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Resumo

TITULO: Estudo preliminar da deteccio de explosivos organicos utilizando a
tecnologia Lab-On-A-Chip

ALUNO: Lincoln Tassi de Miranda Furtado
ORIENTADORES: Annelise Casellato , DQI — Instituto de Quimica — UFRJ
Lucas Blanes, Faculdade de Ciéncias — UTS.

Desde o atentado terrorista as Torres GEmeas em Nova York, nos Estados Unidos da
América, em 11/09/2011, a necessidade de manter o controle sobre qualquer tipo de arma
quimica aumentou consideravelmente. Nesse ambito, 0s explosivos se destacam por estarem
presentes em atentados em massa, como carros e homens bomba. Os mais utilizados hoje em
dia sdo o trinitrotuleno (TNT), 2,4,6-trinitrofenil-N-metilnitramina (Tetril), trinitrobenzeno
(TNB) e o m-nitrotolueno (mNT). Dentre as técnicas utilizadas para a separacao e identificacéo
de explosivos, destacam-se a cromatografia liquida (CL) e a eletroforese capilar (EC). Ja em
relacdo a deteccdo, técnicas espectroscdpicas como a espectrometria de massas (EM) e a
deteccdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-VIS) sdo as mais exploradas, ambas acopladas
a alguma técnica de separacao. A EC ganhou popularidade dentre essas técnicas por ser rapida,
versatil e portatil. Equipamentos mais recentes que usam a tecnologia Lab-On-A-Chip (LOC)
permitem a identificacdo de compostos de natureza bioldgica através da EC em microchips.
Trabalhos na literatura mostraram a versatilidade dessa técnica ao detectarem ndo so
substancias como o acido desoxirribonucleico (DNA,) acido ribonucleico (RNA) e proteinas,
mas também outras substancias de interesse forense, como drogas e explosivos. Esse estudo
teve como objetivo otimizar a analise de 9 explosivos através do Bioanalyzer 2100. Para isso,
parametros como a composicdo do tampdo e o preparo da amostra foram estudados. Dos 9
explosivos, 8 foram detectados com consideravel resolucdo, apesar de nenhum estudo de
identificacdo dos picos ter sido feito. Isso sugere que a eletroforese capilar quando utilizada
com a tecnologia LOC (EC-LOC) tem potencial para ser uma alternativa a técnicas custosas e
laboriosas, como o CL-EM, incentivando estudos complementares para a finalizacdo desta

metodologia analitica.
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Introducéo

Desde o final do século XX, o uso de explosivos em acgBes terroristas vem se
intensificando, colocando essa classe de substancias sob os olhares da sociedade moderna por
questdes de seguranca. A midia global noticia com frequéncia ataques em massa feitos
aleatoriamente através do uso de veiculos-bomba, em que os explosivos sdo a ferramenta
fundamental para que a morte de milhares de civis tenha ocorrido ao longo dos ultimos anos.
(FAINBERG, 1992)

Infelizmente, é impossivel prever de onde e quando os ataques vem/serdo feitos, o que
torna qualquer sociedade vulneravel a eles. A fim de combater essa ameaca, por exemplo, a
Europa, alvo de alguns ataques, possui a Organizacdo pela Seguranca e Cooperacdo (OSCE,
Organization for Security and Co-operation in Europe), que tem como medidas bésicas
promover quadros juridicos internacionais, intensificar o treinamento de medidas anti-
terroristas, aumentar a vigilancia e seguranca de documentos de viagem, como passaportes e
vistos, promover politicas pablicas com parceiros que defendam a mesma causa, combater o
uso da Internet como ferramenta de promoc¢do do terrorismo, além de proteger suas
infraestruturas que provém energia, como nuclear e refinarias, por serem consideradas alvos

vulneraveis que podem causar sérios danos se atacadas. (FAINBERG, 1992, Police, 2005)

Ja a Policia Federal da Australia se diz comprometida em reforcar suas relagdes com
regides vizinhas a fim de combater o terrorismo por meio de leis internacionais, através de
treinamento e capacitacao na busca de novas maneiras de fazer esse combate. Outra organizagéo
preocupada com esse assunto € o FBI (The Federal Bureau of Investigation), nos Estados
Unidos, que enfatiza a importancia da cautela em lojas de varejo que comercializam explosivos,
sendo que todo comportamento suspeito de um consumidor deve ser reportado as autoridades,
evitando a preparacdo caseira de artefatos explosivos. De fato, todas essas medidas se difundem

em regides onde o terrorismo é considerado uma ameaca iminente. (Investigation, Police, 2005)

No Brasil, um pais fora do centro das atencdes de organizacdo terroristas, como a
AlQaeda ou Estado Islamico, a preocupacao € outra. Apesar dos explosivos serem considerados
produtos controlados, de acordo com o Decreto DEC 3.665/2000 (DECRETO DO
EXECUTIVO) 20/11/2000 (EXECUTIVO, 2000), ndo ha o devido controle efetivo por parte
do Exército e Policias Civis sobre a fabricacédo, venda e armazenamento dos mesmos. Assim,
vem sendo detectado o aumento de casos de explosdes de caixas eletronicos e agéncias
bancarias por todo o Brasil, sendo os principais alvos cidades do interior, como no Nordeste.
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Mesmo sem o intuito de ferir civis, esse tipo de atentado ao patriménio gera terror e inseguranca
na populacdo. A Policia Federal faz sua parte através de investigacdes de quadrilhas que

possuem esse comportamento, mas 0s acontecimentos sao recorrentes. (Mello, Sul, 2014)

Dentre os explosivos conhecidos, 0 mais antigo € a polvora negra negra. Desenvolvida
na China, a pélvora negra € uma mistura de nitrato de potassio, enxofre e carvdo, e o intuito da
sua producéo era produzir fogos de artificio, sinalizadores e armas de fogo. Depois passou a ser
utilizada com fins militares (foguetes, bombas e explosivos, todos lancados de catapultas) e
mais tarde em armas. Saindo da China para o Japdo, Europa e Mongolia, em 1249, a polvora
negra teve sua formulacao descrita pelo Frei Inglés Roger Bacon. Sete séculos depois, em 1831,
o inglés William Bickford desenvolveu um estopim de seguranca, tornando os dispositivos a

base de polvora negra mais préaticos e seguros. (Mello, 2014)

Participaram também o suico Christian Friedrich Schonbein e o italiano Ascanio
Sobrero, que, em 1848 descobriu a nitroglicerina, causando uma revolugdo nessa area, ja que
esse composto possui poder de explosdo muitas vezes maior do que o da pdlvora negra. Em
1863, o sueco Alfred Nobel, 0 mesmo responsavel pelo prémio Nobel, estabilizou o poder
detonante da nitroglicerina, patenteando o que seria a dinamite, um explosivo com 0 mesmo
poder de explosdo mas seguro o suficiente para ser comercializado. No século XX, explosivos
mais modernos foram desenvolvidos, como o TNT, muito utilizado na Primeira Guerra Mundial
e também como estopim da reacdo de explosdo da bomba atdmica de plutdnio. Hoje em dia é
usado para demolir construgcdes ou por empresas de mineragdo. Outros foram introduzidos na
Segunda Guerra Mundial, como a ciclotrimetilenotrinitramina (RDX, em inglés, Research
Department X), tetranitrato de pentaeritrina (PETN) e o Tetril. A Figura 1 mostra a estrutura
dos explosivos mencionados. (SENASP, Bellis, 2014)
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Figura 1: Estrutura quimica dos explosivos TNT, Tetril, PETN e RDX

Uma definicdo geral para uma substancia explosiva diz que ela é um sélido ou liquido
(ou até mesmo uma mistura) capaz, atraves de uma reacdo quimica, produzir gas em
temperatura, pressdo e velocidade suficientes para causar danos aos seus arredores
(Organization, 2014). Outros conceitos relacionados aos explosivos de relevante compreenséo

sdo:

e Explosdo: arrebentamento ou expansdo resultante de uma grande pressdo, causado
pela transformacdo de um explosivo por detonacéo, deflagracdo ou outra liberacdo de presséo
como a contida em um vaso de pressdo. (Chaffee-Cipich et al., 2013, Cesar, 2014)

e Detonacdo: fendmeno no qual uma onda de choque de alta energia percorre 0 corpo
de um explosivo causando a sua transformacdo em produtos mais estaveis, liberando grande
quantidade de calor. (Cesar, 2014, Chaffee-Cipich et al., 2013)

e Deflagracéo: auto-combustdo de um corpo, em qualquer estado fisico, que contém
em sua composicdo combustivel e comburente intimamente misturados em proporcao
adequada. (Cesar, 2014, Chaffee-Cipich et al., 2013)



e Combustdo: reacdo quimica rapida de um oxidante, como o0 oxigénio, com materiais
combustiveis, gerando luz e calor, atraves da producdo de gas carbdnico e/ou monoxido de
carbono e agua. (Cesar, 2014, Chaffee-Cipich et al., 2013)

Devido ao grande numero de explosivos diferentes disponiveis atualmente, algumas
classificacBes sdo propostas. Uma delas e feita de acordo com o tipo de perigo que o explosivo
pode gerar, como exposto na Tabela 1. (Bellis, 2014)

Tabela 1: Classificagdo de substancias explosivas quanto ao nivel de perigo gerado

Classe Descricdo

1.1 | Substéncias e artigos que geram explosdo em massa (aquela que afeta quase que

toda a regido de alcance instantaneamente);

1.2 | Substancias e artigos que possuem projecao discreta se comparada a uma explosao

€m massa.

1.3 | Substéncias e artigos que envolvam fogo e minima explosdo ou minima projecao
(ou ambas), mas ndo explosédo em massa, podendo ser:

(i) combustéo que gera aumento de calor por radiacéo; ou

(if) queimas consecutivas, produzindo minima explosdo ou minima projecdo (ou

ambas);

1.4 | Substancias e artigos que ndo apresentam nenhum perigo significativo: apresentam
apenas pequeno risco caso haja ignicao. Os efeitos sdo limitados ao recipiente que o
contém e a projecdo de fragmentos € minima. Um incéndio exterior oriundo dessa

substanica ou artigo ndo deve provocar explosao instantanea de todo o conteudo;

1.5 | Substéncias e artigos que sdo muito insensiveis a explosoes;

1.6 | Substéncias e artigos que sdo extremamente insensiveis a explosdes: contém apenas
detonadores insensiveis a explosdes e demonstram negligenciavel probabilidae de

causar algum acidente devido a acidental igni¢do ou acidental propagacéo.




Outras classificagOes usuais, mas néo oficiais, classificam os explosivos de acordo com
CESAR (2014):

e Aplicacdo prética
o Altos Explosivos

» Primarios: provocam a transformacdo de outros explosivos atraves da
detonacdo. Exige, inicialmente, ignicdo ou choque. S&o materiais muito sensiveis, que
explodem sob a acdo do fogo ou pelo impacto de um golpe. Usados geralmente em espoletas,
detonadores e espoletas de percussdo. Usualmente sdo sais inorganicos, como nitrato de
potassio.

= Secundarios: destinados a producéo de trabalho para a destruicdo pela acdo da
forca dos gases produzidos. Exigem detonacdo de um outro explosivo, detonavel por chama ou
choque. S&o materiais insensiveis ao choque mecénico e a chama, mas explodem com grande

violéncia quando ativados. Usualmente materiais organicos, como fulminato de sodio.

o Baixos Explosivos: Produzem um efeito balistico. Sua transformagdo € a
deflagracdo e o impulso inicial é a chama. Velocidade de transformacédo regular, interessante
para balistica. Simplesmente queimam ou deflagram. Liberam grandes volumes de gas de

combustdo. Podem ser organicos ou inorganicos.
e Combustéo

o Completa: sua queima gera COz e H20 e, em alguns casos, Ox.

o Incompleta: Sua queima também gera CO como subproduto.
e Composicdo Quimica (de acordo com suas funcdes)

o Nitrocompostos;

o Esteres nitricos;

o Nitroaminas;

o Derivados dos &cidos clorico e perclérico;

o Azidas;

o Sais como cloratos, percloratos e nitratos;

o Compostos capazes de produzir exploséo (fulminatos, acetiletos, compostos ricos

em N [tetrazeno], peroxidos, ozonideos, etc.).
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Figura 2: Formulas estruturais de classes de compostos usados em explosivos

PLETS (Plets, 1953) prop6s a teoria dos explosoforos, grupamentos estruturais que

conferem capacidade de explosao. Esses grupos foram classificados em 8 classes, a saber:

e -NO; e -ONOz em substancias organicas e inorganicas;

e -N=N- e -N=N=N- em azidas organicas e inorganicas;

e -NX3 (X= halogénio);

e -N=C- em fulminatos;

e -OCIO2 e -OCIO3 em cloratos e percloratos organicos ou inorganicos;

e -0-O- e -0-0-0- em perdxidos e ozonideos organicos e inorganicos;

e -C=C- no acetileno e em acetiletos metalicos;

e M-C em alguns compostos organicos contendo metal ligado a carbono.

O principio de toda explosdo, independente de sua magnitude, € o0 mesmo. Para que ela

ocorra, é necessario a presenca de trés elementos: combustivel, oxidante e meios de ignicéo,

que seriam as substancias explosivas. Todo material explosivo queima muito rapido, liberando

grandes quantidade de gas a determinada temperatura, pressao e velocidade num curto espago
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de tempo. Todos esse gas concentrado se expande rapida indefinidamente, ocupando a &rea ao
seu redor devido a pressdao que o confinava. Isso é capaz de gerar destruicdo nos entornos da

area em que a explosédo ocorreu. (Documentary, 2014)

Apos a exploséo, a area ao redor da mesma estara contaminada e necessitara de posterior
remediacdo, uma vez que o conteddo residual pode ser toxico tanto para o ser humano, quanto
para a vegetacdo (se houver). Para fazer isso de forma rapida, eficiente e segura, a
caracterizacdo precisa dos residuos da explosdo € necessaria. (Organization, 2014,

Documentary, 2014)

E importante ressaltar a diferenca entre explosivo e a substancia quimica responsavel
pela explosdo. Analogamente a um farmaco sélido, em que existe o principal componente do
remédio (o principio ativo) cercado de outros componentes como a capsula gel, ou a goma de
fixacdo, um explosivo possui uma substancia de alto poder detonante responsavel pela explosao
envolto em um material que contém outros componentes, como o pé de "flash” (p6 de aluminio
ou magnésio unido a um oxidante, como o perclorato de potassio), mistura ANFO (nitrato de
amonio e 6leo combustivel) e elementos de pirotecnia, como os usados em fogos de artificio.
Esse tipo de material deixa consideravel quantidade de residuos inorgénicos durante a
deflagracdo. (Cesar, 2014, Organization, 2014, Bellis, 2014)

A habilidade na hora de remover os residuos deixados nas superficies dos arredores é
vital para a posterior deteccdo dos componentes do explosivo. Tracos de explosivos aderem
facilmente as méos e aos equipamentos dos investigadores e subsequentemente sdo transferidos
para roupas, veiculos e outras superficies. A determinacao dos cations presentes, como aménio,
monometilamdnio e potéssio, e de anions, como cloreto, nitrato e perclorato é de extrema

importancia para a identificacdo da natureza dos explosivos. (Cesar, 2014)

Explosivos sdo conhecidos como substanicas de dificil anélise. Alguns dos fatores séo
a alta pressdo de vapor, fazendo com que elas se volatilizem rapidamente; composicao externa,
gue diminui ainda mais essa pressdo de vapor e ainda cobre os materais explosivos, bloqueando
0 escape desses vapores; baixa estabilidade térmica, levando-os a degradacdo na maioria das
técnicas atuais, como cromatografia gasosa (CG); e presenca de interferentes que geram
resultados falso-positivos. (Moore, 2004)



Diversas técnicas foram utilizadas até hoje para a identificagdo de explosivos. Desde 0s
anos 70 a cromatografia idnica vem sendo utilizada para detectar &nions, como nitrito, nitrato,
sulfato, sulfito, tiocianato, e cations, como potassio, sddio e amoénio, em cenas de crime onde
houve uma explosdo. Esse metodo se baseia no uso de duas colunas com trocadores i6nico
fortes, seguidos de uma membrana que neutraliza o poder idnico do eluente, permitindo a
detec¢do apenas dos ions. Entretanto, o trabalho de encontrar uma combinacdo de fase movel e
estacionaria que atendesse grande parte dos explosivos era arduo, e as analises ndo chegavam

a ser eficientes para a identificacdo do explosivo. (McCord et al., 1994)

Em CG, alguns explosivos como nitroglicerina (NG), etileno glicol dinitrato (EGDN),
dinitrotolueno (DNT), TNT, PETN, e RDX foram detectados em misturas em que seus niveis
eram muito baixos utilizando-se métodos de extracdo em fase sélida, pré concentracdo e
extracdo em fluido supercritico. Apesar dos explosivos terem sido detectados, o volume de
injecdo de amostra utilizado era muito grande. (Cascio et al., 2004)

Ja em CL, uma técnica bastante abrangente, muito tem sido feito em relacdo aos
explosivos, principalmente com o objetivo de reduzir esse volume de injecdo, produzindo

métodos mais rapidos. (Cascio et al., 2004)

Com o passar dos anos, a tecnologia dos detectores e qualidade das resinas usadas como
fase estacionaria foram aprimoradas, facilitando a analise, aumentando sua eficiéncia. Mesmo
assim, tal técnica ainda precisa de uma técnica de confirmacao, ja que a difracdo de raio-x ndo
era sensivel o bastante para identificar os mesmos compostos encontrados nas técnicas
cromatograficas. Para que a confirmacao fosse feita, cientistas usavam outra configuracdo de
sistema cromatografico,como por exemplo outra coluna ou outra fase mével. (McCord et al.,
1994)

Métodos utilizando a absorcao na regido do infravermelho foram desenvolvidos a fim
de se identificar e quantificar explosivos através de bandas de absor¢do de grupos como NO..
Porém, espectros de infravermelho de moléculas grandes ndo sdo de facil compreensdo, além
dos explosivos se decomporem ao longo dessa analise, originando outros compostos que

interferem na analise (Moore, 2004).

A espectroscopia por Raman também foi utilizada com excitagdes na regido de 1064
nm, a fim de minimizar complicacGes por fluorescéncia, mas mais uma vez o aguecimento da

amostra foi detectado como problema, apesar de alguns dipositivos terem sido utilizados em



campo devido as suas portabilidades. Essa técnica s seria eficaz se, juntamente a ela, métodos
de ressonancia ou melhoria de superficie fossem utilizados, dificultando a interpretagcdo dos
resultados e a tornando mais cara. (Moore, 2004, Badjagbo and Sauvé, 2012, FAINBERG,
1992)

Mesmo com esses avangos, essas técnicas ainda possuem baixos limites de deteccéo,
analises longas, baixa seletividade e pouca portabilidade, e por isso outras duas técnicas vém

se destacando na deteccdo de explosivos: a EM e a EC.

A primeira se destaca basicamente pela sua seletividade de analise devido ao método de
ionizacdo. Uma variedade de métodos ja foi utilizada, como a ionizacdo por impacto de
elétrons, electrospray, ionizacao quimica a pressao reduzida e atmosférica, fotoionizacéo, entre
outros. Estudos mostraram que uma técnica de separacdo, como as cromatograficas, em
associacdo com um espectrometro de massas acoplado a um sistema de ionizacéo por ESI ou
APCI sdo muito eficazes na deteccdo de tracos de explosivos em agua, por exemplo. Entretanto,
nem todas as espécies sao detectadas facilmente, necessitando um estudo mais aprofundado de
acordo com o alvo da andlise. (Moore, 2004, McCord et al., 1994, Cesar, 2014)

Com a chegada da EC, a andlise de cations e anions ficou mais facil devido ao
mecanismo de separacao aplicado. Essa técnica usa diferenca de condutividade para identificar
0s ions presentes, deixando a técnica muito mais abrangente, diferente da cromatografia idnica,
que depende de uma complexa interacdo entre o explosivo e a fase estacionaria. A partir dai, as

duas técnicas passaram a ser usadas como complementares nesses casos (Hargadon, 1992).

A EC ganhou forga nos altimos 20 anos por se apresentar como uma técnica alternativa
a CL para a analise de explosivos, gracas a sua eficiéncia, agilidade, versatilidade e
miniminizacdo de recursos, como amostra e solventes. Devido a essas propriedades, a EC teve
investimentos para se tornar uma técnica portatil, podendo ser realizada em campo, onde se
encontram os residuos de um explosivo apés sua explosdo. (Lloyd et al., 2011, Sarazin et al.,
2010)

Essa técnica é baseada na velocidade de migracdo de diferentes espécies quimicas
carregadas sob a influéncia de um campo elétrico de corrente continua, podendo ser usada na
deteccdo de diversos tipos de compostos, como ions inorganicos, compostos bioldgicos

(aminodcios, vitaminas) e drogas. A velocidade de migragdo, mencionada anteriormente, é



proporcional a carga idnica do analito e inversamente proporcional aos fatores de retardamento
por atrito. (Pumera and Wang, 2002, Skoog, 2009)

As injecdes sao feitas na presenca de solucdo tampéo através da aplicacdo de uma forte
diferenga de potencial por meio de um par de eletrodos localizados em cada extremidade do

sistema, como mostra a Figura 3.

Sistema de aquisi¢do

Capilar

i Amostra

%,

Citodo

Solugdo de eletrolitos

Figura 3: Representacéo esquematica da técnica EC (Bonato et al., 2005)

A EC é considerada rapida, menos trabalhosa, com maior resolu¢do, menor consumo de
amostra e solvente, e mais automatizavel quando comparada a eletroforese em gel, técnica de
mesmo principio. Outra vantagem é o fato da deteccdo ao final da analise poder ser quantitativa

de forma eficiente, o que ndo ocorre na em gel. (Skoog, 2009)

Junto com os analitos, o tampdo também se desloca em dire¢do ao catodo de acordo
com a diferenca de potencial aplicada, gerando o que é chamado de fluxo eletrosmético. 1sso
sO ocorre devido a presenca de uma dupla camada elétrica na interface capilar/solucédo. A parede
interna do capilar é composta basicamente por silica, carregada negativamente uma vez que 0s
grupos silanodis (Si-OH) estdo ionizados. Os cétions do tampdo, que estdo solvatados, sdo
empurrados de acordo com a diferenca de potencial aplicada, se movendo e, consequentemente,
arrastando o solvendo junto com eles, de forma diferente quando comparado ao fluxo

pressurizado, como mostra a Figura 4 (Skoog, 2009, Bonato et al., 2005).
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Figura 4: Comparacao entre o aspecto do fluxo pressurizado e fluxo eletrosmético (Bonato et al., 2005)

Existem basicamente dois tipos de injecGes na EC: a eletrocinética, e a por pressdo. Na
primeira, o eletrodo é introduzido no recipiente contendo a amostra, e a diferenca de potencial
¢ aplicada, introduzindo a amostra no capilar através da migracdo ionica e do fluxo
eletrosmético; Na segunda, ocorre a aplicacdo de uma diferenca de pressdo, que direciona a

solucdo que contém a amostra para dentro do capilar como um todo. (Skoog, 2009)

A fim de tornar a EC mais abrangente, TERABE (Terabe et al., 1985) prop6s a
cromatografia eletrocinética micelar (em inglés, Micellar electrokinetic chromatography,
MEKC), permitindo que espécies neutras, como explosivos nitroaromaticos e outras espécies
nitradas, fossem separadas tdo bem quanto as espécies carregadas. A diferenca béasica entre a
EC e a MEKC é a presenca das micelas, formadas por moléculas que possuem uma cauda
formada por hidrocarbonetos de cadeia longa, e um grupo polar na outra extremidade. Em
solucdo aquosa, ao atingirem a concentracdo micelar critica, formam agregados ibnicos capazes
de agregar a sua estrutura espécies ndo carregadas presentes na amostra. O destaque é dado ao

surfactante dodecil sulfato de s6dio, mais conhecido como SDS. (Pumera, 2006)

Uma técnica que foi beneficiada por esse avango foi a EC em microchip, conhecida
como EC-LOC. A expressdo Lab-On-A-Chip pode ser atribuida a qualquer dispositivo que
integre uma ou mais fungdes de analise num Gnico chip de tamanhos variados (mm? ou cm?),
funcBes que sdo comumente exercidas em laboratorios por equipamentos diferentes. Sdo
considerados sistemas microeletromecanicos, capazes de realizar analises com quantidades

minimas de volume, da ordem de pL. (Manz et al., 1990)

LOCs sdo oriundas principalmente da necessidade de se obter resultados mais confiaveis
em relacdo a sensibilidade e a resultados falsos positivos obtidos devido a presenca de
interferentes. Além disso, a crescente necessidade de desenvolver dispositivos portateis para a
determinacdo de substancias especificas, como DNA, anfetaminas e explosivos, impulsionou o

desenvolvimento dessa técnica juntamente a EC (Manz et al., 1990, Lloyd et al., 2011).
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Hoje em dia, o LOC é considerado uma técnica portatil, com geracdo minima de
residuos e pequena quantidade de amostra necessaria, além de possuir curto tempo de analise,
facil integracdo com outras técnicas, automatizavel, segura e de baixo custo. (Lloyd et al., 2011,
Verpoorte, 2002, Pawell et al., 2013). Entretanto, apesar de trazer consigo todas essas
vantagens, é uma técnica nova que precisa ser aprimorada. Além disso, é suscetivel a efeitos
fisico-quimicos, como capilaridade e dureza de superficies. (Collins et al., 2006, Vickova et al.,
2006)

O sistema do Bioanalyzer 2100, com o objetivo de promover a separacdo eletroforética
de DNA, RNA e proteinas, € um dispositivo compacto, portatil, robusto (mantém o
equipamento funcionando entre 5 e 40 °C), provendo resultados com alta qualidade digital.
Seus principios basicos sdo a eletroforese e o citometria de fluxo. O primeiro deles acabou
ganhando forca ndo s6 na deteccao das espécies mencionadas, como também na de explosivos
e anfetaminas (Lloyd et al., 2011, Nitsche, 2002, Yetisen AK, 2011, Collins et al., 2006, Brena
et al., 2006).

Outra vantagem explorada do Bioanalyzer 2100 é sua capacidade de medir a
fluorescéncia de compostos marcados previamente, devido ao seu sistema de detec¢do LED-
LIF/LIF, em que LED significa Light Emitting Diode (em portugués, Diodo Emissor de Luz),e
LIF siginifica Laser-induced fluorescence (em portugués, Laser de inducéo por fluorescéncia).
(Preckel et al., 2002). Esse sistema de deteccdo foi projetado pois o alvo principal do
equipamento eram células e seus componentes que pudessem possuir fluorescéncia apds serem
marcados, como o éster de acetoximetilo, ou até mesmo a GFP (green fluorescent protein, em
portugués, proteina verde fluorescente), fluorescente quando estimulada por radiacdo. (Nitsche,
2002)

O tipo de pigmento utilizado depende nédo s6 do tipo de célula envolvida, como também
dos componentes de deteccdo do sistema. Esse sistema é constituido por um diodo de LED azul,
com janela de deteccdo entre 510 e 540 nm, enquanto o diodo de laser vermelho possui janela
entre 590 e 650 nm. Moléculas do pigmento, inicialmente misturadas a solucdo tampdo, se
misturam a solugdo contendo a amostra através dos canaliculos do microchip, tornando-se
passiveis de deteccdo através do sistema de fluorescéncia do Bioanalyzer 2100. (Nitsche, 2002,
Collins et al., 2006)
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Os microchips utilizados no Bioanalyzer 2100 s&o idénticos ao apresentado na Figura
4. Fabricados a partir de vidro Lime Soda (mesmo nome em portugués, compostos por 6xidos
de silica, sddio, calcio, magnésio, aluminio e potassio), seus canaliculos, com profundidade de
10 mm, espessura de 50 mm e separacdo entre canais de 15 mm, podem conectar até 12

amostras com as solugdes da andlise, contendo o tampéo e o pigmento. (Lloyd et al., 2011)

Figura 5: Chip utilizadocom o Bioanalyzer 2100. Aspecto e esquematiza¢do do chip de vidro (Lloyd et al.,
2011)

Muitos fatores podem interferir na analise do Bioanalyzer 2100, causando alargamento
dos picos e reduzindo a eficiéncia da separacdo. Por exemplo, o comprimento da regido de
injecdo, a largura do detector, difusdo longitudinal (como ocorre na CL), a intera¢do do analito
com a parede do capilar, efeito Joule e dispersao eletromigratéria. Algumas vantagens da EC-
LOC provém da geometria de seus canaliculos, que possibilita a dissipacéo eficiente do calor,
gerado pela passagem da corrente elétrica, conhecida como Efeito Joule. Esse aumento de
temperatura gera um gradiente de temperatura na solugdo tampao que, consequentemente,
influencia pardmetros da solugdo como condutividade, viscosidade e sua difusdo pelo capilar.
Esse aumento pode ser expressivo a ponto da alta resisténcia elétrica ndo resistir, gerando o
alargamento das bandas. (Knox and McCormack, 1994, Zhu et al., 2012, 2006)

O fluxo eletrosmético também pode influir na analise, ja que possui um perfil radial
constante de velocidade, ndo contribuindo para o alargamento das bandas, muito comum em
CL, em que o fluxo é pressurizado e seu perfil € parabolico (vide Figura 4, pg 11). O tampéo é
outro fator influente nesse aspecto, uma vez que dependendo do seu valor de absorbancia no
comprimento de onda selecionado para a anéalise, pode interferir na deteccdo do analito alvo.
(Zhu et al., 2012)
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Caso isso ocorra, é interessante o uso de aditivos, que atuem basicamente em quatro
situacOes: alterando a mobilidade do soluto ou o fluxo eletroosmético; diminuindo o efeito de
matriz; e reduzindo a interacdo com a parede do capilar. Caso esse aditivo seja um surfactante,
como o SDS, sua concentracdo influencia a eficiéncia da analise, pois ela pode gerar sobrecarga
térmica. (Tavares, 1997, Knox and McCormack, 1994)

E visando essas possiveis interferéncias que esse trabalho se dedica a otimizar o0 método

de anélise de explosivos através de um sistema EC-LOC, como o Bioanalyzer 2100.
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Objetivos

Objetivo Geral

Utilizar a técnica EC em microchip para detectar e identificar explosivos.

Obijetivos Especificos
e Detectar os explosivos através de injecdes contendo padrdes diversos;
e Variar parametros de andlise, tais como composi¢do do tampéao (pigmento da
anélise, componentes e suas concentragdes) e concentragcdo da amostra, a fim de
otimizar a resolucdo dos sinais no eletroferograma;

e Desenvolver uma metodologia de reutilizagdo do chip.
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Materiais e Métodos

Reagentes

Solucdes padrdo de TNT, Tetril, TNB, m-NT, 2,4-Dinitrotolueno (2,4-DNT), m-
Dinitrobenzeno (m-DNB), 3,4-Dinitrotolueno (3,4-DNT), 2-amin-4,6-dinitrotolueno (2amin-
DNT) e 4-amin-4,6-dinitrotolueno (4amin-DNT) foram usadas como amostras testes, todas
com concentracao de 1.0 mg/mL em acetonitrila. O tampdo foi constituido por borato de sodio
(Borato de sodio, Na:B4O7-10H.0), SDS e solucdo pigmento (Kit para Analise de DNA).
Hidroxietil celulose (HEC) também foi utilizada como um aditivo do tampao em alguns testes.
A &gua utilizada para a preparacdo do tampdo foi ultrapura, gerada por um sistema de
purificacdo de dgua Sartorius (18.2 mQ).

Instrumentacao

Todos os experimentos foram realizados usando o sistema Agilent 2100 Bioanalyzer™
e seu software Agilent 2100 Expert, localizado no laboratério de Quimica Forense da
Universidade de Tecnologia de Sydney, Australia. A detec¢éo foi feita por uma luz de led que
detecta a fluorescéncia vermelha das substancias analisadas (590 — 650 nm). O chip utilizado
foi o DNA 500, tambem adquirido da Agilent Technologies.

Preparo do Tampéao

O preparo do tampéo foi feito em duas etapas. A primeira delas envolveu o preparo de
uma solucédo T1, contendo Borato de sédio (concentracao variavel de acordo com o experimento
— vide Tabela 2) e SDS 50 mM. Para isso, o SDS foi solubilizado totalmente com a menor
quantidade possivel de agua ultrapura. Em seguida, adicionou-se o sal e agua ultrapura com
quantidade suficiente para atingir as concentracfes desejadas de Borato de sddio e SDS. Em
seguida, essa solucdo foi filtrada com uma membrana de 0,2 um, permaneceu em banho

ultrassénico por 5 min e teve seu pH verificado apds essas etapas, finalizando o preparo de T1.

A fim de se preparar T2, a solucao que de fato foi transferida para o chip, transferiu-se
para um eppendorf a solucdo de pigmento, e o volume foi completado com a solucdo T1 a fim
de se obter a concentracdo desejada de pigmento (vide Tabela 2). Foi nesse estagio de preparo

que também, por duas vezes, foi adicionada a solugédo de HEC.
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Preparo das Amostras
Todas as amostras analisadas foram padrfes comerciais de explosivos em acetonitrila.

As amostras foram diluidas em agua, em solucdo de Borato de sodio, e em solucédo de Borato
de sddio contendo SDS.

Outro parametro que que foi avaliado foi a concentracdo das amostras, sempre dentro
da faixa de 10 a 100 ppm.

Preparo do chip

Introduziram-se 9 uL de T2 na posi¢do C4 do chip com o auxilio de uma micropipeta
de preciséo. O chip foi acoplado ao dispositivo de suporte do kit, que continha uma seringa
capaz de difundir a solugdo tampé&o ao longo do chip. Essa seringa, entdo, foi pressionada sobre
o chip e travada, mantendo a pressdo por 45 segundos. Apds esse intervalo, a seringa foi

destravada até que seu émbolo voltasse a posicao inicial (antes de pressiona-lo).

Figura 6: Esquematizacao do chip
Para finalizar o preparo do chip, 9 uL de solugéo tampéo T2 foram adicionados em todas
as posigoes da coluna 4, e 9 uL das amostras foram adicionadas nas posi¢des de 1 a 12. Caso

ndo houvesse 12 amostras para serem injetadas, as outras posi¢des eram preenchidas com 9 uL
de solugéo T1.
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Injecdo

Ao preparar 0 equipamento para realizar a injecéo, o eletrodo do equipamento foi seco
com um lenco de papel suavemente. Em seguida, o chip foi acoplado a sua respectiva posi¢édo
no Bioanalyzer 2100. Fechou-se o compartimento e deu-se inicio a injecao através do software
do equipamento. Ao final de cada injecdo foi possivel extrair eletroferogramas para posterior

analise através do mesmo software.

Ao remover o chip do equipamento, 0 mesmo foi lavado, assim como o equipamento.
Para esse segundo procedimento, um outro chip, especifico para a lavagem, foi preenchido com
MilliQ e acoplado a posicdo do chip no equipamento. Apés 30 s, o chip foi removido e 0s
eletrodos foram secos com um outro lenco de papel e o equipamento estava pronto para a
proxima injecao.

Otimizagdo do Método

O tampéo e as amostras usadas tiveram parametros variados ao longo dos experimentos
realizados para a otimizacdo do método. O tampdo teve sua composi¢cdo e concentracdo
variados, enquanto as amostras tiveram diferentes solventes de diluicdo e diferentes

concentragdes. Outro fator analisado foi o reaproveitamento do chip.

A Tabela 2 lista como todos os parametros foram variados ao longo da otimizacao.
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Tabela 2: Parametros estudados durante a otimizacdo do método

Parametros

Injecdo Composig¢ao do tampao Composi¢do da amostra Intrumento
Composicdo pH | Pigmento DNA (%) | Numero de explosivos | Diluicdo daamostra | Concentragdo dos explosivos (ppm) | Condigdo do Chip
T — : enn s
50mM SDS ’ . em ovo
3 9,2 1.5 9 em solugdo de BorNa 10 Novo
4 10 mM BorNa + 9,2 1.5 9 emT1 100/50/ 25 Novo
5 50 mM SDS 9,2 2.0 9 emT1l 50 Novo
6 lomMBorNa+ o, 2.0 9 emT1 50 Novo
50 mM SDS + 1% HEC ’ )
10 mM BorNa +
7 9,2 2.0 9 emTl 50 Novo
50 MM SDS + 0.1 % HEC
10 mM BorNa + .
8 9,2 2.0 9 em agua 50 Novo
50 mM SDS
9 Idem Injegdo 5 Usado

*A sigla BorNa é referente ao borato de sédio, usada apenas nessa tabela.
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Limpeza do chip

Buscando minimizar o custo de andlise atraves do reaproveitamento do chip, a eficacia
do mesmo foi avaliada apds a aplicacdo de uma metodologia de limpeza. Esse procedimento
foi feito imediatamente apo6s a analise. O chip foi removido do Bioanalyzer 2100 e rinsado
abundantemente com &gua da torneira, e em seguida com agua MiliQ. Todos o0s experimentos

foram realizados em Sydney, Australia, aonde a agua da torneira é considerada potavel.

De forma cautelosa, todas as posic¢des do chip foram secas com ar comprimido. A fim
de avaliar a eficiéncia da secagem, o chip foi colocado contra a luz e em frente a uma superficie
escura, 0 que auxiliou na observacdo dos canaliculos do chip. Se esses canaliculos ainda
aparecessem por completo, o chip poderia seguir para a proxima etapa de limpeza; caso

contrario, era descartado.

Apds esse primeiro procedimento, todas as posi¢cdes do chip foram preenchidas com
solucdo de hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 M com o auxilio de uma pipeta de precisdo. Elas
eram preenchidas até o topo, exceto a posicdo C4. Nessa posic¢do, era acoplado um sistema de
vacuo, que la& permanecia por 15 min. Apos esse intervalo, o chip foi lavado novamente com

agua da torneira e agua MiliQ.

Em seguida, foi novamente acoplado a posi¢cdo C4 do chip um sistema de vacuo,
enquanto as demais posicOes do chip foram preenchidas com agua MilliQ. Ap6s permanecer
sob vacuo durante 15 min, o chip foi lavado com agua da torneira, seco com ar comprimido e

pode ser utilizado para a realizacao dos testes de sua eficiéncia.
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Resultados e Discussao

A andlise de nove explosivos (TNT, Tetril, TNB, m-NT, 2,4-DNT, m-DNB, 3,4-DNT,
2amin-DNT e 4amin-DNT) por EC foi avaliada atraves do Bioanalyzer 2100. As primeiras

condicdes estudadas sao idénticas as discutidas por PHIL (Pesenti et al., 2014).

Hs CH3 CH
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Figura 7: Estrutura quimica dos nove explosivos utilizados

No que se refere ao tampao, diversas condi¢cdes foram testadas durante os experimentos
realizados, variando-se a concentracdo de componentes como o0 Borato de sodio e o pigmento.
A concentracao de SDS foi mantida em 50 mM em todos os experimentos, e a diluicdo durante
0 preparo do tampdo era sempre feita em em agua. Se necessario, o pH do tampao era corrigido

com solucdo saturada de acido bérico recém preparada, a fim de atingir pH 9,2.
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O Borato de sodio é comumente utilizado como eletrélito em tampdes de aplicagdo em
EC. Como a mobilidade eletroforética do soluto depende intimamente do pH do eletrélito, a
mobilidade efetiva depende do controle desse pH, que pode ser feito através da escolha de uma
solucdo tampdo adequada, influenciando a separacdo dos solutos. J& o SDS, por ser um
surfactante, forma agregados ionicos com suas extremidades carregadas negativamente em
contato com o soluto que passa pelo canaliculo do chip. Dessa forma, o tampédo também é
arrastado para o eletrodo negativo, mas como uma velocidade reduzida, devido a presenca da
cauda apolar do SDS. Ao interagir com os analitos alvo, esses se distribuem entre a fase aquosa

e a fase micelar do tampéo, auxiliando a separa¢cdo dos mesmos.

O tampdo possui sua propria condutividade, ja que sua fluorescéncia é detectada devido
a presenca do pigmento. Quando um explosivo passa pelo ponto de deteccdo, a condutividade

da mistura diminui, originando o pico. Esse método é chamado de detec¢do indireta.

Para essa primeira injecdo, tanto as posi¢cdes C4 e Al do chip foram preenchidas com a
solucdo T2. A posicdo C4 é posicdo de dispersdo do tampdo, como pode ser visto na Figura 5.
Todas as outras posi¢des do chip sdo direcionadas para a C4, e sdo detectadas no meio do
caminho. Ao inicio da injecdo, uma diferenca de potencial é aplicada entre as posi¢cdes A4 e
C4, fazendo com que a solucdo T2 corra nessa direcao. Em seguida, outra diferenca de potencial
é aplicada, mas dessa vez ente as posi¢cdes Al (A2, A3, uma por vez) e C4, direcionando a
amostra para C4 tambeém. Ao atingirem o ponto de interse¢do (marcado em vermelho na Figura
7-B, pg 23), parte da amostra é arrastada em direcdo a posicdo C4, sendo detectada no meio do
caminho (proximo a regido marcada em azul na Figura 7-B, pg 23), produzindo o

eletroferograma.

22



'\\. -. _ - .H:\-‘ . - b -.
PN OSSN O

| | | | | | |
\ov/ \p2/ \py/ \pa/

a &

C -
’I
#
“f
,
J"r
—F e
A
| '
B¥ B2
:“ ' >
-
2oy
Cﬂ\{‘\ c2
— ] \.‘ o —
\'\
L
., .
L
\\
\\

Figura 8: Esquematizacéo da injecdo. A) Lavagem da separac¢do de canais. B) Arraste da amostra para o

ponto de detec¢do. C) Intersecdo entre amostra e T2. D) Captura da amostra para deteccéo.
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Figura 9: Eletroferograma da Injecdo 2, contendo apenas o T2 na posi¢do Al do chip, representando a
linha de base

Como pode ser visto na Figura 8, a linha de base foi detectada sem interferéncias
relevantes e pouco ruido. Em uma analise inicial, uma mistura contendo quatro explosivos
foram injetados na primeira injecdo (TNB, TNT, Tetril e 3,4-DNT) como forma de teste
preliminar. As condigdes de preparo do tampdo e da amostra para todas as injecOes estdo
listadas na Tabela 2. A composicao do tampdo usado foi uma solu¢do de 50 mM de Borato de
sodio e 50 mM de SDS. O pH era 9,2 (assim como para todas as outas inje¢6es) e a concentracdo
do pigmento era de 1,5 %. A diluicdo da amostra foi feita em T1 afim de se atingir concentracédo

dos explosivos igual a 10 ppm. O chip utilizado nessa injecéo era novo.
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Figura 10: Eletroferograma da Injecao 1, contendo TNB, TNT, Tetril e 3,4-DNT na posi¢do Al do chip
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Para esses compostos, 0 espectro apresentou quatro picos bem resolvidos que
representam a diferenca de condutividade entre o tampé&o puro (linha de base) e na presenca de
cada explosivo ao ser detectado. Nenhuma analise de identificacdo dos picos foi feita durante

esse trabalho.

Apos a realizacdo do teste com a mistura de 4 explosivos, a segunda injecdo foi feita
com uma amostra contendo 9 explosivos, sendo TNT, Tetril, TNB, m-NT, 2,4-NT, m-NT, 3,4-
NT, 2-amin-4,6-NT e 4-amin-4,6-NT adicionados no ponto de detec¢do A2 do chip. O ponto
de deteccao Al continha apenas o tampdo. A Figura 10 apresenta o eletroferograma obtido da

injecdo contendo 9 explosivos.
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Figura 11: Eletroferograma da Injecéo 2, contendo TNT, Tetril, TNB, m-NT, 2,4-DNT, m-DNB, 3,4-DNT,
2amin-DNT e 4amin-DNT na posi¢do A2 do chip

A presenca dos 9 explosivos fez com que a linha de base se tornasse irregular, e 0s picos
ndo puderam ser identificados claramente. Isso sugere que os pardmetros estabelecidos nessa
injecdo (composicao de T2, pH, concentracdo do pigmento, concentracdo dos explosivos e
diluicdo dos mesmos) ndo foram eficientes para separar os 9 compostos, ao contrario do

observado na analise dos outros quatro anteriormente.

A fim de buscar melhor resolugdo para 0s nove picos, tentou-se ao invés de diluir o as
amostras na solucdo tampao, diluir apenas em solucao de Borato de sodio, para diminuir o efeito
Joule na amostra. Esse efeito é resultado da passagem da corrente elétrica atraves da solucao

tampdo quando uma voltagem e aplicada a mesma. O campo elétrico gerado aquece a solugéo
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a ponto de criar gradientes de temperatura no tampao, alterando o fluxo eletroforético ao longo

da secdo capilar, difundindo a separagdo das moléculas (Zhu et al., 2012, 2007).
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Figura 12: Eletroferograma da Injecéo 3, contendo TNT, Tetril, TNB, m-NT, 2,4-DNT, m-DNB, 3,4-DNT,
2amin-DNT e 4amin-DNT na posi¢do Al do chip

A Injecdo 3 (Figura 11), que possui suas amostras diluidas em tampdo, revela um
consideravel decréscimo de toda a condutividade da amostra, tornando impossivel o
reconhecimento de qualquer pico. Dessa forma, a diluicdo das amostras tende a ser mais
apropriada em solucdo de Borato de sddio com SDS do que em apenas Borato de sodio. A fim
de confirmar essa premissa, a Injecéo 4 foi feita em trés diferentes concentracfes de amostra:
25, 50 e 100 ppm. Outra mundanca nessa injecao foi a concentracao da solucdo de Borato de

sodio no tampdo (10 mM ao invés de 50 mM).

E interessante observar a presenca de um pico para cima na Injecdo 3 (Figura 11), o que
ndo era esperado. Como mostrado na Figura 10 (pg. 24), os picos referentes aos explosivos sao
devidos a uma detecc¢do indireta, ou seja, ha um decréscimo de condutividade da solugdo que
contém o pigmento quando o explosivo esta presente. A presenca de um pico positivo sugere
gue outra espécie em solucdo foi detectada também, ou até mesmo interagiu com o pigmento
em solugdo, como por exemplo o ion sodio ou o ion borato. Outra sugestdo é a ma formacgéo da
dupla camada elétrica pelo SDS e pelo capilar, mesmo que pontual, interferindo no fluxo
eletrosmatico do tampéo, gerando os picos através da deteccdo dos mesmo ions ja citados.
Ainda existe a possibilidade de variacéo de corrente, mas como esse problema é aleatorio, e 0s

picos persistem em analises posteriores, é possivel que esse ndo seja 0 motivo.
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Figura 13: Eletroferograma da Injecéo 4, contendo TNT, Tetril, TNB, m-NT, 2,4-DNT, m-DNB, 3,4-DNT,
2amin-DNT e 4amin-DNT a 25 ppm na posi¢éo Al do chip; Concentra¢do de Borato de s6dio 10 mM
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Figura 14: Eletroferograma da Injecéo 4, contendo TNT, Tetril, TNB, m-NT, 2,4-DNT, m-DNB, 3,4-DNT,
2amin-DNT e 4amin-DNT a 50 ppm na posi¢do A2 do chip; Concentracéo de Borato de sédio 10 mM
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Figura 15: Eletroferograma da Injecéo 4, contendo TNT, Tetril, TNB, m-NT, 2,4-DNT, m-DNB, 3,4-DNT,
2amin-DNT e 4amin-DNT a 100 ppm na posi¢éo A3 do chip; Concentra¢do de Borato de sddio 10 mM

A alteracdo da concentracdo de Borato de s6dio no tampéo T2 é novamente uma maneira
de diminuir o efeito Joule, aumentando a resolucdo dos picos. Todos as trés concentracdes
apresentaram entre 6 e 8 picos, sendo a resolucdo dos eletroferogramas de concentracéo 50 e
25 ppm relativamente melhores quando comparados as amostras de concentracdo igual a 100
ppm, em que a resolucdo dos picos foi comprometida. Optou-se por dar prosseguimento aos
experimentos com amostras em concentracdo igual a 50 ppm, pois essa concentracdo seria mais

suscetivel a alteracfes no método durante 0s experimentos.

Apesar dos avan¢os em relacdo a resolucdo dos picos, ambos eletroferogramas possuem
apenas 8 picos, enquanto a amostra contém 9 explosivos. Além disso, a linha de base ndo esta
reta o suficiente para ser considerada uma boa linha base. Provavemente o sinal oriundo da
amostra (fluorescéncia do pigmento) ndo é estavel durante todas as analises. Sendo assim, a

Injecdo 5 teve a concentracao do pigmento DNA elevada para 2 %, ao invés de 1,5%.
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Figura 16: Eletroferograma da Injecédo 5, contendo TNT, Tetril, TNB, m-NT, 2,4-DNT, m-DNB, 3,4-DNT,
2amin-DNT e 4amin-DNT na posicdo Al do chip; Concentracgéo de pigmento: 2%

Essa injecdo apresenta uma linha de base tdo estavel quanto a Injecdo 4 (Ponto de
deteccdo A2, pg. 27), porém é possivel observar claramente 8 picos e um nono pico coeluindo
com o oitavo, com quase nenhuma resolucdo, sendo impossivel identificd-lo como um
composto da mistura. E possivel também evidenciar a coeluigio dos picos 4 e 5. Vé-se entdo
gue o aumento da concentracdo do pigmento de DNA no tampédo T2 facilitou a vizualiacdo dos
picos uma vez que suas fluorescéncias foram intensificadas, possibilitando que o equipamento

conseguisse discernir melhor um pico do outro, logo, aumentando a resolu¢do dos mesmo.

Entretanto, na Figura 15 € possivel observar que 0s primeiros picos estdo numa regiao
em que a linha de base é mais estavel que a em que estdo os Gltimos. Para tentar corrigir isso, 0
uso de um aditivo como a hidroxietilcelulose (HEC) no tampéo foi avaliada. E sabido que esse
tipo de composto é capaz de formar uma cobertura em volta do lado interno do capilar,
diminuindo o fluxo eletrosmotico, aumentando a seletividade da corrida e a estabilidade da
linha base, uma vez que o capilar estaria mais protegido contra substancias que provocariam
instabilidade no sinal da linha de base. As Injecdes 6 e 7 (pg. 30) repetiram a composicao da
Injecdo 5, adicionando-se 1,0 % e 0,1 % de HEC, respectivamente.
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Figura 17: Eletroferograma da Injecéo 6, contendo TNT, Tetril, TNB, m-NT, 2,4-DNT, m-DNB, 3,4-DNT,
2amin-DNT e 4amin-DNT na posi¢do Al do chip; Adicéo de HEC 1,0 %
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Figura 18: Eletroferograma da Injecéo 7, contendo TNT, Tetril, TNB, m-NT, 2,4-DNT, m-DNB, 3,4-DNT,
2amin-DNT e 4amin-DNT na posi¢do Al do chip; Adicéo de HEC 0,1 %

A adicdo da HEC se mostrou ineficaz em aprimorar a resolugcdo. Os problemas
anteriores em relacdo a linha base persistiram e, além disso, a resolucdo dos picos deixou de
existir, e nenhum deles foi detectado. Acredita-se que a HEC, por ser uma molécula de tamanho
elevado (720 kDa) seja eficaz apenas para a EC convencional, e ndo para a mesma em

microchip, onde o capilar possui seu tamanho bastante reduzido.
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Com os seguintes parametros da Injecdo 5 definidos como os mais adequados até agora,
repetiu-se essa injecdo mas dessa vez fazendo a diluicdo da amostra em agua, visando uma
possivel economia de Borato de sodio e SDS. A Figura 18 corresponde ao eletroferograma da

da Injecdo 8.
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Figura 19: Eletroferograma da Injecéo 8, contendo TNT, Tetril, TNB, m-NT, 2,4-DNT, m-DNB, 3,4-DNT,
2amin-DNT e 4amin-DNT na posi¢ao Al do chip; Amostras diluidas em &gua

O eletroferograma resultante apresenta menos picos do que o esperado, mal resolvidos,
além de uma linha de base irregular. Portanto, a &gua ndo se mostrou um bom solvente para

essa analise.

Por altimo, foi desenvolvida uma metodologia para que o chip usado em uma anélise
fosse reutilizado. A reutilizacdo do chip traria beneficios econdmicos, praticos e ecoldgicos. A
metodologia é responsavel por eliminar qualquer residuo que tenha permanecido nos
canaliculos apds a ultima andlise, utilizando solu¢do de NaOH como meio de limpeza principal.
Dessa forma, as paredes do chip estariam prontas para receber uma nova solugéo contendo SDS
e formando a dupla camada elétrica sem maiores problemas. A Figura 20 (pg. 32) é apenas um
exemplo de eletorferograma obtido ap6s uma analise em um chip que passou pela metodologia
de reaproveitamento. Varios testes foram realizados e o eletroferograma abaixo foi 0 melhor

resultado obtido.
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Figura 20: Eletroferograma da Injecédo 9, contendo TNT, Tetril, TNB, m-NT, 2,4-DNT, m-DNB, 3,4-DNT,
2amin-DNT e 4amin-DNT na posi¢do Al de um chip que passou pelo processo de limpeza.

Pode-se observar que € possivel identificar 8 picos nesse eletroferograma, que possui
um comportamento parecido com o obtido na Injecdo 5, como por exemplo os picos 4 e 5
coeluidos. Porém, a linha de base é instavel e cada pico possui uma condutividade minima
diferente. Além disso, o comportamento da condutividade da amostra apos a regido de presenca
dos picos possui condutividades suspeitas, até mesmo na forma de picos, o que pode indicar

impurezas da analise anterior ou mesmo deixadas durante a lavagem do chip.
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Conclusodes

O Agilent 2100 Bioanalyzer demonstrou potencial para ser usado como instrumento na
deteccdo de explosivos de forma répida (< 20 s). Oito dos nove explosivos estudados foram

detectados, apesar deles nao terem sido identificados.

Através da variacdo de parametros como composi¢do de tampédo e concentracdo da
amostra foi possivel identificar uma condi¢do de analise mais proxima da ideal para os nove
explosivos, a Injecdo 5. Nessa injecdo, feita em um chip novo, a concentracdo de borato de
sodio era 10 mM, SDS 50 mM, pigmento 2% , pH 9,2 enquanto as das amostras, que foram

diluidas em T1, eram 50 ppm.

O método de reutilizacdo do chip se mostrou relativamente eficaz, uma vez que apesar

de boa resolucdo dos picos, a linha base se apresentou instavel.
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Perspectivas Futuras

Os estudos preliminares mostraram que é necessario averiguar melhor as condi¢des de
analise a fim de se obter uma resolucdo adequada para a identificacdo de cada um dos nove
picos obtidos através dos nove explosivos estudados. Com o que se tém até o momento, a
identificacdo individual atraves de injecGes para comparac¢ao entre 0s tempos de retencéo ficaria
comprometida. Alem do mais, é preciso padronizar o método instrumental e a extracdo dos
dados para que esses tempos de retencdo possam ser comparados de forma adequada,

possibilitando também a quantificacdo desses explosivos.

Outro aprimoramento a ser feito é o desenvolvimento de kits e dispositivos portateis
para a analise via EC-LOC em campo, acelerando o processo de identificacdo dos explosivos
devido as suas curtas janelas de deteccdo. Além disso, a EC-LOC apresenta vantagens
relevantes sobre técnicas com o mesmo intuito, como reducdo do uso de consumiveis,

automacdo, tempo de andlise e custo.
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