Universidade Federal de Minas Gerais
Instituto de Ciéncias Exatas

Departamento de Quimica

Karina Lopes Dornelas

FABRICACAO DE DISPOSITIVOS MICROFLUIDICOS A BASE DE

PAPEL UTILIZANDO MATERIAIS DE BAIXO CUSTO

Belo Horizonte
2013



UFMG/ICEX/DQ 9992
D 5432

Karina Lopes Dornelas

FABRICACAO DE DISPOSITIVOS MICROFLUIDICOS A BASE DE

PAPEL UTILIZANDO MATERIAIS DE BAIXO CUSTO

Dissertacdo apresentada ao Departamento de
Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas da
Universidade Federal de Minas Gerais como
requisito parcial para obtencdo do grau de

Mestre em Quimica — Quimica Analitica.

Orientador: Prof. Dr. Evandro Piccin

Belo Horizonte
2013



D713f
2013

Dornelas, Karina Lopes
Fabricacdo de dispositivos microfluidicos a base de
papel utilizando materiais de baixo custo [manuscrito]
/ Karina Lopes Dornelas. 2013.
xiv, 82 f£. : 1il.

Orientador: Evandro Piccin.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de
Minas Gerais. Departamento de Quimica.
Bibliografia: f£. 72-82.

1. Quimica Analitica - Teses 2. Cromatografia em
papel — Teses 3. Acetaminofen - Teses 4. Substratos -

Teses I. Piccin, Evandro, Orientado II. Titulo.

CDU 043




PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA - ICEx
U F 7/74 G 31270-901 - BELO HORIZONTE - MG
TEL.: 031 - 3409-5732
FAX: 031 - 3409-5711
E-MAIL: pgquimic@.qui.ufmg.br

""Fabricacao de Dispositivos Microfluidicos a Base de Papel Utilizando Materiais

de Baixo Custo"

Karina Lopes Dornelas

Dissertagfio aprovada pela banca examinadora constituida pelos Professores:

gﬂw @CLM

Prof. Evandro Piccin - Orientador
UFMG

v 4%!4&»4{, DT,
Profa. Adriana Ferreira Faria
UFMG

Vo (e

Prof. Rodinei ‘Augusti
UFMG

Belo Horizonte, 16 de dezembro de 2013.



DEDICO ESSE TRABALHO

A Deus, porque dele, e por meio dele, e para ele s&o todas as coisas.

Aos meus pais, Levé Alves Dornelas (in memorian) e Cenira Lopes Dornelas, por

todo amor, confianca e por ndo medirem esforgos para que eu chegasse até aqui.

Aos meus irmaos, Kezia, Kassio e Caio, cunhadas, Kele e Paula, cunhado Joao e
meus queridos sobrinhos, Keila, Cassio, Felipe e Bianca, por todo incentivo e

carinho.

Ao meu guerido esposo, Filipe, pelo amor, compreensao, paciéncia e apoio ao longo

dessa jornada.



AGRADECIMENTOS

Ao professor Dr. Evandro Piccin, pela orientacdo. Obrigada pela
oportunidade, paciéncia, ensinamentos e pela confianca depositada em mim para
execucao deste trabalho.

Aos colegas de laboratério: Keila, Lilian, Cristiane, Bruno e Roberta, pela
companhia e por toda a ajuda.

As minhas amigas Cintia e Raquel, por estarem sempre prontas a me
ouvirem, por todas as dicas e apoio.

As minhas amigas lIzabella, Ludmilla, Aline e ao meu amigo Luiz, pelas
palavras de incentivo.

Aos professores do Programa de Poés-Graduacdo em Quimica, pela
contribuicdo na minha formacao cientifica.

Aos funcionarios do Departamento de Quimica que, de alguma forma, me
ajudaram a concretizar este trabalho.

Ao CNPq pelo auxilio financeiro.



“A gldria de Deus esta nas coisas encobertas;
mas a honra dos reis, estd em descobri-/as.”

(Provérbios 25:2)


http://www.bibliaonline.com.br/acf/pv/25/2

SUMARIO

LISTA DE FIGURAS. ...t a e iii
LISTA DE TABELAS . ... Vil
LISTA DE ABREVIATURAS . ....oiiiiieie ettt saneee e iX
RESUMO ....ceiiiiii ittt et e e e e e st e e e e e essb e e aeeesannnnenes Xi
AB ST R A C T e e Xiii
1. INTRODUGAO. ...ttt ettt re e 1
1.1. Miniaturizacdo em quimica analitiCa............cc.eeeeeeeeevrierreeinnnnnns 1
1.2, MIiCrofluidiCa . .cccceei i 2
1.3. Dispositivos microfluidiCosS.......cceeeiiiiiiiiiiiiiii e, 4
1.3.1. SUDSIratOS. ..o 4
I 0 I IOV o | o TSRS 4
1.3.1.2.  POIIMEIOS....cciiii it 6
1.3.1.3. PaAPel s 8
1.4. Dispositivos microfluidicos a base de papel..........ccccoeeeeeeinn 9
1.4.1. Um pouco de NiStOria......cccccceeiiiiiiie e 9
1.4.2. FabricaCao de HPADS.....ccccoee i 11
1.4.2.1. Fotolitografia ..........oooviiiiiiiicccce e 12
1.4.2.2. Plotagem MECANICA........cceeeeeeeeeiiieiieeieieeee e e eeeeeaneenns 14
1.4.2.3.  IMPrESSA0 @ COIA....uuuuueiiiiieiiiiieieieeaaaaaaaaa s aibeee e eeeeeaaaaaaaeaeas 16
1.4.2.4. Serigrafia OU SilK-SCreeN............uuiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 17
1.4.2.5. RECOIME. ... 18
1.4.2.6. Fabricacdo de uPADs usando canetas marcadoras................ 19
1.4.3. Métodos de deteccao em PPADS...........eecccccciiiiiieeee e 20
1.4.3.1. DetecGao ColOMMEALNCA. .......ooureeeeieeiiiiiiiee e 21
1.4.3.2. Deteccao EletroquimiCa..........ccceeeeeieiiiiiiieeeiieceeee e 24
1.4.4. Aplicag0es dOS HPADS.......cccovimmmmmrrrrrrrr s ssssssnenees 27
2. OBJIETIVOS. ... .ttt e s e e e e 29
2.1, ODJEtiVO geral........cuuuiiiiiiiiiiiiiiiee e 29

2.2. ODjJetivOSs ESPECITICOS. ..uuuiiiiiiiiiiiiieeeee e 29



3. EXPERIMENTAL ..ottt 30

3.1. Reagentes € SOIUGOES........cooiiiiiiiiiiiiie et 30
3.2. Construcdo dos microdispoSitiVOS.....ccceeevvieeeeeeeiiiiieeeeeeiiiiiiieaen 31
3.3. ResoluGao do MEtOdO........cuvuuiiiiiiiiiii e 35
3.4. DeteCGa0 COIOMMEALIICA. . .uuvieiiiiiiiieie e 35
3.5. DetecGao eletroquimiCa........ccocceeeiiiiiiiie e 37
3.5.1. Preparacao das amoOStras........cccceeuvervviriniiiiiniieeeeeeeeeeeeeeeeeesnennnns 40
4. RESULTADOS E DISCUSSAO........coieieeeeeeeeeeeeeeeee e, 41
4.1. ResOlIUGE0 dO MEALOUO......ccuueiiiiieieiiiiee e 43
4.2. DetecCao COlOrMEALriCa.....uuuuuiiiiiiiee e 48
4.3. Deteccao eletroquUimIiCa.........cccceevueiiviiiiiiiiiiiiee e ee e 52
4.3.1. Voltametria CiCliCaA......uuuuiiiiieieeee e 52
4.3.2. AMPEIOMETIIA. . eiiiieieiiiiee ittt 57
4.3.2.1. Andlise de formulac¢des farmacéuticas.............ccccevriurvreeeennns 67
5. CONCLUSOES........ciiiiieieieieiese st 70
6. ATIVIDADES FUTURAS. ...t 71
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ccecveeeeeeeeceeeeee e 72



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1. Exemplo de um microssistema fabricado em trés camadas
usando substratos de vidro, silicio e placa de circuito integrado para
andlise de DNA (Adaptado de BURNS et al., 1998).........ccccccvvvevvveneeennn.
Figura 1.2. Fabricacdo de moldes por prototipagem rapida em
fotolitografia seguida da construcdo de microdispositivos através do
processo de moldagem polimérica (PICCIN, 2008)...........ccccccvvvrrrreennnnn.
Figura 1.3. Leitura de um teste de gravidez de farmacia feito em uma
tira de papel. O resultado positivo se deve a presenca do horménio
gonadotrofina coridnica humana (NCG).........cooooviiiiiiiiiiiiieeee e
Figura 1.4. Esquema que descreve o método para a fabricacdo de
canais hidrofébicos em papel por fotolitografia (MARTINEZ et al.,

Figura 1.5. llustracdo esquematica do processo de adaptacdo de uma
caneta usada para fabricar canais hidrofilicos em papel. (A) A
esquerda, uma caneta original. A direita, uma caneta original contendo
PDMS (em azul) em sua volta para moldagem. (B) Molde de PDMS
curado contendo o formato da caneta original (esquerda). Tubo de
vidro inserido no molde de PDMS. (C) O molde de PDMS contendo o
tubo de vidro é preenchido por um polimero rigido a base de
poliuretano e curado em luz ultravioleta. Finalmente, a caneta é
preenchida com PDMS e esté pronta para ser adaptada na plotter x,y
(Adaptado de BRUZEWICZ et al., 2008)..........ccoovvrmrerriiiiiiiieeeieeeeeeeeeee
Figura 1.6. Representacao esquematica das etapas necessarias para
a impresséo a cera (Adaptado de CARRILHO et al., 2009)...........cc.......
Figura 1.7. Diagrama esquematico do método de fabricacdo de
MPADs por serigrafia ou silk-screen (Adaptado de DUNGCHAI,
CHAILAPAKUL, HENRY, 2011)...cuutuiiiiiiiiiaieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneennnnn s
Figura 1.8. yPADs obtidos pelo método de corte (FENTON et al.,

Figura 1.9. Esquema do método de fabricagdo de yPADs descrito por
Nie et al. (2012) (Adaptado de NIE et al., 2012)........cccceevvvvviiiiieeeieennnnnn.

10

13

15

17

18

19



Figura 1.10. Teste positivo para glicose (esquerda) e proteina
(direita), utilizando uma solucéo contendo 550 mmol L™ de glicose e
75 pmol L™ de proteina em urina artifical (5 pL) (MARTINEZ et al.,

Figura 1.11. (A) Esquema da deteccdo colorimétrica para PSA: 1.
Adicdo do anticorpo monoclonal para PSA (mAb);, 2. Adicdo do
antigeno (PSA); 3. Adicdo do anticorpo policlonal para PSA e de
nanoparticulas de ouro (pAb-GNP); 4. Amplificacdo da coloracédo. (B)
Os resultados de coloracdo obtidos para o imunoensaio do tipo
sanduiche para deteccédo de PSA (NIE et al., 2012).......cccceevviiiiiieeenennnn.
Figura 1.12. (A) Configuracdo basica da célula de deteccéo
eletroquimica em um pPAD. WE: Eletrodo de trabalho; RE: Eletrodo
de referéncia; CE: Contra-eletrodo. (B) Imagem de um pyPAD com
deteccdo eletroquimica utilizado para determinacao de glicose, lactato
e acido urico (DUNGCHAI et al., 2009). Nesse dispositivo, um volume
de apenas 5 uL de amostra € aplicado no centro, sendo que a mesma
se distribui por capilaridade para as regides que contém os eletrodos e
AS BNZIMAS....ce e ittt i ettt et e et eeeaae e e e e s e s e s s b bbb bbb bebreeeeeeeaaeaeeaeaasaanns
Figura 1.13. Etapas da construcdo dos pPADs com detecgao
eletroquimica. (a) Canais hidrofilicos obtidos pelo método de
impressao a cera. (b) Mascara de cobre com as delimitacGes para os
trés eletrodos. (c) Posicionamento da mascara na extremidade do
canal hidrofilico. (d) Sputtering de ouro e a remo¢do da mascara
(Adaptado de SHIROMA et al., 2012)........cccoeriiiiiiiieiicce e
Figura 3.1. Esquema do método proposto para fabricacdo de pPADs..
Figura 3.2. Carimbos utilizados para fabricacdo de PPADs pelo
[ga1=]oTe (ol o] (o] o101 (o AP
Figura 3.3. Principais etapas envolvidas na fabricagdo de um carimbo.

Figura 3.4. Etapas envolvidas no ensaio colorimétrico da proteina

22

23

25

26
32

33
34



Figura 3.5. Desenho esquematico da obtencdo do pPAD com
deteccdo eletroquimica utilizado nos estudos de voltametria ciclica.
Eletrodos de grafite feitos a m&o utilizando lapis. ER, ET e CE séo os
eletrodos de referéncia, trabalho e contra-eletrodo, respectivamente....
Figura 3.6. Desenho esquematico do WPAD com detecgéo
eletroquimica utilizado para a determinagdo amperométrica de
paracetamol. R, T e CE representam os eletrodos de referéncia,
trabalho e contra-eletrodo, respectivamente, feitos a mao com lapis de
grafite (Adaptado de DOSSI et al., 2013)......cuvvviiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeiiiinens
Figura 4.1. pPADs fabricados para demonstrar a efetividade do
meétodo proposto no controle da dispersao de liquidos...............cccoeeeee.
Figura 4.2. Estudo da resolucdo das linhas hidrofébicas obtidas
utilizando o método proposto. (a) Desenho feito no software Corel
Draw 11.0 (intervalo de estudo 200-1400 pum, com incrementos de 200
pm). (b) Imagem da parte de frente do dispositivo obtida por scanner.
(c) Imagem do verso do dispositivo obtida por scanner. (d, e)
Avaliacdo gréfica do espalhamento de PDMS em papel de
cromatografia. Gréaficos da largura resultante da barreira hidrofébica
versus largura nominal da parte da frente (d) e da parte de tras (e) dos
dispositivos de papel. As barras de erro representam o desvio padréo
para medidas realizadas em trés diferentes pontos de trés linhas
hidrofobicas obtidas independentemente............cccceeiviiiiieeie i
Figura 4.3. Estudo da resolucdo de linhas hidrofilicas obtidas
utilizando o método proposto. (a) Desenho feito no software Corel
Draw 11.0 (intervalo de estudo 1600-2200 um, com incrementos de
200 um). (b) Imagem da frente do dispositivo obtida por scanner. (c)
Imagem do verso do dispositivo obtida por scanner. (d, €) Avaliacédo
grafica do espalhamento de PDMS em papel de cromatografia.
Graficos da largura resultante do canal hidrofilico versus largura
nominal da parte da frente (d) e do verso (e) dos dispositivos de papel.
As barras de erro representam o0 desvio padrdo para medidas
realizadas em trés diferentes pontos de trés canais hidrofilicos obtidos

INAEPENAENIEMENTE. ......uuii i e e e eeaes

38

39

42

44



Figura 4.4. Ensaio colorimétrico para proteina BSA nas
concentracdes de 0, 10, 20, 30, 40 e 50 mg mL™. (a) Imagem das
zonas de testes obtidas com o UPAD fabricado pelo método proposto
(b) Curva de calibragdo obtida, com equagéao linear: Yproteina= 2,7585 +
1,9106 x [proteinal; RZ=0,9895...........cccoieuereerrerersiseeseeeesesesesenseneen,
Figura 4.5. (a) Voltamogramas ciclicos registrados em um pPAD com
deteccdo eletroquimica para 0,50 mol L™* de NaCl e concentracdes
crescentes de Ks[Fe(CN)g] (1, 2 e 3 mmol LY, w = 50 mV s> (b)
Voltamograma ciclico registrado em solugdo contendo 4,0 mmol/L de
Ks[Fe(CN)g] (KNO3 1,0 mol L™) utilizando uma célula eletroquimica com
eletrodo de trabalho de ouro (diametro = 2 mm), eletrodo de referéncia

de calomelano saturado (ECS) e eletrodo auxiliar de platina (vv = 50 mV

Figura 4.6. Estrutura quimica do paracetamol e algumas propriedades
fisico-quimicas (LORPHENSRI et al.,, 2006. VILLAESCUSA et al.,

Figura 4.7. Mecanismo de oxidacdo eletroquimica do paracetamol
(LOURENGCAQ, 2009)........cueueueueieieieeereeeeeeeeeseeesseassesesessesesesesesenenesenassnsseenns
Figura 4.8. Cromatogramas registrados em pPPADs com deteccéo
amperométrica para concentracdes crescentes de paracetamol de 100
a 800 pmol L™, com incrementos de 100 pmol L™. Foram realizadas
trés injecOes para cada concentracédo. Potencial de deteccdo +0,70 V,
tampé&o acetato 0,001 mol L™ (pH 4,7). Volume de injecdo: 750 nL.......
Figura 4.9. Curva de calibracdo obtida para o paracetamol utilizando
os UPADs com deteccdo amperométrica. As condicdes estdo descritas
NA FIQUIA 4.8 . e e
Figura 4.10. Cromatogramas registrados em um mesmo UPAD com
deteccdo amperométrica para injecées consecutivas de uma solucéo
padréo de paracetamol na concentracéo de 600 pumol L™. Potencial de

deteccdo +0,70 V, tampé&o acetato 0,001 mol L™ (pH 4,7), aliquotas de

50

54

58

59

60

61

Vi



Figura 4.11. Cromatogramas registrados em trés diferentes pPADs
com deteccdo amperométrica para solucao padrao de paracetamol na
concentracéo de 600 umol L™. Potencial de deteccéio +0,70 V, tamp&o
acetato 0,001 mol L™ (pH 4,7), aliquotas de 750 NL.........cccocveevveveeennn.
Figura 4.12. Cromatogramas registrados em pPADs com deteccéo
eletroquimica com eletrodos feitos com l|apis para as amostras (a) A e
(b) B. Potencial de deteccdo +0,70 V, tamp&o acetato 0,001 mol L™
(PH 4,7), aliquotas de 750 NL..........uuuuuiiiiiiiieie e

64

vii



LISTA DE TABELAS

Tabela 4.1. Comparacdo de parametros analiticos de trabalhos

encontrados na literatura para deteccdo colorimétrica de proteina

Tabela 4.2. Comparacdo de parametros analiticos de trabalhos
encontrados na literatura para deteccdo eletroquimica de
PAFACETAMOL. ... ittt
Tabela 4.3. Resultados obtidos na determinagcdo de paracetamol em
formulacbes farmacéuticas utilizando pPADs com deteccéo

amperomeétrica com eletrodos de grafite feitos com I4pis.............ccc.......

52

66

viii



UPADs

UTAS
AgNP
BHT
BSA

CE

CEA

CG
DARPA
DNA
DPR
DTT
EA/CE
ER/RE/R
ET/WE/T
FLASH
hCG

Hcy
HPLC

HSA
LD
LOC
LQ
mADb
MEMS

NC
pAb-GNP
PCR
PDMS

LISTA DE ABREVIATURAS

Dispositivos microfluidicos a base de papel (microfluidic paper-
based devices)

Microssistemas de analises totais (micro total analysis system)
Nanoparticulas de prata

Azul de tetrabromofenol (tetrabromophenol blue)
Albumina sérica bovina (bovine serum albumin)
Eletroforese capilar (capillary eletrophoresis)
Carcinoembrionario

Cromatografia gasosa

Defense Advanced Research Projects Agency

Acido Desoxirribonucléico

Desvio padrao relativo

Ditiotreitol

Eletrodo auxiliar/contra-eletrodo

Eletrodo de referéncia

Eletrodo de trabalho

Fast Lithographic Activation of Sheets

Hormonio gonadotrofina coribnica humana
Homocisteina

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (high performance liquid
chromatography)

Albumina sérica humana (human serum albumin)

Limite de deteccao

Lab-on-a-chip (laboratorio em um chip)

Limite de quantificacao

Anticorpo monoclonal para PSA

Sistemas microeletromecéanicos (microelectromechanical
systems)

Nitrocelulose

Anticorpo policlonal para PSA e nanoparticulas de ouro
Polymerase chain reaction

Polidimetilsiloxano



PSA
RGB
uv
VvC

Antigeno especifico da préstata
Red-Green-Blue
Ultravioleta

Voltametria Ciclica



RESUMO

Nos ultimos seis anos, dispositivos microfluidicos a base de papel (microfluidic
paper-based devices, YPADs), fabricados através da aplicagdo de materiais
hidrofobicos em papel hidrofilico, surgiram como uma plataforma promissora para
diagnosticos do tipo point-of-care em paises em desenvolvimento, onde a
disponibilidade de recursos é limitada. Esses dispositivos apresentam caracteristicas
atraentes, como baixo custo, facilidade de uso, baixo consumo de reagente e de
amostra, portabilidade e descartabilidade. Este trabalho descreve um método
alternativo para fabricacdo de PPADs utilizando materiais de baixo custo. Para
formar barreiras hidrofébicas em papel de cromatografia, foram utilizados carimbos
de borracha e madeira, e uma mistura de polidimetilsiloxano (PDMS)/hexano. Os
padrées desejados para os PPADs, desenhados em um software grafico, foram
confeccionados em carimbos de borracha/madeira, utilizados para marcar o papel
com PDMS/hexano. Para determinar a resolucdo do método proposto, as larguras
das barreiras hidrofébicas e dos canais hidrofilicos foram estudadas no intervalo de
200-1400 pm e 1600-2200 pm, respectivamente. A menor barreira hidrofébica obtida
foi de 948 + 112 um (n = 9), resultante de uma largura nominal de 200 um. A menor
largura obtida para o canal hidrofilico foi de 721 £ 111 um (n = 9), sendo originado
por um canal de largura nominal de 1600 pum. Os pPADs foram avaliados na
determinacao colorimétrica da proteina albumina sérica bovina (BSA) no intervalo de
concentracdes de 0 a 50 mg mL™. Nesse estudo, o limite de deteccdo (LD) obtido foi
de 7,2 mg mL™. Além disso, foram fabricados pPADs com deteccéo eletroquimica,
com eletrodos de trabalho, referéncia e contra-eletrodo feitos a méo utilizando o

grafite de lapis 5B comercial. O desempenho destes dispositivos foi avaliado atraves

Xi



da técnica de voltametria ciclica (VC), utilizando o Kjs[Fe(CN)g] como composto
modelo e, também, para a determinacdo amperométrica de paracetamol em
formulacdes farmacéuticas. Para isso, uma curva analitica foi construida no intervalo
de concentracées de paracetamol entre 100 e 800 umol L™, obtendo um coeficiente
de determinacéo (R?) de 0,9977, LD e limite de quantificacdo (LQ) de 6,52 pmol L™ e

21,72 pmol L™, respectivamente.

Palavras-chave: microfluidica, pPADs, instrumentacdo analitica, miniaturizacao,

PDMS, deteccéo eletroquimica, paracetamol.
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ABSTRACT

Over the past six years, paper-based microfluidic devices (UPADs), manufactured by
applying hydrophilic materials on hydrophobic paper, have emerged as a promising
platform for point-of-care diagnostics in developing countries, where the availability of
resources is limited. These devices have attractive features such as low cost, ease of
use, low consumption of reagents and sample, portability, and disposability. This
work describes an alternative method for fabricating yPADs by using low cost
materials. In order to make the hydrophobic barriers on the chromatography paper,
rubber/wood stamps and a mixture of polydimethylsiloxane (PDMS)/hexane have
been used. The desired standards for yPADs, drawn using graphic software, were
made in rubber/wood stamps, whose were used to mark the paper with
PDMS/hexane. In order to determine the resolution of the proposed method, the
widths of hydrophobic barriers and the widths of hydrophilic channels were studied in
the range of 200-1400 pm and 1600-2200 pm, respectively. The smallest
hydrophobic barrier was obtained with 948 + 112 um (n=9), that resulted from a line
with nominal width of 200 pum. The smallest width obtained for the hydrophilic
channel was 721 + 111 yum (n=9), which originated from a channel with nominal of
1600 pum. The yPADs were tested in the colorimetric determination of bovine serum
albumin (BSA). In this study the concentration range of the calibration curve varied
from 0 to 50 mg mL™, and the limit of detection (LD) was 7.2 mg mL™. Moreover,
MPADs were fabricated with electrochemical detection, with working, reference, and
auxiliary electrodes made by hand using 5B graphite pencil. The performance of
these devices was evaluated by cyclic voltammetry (CV) of K3[Fe(CN)g] as model

compound, and by the amperometric determination of acetaminophen in
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pharmaceutical formulations. For this, a calibration curve was constructed with
concentrations of acetaminophen ranging between 100 and 800 pmol L™ The
obtained coefficient of determination (R?) was 0.9977, and the limit of detection (LD)
and limit of quantification (LQ) were determined as 6.52 pmol L™ and 21.72 pmol L™,

respectively.

Keywords: microfluidics, nPADs, analytical instrumentation, miniaturization,

electrochemical detection, paracetamol.
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1. INTRODUCAO

1.1. Miniaturizacdo em quimica analitica

Os microchips analiticos tém impulsionado a quimica analitica nos ultimos
anos, da mesma forma com que os microchips eletrénicos desenvolveram o universo
dos computadores e da eletronica. Isso devido a demanda continua por respostas e
medicdes rapidas, em amostras com concentracdes baixas de analitos e utilizacao
de pequenos volumes de reagentes. Nesse contexto, surgiram os chamados
microssistemas de analises totais (micro total analysis system - uTAS), capazes de
realizar todas as etapas de uma andlise completa de forma automatizada,
constituindo-se de um sistema integrado. Essas etapas podem incluir a introducao
da amostra, pré-tratamento da amostra, reacdes quimicas, separacoes analiticas e
deteccdo (COLTRO et al., 2007, 2008; RIOS; ZOUGAGH; AVILA, 2012).

Em 1979, foi apresentado o primeiro dispositivo analitico miniaturizado, um
cromatdégrafo a gas a base de silicio, com capacidade de realizar separacfes
rapidas. Contudo, esse primeiro microdispositivo ndo foi prontamente aceito pela
comunidade cientifica e, durante a década de 80, a pesquisa em miniaturizacdo em
quimica analitica se resumiu no desenvolvimento de micro-bombas, micro-valvulas e
sensores quimicos (REYES et al., 2002).

No inicio da década de 90, Manz et al. (1990) apresentaram um
microssistema para cromatografia em fase liquida e propuseram o termo PTAS,
marcando o inicio do renascimento dos microdispositivos analiticos, também hoje

conhecidos como ‘lab-on-a-chip” (LOC), por inserirem varias etapas, normalmente



desenvolvidas em um laboratério, em um chip (DITTRICH, TACHIKAWA, MANZ,
2006).

De inicio, a principal razdo para miniaturizacdo era aumentar a frequéncia
analitica. Entretanto, a reducédo da escala macro para a escala micro pode oferecer
outras vantagens como a analise em tempo reduzido, reducdo do volume de
reagentes e amostras (da ordem de pL-nL) e, por consequéncia, reduzido volume de
residuos e baixo custo. Além disso, devido a portabilidade, é possivel realizar
analises em campo. Com os avancos no desenvolvimento de novos materiais e
meétodos de fabricacdo, o custo final de cada microdispositivo pode ser desprezivel,

0 que viabiliza seu uso como dispositivo descartavel (COLTRO et al., 2007).

1.2. Microfluidica

A microfluidica é definida como a ciéncia e tecnologia de sistemas que
processam e manipulam pequenas quantidades de fluidos (10° a 108 L), utilizando
canais com dimensfes de dezenas a centenas de micrometros, com aplicagdes nas
areas de biologia, medicina, eletrbnica e quimica. Em quimica analitica a
microfluidica tém se destacado, devido a capacidade de usar quantidades muito
pequenas de amostras e reagentes, realizar separacdes e deteccbOes com alta
resolucdo e sensibilidade, baixo custo, tempos curtos de analise e portabilidade
(CREVILLEN et al., 2007; WHITESIDES, 2006).

O campo da microfluidica tem quatro pilares, os quais impulsionaram o seu
desenvolvimento, sdo eles: analise molecular, bio-defesa, biologia molecular e
microeletronica. Primeiramente, iniciou-se com a analise molecular, pois a origem da

microfluidica esta nos meétodos de separacdo: cromatografia gasosa (CG),



cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e eletroforese capilar (CE). Esses
métodos de separacdo, combinados com o poder dos métodos de deteccao,
tornaram possivel a obtencéo de alta sensibilidade e resolucéo, usando quantidades
muito pequenas de amostras. O sucesso desses métodos desenvolvidos em
microcanais estimulou o desenvolvimento de sistemas microfluidicos ainda mais
compactos e mais versateis, com aplicacbes em quimica e bioquimica
(WHITESIDES, 2006).

A segunda motivacao para o desenvolvimento da microfluidica surgiu apds o
fim da guerra fria. Devido as ameacas terroristas com armas quimicas e bioldgicas, o
Departamento de Defesa dos EUA (Defense Advanced Research Projects Agency -
DARPA) apoiou uma série de programas na década de 1990 que visavam o
desenvolvimento de sistemas microfluidicos projetados para utilizacdo no campo de
guerra, que serviriam como detectores de ameacas quimicas e biolégicas. Estes
programas foram o principal estimulo para o rapido crescimento da tecnologia
microfluidica no meio académico (WHITESIDES, 2006).

O terceiro pilar que colaborou para o crescimento da microfluidica veio do
campo da biologia molecular, com a explosdo da gendmica na década de 1980. O
sequenciamento de DNA exigiu métodos analiticos com maior rendimento,
sensibilidade e resolucdo. A microfluidica oferece métodos capazes de superar
essas expectativas (WHITESIDES, 2006).

A quarta contribuicdo veio da microeletronica. A fotolitografia e outras
tecnologias de microfabricacdo associadas a microeletronica, que tinham sido téao
bem sucedidas em silicio e em sistemas microeletromecanicos (MEMS), seriam
diretamente aplicaveis a microfluidica. De fato, os primeiros trabalhos em

microfluidica usaram microchips de silicio e vidro, sendo que esses materiais foram,



em algumas aplicacdes, substituidos por plasticos. O silicio, em particular, € caro e
opaco a luz visivel e ultravioleta, por isso ndo pode ser utilizado em métodos épticos
de deteccdo convencionais. Além disso, € mais facil fabricar os componentes
requeridos para sistemas de microanalises - especialmente bombas e valvulas — em

elastdbmeros do que em materiais rigidos (WHITESIDES, 2006).

1.3. Dispositivos microfluidicos

1.3.1. Substratos

Na escolha do material para a fabricacédo de dispositivos microfluidicos, varias
caracteristicas devem ser consideradas: custo, superficie quimica, propriedades
Opticas e elétricas, biocompatibilidade, facilidade de fabricacdo e integracdo e a
viabilidade de producdo em grande escala. Dependendo da aplicacdo, os
dispositivos podem ser fabricados a partir de vidro, silicio, polimeros, papel, entre

outros, ou até mesmo por uma combinacdo destes materiais (KOVARIK et al., 2012).

1.3.1.1 Vidro

O vidro é muito utilizado para construcéo de microchips analiticos, contudo os
procedimentos de fabricacdo, baseados na fotolitografia, demandam infraestrutura
especializada e de alto custo. Mesmo assim, caracteristicas como a boa
transparéncia optica, eficiente dissipacédo de calor, propriedades de superficie bem
conhecidas e excelentes resisténcias quimica e ao stress mecanico, ainda fazem do

vidro o material mais popular e a primeira opcédo na grande maioria das aplicacdes



(BECKER, GARTNER, 2008). Recentemente, alguns processos alternativos de
microfabricacdo em vidro tém sido desenvolvidos, com o objetivo de contornar a
desvantagem do alto custo da fotolitografia (SANTANA et al., 2013).

A Figura 1.1 apresenta um dos primeiros microchips analiticos desenvolvidos
para realizacdo das multiplas etapas de uma analise de DNA. Trata-se de um
exemplo de uma combinacdo dos materiais vidro, silicio e placas de circuito
impresso. O microdispositivo representado contém conectores para entrada de ar,
canais microfluidicos, barreiras hidrofobicas para filtracdo, sensores de temperatura,
controlador de volume, eletrodos para o controle de temperatura para PCR
(“polymerase chain reaction”), sistema para preenchimento com gel e eletrodos para
controle eletrocinético. Uma amostra de 120 nL contendo DNA € inserida no
dispositivo e detectada apos a reacdo de PCR. O limite de deteccdo descrito pelos

autores foi igual a 10 ng pL™* (BURNS et al., 1998).
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Figura 1.1. Exemplo de um microssistema fabricado em trés camadas usando
substratos de vidro, silicio e placa de circuito integrado para analise de DNA
(Adaptado de BURNS et al., 1998).



1.3.1.2 Polimeros

Os substratos poliméricos surgiram como uma alternativa ao vidro na
fabricacdo de microchips usados em aplicaces analiticas e bioanaliticas. A enorme
quantidade de materiais disponiveis no mercado, a ampla variedade de
propriedades quimicas, mecanicas, elétricas e Opticas, bem como as varias
possibilidades em métodos de microfabricacdo, permite a selecdo do material 6timo
para a grande maioria das aplicacfes. Adicionalmente, microdispositivos poliméricos
sdo mais baratos e de facil manipulacdo quando comparados ao vidro, além de
permitirem a fabricagdo em massa (PICCIN, 2008).

Os polimeros comumente utilizados em microfabricacdo se dividem em trés
classes principais de acordo com suas propriedades fisicas: polimeros
elastoméricos, polimeros termoplasticos e polimeros termofixos. Cadeias
moleculares entrelacadas de maneira mais fisica do que quimica, formam os
polimeros elastoméricos, que possuem a capacidade de retornarem a sua forma
original depois de terem sofrido a aplicacdo de uma forca externa. O
polidimetilsiloxano (PDMS) possui baixa temperatura de cura, excelente
transparéncia Otica, elasticidade, ndo é téxico e possui baixo custo. Essas
caracteristicas o tornam o polimero mais utilizado na fabricacdo de dispositivos
microfluidicos (PICCIN, 2008).

O método mais usado para a constru¢cdo de microchips em PDMS é o
processo de moldagem através da aplicacdo da resina polimérica sobre moldes
microfabricados por fotolitografia. A Figura 1.2 mostra uma representacao
esquematica da fabricacdo de microdispositivos atraves do processo de moldagem

polimérica. O processo se inicia pela construgdo de um molde através de



prototipagem rapida em fotolitografia. Para isso, uma camada de fotoresiste,
depositada sobre uma placa de silicio, € irradiada com uma fonte de luz UV, usando
como anteparo a fotomascara contendo o desenho do microdispositivo. Como o
fotoresiste € uma resina que sofre polimerizacdo apenas quando irradiada por luz
UV, a parte protegida pela fotomascara € removida em um processo denominado
revelacdo. O fotoresiste polimerizado sobre a placa de silicio, remanescente do
processo de revelacdo, constitui o alto relevo do molde. Uma resina contendo o0s
constituintes monoméricos do polimero e um agente de cura sdo misturados e
aplicados sobre o molde, sendo deixados em repouso até que ocorra a total
polimerizacdo. Apds cura completa, as réplicas moldadas sédo retiradas do molde e
0s microcanais formados no polimero sdo selados usando uma peca lisa do mesmo

polimero ou de outro material (PICCIN, 2008).
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Figura 1.2. Fabricacdo de moldes por prototipagem rapida em fotolitografia seguida
da construcdo de microdispositivos através do processo de moldagem polimérica
(PICCIN, 2008).

1.3.1.3 Papel

Recentes desenvolvimentos sugerem que substratos a base de papel podem
ser uma alternativa interessante para fabricacdo de dispositivos microfluidicos.
Papel, feito de fibras de celulose, é abundante, barato e sustentavel, descartavel,

facil de usar, armazenar e transportar, facil de modificar quimicamente e é familiar



para o publico. Ensaios realizados em dispositivos a base de papel dispensam a

utilizacdo de bombas e valvulas, devido a acéo capilar (KOVARIK et al., 2012).

1.4. Dispositivos microfluidicos a base de papel

Nos ultimos anos, existe um interesse crescente no desenvolvimento de
dispositivos microfluidicos a base de papel (microfluidic paper-based devices,
UPADs), fabricados pela aplicacdo de materiais hidréfobicos sobre o papel
hidrofilico. Estes sistemas podem combinar algumas das capacidades tradicionais
de dispositivos microfluidicos, como por exemplo, utilizacdo de pequenos volumes
de amostras e reagentes, com o0 baixo custo, simplicidade, facilidade de utilizacao,
portabilidade e descartabilidade. Eles sdo considerados como sendo ideais para o
desenvolvimento de diagndsticos por meio de bioensaios em areas remotas e
ambientes de recursos limitados, ou até mesmo para diagndsticos feitos em casa,
tendo um grande potencial para aplicagdo em pequenos laboratérios de paises

menos desenvolvidos e com recursos limitados (LIANA et al,. 2012).

1.4.1. Um pouco de historia

A invencdo da cromatografia em papel, por Martin e Synge, que foram
premiados com o Prémio Nobel de quimica em 1952, marca o comecgo da utilizacédo
de diagnosticos utilizando dispositivos a base de papel. (KRICKA, SIA, 2008;
PAROLO, MERKOCI, 2013)

O primeiro teste em papel foi apresentado em 1956 para a determinacao de

glicose em urina, seguido da introdu¢cdo no mercado consumidor em 1960. Hoje,



testes em tiras de papel (também chamados testes de fluxo lateral ou imunoensaios)
sdo muito utilizados. Um exemplo bem conhecido € o teste de gravidez (Figura 1.3).
Tipicamente, esses ensaios sdo baseados na imobilizacdo em uma tira de papel do
anticorpo de captura especifico a um antigeno de interesse presente na amostra. Os
resultados sdo comparados a um coédigo de cores e fornecem uma deteccao
qualitativa do tipo “sim/n&o”. Estes testes sdo vantajosos devido a sua simplicidade
e baixo custo. Contudo, ndo sdo quantitativos e nem suficientemente sensiveis para
certos biomarcadores, além de ndo terem capacidade para mdultiplas andlises

(LIANA et al., 2012; YETISEN, AKRAM, LOWE, 2013).
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Figura 1.3. Leitura de um teste de gravidez de farmécia feito em uma tira de papel.
O resultado positivo se deve a presenca do horménio gonadotrofina coribnica
humana (hCG).

Recentemente, com o interesse por testes quantitativos e o advento das
técnicas de microfabricacédo,surgiram os WPADs (microfluidic paper-based devices,
HPADSs), dispositivos que integram as vantagens do papel com as da microfluidica

(KRICKA, SIA, 2008; PAROLO, MERKOCI, 2013).
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1.4.2. Fabricacao de uPADs

Na escolha de técnicas e materiais para fabricacdo de YPADs deve-se
considerar os critérios de simplicidade, baixo custo e eficiéncia no processo de
producdo em massa. Existem varias técnicas e processos de modificacdo quimica
e/ou deposicdo fisica de polimeros que podem ser usados para ajustar as
propriedades do papel, de tal modo que este se torne disponivel para modificacéo
adicional ou utilizacdo direta em varias aplicacdes (LIANA et al., 2012; KWONG,
GUPTA, 2012).

Martinez et al. (2007) foram os pioneiros na fabricagédo dos pPADs, sendo que
para tal processo utilizaram a fotolitografia. Desde entdo foram relatados na
literatura uma série de métodos para a fabricacdo de pPADs, como a impressao a
cera (CARRILHO; MARTINEZ; WHITESIDES, 2009; DUNGCHAI; CHAILAPAKUL,;
HENRY, 2011; LEWIS et al,. 2012), serigrafia ou “silk-screen” (DUNGCHAI;
CHAILAPAKUL; HENRY, 2011), impresséo a laser (SCHILLING et al., 2012; SHI et
al.,, 2012), impressao flexografica (OLKKONEN; LEHTINEN; ERHO, 2010),
tratamento por plasma (LI et al.,, 2008), recorte a laser (FENTON et al., 2009),
plotagem mecéanica (BRUZEWICZ; RECHES; WHITESIDES, 2008), entre outros
(LIANA et al., 2012; LU et al., 2009; MAEJIMA et al., 2013; SONGJAROEN et al.,
2011; YETISEN; AKRAM; LOWE, 2013). Cada um desses métodos possui suas

vantagens e limitagdes.
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1.4.2.1 Fotolitografia

A fotolitografia (foto: luz; lito: pedra; grafia: escrita) consiste
fundamentalmente na gravacao de estruturas micrométricas em um substrato plano
com auxilio de raios-x ou radiacdo ultravioleta (COLTRO et al., 2007). A Figura 1.4
mostra uma representacdo esquematica do processo fotolitografico para fabricacdo
de UPADs, proposto por Martinez et al. (2007). Como observado, inicialmente, o
papel de cromatografia € embebido com fotorresiste, um polimero sensivel a
radiacdo ultravioleta (UV). Em seguida, uma mascara fotolitografica € colocada
sobre o papel e esse conjunto € exposto a radiacdo para gravacdo da imagem
desejada. Essas mascaras fotolitograficas sado obtidas pela impressao direta em
transparéncias usando impressoras de alta resolucdo. A exposicdo a radiacdo
promove uma interacdo entre o feixe incidente e o polimero fotossensivel.
Consequentemente, a estrutura quimica do polimero exposto a radiacdo sofre
polimerizacdo. Apés aquecimento, o fotorresiste contido nas areas nao
polimerizadas (protegidas pela mascara) é removido com o uso de um solvente

adequado e, por fim, toda a superficie é exposta a um plasma de oxigénio para

retirar polimeros remanescentes no canal hidrofilico (MARTINEZ et al., 2007).
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Figura 1.4. Esquema que descreve 0 método para a fabricacdo de canais
hidrofébicos em papel por fotolitografia (MARTINEZ et al., 2007).

O método baseado em fotolitografia fornece elevada resolucao entre as areas
hidrofilicas e hidrofébicas (aproximadamente 200 um de largura minima da barreira
hidrofébica). No entanto, requer a utilizacdo de equipamentos e reagentes de alto
custo, como reveladores, fotorresistes, foto-alinhadoras, plasma de oxigénio, sala
limpa, que tornam o método, muitas vezes, inviavel. Com o objetivo de contornar
algumas dessas limitacdes, em 2008, Martinez et al. descreveram um método rapido
para prototipagem de dispositivos microfluidicos em papel, denominado FLASH

(Fast Lithographic Activation of Sheets). O método FLASH é baseado em
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fotolitografia, mas requer apenas uma lampada de UV e uma placa de aguecimento,
nao necessitando sala limpa e aparelhos sofisticados. Com isso, mantém-se a maior
vantagem da fotolitografia, que € a alta resolucdo, com canais com dimensdes tao

pequenas quanto 200 pum (MARTINEZ et al., 2008).

1.4.2.2 Plotagem mecanica

Em 2008, Bruzewicz et al. realizaram uma modificacdo mecanica em uma
plotter do tipo x,y (modelo Hewlett-Packard 7550A) para fabricar canais hidrofilicos
em papel cromatografico, por meio da impressdao de uma solucdo de polimero
hidrofébico, o polidimetilsiloxano (PDMS), dissolvido em hexano. O PDMS penetra
nos poros do papel e, depois de curado, forma uma parede hidrofébica que solucdes
aguosas nao podem cruzar. Esse tipo de plotter faz a impressédo por meio de um
braco mecéanico que movimenta uma caneta sobre a folha de papel a ser impressa.
Um motor separado move o papel ao longo de um eixo perpendicular ao movimento
do bragco mecanico. Uma vez que o braco mecéanico reconhece as canetas que
carregam as tintas pela sua forma, foi criada uma réplica das canetas originais para
gue fossem carregadas com a mistura PDMS/hexano, utilizada na fabricacdo dos
HUPADs (Figura 1.5). Os canais formados exibiram uma largura minima de 1 mm, e o
espacamento minimo entre dois canais foi de 1 mm. Estas dimensdes sdo grandes
quando comparadas as que normalmente se verificam em sistemas microfluidicos,
mas sao de tamanho adequado para dispositivos basicos feitos em papel para
diagnésticos clinicos. Isso porque a leitura desses dispositivos, muitas vezes,
envolve observacfes visuais e/ou ensaios colorimétricos (BRUZEWICZ; RECHES;

WHITESIDES, 2008).
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Figura 1.5. llustracdo esquematica do processo de adaptacdo de uma caneta usada

=
=

para fabricar canais hidrofilicos em papel. (A) A esquerda, uma caneta original. A
direita, uma caneta original contendo PDMS (em azul) em sua volta para moldagem.
(B) Molde de PDMS curado contendo o formato da caneta original (esquerda). Tubo
de vidro inserido no molde de PDMS. (C) O molde de PDMS contendo o tubo de
vidro é preenchido por um polimero rigido a base de poliuretano e curado em luz
ultravioleta. Finalmente, a caneta é preenchida com PDMS e estd pronta para ser
adaptada na plotter x,y (Adaptado de BRUZEWICZ et al., 2008).
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1.4.2.3 Impresséo a cera

Com o crescente interesse na utilizacdo de puPADs em analises clinicas, surge
uma metodologia bastante simples baseada na impressdo a cera utilizando
impressoras de cera solida (essas impressoras sdo comumente comercializadas
pela Xerox). Nessa metodologia, Carrilho et al. (2009) imprimiram padrdes de cera
sélida sobre a superficie do papel cromatografico e, em seguida, utilizaram uma
placa de aguecimento para fundir essa cera impressa, de modo que penetrasse nos
poros do papel (Figura 1.6). Este processo possibilita a criacdo de barreiras
hidrofébicas no papel, que definem os canais hidrofilicos. Essa metodologia envolve
um pequeno numero de passos, sendo adequada para a fabricacdo de grandes
guantidades (> 100) de yPADs em um unico lote.

Nessa metodologia, hd um certo espalhamento lateral da cera, quando a
mesma é aquecida, resultando em barreiras hidrofébicas mais largas do que os
padrdes originalmente impressos. Assim, 0 processo permite a fabricacdo de
barreiras hidrofébicas com espessuras minimas de 850 um e canais hidrofilicos de
561 um. Dessa maneira, 0 método n&o possui resolucdo tdo alta quanto ao método
fotolitografico, o que ndo é um impedimento para a maioria das aplicacdes

(CARRILHO et al., 2009).
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Figura 1.6. Representacdo esquematica das etapas necessarias para a fabricacao
de pUPADs por impresséo a cera (Adaptado de CARRILHO et al., 2009).

1.4.2.4 Serigrafia ou silk-screen

Em 2011, Henry et al. descreveram um método utilizando serigrafia ou “silk-
screen” para criar barreiras hidrofébicas em papel. A serigrafia € um método bem
conhecido e de baixo custo utilizado para a impressao de imagens em roupas e
outros materiais do cotidiano, bem como para criacdo de eletrodos screen-printed.
Esse método de fabricacdo consiste de trés passos: (1) fabricacdo de uma tela em
nylon contendo o modelo (“screens”) dos dispositivos. (2) utilizando giz de cera
convencional, a cera € depositada manualmente sobre o papel cromatogréafico
através da tela de nylon que contém o modelo do dispositivo (Figura 1.7), e (3) a
cera é derretida no papel utilizando uma placa de aquecimento, de modo a formar

barreiras hidrofébicas. Um esquema do método € mostrado na Figura 1.7.
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Figura 1.7. Diagrama esquematico do método de fabricacdo de uPADs por serigrafia
ou silk-screen (Adaptado de DUNGCHAI, CHAILAPAKUL, HENRY, 2011).

1.4.2.5 Recorte

Uma plotter do tipo x,y foi modificada por Fenton et al. (2009) para a
fabricacdo de puPADs por meio do recorte do substrato de papel. Os autores
trocaram a caneta a tinta que faz parte da plotter por uma lamina, comumente
utilizada em impressoras de recorte. Com isso, foi possivel realizar o recorte preciso
das estruturas desejadas em papel cromatografico. O préprio recorte delimita o fluxo
da solugcéo no papel. A Figura 1.8 mostra os dispositivos obtidos pelos autores

através do método de recorte.
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Figura 1.8. yPADs obtidos pelo método de corte (FENTON et al., 2009).

1.4.2.6 Fabricacao de yPADs usando canetas marcadoras

Em 2012, Nie et al. descreveram um método para a fabricacdo de pPADs
utilizando marcadores permanentes e placas de ferro contendo os padrdes
desejados para os microdispositivos. Esses marcadores permanentes sao canetas
que contém uma tinta resistente a agua, formada por um corante, um solvente
(tipicamente etanol) e uma resina hidrofébica. Com o auxilio dos modelos de ferro,
fabricados por usinagem, contendo os padrbes desejados para os PPADs, os
marcadores foram utilizados para desenhar diretamente sobre o papel
cromatografico os dispositivos contendo os padrdes desenvolvidos. A tinta da caneta

permanente penetra nos poros do papel e, depois da evaporacao rapida do solvente,
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as resinas remanescentes formam as barreiras hidrofébicas que definem os canais
hidrofilicos ou zonas de teste indepedentes. O processo de fabricacdo descrito por

Nie et al. (2012) esta esquematizado na Figura 1.9.

Marcador permanente
\/
>
tinta &
\

a
papel \ . HPAD '1_:
S — | - g

Figura 1.9. Esquema do método de fabricacdo de yPADs descrito por Nie et al.
(2012) (Adaptado de NIE et al., 2012).

1.4.3. Métodos de deteccao em yPADs

Métodos épticos e eletroquimicos sao os mais adequados para deteccdo em
MPADSs, pois esses mantém a simplicidade e portabilidade dos dispositivos. Entre os
métodos mais comumente encontrados na literatura, destacam-se o colorimétrico
com analise de imagens (LEWIS et al., 2012; SONGJAROEN et al., 2011; NIE et al.,
2012), eletroquimico (LU et al., 2012; SHI et al., 2012; NIE et al., 2010; DUNGCHAI
et al., 2009) quimioluminescéncia (YU et al., 2011a,b) e eletroguimioluminescéncia

(YAN et al., 2012, 2013; XU et al,. 2013; ZHANG et al., 2013).
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1.4.3.1 Detecgéo Colorimétrica

A colorimetria em uPADs € a mais simples, rapida e barata das metodologias,
pois baseia-se apenas na medida da intensidade de cor em funcéo da concentragcao
da substancia analisada. Basicamente, o fluxo de amostra contendo o analito de
interesse é dirigido até a zona de teste que contém o reagente colorimétrico e, ap0s
o desenvolvimento de cor devido a reacdo quimica entre o analito e o reagente, a
imagem do YPAD é registrada usando um scanner de mesa ou uma camera
fotografica. A imagem é entdo analisada quanto a intensidade de coloragéo
utilizando um software grafico e, finalmente, essa intensidade de coloracdo é
relacionada com a concentracdo do analito na amostra.

Martinez et al. (2007) foram os primeiros a demonstrar a deteccdo
colorimétrica em YPADs para analise de glicose e proteinas totais. O ensaio de
glicose baseia-se na oxida¢do enzimatica de iodeto a iodo, em que uma mudanca de
cor de transparente/branco para marrom € associada a presenca de glicose. No
ensaio de proteina totais, o reagente azul de tetrabromofenol (tetrabromophenol
blue, BHT), quando se ioniza, liga-se as proteinas, ocorrendo uma alteracao de cor

de amarelo para azul (Figura 1.10).
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exposto a umasolucéo
de urina artificial contendo
glicose e proteina

Figura 1.10. Teste positivo para glicose (esquerda) e proteina (direita), utilizando
uma solugdo contendo 550 mmol L™ de glicose e 75 umol L™ de proteina em urina
artifical (5 uL) (MARTINEZ et al., 2007).

Nie et al. (2012) fabricaram zonas circulares hidrofébicas em papel
cromatografico (~3 mm diametro) para a deteccdo colorimétrica e quantificacdo do
antigeno especifico da prostata (PSA). O método foi baseado em um imunoensaio
do tipo sanduiche, sendo que na zona de teste adicionaram um primeiro anticorpo
(anticorpo monoclonal para PSA), depois o0 antigeno, um segundo anticorpo
(anticorpo policlonal para PSA) e, por fim, uma solucdo contendo nanoparticulas de

ouro, que foram utilizadas para realcar e amplificar a coloracéo (Figura 1.11).
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(A) GNP

pAb-GNP_(
mAb PSA\. \l‘.."
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(B)
Sl Shel  0SugL 005 mel

100 ng/L 10 pg/L 1 pg/L 0.1 pg/L 0 ng/L

3 mm

Figura 1.11. (A) Esquema da deteccdo colorimétrica para PSA: 1. Adicdo do
anticorpo monoclonal para PSA (mAb); 2. Adicao do antigeno (PSA); 3. Adicdo do
anticorpo policlonal para PSA e de nanoparticulas de ouro (pAb-GNP); 4.
Amplificacdo da coloracdo. (B) Os resultados de coloracdo obtidos para o

imunoensaio do tipo sanduiche para deteccao de PSA (NIE et al., 2012).

Ratnarathorn et al. (2012) demonstraram a analise colorimétrica de cobre
usando nanoparticulas de prata (AgNP) em pPADs. Os dispositivos a base de papel
foram fabricados por imobilizacdo das AgNP funcionalizadas com homocisteina
(Hcy) e ditiotreitol (DTT) na zona de teste. Uma mudanca de cor € observada apds a
adicdo de solucdo de cobre sobre a superficie do papel revestido com Hcy-DTT-
AgNP. Essa metodologia foi utilizada para determinagcdo de cobre em amostras de
agua de torneira e lago.

Como outro exemplo de aplicacdo, em 2012, Henry et al. demonstraram a
deteccdo colorimétrica em YPADs de diferentes patdgenos de origem alimentar,
como o0s agentes bacterianos Escherichia coli, Salmonella spp. e Listeria

monocytogenes. As zonas de teste foram criadas pelo método de impressao a cera
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em papel cromatografico. A deteccédo foi feita através da medicdo da alteracdo de
cor quando uma enzima, associada com o0 agente patogénico de interesse, reage

com um substrato cromogénico.

1.4.3.2 Detecgéo Eletroquimica

As técnicas eletroquimicas geralmente necessitam de um sistema de trés
eletrodos, sendo um eletrodo de referéncia (ER), um eletrodo auxiliar (EA) e um
eletrodo de trabalho (ET). Na fabricacdo de um yPAD com deteccgao eletroquimica,
esse sistema de trés eletrodos é fabricado sobre a parte hidrofilica do papel,
geralmente utilizando tintas condutoras a base de carbono (ET e EA) e prata (ER).
Isto significa que um pPAD com deteccdo eletroquimica pode substituir células
eletroquimicas convencionais, onde grandes volumes de solucdes e eletrodos de
estado sdlido sdo comumente utilizados (LU et al. 2012; NIE et al., 2010).

Dungchai et al. (2009) foram os primeiros a demonstrar a deteccao
eletroquimica em pPADs. A Figura 1.12 mostra imagens desses dispositivos que
foram utilizados na determinacao de glicose, acido Urico e &cido latico em amostras
de soro. A fotolitografia foi usada para criar os canais microfluidicos em papel e a
tecnologia de serigrafia (ou “silk-screen”) foi utilizada para fabricar os eletrodos
utilizando tintas condutoras de carbono e prata. A determinacéo de glicose, lactato e
acido urico em amostras biolégicas baseou-se na oxidacdo dessas espécies pelas
enzimas glicose-oxidase, lactato-oxidase e uricase, respectivamente. A oxidacao

dessas espécies produz o H,O, que foi medido por amperometria.
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(B)

(A)

Hidrofobico

Hidrofilico 5 mm

Figura 1.12. (A) Configuragdo bésica da célula de deteccdo eletroquimica em um
MPAD. WE: Eletrodo de trabalho; RE: Eletrodo de referéncia; CE: Contra-eletrodo.
(B) Imagem de um yPAD com deteccado eletroquimica utilizado para determinacao
de glicose, lactato e acido urico (DUNGCHAI et al., 2009). Nesse dispositivo, um
volume de apenas 5 uL de amostra é aplicado no centro, sendo que a mesma se

distribui por capilaridade para as regiées que contém os eletrodos e as enzimas.

Shiroma et al. (2012), utilizando o processo de impressao de cera, fabricaram
canais de separacdo com larguras de 2,0 mm em papel cromatografico (Figura 1.13
a), sendo que no final desses canais foram fabricados sistemas de deteccéo
eletroquimica. Uma mascara feita de cobre (Figura 1.13 b) foi utilizada para delimitar
a area dos trés eletrodos (ET, ER e EA). Essa mascara foi posicionada na
extremidade do canal hidrofilico (Figura 1.13 ¢) e uma fina camada de ouro foi
depositada sobre a mascara através de um processo conhecido como sputtering. A
mascara foi removida, deixando uma fina pelicula de ouro de aproximadamente 200
nm sobre o papel, que consiste no sistema de trés eletrodos utilizados para

deteccdao eletroquimica (Figura 1.13 d). Com esse dispositivo 0os autores realizaram
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a separacdo cromatografica e deteccdo amperométrica de paracetamol e 4-

aminofenol.

(a)

l Posicionamento da mascara

Sputtering e remoc¢ao da
mascara

(d)

A |/ S

Figura 1.13. Etapas da construcdo dos pPADs com deteccao eletroquimica. (a)
Canais hidrofilicos obtidos pelo método de impresséo a cera. (b) Mascara de cobre
com as delimitagbes para os trés eletrodos. (c) Posicionamento da mascara na
extremidade do canal hidrofilico. (d) Sputtering de ouro e a remocdo da mascara
(Adaptado de SHIROMA et al., 2012).

Dossi et al. (2013) descreveram um procedimento bem mais simples e rapido
para a fabricacdo de yPADs com deteccdo eletroquimica. Células eletroquimicas

foram replicadas em papel cromatografico atraves do método de impressao a cera e
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os eletrodos de trabalho, de referéncia e auxiliar foram desenhados a mao usando
lapis comercial. Assim, o grafite dispensado sobre a parte hidrofilica do papel foi

utilizado como substrato para os eletrodos da célula eletroquimica.

1.4.4. Aplicacdes dos yPADs

Como discutido anteriormente, o papel cromatografico apresenta-se como
uma boa alternativa para substratos de dispositivos microfluidicos porque é
relativamente barato, descartavel, facil de usar, armazenar e transportar. Sua
estrutura e porosidade sdo controlaveis e a natureza da sua superficie apresenta
potencial para modificacdo. Ensaios realizados em dispositivos a base de papel
dispensam a utilizacdo de bombas e valvulas, pois 0 movimento dos fluidos ocorre
devido a acéo capilar. Por tudo isso, os yPADs tem sido uma plataforma promissora
para a aplicagcdo em diversas &reas, se destacando principalmente em diagndsticos
clinicos (KHAN et al., 2010; YAN et al.,2013 ) e monitoramento ambiental (SARFRAZ
et al., 2012).

Na area de diagndsticos clinicos, destacam-se a determinagcdo de glicose
(MARTINEZ et al., 2007; DUNGCHAI, CHAILAPAKUL, HENRY, 2011; Fenton et al.,
2009; NIE et al., 2010), acido arico (Dungchai, Chailapakul, Henry, 2009; YU et al.,
2011), proteinas totais (CARRILHO, MARTINEZ, WHITESIDES, 2009; FANG et al.,
2011; WANG et al., 2010), enzimas (NIE et al., 2012) e DNA (LU et al., 2012; ALLEN
et al., 2012), em amostras como urina, saliva e sangue (KLASNER, et al., 2010).

Lu et al. 2012, por exemplo, desenvolveram um sensor eletroquimico a base
de papel para analise de DNA, por meio da modificacdo do eletrodo de trabalho com

nanoparticulas de ouro e grafeno. Além de excelente sensibilidade, esse dispositivo
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apresentou também boas precisao, estabilidade, e reprodutibilidade em amostras de
soro humano.

Em analises ambientais, as condi¢cdes da amostra podem variar ao longo do
dia e também durante o tempo de coleta e transporte para o laboratorio. Assim,
existe uma necessidade no desenvolvimento de dispositivos que realizem analise
em campo. Os yPADs com deteccdes colorimétrica e eletroquimica atendem bem a
essa demanda. No monitoramento ambiental utilizando pPADs destacam-se os
trabalhos que envolvem a determinacdo de metais (ZHANG et al., 2013; SHI et al.,
2012; Ratnarathorn et al., 2012). Shi et al. (2012), por exemplo, recortaram tiras de
papel com 8 mm de largura e 10 cm de comprimento e posicionaram cada tira sobre
uma superficie que contém um sistema de trés eletrodos de carbono impressos.
Uma das extremidades da tira de papel foi mergulhada em solucdo aquosa contendo
os analitos de interesse (Pb(ll) e Cd(ll)) e, por capilaridade, a solucdo percorre o
papel até atingir os eletrodos de carbono impressos, permitindo a quantificacdo dos
analitos por voltametria de redissolucdo anddica de onda quadrada. O uPAD
desenvolvido foi testado na quantificacdo direta de Pb(ll) e Cd(ll) em amostras

aquosas contaminadas sem pré-tratamento.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Esse trabalho teve como objetivo desenvolver um método alternativo, simples,
rapido e de baixo custo para fabricacdo de dispositivos microfluidicos a base de
papel (UPADs). Para isso, utilizou-se carimbos de madeira e uma mistura de

PDMS/hexano para formar barreiras hidrofébicas em papel cromatografico.

2.2. Objetivos especificos

e Fabricacao de pPADs utilizando tecnologia alternativa de baixo custo.

e Avaliacdo da resolugcdo do método desenvolvido para a fabricacdo dos
UPADs.

e Aplicacdo dos pPADs na determinacdo colorimétrica da proteina albumina
sérica bovina (bovine serum albumin, BSA).

e Fabricacdo de pPADs com deteccao eletroquimica utilizando a tecnologia
proposta e eletrodos de grafite feitos com lapis.

e Avaliacdo do desempenho dos pPADs com deteccao eletroquimica utilizando
voltametria ciclica de sistemas modelos.

e Determinacdo amperométrica de paracetamol em formulacGes farmacéuticas

utilizando pPADs com deteccéo eletroquimica.
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3. EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes e solucdes

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau analitico e
todas as solucdes foram preparadas com agua destilada.

As solucdes de calibracdo da proteina BSA (Sigma-Aldrich), usadas nos
testes colorimétricos, foram preparadas nas concentracdes de 10, 20, 30, 40 e 50
mg mL™ dissolvendo-se a quantidade necessaria de proteina em agua destilada.

A solucdo de tampé&o citrato 250 mmol L™ (pH 1,8), utilizada nos testes com a
proteina BSA, foi preparada pela mistura de acido citrico 99% (Sigma-Aldrich) e
citrato de sodio 99,5% (Sigma-Aldrich) em 92% de agua e 8% de etanol (Sigma-
Aldrich) em volume. O ajuste do pH da soluc&o foi realizado com HCI 0,10 mol L™,

A solucao do reagente azul de tetrabromofenol (tetrabromophenol blue, BHT)
(Sigma-Aldrich) 9 mmol L™?, também utilizada nos testes para BSA, foi preparada
pela diluicdo do reagente em 95% de etanol e 5% de agua em volume.

A solucéo de cloreto de sédio (Synth) 0,50 mol L™, utilizada como eletrélito
suporte nas medidas voltamétricas, foi preparada pela dissolu¢do do sal em agua
destilada.

As solucBes de hexacianoferrato (Ill) de potassio (K3[Fe(CN)g]) (Merck) foram
preparadas pela dissolucdo do reagente em solucdo de NaCl 0,50 mol L™, de acordo
com a concentracao desejada.

As soluces de tampao acetato 0,001 mol L™ (pH 4,7), utilizadas nos testes

com o paracetamol, foram preparadas utilizando como componentes o acido acético
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99,7% (Synth) e o acetato de sddio (Synth). O pH desejado foi ajustado usando
solucdo de HCI 0,10 mol L™,

Solugdes estoque de paracetamol na concentracdo de 1,0 mmol L™ foram
preparadas previamente ao uso. Estas solucdes foram preparadas dissolvendo-se
0,0076 g de paracetamol em 50 mL de tamp&o acetato 0,001 mol L™ (pH 4,7).
Solucbes de calibracdo foram obtidas pela diluicdo da solucdo estoque de
paracetamol em tampao acetato (pH 4,7), obtendo-se concentracfes finais que
variaram entre 100 e 800 pmol L™.

As solucdes dos tampdes tiveram seus valores de pH ajustados utilizando um
pHmétro modelo MB10 (Marte Cientifica, Sdo Paulo, SP). O pHmétro foi
diariamente calibrado com solucées tampédo comerciais de pH 4,0 e 7,0.

Todos os experimentos foram executados em temperatura ambiente.

3.2. Construgao dos microdispositivos

Os dispositivos microfluidicos a base de papel (WPADs) foram construidos
utilizando-se carimbos convencionais fabricados em borracha e fixos em suporte de
madeira, papel de cromatografia (Whatman n°l) e, para a formacao das barreiras
hidrofébicas, polidimetilsiloxano (PDMS) (Sylgard 184). O padrdo desejado para o
microdispositivo, desenhado no software Corel Draw 11.0 (Corel Corporation,
Ottawa, Canadd), foi confeccionado em um carimbo de madeira, na escala de 1:1.
Uma mistura contendo o pré-polimero do PDMS e seu catalisador, na proporcao de
10:1 (m/m), foi misturada com hexano 98,5% (Synth), na propor¢éao de 10 g do pré-
polimero de PDMS para 1,3 g de hexano (10:1,3 (m/m)). Essa mistura foi aplicada

sobre uma espuma polimérica (esponja) comercial e, utilizando o carimbo contendo
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o modelo do dispositivo, foi transferida para a superficie do papel cromatogréfico.

Apos um tempo de 15 segundos, suficientes para que a mistura penetrasse nos

poros do papel, o mesmo foi levado a estufa a 70°C por 15 minutos para cura do

PDMS. Apés retira-lo da estufa, o dispositivo estava pronto para ser usado. O

processo de fabricacdo dos HPADs esta esquematizado na Figura 3.1.

2. Padrdes marcados no
papel com carimbo de
madeira (contendo
PDMS).

1. Curado PDMS
(Estufa 70°C).

Papel

Carimbo de madeira

Papel

Barreira hidrofdbica (PDMS)

00000d]

e

Papel

OO0O0O00OO0

___  WPAD

Figura 3.1. Esquema do método proposto para fabricacdo de uPADs.

Na Figura 3.1 esta esquematizado apenas um dos modelos de PPADs

utilizados nesse trabalho. Outros padrdes utilizados estdo mostrados na figura 3.2.
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Figura 3.2. Carimbos utilizados para fabricacdo de uPADs pelo método proposto.

Os carimbos de madeira utilizados foram adquiridos de uma loja
especializada. O processo de fabricacdo de um carimbo consiste de trés etapas
principais: 1) o modelo é elaborado utilizando-se um software, como por exemplo, o
Corel Draw, sendo impresso em alta resolugdo em papel vegetal ou transparéncia
para obtencdo do fotolito. Esse fotolito contém &reas transparentes e outras
impressas que barram a passagem de luz, permitindo a transferéncia da imagem do
fotolito para um polimero fotossensivel, que sera utilizado como borracha para o
carimbo (Figura 3.3, Etapa 1); 2) o fotolito obtido € colocado sobre uma base de
vidro. Uma fina camada de poliéster (que pode ser uma transparéncia) é colocada
sobre o fotolito para sua protecdo. Guarnicbes sdo utilizadas para limitar a area em
qgue o fotopolimero sera adicionado. Depois da adicdo do polimero fotossensivel,
outro vidro é utilizado para fechar o sistema (Figura 3.3, Etapa 2). Todo o sistema é
colocado em uma camara e exposto a luz UV para polimerizacéo. A parte impressa
do fotolito serve como barreira (ou mascara) para a luz UV, de modo que nédo ha
polimerizacdo na regido impressa do fotolito; 3) um solvente é utilizado para retirar a
parte ndo polimerizada protegida pelo fotolito, dando forma ao modelo no carimbo.
Essa etapa é denominada revelacdo. Finalmente, a borracha (o polimero curado) é
recortada e colada a uma base de madeira (Figura 3.3, Etapa 3).

33



Etapa 1: Obtencéo do fotolito
modelo desenhadono

OO00000 |_— software Corel Draw

i Impresséo em alta resolucéo

papel vegetal ou

O00000 " transparéncia

Etapa 2: Exposicdoaluz UV
Radiacéo UV

UL o
e

fotopolimero

rrrrrrt e

Radiagéo UV

fotolito

Etapa 3: Recorte e montagem

niafeiafnie ’ \

Figura 3.3. Principais etapas envolvidas na fabricagdo de um carimbo.

A maioria destes fotopolimeros sédo elastdmeros poliuretanicos fotossensiveis
na forma de liquidos viscosos coloridos ou néo. Este liquido viscoso polimeriza

guando exposto a uma fonte de luz UV-A com um intervalo do espectro entre 315 a
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380 nm. Sua composicdo € pouco divulgada, pois os produtos sdo todos

patenteados (BRITO, GHELLER, 2008).

3.3. Resolucédo do método

Com o objetivo de determinar a resolucao das estruturas fabricadas utilizando
0 método proposto, realizou-se um estudo para verificar o espalhamento horizontal
do PDMS quando aplicado ao papel cromatogréfico. Para isso, foram avaliadas
larguras de barreiras hidrofobicas e de canais hidrofilicos nos intervalos de 200 a
1400 um e 1600 a 2200 um, respectivamente. Apés a fabricacdo dos dispositivos,
contendo essas barreiras hidrofébicas e canais hidrofilicos, um corante vermelho foi
adicionado para melhor visualizacdo. As imagens foram obtidas utilizando um
scanner de mesa e as larguras avaliadas utilizando um programa de edicdo de
imagens. Esse estudo de resolugéo foi realizado tendo como base o trabalho

desenvolvido por DUNGCHAI, CHAILAPAKUL, HENRY, 2011.

3.4. Deteccdo colorimétrica

Os estudos de deteccdo colorimétrica da proteina BSA foram realizados
utilizando procedimento similar ao descrito por Carrilho et al. (2009). Os YPADs
foram fabricados com padrdes de seis circulos com diametros de, aproximadamente,
6,0 mm. Foram construidas curvas de calibracdo para a proteina BSA no intervalo
de concentracées variando entre 0 e 50 mg mL™, com incrementos de 10 mg mL™.
Para isso, nas zonas de teste determinadas pelas barreiras hidrofébicas foram

transferidos 2,0 pL de solugéo tampao citrato 250 mmol L™ (pH 1.8), deixando secar
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em temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida, 2,0 yuL de uma solucdo do
reagente azul de tetrabromofenol 9 mmol/L foi transferida sobre as mesmas zonas
de teste, deixando também secar por 10 minutos em temperatura ambiente.
Realizadas essas etapas, 3,0 UL de cada solucdo padrdo de proteina, preparadas
nas concentracdes 0, 10, 20, 30, 40 e 50 mg mL™, foi aplicada sobre as zonas de
teste. A Figura 3.4 apresenta um desenho esquematico das etapas envolvidas nos
estudos de deteccao colorimétrica da proteina BSA utilizando os pPADs. Os ensaios

foram realizados em triplicata.

Zonas deteste
Barreira hidrofobica
. y >~ Papel

1) 2,0 hL de solucao tampao v
citrato 250 mmol/L, pH 1,8.

Secarpor 10 minutos a temperatura ambiente
2) 20 pL de solugdo azul de v
tetrabromofenol (BHT) 9 mmol L.

Secar por 10 minutos a temperatura ambiente
3) 3,0 pL de solucéo de proteina v

nas concentragées de 0, 10, 20,
30,40 e 50 mgmL.

Figura 3.4. Etapas envolvidas no ensaio colorimétrico da proteina BSA.

A ligacao do reagente BHT a proteina, em meio acido, produz uma coloragéo
azul, cuja intensidade depende da concentracdo de BSA. Com o objetivo de
guantificar a cor produzida pelos ensaios da proteina BSA, foram obtidas imagens
digitais dos pPADs em um scannner de mesa da HP (modelo 2050), com 1200 dpi
de resolucdo. As imagens foram geradas a uma resolucdo de 600 dpi. Apds a

digitalizacdo, uma area no centro de cada zona de teste da imagem obtida foi
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selecionada utilizando-se o programa de tratamento de imagens Adobe Photoshop.
Os valores médios das cores primarias, vermelha (R), verde (G) e azul (B) foram
obtidos com esse mesmo programa para cada zona de teste. A cor azul (B) foi
utilizada para relacionar a intensidade de cor com a concentracdo de BSA.

Uma cor no modelo de cores RGB é descrita indicando o quanto ela
representa de cada uma das cores vermelha, verde e azul. A cor € expressa como
um tripleto de RGB, onde cada componente pode variar entre zero e um valor
maximo de 255. Se todos os componentes forem zero, o resultado é preto, se todos

séo 255, o resultado é o branco (GOMES et al., 2008).

3.5. Deteccdao eletroquimica

Para utilizacdo dos uPADs como detectores eletroquimicos, sistemas de trés
eletrodos foram fabricados sobre o papel utilizando o grafite de Iapis do tipo 5B da
marca Faber Castel, de acordo com um método proposto por Dossi et al. (2013). As
células eletroguimicas consistiram de circulos de 7 mm de diametro definidos por
barreiras hidrofobicas de PDMS aplicadas sobre o papel cromatografico usando o
método proposto. Os eletrodos de trabalho, referéncia e auxiliar foram feitos a mao
utilizando o lapis. As conexdes elétricas para todos os eletrodos foram feitas fora
das barreiras hidrofdbicas, fixando o conector do tipo “jacaré” diretamente no grafite
aplicado sobre o papel. O layout dessa célula eletroquimica em papel € mostrado na
Figura 3.5. O desempenho desses pPADs com deteccdo eletroquimica foi avaliado
em estudos de voltametria ciclica (VC) do composto modelo hexacianoferrato (1) de

potassio. Como eletrélito suporte utilizou-se 4,0 pL de solugéo de NaCl 0,50 mol L™.
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Figura 3.5. Desenho esquematico da obtencdo do PPAD com deteccgéo
eletroquimica utilizado nos estudos de voltametria ciclica. Eletrodos de grafite feitos
a mao utilizando lapis. ER, ET e CE s&o os eletrodos de referéncia, trabalho e

contra-eletrodo, respectivamente.

Além dos estudos envolvendo voltametria ciclica do hexacianoferrato (IIl) de
potassio, os UPADs também foram utilizados na determinacdo amperométrica de
paracetamol em formulacbes farmacéuticas. Para isso, canais hidrofilicos com,
aproximadamente, 80 mm de comprimento e 3 mm de largura, definidos por duas
barreiras hidrofébicas longitudinais, foram fabricados em papel utilizando carimbo de
madeira e PDMS. Em procedimento similar ao descrito por Dossi et al. (2013), um
sistema de trés eletrodos (trabalho, referéncia e auxiliar) foi feito a méo com lapis 5B
a, aproximadamente, 30 mm de uma das extremidades do canal. Esses eletrodos
foram feitos com largura de 1 mm e com distancias de 1 mm um do outro
(aproximadamente). A Figura 3.6 apresenta um desenho do sistema utilizado nas

medidas amperométricas.
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tampao de corrida

Figura 3.6. Desenho esquematico do pPAD com deteccdo eletroquimica utilizado
para a determinagcdo amperométrica de paracetamol. R, T e CE representam o0s
eletrodos de referéncia, trabalho e contra-eletrodo, respectivamente, feitos a mao
com l4pis de grafite (Adaptado de DOSSI et al., 2013).

Como observado na Figura 3.6, para executar 0sS experimentos
amperometricos, os dispositivos foram apoiados em laminas de vidro, sendo que
uma das extremidades do papel foi dobrada e mergulhada no reservatério contendo
o tampdo de corrida (solucdo tampdo acetato 0,001 mol L™?, pH 4,7). A outra
extremidade do canal, apoiada em uma lamina de vidro, foi colocada em contato
com uma extensao de papel de filtro, cuja funcéo foi drenar o tampéo de corrida que
se movimenta por agao capilar. Um volume controlado (750 nL) da solucéo contendo
o analito foi aplicada a 2 mm do detector eletroquimico com uma micropipeta. Para a
deteccdo amperométrica, foi aplicado no eletrodo de trabalho um potencial de + 0,70
V em relacao ao eletrodo de referéncia. As amostras foram sempre aplicadas apos a
estabilizacdo da linha de base.

Todas as medidas eletroquimicas foram executadas em um
potenciostato/galvanostato Autolab® modelo PGSTAT 20 (Metrohm Autolab B.V.,
Utrecht, Holanda). A aquisicdo dos dados e o controle do potenciostato foram

realizados utilizando o software GPES verséo 4.9 (Metrohm Autolab B.V.).
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3.5.1. Preparacdo das amostras

Foram realizadas determinacbes de paracetamol em duas amostras de
formulacbes farmacéuticas adquiridas em farmacias locais, sendo uma amostra na
forma de comprimido e outra em forma de pé contido em cépsula, denominadas
amostras A e B, respectivamente.

Para o preparo da amostra A, primeiramente, cinco comprimidos foram
macerados utiizando um almofarizz. Uma massa, correspondente a
aproximadamente um comprimido, foi pesada e transferida para um baldo
volumétrico de 100 mL contendo tamp&o acetato 0,001 mol L™ (pH 4,7). Em seguida,
o baldo volumétrico, contendo a solucdo preparada, foi colocado em banho de
ultrassom por 5 minutos. E, por fim, uma aliquota de interesse foi transferida para
um baldo volumétrico de 50 mL, completando-se o volume com tampdo acetato
0,001 mol/L (pH 4,7).

Para o preparo da amostra B, ndo foi necessaria a etapa de pulverizagédo. As
outras etapas foram similares as descritas para a amostra A.

Os calculos de diluicdo foram feitos a fim de se obter solucGes para analise
com concentracdes tedricas de 500 e 400 pmol L™ para as amostras A e B,
respectivamente.

A amostra A é constituida de 500 mg de paracetamol e excipientes e a
amostra B trata-se de um antigripal e, segundo o fabricante, cada capsula continha
400 mg de paracetamol, 4 mg de cloridrato de fenilefrina, 4 mg de maleato de

clorfenamina e excipientes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, o polidimetilsiloxano (PDMS) foi utilizado para criar barreiras
hidrofébicas em papel cromatografico, uma vez que é um material de baixo custo e
bastante comum em laboratérios de microfluidica. O preco de um kit contendo 500 g
de pré-polimero e catalisador é comercializado em torno de R$ 200,00. Essa
guantidade de material € suficiente para fabricar uma infinidade de dispositivos.
Existem no mercado outros silicones, comumente utilizados em artesanato, que
também poderiam ser empregados com um custo ainda menor. Além disso, tintas a
prova de agua poderiam ser testadas para criar as barreiras hidrofobicas utilizando o
método proposto. Além do baixo custo, quando curado, o PDMS oferece flexibilidade
ao microdispositivo, que pode ser dobrado e desdobrado sem romper as barreiras,
nao é toxico e é facilmente diluido em hexano ou outros solventes organicos
(BRUZEWICZ; RECHES; WHITESIDES, 2008).

Quando misturado com seu catalisador, o pré-polimero do PDMS é bastante
viscoso, o que dificulta sua penetracdo nos poros do papel cromatografico. Para
contornar essa limitacao, Bruzewicz et al. (2008) propuseram a adicdo de pequenas
porcBes de hexano a mistura pré-polimero e agente de cura, antes da aplicacédo
sobre o papel. Nesse trabalho, utilizando procedimento similar ao descrito por
Bruzewicz et al. (2008), diferentes proporcdes de PDMS/hexano foram avaliadas e a
proporcao de 10:1,3 (m/m) foi a que apresentou melhores resultados, sendo capaz
de penetrar nos poros do papel e formar estruturas hidrofilicas com diferentes
complexidades.

Carimbos de madeira foram utilizados para transferir a superficie do papel

cromatografico a estrutura desejada para o microdispositivo, pois sao faceis de
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serem manipulados e possuem um custo reduzido (~R$0,67/cm?). Além disso, ndo
sdo descartaveis e ficam prontos rapidamente (em média, 30 minutos). Assim, o
procedimento proposto nesse trabalho para fabricacdo de pPADs representa uma
simplificagdo ao procedimento de impressao a cera (CARRILHO et al., 2009), que é
o mais utilizado segundo a literatura. Essa simplificacdo se deve ao fato de que as
impressoras de cera térmica possuem um custo relativamente alto e ndo séo de facil
acesso.

Para demonstrar a eficiéncia das barreiras hidrofébicas no controle da
dispersdo de liquidos sobre o papel cromatografico, dois padrées de HPADs
comumente utilizados em andlises clinicas (CARRILHO et al., 2009 e NIE et al.,
2012) foram fabricados em carimbos de madeira, os quais foram usados para
replicar a estrutura em PDMS sobre o papel cromatografico. A Figura 4.1 apresenta
imagens registradas em um scanner de mesa desses dispositivos. Como
observado, corantes nas cores vermelho e azul foram utilizados para melhor
visualizacdo do controle de dispersdo de liquidos proporcionado pelas barreiras

hidrofébicas.
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Figura 4.1. yPADs fabricados para demonstrar a efetividade do método

proposto no controle da disperséo de liquidos.
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Como observado na Figura 4.1, a fabricacdo de pPADs utilizando carimbos e
a mistura PDMS/hexano mostrou-se efetiva tanto na replicacdo de estruturas de

formas circulares e retangulares, como no controle da disperséo de fluidos.

4.1. Resolucédo do método

Dependendo da aplicacdo, € desejavel que se obtenham pPADs com canais
hidrofilicos com dimensdes minimas (CARRILHO et al.,, 2009; DUNGCHAI,
CHAILAPAKUL, HENRY, 2011). Quando aplicada sobre o papel cromatogréfico, a
mistura PDMS/hexano sofre espalhamentos vertical e horizontal. O espalhamento
horizontal causa um aumento na barreira hidrofébica e diminuicdo do canal
hidrofilico. Para avaliar a extensdo desse espalhamento, dois modelos de UPADs
foram fabricados. O primeiro modelo continha sete linhas com larguras nominais
(desenhadas usando Corel Drawn) variando entre 200 e 1400 um (incrementos de
200 pm), separadas entre si por 5000 um e com 26000 um de comprimento (Figura
4.2 a). Apos a fabricacdo do carimbo nesse padrdo, o modelo foi transferido para a
superficie do papel cromatografico. Apés a cura do polimero, um corante vermelho
foi adicionado aos dispositivos para melhor visualizacdo das barreiras hidrofébicas
formadas. Imagens desses UPADs foram obtidas por um scanner de mesa (Figura
4.2 b,c) e as larguras das barreiras foram medidas utilizando o software Corel
Drawn. As larguras das linhas medidas foram correlacionadas com as larguras
nominais das linhas utilizadas para fabricacdo dos carimbos. Os resultados estéao

apresentados na Figura 4.2 (d, e).

43



(a)

36,91 mm

— 40,96 mm —_—
(b) (c)
Barreira
hidrofébica
(PDMS)
(d) (e)
2400 2200 {
2200 % 2000
20001 % — 1800
€ 18001 % e
:‘ 2 1600 - {
g 1600 1 % % 1400
@ 1400 % 2 %
<t = 12004
] s
3 %% * 2 1000 %
3 S
S 1000 % 500 {v,
800 ; : . . . ; .
260 460 660 360 1600 1zbo 14'00 200 400 600 800 1000 1200 1400

Largura nominal (1um) Largura nominal (1um)

Figura 4.2. Estudo da resolucdo das linhas hidrofobicas obtidas utilizando o método
proposto. (a) Desenho feito no software Corel Draw 11.0 (intervalo de estudo 200-
1400 um, com incrementos de 200 um). (b) Imagem da parte de frente do dispositivo
obtida por scanner. (c) Imagem do verso do dispositivo obtida por scanner. (d, e)
Avaliacdo gréafica do espalhamento de PDMS em papel de cromatografia. Graficos
da largura resultante da barreira hidrofébica versus largura nominal da parte da
frente (d) e da parte de trds (e) dos dispositivos de papel. As barras de erro
representam o desvio padréo para medidas realizadas em trés diferentes pontos de
trés linhas hidrofobicas obtidas independentemente.
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Como observado, as larguras obtidas para as barreiras hidrofobicas foram
sempre maiores do que aquelas desenhadas usando o editor grafico (nominais),
devido ao espalhamento da mistura PDMS/hexano. Observa-se também que ha uma
relacdo linear entre a largura nominal (L) e largura resultante (Lg) dessas linhas
hidrofébicas (Ln = 1,0747Lg + 711,56743, R? = 0,99). A menor barreira hidrofébica
obtida foi de 948 + 112 um (n = 9), que é resultante de uma largura nominal de 200
pm.

Para determinar a medida do menor canal hidrofilico possivel de ser obtido
utilizando o método, fabricou-se um segundo carimbo contendo oito linhas com 400
um de largura nominal, separadas entre si por distancias nominais que variaram de
1600 a 2200 pum (incrementos de 200 um) e com comprimentos de 26000 pm
(Figura 4.3 a). Em procedimento similar ao utilizado anteriormente, as larguras dos
canais hidrofilicos foram correlacionadas com as larguras nominais. Os resultados

estdo apresentados na Figura 4.3.
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Figura 4.3. Estudo da resolucdo de linhas hidrofilicas obtidas utilizando o método

proposto. (a) Desenho feito no software Corel Draw 11.0 (intervalo de estudo 1600-

2200 pm, com incrementos de 200 um). (b) Imagem da frente do dispositivo obtida

por scanner. (c) Imagem do verso do dispositivo obtida por scanner. (d, e) Avaliacdo
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grafica do espalhamento de PDMS em papel de cromatografia. Graficos da largura
resultante do canal hidrofilico versus largura nominal da parte da frente (d) e do
verso (e) dos dispositivos de papel. As barras de erro representam o desvio padréo
para medidas realizadas em trés diferentes pontos de trés canais hidrofilicos obtidos

independentemente.

Devido ao espalhamento da mistura PDMS/hexano, observa-se que os canais
hidrofilicos obtidos foram sempre menores quando comparados aos nominais.
Observa-se que ha uma relacdo linear entre a largura nominal (Ly) e a largura
resultante (Lg) dos canais hidrofilicos (Ly = 1,0623Lg + 1018,4647, R? = 0,98). A
menor largura obtida para o canal hidrofilico foi de 721 + 111 um (n = 9). Esse canal
foi originado por um canal de largura nominal de 1600 um (Figura 4.3 d). Deve-se
notar que estes resultados sé se aplicam para o papel Whatman n°l e sera diferente
para outros papéis.

Em estudo semelhante, Carrilho et al. (2009) obtiveram em método que utiliza
impressao a cera uma largura de barreira hidrofébica minima de 850 um e 561 um
para o menor canal hidrofilico. Henry et al. (2011),em método que utiliza a serigrafia
ou silk-screen, obtiveram 1300 um e 650 um, para largura minima de barreira e
menor canal hidrofilico, respectivamente. Portanto, a resolucdo obtida no método
proposto utilizando carimbos se aproxima dos estudos encontrados na literatura.
Contudo, nenhum dos métodos descritos na literatura alcancaram melhor resolucéo
do que o método fotolitografico (200 um para a menor barreira hidrofobica e também
para o menor canal hidrofilico). Entretanto, vale ressaltar que a resolugdo obtida
nesse trabalho € adequada para a utillizacdo dos pPPADs em ensaios de

diagnosticos clinicos com deteccdo colorimétrica e em sistemas microfluidicos com
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deteccdo eletroquimica (CARRILHO et al., 2009; DUNGCHAI, CHAILAPAKUL,

HENRY, 2011; BRUZEWICZ; RECHES; WHITESIDES, 2008).

4.2. Deteccéao colorimétrica

Com o objetivo de aplicar os uPADs construidos usando o método proposto,
realizou-se alguns estudos de deteccao colorimétrica da proteina albumina sérica
bovina (BSA). Para isso, zonas de testes circulares (~6 mm de diametro) foram
fabricadas em papel cromatogréfico.

A albumina sérica é a proteina mais abundante do plasma sanguineo. Talvez
sua propriedade mais interessante seja a capacidade de ligar-se reversivelmente a
uma grande variedade de ligantes e farmacos, transportando inUmeras substancias
para diversos 6rgéos através do sistema circulatério. E também a principal proteina
que contribui para a pressao osmotica do sangue. A BSA possui uma cisteina livre e
dois residuos de triptofano, sendo muito semelhante a albumina sérica humana
(human serum albumin, HSA), que possui uma cisteina livre na mesma posicao da
cadeia que a BSA, mas com apenas um residuo de triptofano. A molécula de BSA
tem uma massa molecular de 66 kDa e € constituida por uma Unica cadeia
polipeptidica contendo cerca de 580 aminoacidos (NAKAMURA et al., 1997).

A determinacdo de uma proteina especifica no plasma sanguineo € muito
importante uma vez que alteracdes em sua concentracao podem evidenciar algumas
doencas relacionadas com o funcionamento de alguns 6rgaos. Dois diagnosticos de
proteinas podem ser realizados: para proteinas totais e para proteinas especificas
(teste para albumina, por exemplo). Testes para proteinas especificas fornecem

informacgdes mais precisas sobre o estado de saude do paciente, enquanto que 0
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teste de proteinas totais fornece informacdes clinicas do estado geral do paciente,
podendo ser um pré diagnostico rapido. O ensaio de proteinas totais é realizado
utilizando a albumina como padrao (DE SOUZA, 2013).

O ensaio colorimétrico de proteinas baseia-se na ligacdo ndo especifica do
azul de tetrabromofenol (BHT) as proteinas. Quando livre e em condi¢des acidas, o
BHT apresenta-se na coloracdo amarela, e em condi¢des basicas ou quando ligado
a proteinas, torna-se azul (MARTINEZ et al., 2008). A variacdo na intensidade da
coloracdo azul produzida pela reacdo com concentracbes crescentes de BSA,
permite uma andlise quantitativa para proteinas totais, como pode ser visto na

Figura 4.4.
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Figura 4.4. Ensaio colorimétrico para proteina BSA nas concentracdes de O,
10, 20, 30, 40 e 50 mg mL™. (a) Imagem das zonas de testes obtidas com o
UPAD fabricado pelo método proposto (b) Curva de calibragdo obtida, com
equacao linear: Yproteina= 2,7585 + 1,9106 x [proteina]; R?=0,9895.

Como observado, as barreiras hidrofébicas fabricadas sobre o papel
cromatografico utilizando o método proposto séo resistentes as solucbes utilizadas
nos ensaios para BSA, o que possibilita a anélise por imagem das zonas de testes.
De acordo com os resultados mostrados na Figura 4.4, o ensaio de proteina
apresentou uma boa correlacdo linear no intervalo de concentracdes estudado (de 0
a 50 mg mL™), com um limite de deteccgéo (LD) de 7,2 mg mL™, obtido a partir do

desvio padrdo de 7 medidas do branco (0 mg mL™ de BSA), sendo este valor
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multiplicado por 3 e dividido pela inclinagdo da curva de calibracdo. O intervalo de
concentracbes e LD obtidos estdo adequados para avaliacdo clinica de certas
condi¢cbes do paciente. Por exemplo, o nivel de proteinas séricas totais inferiores a
30 mg mL™ representa uma condicdo clinica de hipoproteinemia. Isto pode ocorrer
devido a uma producéo insuficiente de proteinas ou pela perda de proteina na urina
(albumindria), causada por doencas hepaticas e renais, respectivamente. Este
ensaio pode ser til para investigar e distinguir diferentes doencas renais, no
entanto, um diagndéstico mais completo, utilizando proteinas especificas (albumina e
globulina, por exemplo) e outros indicadores colorimétricos, precisa ser realizado
(DE SOUZA, ALVES, COLTRO, 2012).

A Tabela 4.1 apresenta uma comparacdo entre os parametros analiticos
obtidos para deteccéo colorimétrica de BSA utilizando o uPAD construido usando o
meétodo proposto, com alguns trabalhos semelhantes presentes na literatura. Como
observado, o intervalo de concentracdo estudado foi menor apenas quando
comparado ao trabalho de Fang et al. (2011), que utilizaram um sensor de fibra 6tica
para medir a luz refletida pela amostra e correlacionaram esse valor com a
concentracédo de BSA. Os trés parametros demonstrados (faixa linear, LD e R) estao
muito proximos aos valores encontrados por De Souza et al. (2012), que utilizaram
um scanner de mesa para aquisicdo das imagens, assim como no método
desenvolvido. Por fim, o trabalho de Martinez et al. (2008), os pioneiros a utilizarem

uma camera de celular para aquisicdo das imagens.
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Tabela 4.1. Comparacdo de parametros analiticos de trabalhos encontrados na
literatura para deteccéo colorimétrica de proteina (BSA).

. Faixa linear LD Coeficiente de
Referéncia L 1 . Substrato
(mg mL™) (mg mL™) correlagéo (R)
Fang et al., Placa de silica gel
1-100 - 0,993
2011 e caneta
Dispositivo
De Souza et al., ) )
0-40 8 0,998 microfluidico a
2012
base de toner
Martinez et al.,
0-4 - 0,986 UPAD
2008
Neste trabalho 0-50 7,2 0,995 UPAD

Em estudos futuros, o método desenvolvido sera validado em amostras de

urina artificial.

4.3. Deteccéo eletroquimica

Os YPADs fabricados utilizando o método proposto também foram avaliados
em sistemas de deteccdo eletroquimica. Para isso, duas técnicas foram utilizadas: (i)
voltametria ciclica (VC), para avaliar o comportamento eletroquimico de compostos
modelo e (i) amperometria, para determinacdo de paracetamol em formulacbes

farmacéuticas.

4.3.1. Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica (VC) é uma técnica eletroquimica que consiste na

aplicacdo de um potencial variavel ao eletrodo de trabalho em funcéo do tempo, com
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medida simultdnea da corrente originada. A aplicacdo do potencial no sistema
voltamétrico conduz a ocorréncia de uma corrente capacitiva relacionada com a
formacdo de uma dupla camada elétrica na superficie do eletrodo e geracdo de
correntes faradaicas devido as reacdes de oxidacdo ou de reducdo de espécies
eletroativas contidas na solucdo (BARD, FAULKNER, 2001).

A eficiéncia da VC é resultado de sua rapidez em medidas do comportamento
redox de uma espécie em um amplo intervalo de potenciais (BRETT, A. M. O.
BRETT, C. M. A,, 1996). Neste trabalho, esta técnica foi utilizada para verificar a
reversibilidade dos processos redox do sistema [Fe(CN)s*/[Fe(CN)s]*, com o
objetivo de avaliar o desempenho dos UPADs com eletrodos de grafite feitos a méo
com lapis 5B. O sistema [Fe(CN)e]*/[Fe(CN)¢]* foi utilizado nesse estudo pois seu
mecanismo redox é bastante conhecido, envolvendo um processo reversivel de
transferéncia de apenas um elétron.

A Figura 4.5 apresenta voltamogramas ciclicos registrados utilizando os
UPADs com eletrodos de grafite, para o NaCl 0,50 mol/L (eletrélito suporte) e
Ks[Fe(CN)g] em trés diferentes concentragdes. A velocidade de varredura de potencial
utilizada foi de 50 mV/s. Para fins de comparacao, a Figura 4.5 (b) apresenta um
voltamograma ciclico para o Ks[Fe(CN)e] utilizando um eletrodo de ouro como eletrodo

de trabalho (SANTANA, P. P. 2013).
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Figura 4.5. (a) Voltamogramas ciclicos registrados em um pPAD com detecgéo
eletroquimica para 0,50 mol L™ de NaCl e concentracées crescentes de Ki[Fe(CN)g]
(1, 2 e 3 mmol L), w = 50 mV s™. (b) Voltamograma ciclico registrado em solucao
contendo 4,0 mmol L* de Ks[Fe(CN)g] (KNOs; 1,0 mol L™) utilizando uma célula
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eletroguimica com eletrodo de trabalho de ouro (didmetro = 2 mm), eletrodo de
referéncia de calomelano saturado (ECS) e eletrodo auxiliar de platina (v = 50 mV/s).

No voltamograma ciclico obtido para o eletrdlito suporte utilizando o puPAD
(Figura 4.5 a), observa-se que nenhuma corrente faradaica (Ipa Ou Iy , intensidade
de corrente anddica ou intensidade de corrente catédica) € gerada, apontando,
assim, que nenhuma espécie com caracteristica eletroativa foi liberada pelos
eletrodos de grafite feitos com lapis 5B. Nesse caso, observa-se apenas uma
corrente capacitiva pequena, referente ao rearranjo das cargas na superficie do
eletrodo e que esta relacionada com a formacao da dupla camada elétrica. Essa €
uma caracteristica interessante do dispositivo desenvolvido, pois possibilita a sua
aplicacdo na investigagdo do comportamento voltamétrico de espécies eletroativas
na faixa de potencial entre -0,8 e +0,8 V, tendo como vantagem a auséncia de outros
processos redox que possam mascarar o sinal eletroquimico de interesse.

Os resultados obtidos para o uPAD mostram que, para a concentracao de 1,0
mmol/L, o pico de oxidacdo do ion [Fe(CN)g]* encontra-se aproximadamente em
0,06 V e o respectivo pico de reducdo em -0,20 V. Esses potenciais de pico
encontram-se deslocados para regido catédica quando comparados com aqueles
obtidos para o eletrodo de ouro (+0,27 V para oxidagcao e +0,15 V para reducéo).
Esse comportamento era esperado, uma vez que no HPAD utilizou-se um eletrodo
de grafite como pseudo-referéncia, enquanto que para o eletrodo de ouro utilizou-se
um eletrodo de referéncia de calomelano saturado (ECS). A reacéo redox envolvida

no sistema pode ser representada da seguinte forma:

[Fe(CN)g]* + 1&° === [Fe(CN)¢]*

55



A variacdo de potencial entre os picos anodico e catédico (AEp= Epa-Epc)
obtida para o pPAD para a concentracdo de 1,0 mmol L™ de Ks[Fe(CN)g] foi de,
aproximadamente, 260 mV. Essa variagdo aumenta com 0 a concentracdo do
analito, sugerindo que o sistema redox [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)e]* é quase-reversivel
para os eletrodos de grafite desenhados a lapis, ao contrario de eletrodos de ouro e
platina, que comumente apresentam respostas reversiveis para o0 mesmo sistema
(DOSSI et al., 2013). No caso ideal, denominado como comportamento reversivel,
0s picos de reducédo e oxidacdo tém magnitude semelhante e sdo separados por um
pequeno incremento de potencial, o qual é geralmente de (59 mV)/n a 25°C, onde n
€ 0 numero de elétrons transferidos durante a reacéo no eletrodo. Nesta situacédo, a
transferéncia de elétrons no eletrodo é rapida o suficiente para que o equilibrio seja
sempre mantido durante toda a varredura de potencial. Processos no eletrodo com
cinética lenta resultam numa grande separacdo dos picos de reducdo e oxidacéao,
separacdo esta que aumenta com o aumento da velocidade de varredura. Esta
separacdo ocorre porque é necessaria uma sobretensdo para superar as barreiras a
transferéncia de elétrons em ambas as dire¢cdes (ATKINS et al., 2008). Para que o
comportamento reversivel seja observado, condicbes experimentais como
temperatura, pureza de reagentes e superficie dos eletrodos, devem ser bem
conhecidas e controladas.

Além desses estudos qualitativos utilizando VC, foram realizados alguns
testes para avaliar a possibilidade de realizar analises quantitativas utilizando o
MPAD e VC. Entretanto, até o momento, ndo obteve-se sucesso nas tentativas de
calibracéo do sistema pela adicdo de concentracdes crescentes de analito sobre os
eletrodos do UPAD. O melhores resultados obtidos sdo aqueles apresentados na

Figura 4.5 (b). Acredita-se que a dificuldade esteja relacionada ao fato de que a
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adicdo de volumes crescentes da solucdo do analito sobre o papel ocasiona
mudancas no grau de umidade do mesmo. Essas diferencas no grau de umidade
pode estar ocasionando diferencas de conducdo de corrente entre os eletrodos.
Como podera ser observado a seguir, essa dificuldade ndo € observada na

amperometria, pois a medida é feita em fluxo.

4.3.2. Amperometria

A amperometria € uma técnica eletroguimica que consiste no registro da
corrente gerada, em funcédo do tempo, pela oxidacdo ou reducéo de espécies devido a
um potencial externo aplicado (EO, de oxidacdo ou ER, de reducéo) (GIROTTO, DE
PAOLI, 1999). Normalmente, observa-se um aumento instantaneo de corrente e depois
um decaimento rapido, devido ao consumo das espécies eletroativas junto a interface
eletrodo/solucdo (BARD, FAULKNER, 2001). A oxidacdo ou reducdo das espécies,
devido ao potencial aplicado no eletrodo de trabalho de uma célula eletroquimica, gera
respostas de corrente proporcionais a concentracao do analito (VANDAVEER |V et al.,
2004). Neste trabalho, essa técnica foi utilizada para determinacéo de paracetamol em
formulagcbes farmacéuticas, empregando os PPADs fabricados como descrito na
secao 3.5 (Figura 3.6).

O paracetamol (acetaminofeno, N-acetil-p-aminofenol) (Figura 4.6) apresenta-se
na forma de um po branco cristalino e inodoro, moderadamente solivel em agua (1 g
por 70 mL a 25°C), com grande estabilidade em solu¢éo aquosa de pH entre 5e 7. O
paracetamol é um medicamento com efeito antitérmico e analgésico bastante

utilizado, sendo, por isso, muito importante desenvolver méetodos de determinacéo
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simples, rapidos, e de baixo custo, que sejam Uteis para seu controle de qualidade

em formulacdes farmacéuticas. (SHANGGUAN, ZHANG, ZHENG, 2008).

H Formula: CgHgNO»

NY Massa molar: 151,17 g/mol
O Densidade: 1,293 g/mL

HO Constante de dissociacao pKj (25°C): 9,38

Figura 4.6. Estrutura quimica do paracetamol e algumas propriedades fisico-quimicas
(LORPHENSRI et al., 2006. VILLAESCUSA et al., 2011).

A Figura 4.7 mostra o0 mecanismo de oxidacado eletroquimica do paracetamol.
Como observado, a molécula de paracetamol (I) é eletroquimicamente oxidada em
um processo que envolve a perda de dois elétrons e dois prétons, produzindo a
espécie N-acetil-p-quinoneimina (1), que é estavel na forma desprotonada em pHs
maiores ou iguais a 6. Em solucbes mais acidas a substancia (ll) € rapidamente
protonada produzindo a espécie (lll), menos estavel, porém, eletroguimicamente
ativa, que produz imediatamente a forma hidratada (IV), eletroquimicamente inativa,

que se converte, finalmente, a benzoquinona (LOURENCAO, 2009).
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Figura 4.7. Mecanismo de oxidacdo eletroquimica do paracetamol (LOURENCAO,
2009).

Para a realizacdo de medidas amperométricas de paracetamol utilizando o
sistema apresentado na Figura 3.6 da secao 3.5, um potencial de +0,70 V foi aplicado
no eletrodo de trabalho e aliquotas de 750 nL das soluc¢des padréo contendo o farmaco
foram adicionadas a uma distancia de 2 mm do ET. A Figura 4.8 apresenta
cromatogramas obtidos para injecdes sucessivas de solu¢des contendo concentracdes

crescentes (100, 200, 400, 600 e 800 pmol L™?) de paracetamol. Como observado,
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foram realizadas trés medidas para cada concentracdo. O tampéao de corrida utilizado

foi tampé&o acetato 0,001 mol L™ em pH 4,7.

——— 100 pmol L™

——— 200 pmol L™

0.7 | —— 400 pmol L™
-1

0,6 600 pmol L1
——— 800 pmol L

I/UA

100 200 300 400 500 600 700

tempo/s

Figura 4.8. Cromatogramas registrados em pPADs com deteccdo amperométrica
para concentracbes crescentes de paracetamol de 100 a 800 pmol L™, com
incrementos de 100 umol/L. Foram realizadas trés injecdes para cada concentracao.
Potencial de deteccdo +0,70 V, tamp&o acetato 0,001 mol L™ (pH 4,7). Volume de
injecao: 750 nL.

Como observado, foram obtidos picos bem definidos e proporcionais a
concentracdo do farmaco. As larguras dos picos cromatograficos na linha de base,
de aproximadamente 160 s, refletem a passagem da zona de amostra ao longo do
eletrodo de trabalho. A Figura 4.9 mostra uma curva de calibragéo obtida utilizando
os valores das alturas dos picos obtidos nas diferentes concentracdes de
paracetamol. As medidas foram realizadas em triplicata.
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Figura 4.9. Curva de calibracdo obtida para o paracetamol utilizando os pPADs com

deteccdo amperométrica. As condicdes estdo descritas na Figura 4.8.

Como observado, obteve-se uma resposta linear dentro do intervalo de
concentracdes de paracetamol estudado (100 a 800 pmol L™), com um coeficiente de
determinacdo (R? de 0,9977. A equacdo da reta obtida foi: ipa (MA) = 0,00568
(+0,00411) + 6,59 x 10 (+1,81 x 10°) [paracetamol] (umol L™).

O LD foi determinado a partir do desvio padrédo de 10 medidas da linha de
base, sendo este valor multiplicado por 3 e dividido pela inclinagdo da curva de
calibracdo. Para obter o limite de quantificacdo (LQ), o desvio padrédo encontrado
para a linha de base foi multiplicado por 10 e dividido pela inclinacdo da reta. Dessa
forma, o LD e LQ encontrados foram de 6,52 pmol L* e 21,72 umol L7,

respectivamente.
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A repetibilidade foi avaliada pela medida das correntes de picos
cromatograficos obtidos em dez injecbes consecutivas, em um mesmo UPAD, de
uma solucdo de paracetamol na concentracdo de 600 pmol L. Os cromatogramas
obtidos estdo apresentados na Figura 4.10. O desvio padrdo relativo (DPR), que
descreve a dispersdo das medidas individuais ao redor da média, foi de 3,06% (n =

10).

0,61
0,5+
0,4+

0,3 A

i/UA

0,2+

0,1+

0,0 -

100 200 300 400 500 600 700 800

Tempo/s

Figura 4.10. Cromatogramas registrados em um mesmo HPAD com deteccao
amperométrica para injecées consecutivas de uma solucédo padréo de paracetamol
na concentracdo de 600 pmol L™. Potencial de deteccéo +0,70 V, tamp&o acetato
0,001 mol L™ (pH 4,7), aliquotas de 750 nL.

Para avaliar a reprodutibilidade entre diferentes PPADs, avaliou-se as
correntes de picos cromatogréficos obtidos para a concentracdo de 600 pmol L™ de
paracetamol em trés dispositivos diferentes. Os cromatogramas obtidos séo

mostrados na Figura 4.11. O DPR calculado foi de 5,4%.
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Figura 4.11. Cromatogramas registrados em trés diferentes pyPADs com detecc¢ao
amperometrica para solucao padrdo de paracetamol na concentracao de 600 pmol L
!, Potencial de deteccéo +0,70 V, tamp&o acetato 0,001 mol L™ (pH 4,7), aliquotas
de 750 nL.

Observa-se que ocorreram variagdes nas larguras de linha de base dos picos,
guando comparados os cromatogramas obtidos para os trés dispositivos diferentes.
Esse comportamento provavelmente seja um efeito de diferentes larguras dos
eletrodos de trabalho. Como sao feitos a méao, a reprodutibilidade fica comprometida.

A Tabela 4.2 apresenta uma comparacao entre alguns parametros analiticos
obtidos nesse trabalho para a deteccdo de paracetamol, com outros trabalhos que
utilizaram a deteccdo eletroquimica para esse mesmo analito. Como observado, 0
meétodo desenvolvido, utilizando eletrodos de grafite desenhados a mao com lapis,
apresentou faixa linear maior quando comparado a alguns trabalhos como os de
Chu et al. (2008), Ozcan et al. (2011), Kachoosangi et al. (2008), que utilizaram
eletrodos que apresentam maior custo e complexidade, sendo eles,
respectivamente, eletrodo de disco de carbono (EDC), eletrodo de grafite
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eletroquimicamente modificado (EGEM) e eletrodo de grafite pirolitico modificado
com nanotubo de carbono (EGP-NC).

O limite de deteccdo obtido foi menor quando comparado ao trabalho de
Shiroma et al. (2012), que utilizaram eletrodos de ouro depositados sobre o papel
cromatografico e deteccdo amperométrica, sendo este o estudo que mais se
aproxima do desenvolvido neste trabalho. Os demais trabalhos apresentaram
menores limites de deteccédo, o que pode ser explicado pelo fato de que, enquanto o
método desenvolvido utilizou amperometria direta, a maioria dos outros métodos
listados utilizaram técnicas voltamétricas de pulso com eletrodos modificados.
Entretanto, cabe ressaltar que a andlise de paracetamol em formulacdes
farmacéuticas ndo exige limites de deteccdo e/ou quantificacdo tdo baixos quanto

agueles obtidos nesses trabalhos.
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Tabela 4.2. Comparagdo de parametros analiticos de trabalhos encontrados na
literatura para deteccéo eletroquimica de paracetamol.

Faixa Limite de Coeficiente
. ' Método de
Referéncia Linear deteccdo de correlacéo .
1 1 deteccéo
(umol L™) (umol L™) (R)
Neste trabalho 100 - 800 6,52 0,999 UPAD/DA
Shiroma et al.,
50 — 2000 25 0,999 HPAD/DA
2012
Chu et al., 2008 0,59-14 0,59 0,999 EDC/DA
Bolado et al.,
2,5-1000 1 0,999 EC*VC
2009
Messina et al.,
3,5-100 0,3 0,994 SEM/DA
2006
Habibi et al., 2011 0,2 - 100 0,12 0,996 ECC-NC/VPD
Guan et al., 2008 1-2000 0,3 0,999 ECLI/VPD
Ghadimi et al., ECV-PVP-
0,02 - 450 0,00169 0,997
2013 NCM/VPD
Ozcanetal., 2011 0,05-2,5 0,0025 0,999 EGEM/ATSDPV
Kachoosangi et
0,1-25 0,045 0,996 EGP-NC/VC
al., 2008

EDC: Eletrodo de disco de carbono

DA: Detecgdo amperométrica

EC*: Eletrodo de carbono impresso modificado com nanotubos de carbono

VC: Voltametria ciclica

SEM: Sensor modificado com enzima

ECC-NC: Eletrodo de carbono ceramico modificado com nanotubo de carbono

VPD: Voltametria de pulso diferencial

ECLI: Eletrodo de carbono liquido ibnico

ECV-PVP-NCM: Eletrodo de carbono vitreo modificado com poli(4-vinilpiridina) e multicamadas de
nanotubos de carbono

ATSDPV: Adsorptive transfer stripping differential pulse voltammetry (voltametria de pulso
diferencial adsortiva)

EGEM: Eletrodo de grafite de lapis eletroquimicamente modificado

EGP-NC: Eletrodo de grafite pirolitico modificado com nanotubo de carbono
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4.3.2.1 Analise de formulagdes farmacéuticas

Formulacdes farmacéuticas comerciais (amostra A e amostra B) contendo
paracetamol foram analisadas usando os PWPADs com deteccdo amperométrica,
sendo que os resultados foram comparados com os valores contidos na bula. Para
cada amostra, foram realizadas seis determinacdes. A Figura 4.12 mostra 0s
cromatogramas obtidos e a Tabela 4.3 apresenta as concentracdes calculadas, em

mg/comprimido, para cada amostra.
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Figura 4.12. Cromatogramas registrados em pUPADs com deteccao eletroquimica

com eletrodos feitos com lapis para as amostras (a) A e (b) B. Potencial de deteccao
+0,70 V, tampa&o acetato 0,001 mol L™ (pH 4,7), aliquotas de 750 nL.
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Tabela 4.3. Resultados obtidos na determinagéo de paracetamol em formulacdes
farmacéuticas utilizando WPADs com deteccdo amperométrica com eletrodos de

grafite feitos com lapis.

Valor obtido Valor tabelado Erro

Amostra (mg/compr) (mg/compr) (%)*
A 4594 +17,0 500 -8,1

B 432,1 + 26,3 400 8,0

*Erro % = (valor obtido x 100)/(valor tabelado)

Como observado na tabela 4.3, foi possivel a determinacdo de paracetamol
em formulacdes farmacéuticas com erros relativos menores que 10%, quando
comparados com os valores contidos na bula. Observa-se também que a precisao
para seis determinacfes dos farmacos foi bastante satisfatéria, ficando abaixo de
6,1%. Cabe ressaltar que a comparacdo dos resultados obtidos nas analises
utilizando os PPADs seria mais adequada, com possibilidades de utilizacdo de
ferramentas estatisticas como o teste-t, se um método de comparacéo tivesse sido
desenvolvido. Entretanto, o objetivo nesse momento foi apenas mostrar que 0s

UPADs desenvolvidos possuem potencial para analise quantitativa.
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5. CONCLUSOES

Vérias propriedades fazem do papel um material adequado para a realizacéo
de ensaios de diagnostico: possui baixo custo, é leve, biodegradavel, familiar e sua
superficie possui potencial para modificacdo quimica. O PDMS utilizado nesse
trabalho para criar barreiras hidrofébicas no papel, € transparente, facilmente
disponivel, ndo é tdéxico, é inodoro e mecanicamente flexivel. Neste trabalho foi
apresentado um método simples e de baixo custo para fabricacdo de PPADs
utilizando carimbos de madeira e uma mistura de PDMS/hexano, unindo as
vantagens do papel as de PDMS. Esses materiais de facil aquisicdo e baixo custo
permitem a implementacdo da metodologia em laboratérios de pesquisa, sem o
emprego de equipamentos sofisticados.

Ao aplicar PDMS/hexano sobre a superficie do papel, hA um espalhamento
vertical e lateral do mesmo. O espalhamento vertical, cria barreiras hidrofébicas ao
longo da espessura do papel. O espalhamento lateral diminui a resolucdo do
método, pois resulta em barreiras hidrofobicas que sdo mais largas do que os
padrdes contidos nos carimbos. Contudo, a resolugcdo obtida foi adequada para os
objetivos propostos: realizar ensaios colorimétricos para a determinacado da proteina
BSA, construcdo de pPADs com deteccédo eletroquimica e deteccdo amperométrica
de paracetamol em formula¢des farmacéuticas.

Nas determinacdes de paracetamol em formulacdes farmacéuticas utilizando
o sistema microfluidico desenvolvido, com eletrodos de grafite feitos a mao com
lapis, ndo foi necessaria nenhuma etapa de pré-tratamento da amostra, que apos

diluicho em tampé&o acetato foi colocada diretamente sobre o microdispositivo.
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6. ATIVIDADES FUTURAS

Como discutido anteriormente, o objetivo do trabalho foi o de propor uma
nova metodologia para fabricacdo de uPADs. Ficam como perspectivas para
complementagé&o do trabalho as seguintes atividades:

- Determinacao de proteinas totais em amostras de urina artificial, para que a
parte de detecgdo colorimétrica fique mais completa.

- Realizacdo de estudos adicionais em voltametria ciclica, inclusive em
experimento de calibragéo.

- Aplicar a metodologia de determinagcao de paracetamol em pelo menos mais
uma amostra, comparando os resultados (inclusive das amostras j& analisadas) com

aqueles obtidos utilizando um método comparativo.
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