de absor¢cdo do complexo Zinco/Zincon. A linha vermelha é referente a

concentragdo de 1,0 mg L' do analito e a linha preta é referente a 2,0 mg L' do analito.

Uma segunda possibilidade brevemente avaliada foi a de proceder com a
pré-concentragao de ions Cu (ll), também na forma de clorocomplexos formados
em um meio com alta concentragdo de HCI, seguida da eluigdo com solug&o
mais diluida do acido (0,1 mol L") e detecgdo fotométrica baseada no complexo
do analito com aménia [67] ou cuprizona [68]. Para este caso, o procedimento
com o microssistema foi dificultado pela grande diferenca de pH existente entre
a solugdo de eluigdo (HCI 0,1 mol L' pH 1,0) e a solugdo do reagente
cromogeénico (tamp&o de fosfato 0,1 mol L' pH 8). Foi observado que, embora
os ions cobre pudessem ser pré-concentrados na coluna e posteriormente
eluidos, nenhum sinal analitico era observado mesmo para concentragdes
relativamente grandes do analito (40 mg L"), o que possivelmente foi causado
pela ineficiéncia do tampao em manter o meio levemente basico quando da
mistura com igual volume de acido cloridrico da eluicdo. De fato, mesmo
concentrando-se mais o tampao nao foi possivel observar a resposta em
absorbancia para o sistema, levando-se a acreditar que o aumento das
concentracdes também dificultava a mistura e complexacao dos ions do analito,

impossibilitando a detecg¢ao fotométrica.
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Neste ponto, deve-se salientar que a determinagao de analitos metalicos
por fotometria molecular, apos o procedimento de extragao/pré-concentracido em
fase sdlida nado ¢é costumeiramente utilizado, possivelmente devido as
dificuldades relatadas nos paragrafos acima. A literatura mostra que a detecgéao
€ mais comum através de métodos de espectroscopia atbmica que, em muitos
casos, pode tolerar maiores concentragdes de acidos [69] e também devido a
vantagens como melhores limites de detecgdo e melhores sensibilidades.

Considerando mais uma vez que o projeto visava provar o conceito de
realizacao de SPE em um microssistema fluidico e que a detecgao fotométrica
deveria ser utilizada para avaliagdo dos procedimentos, uma vez que a
integragédo/acoplamento de outras formas de detecg&o ao dispositivo se constitui
em um outro desafio a ser superado em microssistemas de analise, propds-se
a avaliagcao dos dispositivos para a extragao e pré-concentragao de ions nitrito
em aguas acompanhada da sua deteccao fotométrica com o método de Griess

on-line [27], a qual sera discutida na proxima segao.

4.4 Pré-concentragcao de nitrito utilizando microssistema com

coluna integrada de resina Dowex 1X8

Os primeiros testes de pré-concentracéo de nitrito com o microssistema de
coluna Dowex 1X8 foram realizados com a configuracdo de fluxo apresentada
na Figura 31 em que um segmento de amostra (p/ug) era injetado empregando-
se o0 procedimento de inje¢do hidrodinamica, no qual a amostra ou padrao era
aspirado através da coluna permitindo a extragdo do analito. A fim de possibilitar
a pré-concentracdo da espécie, o tempo de amostragem poderia ser alterado
pelo programa de controle, permitindo a avaliagéo da extragcao/pré-concentragéo
para diferentes volumes de amostra, favorecendo o contato de mais espécies

com a resina, elevando o nivel de pré-concentragéo.

Utilizando esta configuragcado de fluxo, realizaram-se alguns ensaios nos
quais uma solugdo aquosa de NO2 com concentragdo de 2,0 mg L' era
percolada pela coluna a uma vazdo de 0,20 mL min-', durante 90 s, sendo o
analito eluido, posteriormente, com a prépria solugéo carregadora (HCI 0,1 mol

L") e confluido com a solugdo do reagente cromogénico (NED/SAM) antes da
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deteccao fotométrica. Infelizmente, nestes estudos nao foi possivel avaliar se o
sistema de extracdo estava efetivamente funcionando, pois a aspiracdo dos
padroes através da coluna levava a formacgao continua de bolhas no sistema que
dificultaram grandemente a reagdo e a detecgdo colorimétrica no interior do

dispositivo inviabilizando o procedimento.

Para contornar este problema, foi necessario mudar a configuragdo de
fluxo, tornando o sistema multicomutado como foi apresentado na Figura 32.
Nesse sistema, a amostra ndo é aspirada através da coluna, e sim impelida
através dela, minimizando os efeitos de pressdo negativa no interior do
microssistema e a consequente formagéo de bolhas. Com essa montagem, foi
entdo possivel obter as primeiras respostas analiticas empregando-se a SPE
online seguida da detecgao fotométrica.

A Figura 54 mostra o fiagrama obtido para inje¢des de solugao de nitrito
com concentragdes de 10,0 ou 2,0 mg L, utilizando-se diferentes vazdes para
a solugao da amostra (variagao do volume percolado pela coluna e do tempo de
interacéo entre analito e coluna). A primeira solugado de NOz" injetada foi a de 10
mg L', pelo tempo de 400 segundos, a uma vaz&o de 0,20 mL min'. O sinal
obtido, com a devida correcéo do efeito Schlieren é dado no pico A da curva de
linha negra da Figura 54. Em seguida, injetou-se a solugdo de 2,0 mg L' de NO>
com o mesmo tempo de amostragem e mesma vazao que o teste anterior. O
sinal obtido foi bem menor (pico B na Figura 54), o que ja era esperado devido a

mudanga somente da concentragéo.

No teste seguinte, utilizou-se a injecdo com a mesma concentracdo (2,0
mg L"), alterando-se apenas a vazao para 1,15 mL min-! (cerca de cinco vezes
maior) durante a amostragem, retornando a vazao de 0,20 mL min-' durante as
medidas. O sinal obtido (pico C na Figura 54) respondeu ao aumento da vazao,
confirmando o fato de que um maior volume de amostra que percola pela coluna
no mesmo tempo de inje¢do proporciona uma maior pré-concentragao. De fato,
foi observado que o aumento de vazdo propiciou um aumento de
aproximadamente 3 vezes no sinal analitico em relagdo ao pico obtido com a

menor vazao.
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Estes resultados indicaram que haveria a possibilidade de se proceder com
a pré-concentragao de ions nitrito no microssistema empregando-se a coluna de
troca ibnica e realizar a detec¢ao fotométrica em um unico procedimento em
linha e miniaturizado. Com isto, novos estudos foram realizados com o intuito de
se determinar concentragcdes mais baixas de nitrito permitindo que o sistema

fosse aplicado a determinagdes de interesse ambiental.

Sinal/V

Sinal
Corrigido

520 nm
620 nm

T T T

T
0 400 800

T T T

T T
1200 1600 2000

Tempo /s

Figura 54. Fiagrama com sinais transientes para a injecdo de 10,0 mg L' de nitrito a uma vazao
de 0,20 mL min-' (A), inje¢éo de 2,0 mg L' de nitrito a uma vazao de 0,20 mL min-' (B) e inje¢do
de 2,0 mg L' de nitrito a uma vazao de 1,15 mL min-' (C). O tempo de inje¢do da solugdo de
nitrito para todos os picos foi de 400 segundos.

Utilizando-se os procedimentos descritos na segao 3.7, inclusive com as
vazbes ali definidas, realizou-se a construgdo de um fiagrama para a faixa de
concentragéo de 0,2 a 0,8 mg L' do analito, o qual é apresentado na Figura 55.
Observa-se que a linha de base apresentou um drift consideravel e que a razédo
sinal/ruido, principalmente para os sinais ndo corrigidos (linhas em verde e
vermelho), foi relativamente baixa. Estas observagcdées podem estar relacionadas
ao uso continuo do microssistema por varias semanas, em niveis altos de
concentragao do analito, que levaram ao acumulo de material colorido na regiéo

da célula para deteccgao fotométrica e a presenca de bolhas na célula de fluxo.
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Figura 55. Fiagramas (sinais para os dois comprimentos de onda e sinal corrigido) para
determinagao de nitrito com o microssistema com coluna integrada de troca anidnica Dowex 1X8,
com concentragdes de NED/SAM de 0,5 e 0,2 g L', respectivamente.

Apesar disso, a curva analitica (Figura 56) para o sinal corrigido
apresentou boa linearidade (R = 0,993), mostrando a possibilidade de uso para
concentracdées menores do analito. Deve-se observar também que o tempo de
injecao utilizado para a construgédo desta curva diferiu daquele utilizado para o
pico C da Figura 54. De fato, empregou-se metade do tempo de inje¢ao (200 s)
com o objetivo de tornar o processo mais rapido, contribuindo para o aumento
da frequéncia analitica.
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Figura 56. Curva analitica para a determinagéo de nitrito na faixa de 0,20 a 0,80 mg L-', utilizando
0 microdispositivo com coluna Dowex 1X8 integrada e concentragées de NED/SAM de 0,5 e 0,2

g L, respectivamente.

Apos este estudo, pensou-se em formas de tornar a determinagao mais
sensivel sem aumentar demasiadamente o tempo ou a vazao de injegao, de
modo a continuar com um consumo relativamente baixo de amostra e com uma
frequéncia analitica razoavel. Assim, propds-se 0 aumento da concentragao do
reagente cromogénico (NED/SAM) de forma a aumentar a velocidade de reagéo
com o analito e obter um sinal mais proximo da condicao de equilibrio no detector
fotométrico. Com isto as concentragées de NED e SAM foram aumentadas de
0,5gL'para1,0gL'ede0,2gL"para7,0gL"’, respectivamente, e as medidas
realizadas a partir do procedimento descrito na se¢ao 3.7. Deve-se destacar que
embora 0 aumento das concentragcdes de reagentes pudesse aumentar o efeito
Schlieren, a corregao proposta com os dois comprimentos de onda deveria ser

suficiente para minimiza-lo.
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Utilizando os reagentes mais concentrados e também um microssistema

recém-construido foi possivel se obter os fiagramas apresentados na Figura 57

(com detalhe do fiagrama corrigido na Figura 58) para concentragbes mais

baixas de nitrito (0,05 a 0,20 mg L'). Como pode ser observado, a linha de base

ainda apresentou um drift consideravel, mas as razdes sinal/ruido aumentaram

em relacdo ao estudo anterior,

0 que permitiu a deteccdo com maior

sensibilidade.
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Figura 57. Fiagramas (sinais para os dois comprimentos de onda e sinal corrigido) para

determinagao de nitrito com o microssistema com coluna integrada de troca aniénica Dowex 1X8,

com concentragdes de NED/SAM de 1,0 e 7,0 g L', respectivamente.
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Figura 58. Fiagrama (sinal corrigido) para determinac&o de nitrito em aguas naturais com o
microssistema com coluna Dowex 1X8 integrada, com concentragbes de NED/SAM de 1,0 e 7,0
g L, respectivamente. (CB: Cérrego Bananal; LPS: Lago Paranoa — Préximo a Estagdo de
Tratamento de Aguas Sul e CO: Centro Olimpico da UnB). O asterisco indica os sinais para as
amostras fortificadas.

A curva analitica para esta determinagao, dada na Figura 59, apresentou
uma boa linearidade (R = 0,994) sendo estimado um limite de detec¢éo de 0,04
mg L' (0,01 mg L' N), o qual esta bem abaixo do limite maximo estabelecido
pela legislac&o brasileira [70] para a concentragdo do ion em aguas naturais (1,0
mg L' N). Deve-se relatar, entretanto, que o ponto da curva referente ao ultimo
padrao de nitrito (0,20 mg L") ficou relativamente afastado do ajuste da curva.
Isto pode ter ocorrido devido a varios fatores como efeito de memoria, desvios
na lei de Beer [37], entrada de microbolhas na célula de fluxo que aumentam a
absorbancia ou até mesmo o preparo equivocado da solugdo. E importante
observar também que a variacdo das medidas, identificada pela barra de erro
deste ultimo ponto, foi maior, fato que pode corroborar com estes provaveis
fatores, os quais prejudicaram o ajuste do ultimo ponto da curva. Apesar do
grande desvio apresentado pelo ultimo ponto, percebe-se que ndo houve uma
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tendéncia da regressao linear acompanhar o ponto mais distante, mantendo o
melhor ajuste possivel, com boa linearidade. De fato, a curva analitica construida
excluindo-se o ultimo ponto apresenta a equacao y =-0,154 + 5,313x com R de
0,997, confirmando uma influéncia pouco significativa do referido ponto no ajuste

linear da curva analitica.
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0. R =0,99362
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Figura 59. Curva analitica para a determinagao de nitrito em amostras de aguas naturais apos a

pré-concentracdo do analito na coluna de troca ibnica Dowex 1X8, com concentragcdes de
NED/SAM de 1,0 e 7,0 g L', respectivamente.

A precisdo das medidas para quatro inje¢cdes do padrao de 0,10 mg L™ foi
estimada em 5,36%, a qual pode ser considerada aceitavel para o nivel de
concentracido medido e devido ao fato de todo o procedimento, da extragdo até

a detecgéo ter sido realizada em linha em um procedimento miniaturizado.

A exatiddo do procedimento foi avaliada por testes de recuperagao
realizados com trés amostras de aguas naturais — Corrego do Bananal (CB),
Lago Paranoé Estagdo de Tratamento de Aguas Sul (LPS) e Centro Olimpico da
UnB (CO) - cujos resultados sédo apresentados no fiagrama da Figura 59 e na
Tabela 8. Observa-se que as recuperagdes médias se mantiveram entre os
niveis de 95,8 a 100,8 %, mostrando um desempenho adequado do dispositivo
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se considerado que as amostras foram fortificadas em um nivel de concentragao

razoavelmente baixo (0,12 mg L).

Tabela 8. Recuperagdes médias para amostras de aguas naturais fortificadas com 0,12 mg L

de nitrito.
Amostra [NO2'1/(mgL"') [NOz]/(mgL"') [NOz2]/(mgL") = 1o
Nao fortificadas Fortificadas Diferenca Recuperagdo (%)
CB 0,041 + 0,006 0,156 + 0,001 0,115 95,8
LPS 0,042 + 0,032 0,160 + 0,002 0,118 98,3
Cco 0,078 + 0,021 0,199 + 0,002 0,121 100,8

Considerando que as amostras foram injetadas no dispositivo logo apos
a injecao dos padrdes, pode-se afirmar que o efeito de memaria foi bastante
reduzido ou inexistente, uma vez que os valores de recuperagcido obtidos nos

ensaios se aproximara muito de 100%.

Para a estimativa do fator de pré-concentragdo, sucessivas inje¢cées do
padrdao com 0,10 mg L' de nitrito foram realizadas e somente o eluido, sem
reagir com a solugao de Griess, era recolhido na saida do sistema. Apds recolher
2,0 mL da solugao eluida, procedeu-se com a mistura desse volume com 600 uL
do reagente de Griess na concentragdo supracitada e realizou-se a medida
espectrofotométrica em batelada. Da mesma forma, 2,0 mL de solucédo padrao
10,0 mg L' (solugdo ndo pré-concentrada) foram adicionadas a 600 pL do

reagente de Griess e a medida de absorbancia realizada em batelada.

O fator de pré-concentracido foi entdo calculado pela razdao da
absorbancia obtida para a solugdo pré-concentrada no microssistema em
relacdo a absorbancia da solugao nao pré-concentrada, chegando-se a um valor
de aproximadamente 4 vezes. Este fator de concentragao pode ser considerado
bastante elevado uma vez que o volume de amostra que efetivamente percola a
coluna durante o procedimento € de apenas 3,8 mL, enquanto em outros
procedimentos nao miniaturizados este volume é consideravelmente maior (da

ordem de centenas de mililitros).

Este resultado abre ainda a possibilidade de se aumentar a pré-
concentracao do analito, utilizando-se volumes maiores de amostra. Entretanto,

deve-se considerar que neste caso havera uma limitacdo pela proépria
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capacidade da coluna (saturagcado da fase solida) e que também a frequéncia

analitica devera ser diminuida para se alcangar tais objetivos.

E importante considerar também as caracteristicas mais atraentes dos
sistemas miniaturizados. A Tabela 9 lista algumas caracteristicas do ultimo
microssistema fabricado em relacdo a sistemas de analise em fluxo
convencionais. E possivel perceber que, devido ao tamanho miniaturizado, nos
sistemas PFIA, a vazdo costuma ser bem mais baixa, o que propicia um gasto
de reagente 68% menor em relacédo aos sistemas FIA. Isto é essencial quando
se manipula reagentes tais como NED/SAM, os quais apresentam elevada
toxicidade, com efeitos carcinogénicos [71]. Apesar disso, a frequéncia analitica
nos sistemas convencionais apresenta valores muito maiores, fato que ainda
torna as analises realizadas pelos sistemas miniaturizados deste trabalho

demoradas.

Tabela 9. Comparacgdo entre algumas caracteristicas dos sistemas FIA convencionais e dos

microdispositivos construidos neste trabalho.

Caracteristica FIA [59] MFIA*
Vazdo 1,5 mL min™’ 350 pL min™
Frequéncia Analitica 125 h*' 22 h'
Gasto de NED/SAM para 100 injecoes 72 mL 23 mL
Reducéo do volume gasto em % - 68%

*Sem considerar o tempo gasto para a pré-concentragéo.
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5.CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram a viabilidade de
utilizacdo de um microdispositivo fluidico a base de uretano-acrilato para
determinacbes fotométricas de analitos, utilizando um LED com dois
comprimentos de onda para corre¢ao do efeito Schlieren. Deve-se destacar que
a corregao proposta foi inovadora e que a mesma nao pode ser realizada
empregando-se as absorbancias medidas em um espectrofotdmetro comercial,
ao menos que ajustes matematicos sejam realizados para se igualar o sinal do

efeito Schlieren nos dois comprimentos de onda.

E possivel concluir também que os resultados obtidos para o
microssistema com coluna de troca idnica Dowex 1X8 foram promissores,
indicando a possibilidade de integragéo de colunas para extragao em fase sélida
a partir de um procedimento simples e eficiente. A viabilidade de utilizagao de
microdispositivos com coluna de troca ibnica para a extragcao em fase sélida de
espécies com posterior detecgcado fotométrica foi demonstrada, obtendo-se um
fator de pré-concentracao adequado para a determinagao de ions nitrito, a partir
de um volume reduzido de amostragem em relagdo a pré-concentragéo

convencional.

A proposta apresentada neste trabalho indica a possibilidade de elevar
a sensibilidade de determinagdes analiticas em microssistemas fluidicos,
diminuindo o consumo de reagente e amostras, bem como a geragao de
residuos. Adicionalmente, o sistema proposto € uma alternativa no que diz

respeito a utilizagdo de grandes volumes de solugdo para pré-concentrar o

analito, uma vez que o volume utilizado neste trabalho € de unidades de mililitros.

Com o objetivo de ampliar a aplicagdo dos microssistemas propostos,
estudos deverédo ser realizados para se otimizar as condigdes operacionais no
que se refere a determinagao fotométrica de ions metalicos. Alternativamente,
outras formas de deteccdo como as de espectroscopia atdmica poderao ser
utilizadas em conjunto com os microssistemas fluidicos com colunas de troca

idnica, proporcionando sensibilidades e seletividades ainda maiores.
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