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RESUMO 

 

Nos últimos seis anos, dispositivos microfluídicos à base de papel (microfluidic 

paper-based devices, µPADs), fabricados através da aplicação de materiais 

hidrófobicos em papel hidrofílico, surgiram como uma plataforma promissora para 

diagnósticos do tipo point-of-care em países em desenvolvimento, onde a 

disponibilidade de recursos é limitada. Esses dispositivos apresentam características 

atraentes, como baixo custo, facilidade de uso, baixo consumo de reagente e de 

amostra, portabilidade e descartabilidade. Este trabalho descreve um método 

alternativo para fabricação de µPADs utilizando materiais de baixo custo. Para 

formar barreiras hidrofóbicas em papel de cromatografia, foram utilizados carimbos 

de borracha e madeira, e uma mistura de polidimetilsiloxano (PDMS)/hexano. Os 

padrões desejados para os µPADs, desenhados em um software gráfico, foram 

confeccionados em carimbos de borracha/madeira, utilizados para marcar o papel 

com PDMS/hexano. Para determinar a resolução do método proposto, as larguras 

das barreiras hidrofóbicas e dos canais hidrofílicos foram estudadas no intervalo de 

200-1400 µm e 1600-2200 µm, respectivamente. A menor barreira hidrofóbica obtida 

foi de 948 ± 112 µm (n = 9), resultante de uma largura nominal de 200 µm. A menor 

largura obtida para o canal hidrofilico foi de 721 ± 111 µm (n = 9), sendo originado 

por um canal de largura nominal de 1600 µm. Os µPADs foram avaliados na 

determinação colorimétrica da proteína albumina sérica bovina (BSA) no intervalo de 

concentrações de 0 a 50 mg mL-1. Nesse estudo, o limite de detecção (LD) obtido foi 

de 7,2 mg mL-1. Além disso, foram fabricados µPADs com detecção eletroquímica, 

com  eletrodos de trabalho, referência e contra-eletrodo feitos a mão utilizando o 

grafite de lápis 5B comercial. O desempenho destes dispositivos foi avaliado através 
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da técnica de voltametria cíclica (VC), utilizando o K3[Fe(CN)6] como composto 

modelo e, também, para a determinação amperométrica de paracetamol em 

formulações farmacêuticas. Para isso, uma curva analítica foi construída no intervalo 

de concentrações de paracetamol entre 100 e 800 µmol L-1, obtendo um coeficiente 

de determinação (R2) de 0,9977, LD e limite de quantificação (LQ) de 6,52 µmol L-1 e 

21,72 µmol L-1, respectivamente.  

 

Palavras-chave: microfluídica, µPADs, instrumentação analítica, miniaturização, 

PDMS, detecção eletroquímica, paracetamol. 
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ABSTRACT 

 

Over the past six years, paper-based microfluidic devices (μPADs), 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 μPADs 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 μPADs, 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 µm and 1600-2200 µm, respectively. The smallest 

hydrophobic barrier was obtained with 948 ± 112 µm (n=9), that resulted from a line 

with nominal width of 200 µm. The smallest width obtained for the hydrophilic 

channel was 721 ± 111 µm (n=9), which originated from a channel with nominal of 

1600 µm. The μPADs 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-1, and the limit of detection (LD) was 7.2 mg mL-1. Moreover, 

μPADs 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)6] 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 µmol L-1. The 

obtained coefficient of determination (R2) was 0.9977, and the limit of detection (LD) 

and limit of quantification (LQ) were determined as 6.52 µmol L-1 and 21.72 µmol L-1, 

respectively.  

 

Keywords: microfluidics, μPADs, analytical instrumentation, miniaturization, 

electrochemical detection, paracetamol. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Miniaturização em química analítica 

 

 Os microchips analíticos têm impulsionado a química analítica nos últimos 

anos, da mesma forma com que os microchips eletrônicos desenvolveram o universo 

dos computadores e da eletrônica. Isso devido à demanda contínua por respostas e 

medições rápidas, em amostras com concentrações baixas de analitos e utilização 

de pequenos volumes de reagentes. Nesse contexto, surgiram os chamados 

microssistemas de análises totais (micro total analysis system - µTAS), capazes de 

realizar todas as etapas de uma análise completa de forma automatizada, 

constituindo-se de um sistema integrado. Essas etapas podem incluir a introdução 

da amostra, pré-tratamento da amostra, reações químicas, separações analíticas e 

detecção (COLTRO et al., 2007, 2008; RÍOS; ZOUGAGH; AVILA, 2012). 

Em 1979, foi apresentado o primeiro dispositivo analítico miniaturizado, um 

cromatógrafo a gás a base de silício, com capacidade de realizar separações 

rápidas. Contudo, esse primeiro microdispositivo não foi prontamente aceito pela 

comunidade científica e, durante a década de 80, a pesquisa em miniaturização em 

química analítica se resumiu no desenvolvimento de micro-bombas, micro-válvulas e 

sensores químicos (REYES et al., 2002). 

No início da década de 90, Manz et al. (1990) apresentaram um 

microssistema para cromatografia em fase líquida e propuseram o termo µTAS, 

marcando o início do renascimento dos microdispositivos analíticos, também hoje 

conhecidos como “lab-on-a-chip” (LOC), por inserirem várias etapas, normalmente 
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desenvolvidas em um laboratório, em um chip (DITTRICH, TACHIKAWA, MANZ, 

2006). 

De início, a principal razão para miniaturização era aumentar a freqüência 

analítica. Entretanto, a redução da escala macro para a escala micro pode oferecer 

outras vantagens como a análise em tempo reduzido, redução do volume de 

reagentes e amostras (da ordem de pL-nL) e, por conseqüência, reduzido volume de 

resíduos e baixo custo. Além disso, devido à portabilidade, é possível realizar 

análises em campo. Com os avanços no desenvolvimento de novos materiais e 

métodos de fabricação, o custo final de cada microdispositivo pode ser desprezível, 

o que viabiliza seu uso como dispositivo descartável (COLTRO et al., 2007). 

 

1.2. Microfluídica 

 

A microfluídica é definida como a ciência e tecnologia de sistemas que 

processam e manipulam pequenas quantidades de fluidos (10-9 a 10-18 L), utilizando 

canais com dimensões de dezenas a centenas de micrômetros, com aplicações nas 

áreas de biologia, medicina, eletrônica e química. Em química analítica a 

microfluídica têm se destacado, devido à capacidade de usar quantidades muito 

pequenas de amostras e reagentes, realizar separações e detecções com alta 

resolução e sensibilidade, baixo custo, tempos curtos de análise e portabilidade 

(CREVILLÉN et al., 2007; WHITESIDES, 2006). 

O campo da microfluídica tem quatro pilares, os quais impulsionaram o seu 

desenvolvimento, são eles: análise molecular, bio-defesa, biologia molecular e 

microeletrônica. Primeiramente, iniciou-se com a análise molecular, pois a origem da 

microfluídica está nos métodos de separação: cromatografia gasosa (CG), 
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cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) e eletroforese capilar (CE). Esses 

métodos de separação, combinados com o poder dos métodos de detecção, 

tornaram possível a obtenção de alta sensibilidade e resolução, usando quantidades 

muito pequenas de amostras. O sucesso desses métodos desenvolvidos em 

microcanais estimulou o desenvolvimento de sistemas microfluídicos ainda mais 

compactos e mais versáteis, com aplicações em química e bioquímica 

(WHITESIDES, 2006). 

A segunda motivação para o desenvolvimento da microfluídica surgiu após o 

fim da guerra fria. Devido às ameaças terroristas com armas químicas e biológicas, 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 microfluídicos projetados para utilização no campo de 

guerra, que serviriam como detectores de ameaças químicas e biológicas. Estes 

programas foram o principal estímulo para o rápido crescimento da tecnologia 

microfluídica no meio acadêmico (WHITESIDES, 2006). 

O terceiro pilar que colaborou para o crescimento da microfluídica veio do 

campo da biologia molecular, com a explosão da genômica na década de 1980. O 

sequenciamento de DNA exigiu métodos analíticos com maior rendimento, 

sensibilidade e resolução. A microfluídica oferece métodos capazes de superar 

essas expectativas (WHITESIDES, 2006). 

A quarta contribuição veio da microeletrônica. A fotolitografia e outras 

tecnologias de microfabricação associadas à microeletrônica, que tinham sido tão 

bem sucedidas em silício e em sistemas microeletromecânicos (MEMS), seriam 

diretamente aplicáveis à microfluídica. De fato, os primeiros trabalhos em 

microfluídica usaram microchips de silício e vidro, sendo que esses materiais foram, 
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em algumas aplicações, substituídos por plásticos. O silício, em particular, é caro e 

opaco a luz visível e ultravioleta, por isso não pode ser utilizado em métodos ópticos 

de detecção convencionais. Além disso, é mais fácil fabricar os componentes 

requeridos para sistemas de microanálises - especialmente bombas e válvulas – em 

elastômeros do que em materiais rígidos (WHITESIDES, 2006). 

 

1.3. Dispositivos microfluídicos 

 

1.3.1. Substratos 

 

 Na escolha do material para a fabricação de dispositivos microfluídicos, várias 

características devem ser consideradas: custo, superfície química, propriedades 

ópticas e elétricas, biocompatibilidade, facilidade de fabricação e integração e a 

viabilidade de produção em grande escala. Dependendo da aplicação, os 

dispositivos podem ser fabricados a partir de vidro, silício, polímeros, papel, entre 

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

 

1.3.1.1 Vidro 

 

O vidro é muito utilizado para construção de microchips analíticos, contudo os 

procedimentos de fabricação, baseados na fotolitografia, demandam infraestrutura 

especializada e de alto custo. Mesmo assim, características como a boa 

transparência óptica, eficiente dissipação de calor, propriedades de superfície bem 

conhecidas e excelentes resistências química e ao stress mecânico, ainda fazem do 

vidro o material mais popular e a primeira opção na grande maioria das aplicações 
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(BECKER, GARTNER, 2008). Recentemente, alguns processos alternativos de 

microfabricação em vidro têm 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 analíticos desenvolvidos 

para realização das múltiplas etapas de uma análise de DNA.  Trata-se de um 

exemplo de uma combinação dos materiais vidro, silício e placas de circuito 

impresso. O microdispositivo representado contém conectores para entrada de ar, 

canais microfluídicos, barreiras hidrofóbicas para filtração, 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 é inserida no 

dispositivo e detectada após a reação de PCR. O limite de detecção descrito pelos 

autores foi igual a 10 ng µL-1 (BURNS et al., 1998). 

Figura 1.1. Exemplo de um microssistema fabricado em três camadas usando 

substratos de vidro, silício e placa de circuito integrado para análise de DNA 

(Adaptado de BURNS et al., 1998). 
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1.3.1.2 Polímeros 

 

Os substratos poliméricos surgiram como uma alternativa ao vidro na 

fabricação de microchips usados em aplicações analíticas e bioanalíticas. A enorme 

quantidade de materiais disponíveis no mercado, a ampla variedade de 

propriedades químicas, mecânicas, elétricas e ópticas, bem como as várias 

possibilidades em métodos de microfabricação, permite a seleção do material ótimo 

para a grande maioria das aplicações. Adicionalmente, microdispositivos poliméricos 

são mais baratos e de fácil manipulação quando comparados ao vidro, além de 

permitirem a fabricação em massa (PICCIN, 2008). 

Os polímeros comumente utilizados em microfabricação se dividem em três 

classes principais de acordo com suas propriedades físicas: polímeros 

elastoméricos, polímeros termoplásticos e polímeros termofixos. Cadeias 

moleculares entrelaçadas de maneira mais física do que química, formam os 

polímeros elastoméricos, que possuem a capacidade de retornarem a sua forma 

original depois de terem sofrido a aplicação de uma força externa. O 

polidimetilsiloxano (PDMS) possui baixa temperatura de cura, excelente 

transparência ótica, elasticidade, não é tóxico e possui baixo custo. Essas 

características o tornam o polímero mais utilizado na fabricação de dispositivos 

microfluídicos (PICCIN, 2008). 

O método mais usado para a construção de microchips em PDMS é o 

processo de moldagem através da aplicação da resina polimérica sobre moldes 

microfabricados por fotolitografia. A Figura 1.2 mostra uma representação 

esquemática da fabricação de microdispositivos através do processo de moldagem 

polimérica. O processo se inicia pela construção de um molde através de 
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prototipagem rápida em fotolitografia. Para isso, uma camada de fotoresiste, 

depositada sobre uma placa de silício, é irradiada com uma fonte de luz UV, usando 

como anteparo a fotomáscara contendo o desenho do microdispositivo. Como o 

fotoresiste é uma resina que sofre polimerização apenas quando irradiada por luz 

UV, a parte protegida pela fotomáscara é removida em um processo denominado 

revelação. O fotoresiste polimerizado sobre a placa de silício, remanescente do 

processo de revelação, constitui o alto relevo do molde. Uma resina contendo os 

constituintes monoméricos do polímero e um agente de cura são misturados e 

aplicados sobre o molde, sendo deixados em repouso até que ocorra a total 

polimerização. Após cura completa, as réplicas moldadas são retiradas do molde e 

os microcanais formados no polímero são selados usando uma peça lisa do mesmo 

polímero ou de outro material (PICCIN, 2008). 
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Figura 1.2. Fabricação de moldes por prototipagem rápida em fotolitografia seguida 

da construção de microdispositivos através do processo de moldagem polimérica 

(PICCIN, 2008). 

 

1.3.1.3 Papel 

 

Recentes desenvolvimentos sugerem que substratos à base de papel podem 

ser uma alternativa interessante para fabricação de dispositivos microfluídicos. 

Papel, feito de fibras de celulose, é abundante, barato e sustentável, descartável, 

fácil de usar, armazenar e transportar, fácil de modificar quimicamente e é familiar 
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para o público. Ensaios realizados em dispositivos à base de papel dispensam a 

utilização de bombas e válvulas, devido à ação capilar (KOVARIK et al., 2012). 

 

1.4. Dispositivos microfluídicos à base de papel 

 

Nos últimos anos, existe um interesse crescente no desenvolvimento de 

dispositivos microfluídicos à base de papel (microfluidic paper-based devices, 

µPADs), fabricados pela  aplicação de materiais hidrófobicos sobre o papel 

hidrofílico. Estes sistemas podem combinar algumas das capacidades tradicionais 

de dispositivos microfluídicos, como por exemplo, utilização de pequenos volumes 

de amostras e reagentes, com o baixo custo, simplicidade, facilidade de utilização, 

portabilidade e descartabilidade. Eles são considerados como sendo ideais para o 

desenvolvimento de diagnósticos por meio de bioensaios em áreas remotas e 

ambientes de recursos limitados, ou até mesmo para diagnósticos feitos em casa, 

tendo um grande potencial para aplicação em pequenos laboratórios de países 

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

 

1.4.1. Um pouco de história 

 

 A invenção da cromatografia em  papel, por Martin e Synge, que foram 

premiados com o Prêmio Nobel de química em 1952, marca o começo da utilização 

de diagnósticos utilizando dispositivos a base de papel. (KRICKA, SIA, 2008; 

PAROLO, MERKOÇI, 2013) 

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

glicose em urina, seguido da introdução no mercado consumidor em 1960. Hoje, 



10 
 

testes em tiras de papel (também chamados testes de fluxo lateral ou imunoensaios) 

são muito utilizados. Um exemplo bem conhecido é o teste de gravidez (Figura 1.3). 

Tipicamente, esses ensaios são baseados na imobilização em uma tira de papel do 

anticorpo de captura específico a um antígeno de interesse presente na amostra. Os 

resultados são comparados a um código de cores e fornecem uma detecção 

qualitativa do tipo “sim/não”.  Estes testes são vantajosos devido à sua simplicidade 

e baixo custo. Contudo, não são quantitativos e nem suficientemente sensíveis para 

certos biomarcadores, além de não terem capacidade para múltiplas análises 

(LIANA et al., 2012; YETISEN, AKRAM, LOWE, 2013). 

 

Figura 1.3. Leitura de um teste de gravidez de farmácia feito em uma tira de papel. 

O resultado positivo se deve a presença do hormônio gonadotrofina coriônica 

humana (hCG).  

 

Recentemente, com o interesse por testes quantitativos e o advento das 

técnicas de microfabricação,surgiram os µPADs (microfluidic paper-based devices, 

µPADs), dispositivos que integram as vantagens do papel com as da microfluídica 

(KRICKA, SIA, 2008; PAROLO, MERKOÇI, 2013). 
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1.4.2. Fabricação de µPADs 

 

Na escolha de técnicas e materiais para fabricação de µPADs deve-se 

considerar  os critérios de simplicidade, baixo custo e eficiência no processo de 

produção em massa. Existem várias técnicas e processos de modificação química 

e/ou deposição física de polímeros que podem ser usados para ajustar as 

propriedades do papel, de tal modo que este se torne disponível para modificação 

adicional ou utilização direta em várias aplicações (LIANA et al., 2012; KWONG, 

GUPTA, 2012). 

Martinez et al. (2007) foram os pioneiros na fabricação dos µPADs, sendo que 

para tal processo utilizaram a fotolitografia. Desde então foram relatados na 

literatura uma série de métodos para a fabricação de µPADs, como a impressão a 

cera (CARRILHO; MARTINEZ; WHITESIDES, 2009; DUNGCHAI; CHAILAPAKUL; 

HENRY, 2011; LEWIS et al,. 2012), serigrafia ou “silk-screen” (DUNGCHAI; 

CHAILAPAKUL; HENRY, 2011), impressão a laser (SCHILLING et al., 2012; SHI et 

al., 2012), impressão flexográfica (OLKKONEN; LEHTINEN; ERHO, 2010), 

tratamento por plasma (LI et al., 2008), recorte a laser (FENTON et al., 2009), 

plotagem mecânica (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 limitações. 
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1.4.2.1 Fotolitografia  

 

A fotolitografia (foto: luz; lito: pedra; grafia: escrita) consiste 

fundamentalmente na gravação de estruturas micrométricas em um substrato plano 

com auxílio de raios-x ou radiação ultravioleta (COLTRO et al., 2007). A Figura 1.4 

mostra uma representação esquemática do processo fotolitográfico para fabricação 

de µPADs, proposto por Martinez et al. (2007). Como observado, inicialmente, o 

papel de cromatografia é embebido com fotorresiste, um polímero sensível à 

radiação ultravioleta (UV). Em seguida, uma máscara fotolitográfica é colocada 

sobre o papel e esse conjunto é exposto à radiação para gravação da imagem 

desejada. Essas máscaras fotolitográficas são obtidas pela impressão direta em 

transparências usando impressoras de alta resolução. A exposição à radiação 

promove uma interação entre o feixe incidente e o polímero fotossensível. 

Conseqüentemente, a estrutura química do polímero exposto à radiação sofre 

polimerização. Após aquecimento, o fotorresiste contido nas áreas não 

polimerizadas (protegidas pela máscara) é removido com o uso de um solvente 

adequado e, por fim, toda a superfície é exposta a um plasma de oxigênio para 

retirar polímeros remanescentes no canal hidrofílico (MARTINEZ et al., 2007).  
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Figura 1.4. Esquema que descreve o método para a fabricação de canais 

hidrofóbicos em papel por fotolitografia (MARTINEZ et al., 2007). 

 

O método baseado em fotolitografia fornece elevada resolução entre as áreas 

hidrofílicas e hidrofóbicas (aproximadamente 200 µm de largura mínima da barreira 

hidrofóbica). No entanto, requer a utilização de equipamentos e reagentes de alto 

custo, como reveladores, fotorresistes, foto-alinhadoras, plasma de oxigênio, sala 

limpa, que tornam o método, muitas vezes, inviável. Com o objetivo de contornar 

algumas dessas limitações, em 2008, Martinez et al. descreveram um método rápido 

para prototipagem de dispositivos microfluídicos em papel, denominado FLASH 

(Fast Lithographic Activation of Sheets). O método FLASH é baseado em 
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fotolitografia, mas requer apenas uma lâmpada de UV e uma placa de aquecimento, 

não necessitando sala limpa e aparelhos sofisticados. Com isso, mantém-se a maior 

vantagem da fotolitografia, que é a alta resolução, com canais com dimensões tão 

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

 

1.4.2.2 Plotagem mecânica 

 

Em 2008, Bruzewicz et al. realizaram uma modificação mecânica em uma 

plotter do tipo x,y (modelo Hewlett-Packard 7550A) para fabricar canais hidrofílicos 

em papel cromatográfico, por meio da impressão de uma solução de polímero 

hidrofóbico, o polidimetilsiloxano (PDMS), dissolvido em hexano. O PDMS penetra 

nos poros do papel e, depois de curado, forma uma parede hidrofóbica que soluções 

aquosas não podem cruzar. Esse tipo de plotter faz a impressão por meio de um 

braço mecânico 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 braço mecânico. Uma vez que o braço mecânico reconhece as canetas que 

carregam as tintas pela sua forma, foi criada uma réplica das canetas originais para 

que fossem carregadas com a mistura PDMS/hexano, utilizada na fabricação dos 

µPADs (Figura 1.5). Os canais formados exibiram uma largura mínima de 1 mm, e o 

espaçamento mínimo entre dois canais foi de 1 mm. Estas dimensões são grandes 

quando comparadas às que normalmente se verificam em sistemas microfluídicos, 

mas são de tamanho adequado para dispositivos básicos feitos em papel para 

diagnósticos clínicos. Isso porque a leitura desses dispositivos, muitas vezes, 

envolve observações visuais e/ou ensaios colorimétricos (BRUZEWICZ; RECHES; 

WHITESIDES, 2008). 
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Figura 1.5. Ilustração esquemática do processo de adaptação de uma caneta usada 

para fabricar canais hidrofílicos em papel. (A) À esquerda, uma caneta original. À 

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 polímero rígido a base de poliuretano e curado em luz 

ultravioleta. Finalmente, a caneta é preenchida com PDMS e está pronta para ser 

adaptada na plotter x,y (Adaptado de BRUZEWICZ et al., 2008). 
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1.4.2.3 Impressão a cera 

 

Com o crescente interesse na utilização de µPADs em análises clínicas, surge 

uma metodologia bastante simples baseada na impressão a cera utilizando 

impressoras  de cera sólida (essas impressoras são comumente comercializadas 

pela Xerox). Nessa metodologia, Carrilho et al. (2009) imprimiram padrões de cera 

sólida sobre a superfície do papel cromatográfico e, em seguida, utilizaram uma 

placa de aquecimento para fundir essa cera impressa, de modo que penetrasse nos 

poros do papel (Figura 1.6). Este processo possibilita a criação de barreiras 

hidrofóbicas no papel, que definem os canais hidrofílicos. Essa metodologia envolve 

um pequeno número de passos, sendo adequada para a fabricação de grandes 

quantidades (> 100) de μPADs em um único lote.  

Nessa metodologia, há um certo espalhamento lateral da cera, quando a 

mesma é aquecida,  resultando em barreiras hidrofóbicas mais largas do que os 

padrões originalmente impressos. Assim, o processo permite a fabricação de 

barreiras hidrofóbicas com espessuras mínimas de 850 m e canais hidrofílicos de 

561 m. Dessa maneira, o método não possui resolução tão alta quanto ao método 

fotolitográfico, o que não é um impedimento para a maioria das aplicações 

(CARRILHO et al., 2009). 
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Figura 1.6. Representação esquemática das etapas necessárias para a fabricação 

de µPADs por impressão 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 hidrofóbicas em papel. A serigrafia é um método bem 

conhecido e de baixo custo utilizado para a impressão de imagens em roupas e 

outros materiais do cotidiano, bem como para criação de eletrodos screen-printed. 

Esse método de fabricação consiste de três passos: (1) fabricação de uma tela em 

nylon contendo o modelo (“screens”) dos dispositivos. (2) utilizando giz de cera 

convencional, a cera é depositada manualmente sobre o papel cromatográfico 

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 hidrofóbicas. Um esquema do método é mostrado na Figura 1.7. 
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Figura 1.7. Diagrama esquemático do método de fabricação de μPADs 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 

fabricação de μPADs por meio do recorte do substrato de papel. Os autores 

trocaram a caneta à tinta que faz parte da plotter por uma lâmina, comumente 

utilizada em impressoras de recorte. Com isso, foi possível realizar o recorte preciso 

das estruturas desejadas em papel cromatográfico. O próprio recorte delimita o fluxo 

da solução no papel. A Figura 1.8 mostra os dispositivos obtidos pelos autores 

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

 

1.4.2.6 Fabricação de μPADs usando canetas marcadoras 

 

 Em 2012, Nie et al. descreveram um método para a fabricação de μPADs 

utilizando marcadores permanentes e placas de ferro contendo os padrões 

desejados para os microdispositivos. Esses marcadores permanentes são canetas 

que contém uma tinta resistente à água, formada por um corante, um solvente 

(tipicamente etanol) e uma resina hidrofóbica. Com o auxílio dos modelos de ferro, 

fabricados por usinagem, contendo os padrões desejados para os μPADs, os 

marcadores foram utilizados para desenhar diretamente sobre o papel 

cromatográfico os dispositivos contendo os padrões desenvolvidos. A tinta da caneta 

permanente penetra nos poros do papel e, depois da evaporação rápida do solvente,  
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as resinas remanescentes formam as barreiras hidrofóbicas que definem os canais 

hidrofílicos ou zonas de teste indepedentes. O processo de fabricação descrito por 

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

 

Figura 1.9. Esquema do método de fabricação de μPADs descrito por Nie et al. 

(2012) (Adaptado de NIE et al., 2012). 

 

1.4.3. Métodos de detecção em μPADs 

 

 Métodos ópticos e eletroquímicos são os mais adequados para detecção em 

μPADs, pois esses mantêm a simplicidade e portabilidade dos dispositivos. Entre os 

métodos mais comumente encontrados na literatura, destacam-se  o colorimétrico 

com análise de imagens (LEWIS et al., 2012; SONGJAROEN et al., 2011; NIE et al., 

2012), eletroquímico (LU et al., 2012; SHI et al., 2012; NIE et al., 2010; DUNGCHAI 

et al., 2009) quimioluminescência (YU et al., 2011a,b)  e eletroquimioluminescência 

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

 

 A colorimetria em μPADs é a mais simples, rápida e barata das metodologias, 

pois baseia-se apenas na medida da intensidade de cor em função da concentração 

da substância analisada. Basicamente, o fluxo de amostra contendo o analito de 

interesse é dirigido até a zona de teste que contém o reagente colorimétrico e, após 

o desenvolvimento de cor devido à reação química entre o analito e o reagente, a 

imagem do μPAD é registrada usando um scanner de mesa ou uma câmera 

fotográfica. A imagem é então analisada quanto à intensidade de coloração 

utilizando um software gráfico e, finalmente, essa intensidade de coloração é 

relacionada com a concentração do analito na amostra. 

 Martinez et al. (2007) foram os primeiros a demonstrar a detecção 

colorimétrica em μPADs para análise de glicose e proteínas totais. O ensaio de 

glicose baseia-se na oxidação enzimática de iodeto a iodo, em que uma mudança de 

cor de transparente/branco para marrom é associada à presença de glicose. No 

ensaio de proteína totais, o reagente azul de tetrabromofenol (tetrabromophenol 

blue, BHT), quando se ioniza, liga-se às proteínas, ocorrendo uma alteração de cor 

de amarelo para azul (Figura 1.10). 
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Figura 1.10. Teste positivo para glicose (esquerda) e proteína (direita), utilizando 

uma solução contendo 550 mmol L-1 de glicose e 75 µmol L-1 de proteína em urina 

artifical (5 µL) (MARTINEZ et al., 2007). 

 

 Nie et al. (2012) fabricaram zonas circulares hidrofóbicas em papel 

cromatográfico (~3 mm diâmetro) para a detecção colorimétrica e quantificação do 

antígeno específico da próstata (PSA). O método foi baseado em um imunoensaio 

do tipo sanduíche, sendo que na zona de teste adicionaram um primeiro anticorpo 

(anticorpo monoclonal para PSA), depois o antígeno, um segundo anticorpo 

(anticorpo policlonal para PSA) e, por fim, uma solução contendo nanopartículas de 

ouro, que foram utilizadas para realçar e amplificar a coloração (Figura 1.11). 



23 
 

 

Figura 1.11. (A) Esquema da detecção colorimétrica para PSA: 1. Adição do 

anticorpo monoclonal para PSA (mAb); 2. Adição do antígeno (PSA); 3. Adição do 

anticorpo policlonal para PSA e de nanopartículas de ouro (pAb-GNP);  4. 

Amplificação da coloração. (B) Os resultados de coloração obtidos para o 

imunoensaio do tipo sanduíche para detecção de PSA (NIE et al., 2012). 

 

Ratnarathorn et al. (2012) demonstraram a análise colorimétrica de cobre 

usando nanopartículas de prata (AgNP) em μPADs. Os dispositivos à base de papel 

foram fabricados por imobilização das AgNP funcionalizadas com homocisteína 

(Hcy) e ditiotreitol (DTT) na zona de teste. Uma mudança de cor é observada após a 

adição de solução de cobre sobre a superfície do papel revestido com Hcy-DTT-

AgNP. Essa metodologia foi utilizada para determinação de cobre em amostras de 

água de torneira e lago. 

Como outro exemplo de aplicação, em 2012, Henry et al. demonstraram a 

detecção colorimétrica em μPADs de diferentes patógenos de origem alimentar, 

como os agentes bacterianos Escherichia coli, Salmonella spp. e Listeria 

monocytogenes. As zonas de teste foram criadas pelo método de impressão a cera 
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em papel cromatográfico. A detecção foi feita através da medição da alteração de 

cor quando uma enzima, associada com o agente patogênico de interesse, reage 

com um substrato cromogênico. 

 

1.4.3.2 Detecção Eletroquímica 

 

 As técnicas eletroquímicas geralmente necessitam de um sistema de três 

eletrodos, sendo um eletrodo de referência (ER), um eletrodo auxiliar (EA) e um 

eletrodo de trabalho (ET). Na fabricação de um μPAD com detecção eletroquímica, 

esse sistema de três eletrodos é fabricado sobre a parte hidrofílica do papel, 

geralmente utilizando tintas condutoras a base de carbono (ET e EA) e prata (ER). 

Isto significa que um μPAD com detecção eletroquímica pode substituir células 

eletroquímicas convencionais, onde grandes volumes de soluções e eletrodos de 

estado sólido são comumente utilizados (LU et al. 2012; NIE et al., 2010). 

 Dungchai et al. (2009) foram os primeiros a demonstrar a detecção 

eletroquímica em μPADs. A Figura 1.12 mostra imagens desses dispositivos que 

foram utilizados na determinação de glicose, ácido úrico e ácido lático em amostras 

de soro. A fotolitografia foi usada para criar os canais microfluídicos em papel e a 

tecnologia de serigrafia (ou “silk-screen”) foi utilizada para fabricar os eletrodos 

utilizando tintas condutoras de carbono e prata. A determinação de glicose, lactato e 

ácido úrico em amostras biológicas baseou-se na oxidação dessas espécies pelas 

enzimas glicose-oxidase, lactato-oxidase e uricase, respectivamente. A oxidação 

dessas espécies produz o H2O2 que foi medido por amperometria. 
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(A) 

 

(B) 

 

Figura 1.12. (A) Configuração básica da célula de detecção eletroquímica em um 

μPAD. WE: Eletrodo de trabalho; RE: Eletrodo de referência; CE: Contra-eletrodo. 

(B) Imagem de um μPAD com detecção eletroquímica utilizado para determinação 

de glicose, lactato e ácido úrico (DUNGCHAI et al., 2009). Nesse dispositivo, um 

volume de apenas 5 L de amostra é aplicado no centro, sendo que a mesma se 

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

 

 Shiroma et al. (2012), utilizando o processo de impressão de cera, fabricaram 

canais de separação com  larguras de 2,0 mm em papel cromatográfico (Figura 1.13 

a), sendo que no final desses canais foram fabricados sistemas de detecção 

eletroquímica. Uma máscara feita de cobre (Figura 1.13 b) foi utilizada para delimitar 

a área dos três eletrodos (ET, ER e EA). Essa máscara foi posicionada na 

extremidade do canal hidrofílico (Figura 1.13 c) e uma fina camada de ouro foi 

depositada sobre a máscara através de um processo conhecido como sputtering. A 

máscara foi removida, deixando uma fina película de ouro de aproximadamente 200 

nm sobre o papel, que consiste no sistema de três eletrodos utilizados para 

detecção eletroquímica (Figura 1.13 d). Com esse dispositivo os autores realizaram 
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a separação cromatográfica e detecção amperométrica de paracetamol e 4-

aminofenol.   

 

Figura 1.13. Etapas da construção dos μPADs com detecção eletroquímica. (a) 

Canais hidrofílicos obtidos pelo método de impressão a cera. (b) Máscara de cobre 

com as delimitações para os três eletrodos. (c) Posicionamento da máscara na 

extremidade do canal hidrofílico. (d) Sputtering de ouro e a remoção da máscara 

(Adaptado de SHIROMA et al., 2012). 

 

 Dossi et al. (2013) descreveram um procedimento bem mais simples e rápido 

para a fabricação de μPADs com detecção eletroquímica. Células eletroquímicas 

foram replicadas em papel cromatográfico através do método de impressão a cera e 
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os eletrodos de trabalho, de referência e auxiliar foram desenhados a mão usando 

lápis comercial. Assim, o grafite dispensado sobre a parte hidrofílica do papel foi 

utilizado como substrato para os eletrodos da célula eletroquímica. 

 

1.4.4. Aplicações dos μPADs 

 

Como discutido anteriormente, o papel cromatográfico apresenta-se como 

uma boa alternativa para substratos de dispositivos microfluídicos porque é 

relativamente barato, descartável, fácil de usar, armazenar e transportar. Sua 

estrutura e porosidade são controláveis e a natureza da sua superfície apresenta 

potencial para modificação. Ensaios realizados em dispositivos à base de papel 

dispensam a utilização de bombas e válvulas, pois o movimento dos fluidos ocorre 

devido à ação capilar. Por tudo isso, os μPADs tem sido uma plataforma promissora 

para a aplicação em diversas áreas, se destacando principalmente em diagnósticos 

clínicos (KHAN et al., 2010; YAN et al.,2013 ) e monitoramento ambiental (SARFRAZ 

et al., 2012). 

 Na área de diagnósticos clínicos, destacam-se a determinação de glicose 

(MARTINEZ et al., 2007; DUNGCHAI, CHAILAPAKUL, HENRY, 2011; Fenton et al., 

2009; NIE et al., 2010), ácido úrico (Dungchai, Chailapakul, Henry, 2009; YU et al., 

2011), proteínas 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 eletroquímico a base 

de papel para análise de DNA, por meio da modificação do eletrodo de trabalho com 

nanopartículas de ouro e grafeno. Além de excelente sensibilidade, esse dispositivo 
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apresentou também boas precisão, estabilidade, e reprodutibilidade em amostras de 

soro humano. 

 Em análises ambientais, as condições da amostra podem variar ao longo do 

dia e também durante o tempo de coleta e transporte para o laboratório. Assim, 

existe uma necessidade no desenvolvimento de dispositivos que realizem análise 

em campo. Os μPADs com detecções colorimétrica e eletroquímica atendem bem a 

essa demanda. No monitoramento ambiental utilizando μPADs destacam-se os 

trabalhos que envolvem a determinação 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 superfície que contém um sistema de três eletrodos de carbono impressos. 

Uma das extremidades da tira de papel foi mergulhada em solução aquosa contendo 

os analitos de interesse (Pb(II) e Cd(II)) e, por capilaridade, a solução percorre o 

papel até atingir os eletrodos de carbono impressos, permitindo a quantificação dos 

analitos por voltametria de redissolução anódica de onda quadrada. O μPAD 

desenvolvido foi testado na quantificação direta de Pb(II) e Cd(II) 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, 

rápido e de baixo custo para fabricação de dispositivos microfluídicos a base de 

papel (µPADs). Para isso, utilizou-se carimbos de madeira e uma mistura de 

PDMS/hexano para formar barreiras hidrofóbicas em papel cromatográfico. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

 Fabricação de µPADs utilizando tecnologia alternativa de baixo custo. 

 Avaliação da resolução do método desenvolvido para a fabricação dos 

µPADs. 

 Aplicação dos µPADs na determinação colorimétrica da proteína albumina 

sérica bovina (bovine serum albumin, BSA). 

 Fabricação de µPADs com detecção eletroquímica utilizando a tecnologia 

proposta e eletrodos de grafite feitos com lápis. 

 Avaliação do desempenho dos µPADs com detecção eletroquímica utilizando 

voltametria cíclica de sistemas modelos. 

 Determinação amperométrica de paracetamol em formulações farmacêuticas 

utilizando µPADs com detecção eletroquímica. 
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3. EXPERIMENTAL 

 

3.1. Reagentes e soluções 

 

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau analítico e 

todas as soluções foram preparadas com água destilada. 

As soluções de calibração da proteína BSA (Sigma-Aldrich), usadas nos 

testes colorimétricos, foram preparadas nas concentrações de 10, 20, 30, 40 e 50 

mg mL-1 dissolvendo-se a quantidade necessária de proteína em água destilada. 

A solução de tampão citrato 250 mmol L-1 (pH 1,8), utilizada nos testes com a 

proteína BSA, foi preparada pela mistura de ácido cítrico 99% (Sigma-Aldrich) e 

citrato de sódio 99,5% (Sigma-Aldrich) em 92% de água e 8% de etanol (Sigma-

Aldrich) em volume. O ajuste do pH da solução foi realizado com HCl 0,10 mol L-1. 

A solução do reagente azul de tetrabromofenol (tetrabromophenol blue, BHT) 

(Sigma-Aldrich) 9 mmol L-1, também utilizada nos testes para BSA, foi preparada 

pela diluição do reagente em 95% de etanol e 5% de água em volume. 

A solução de cloreto de sódio (Synth) 0,50 mol L-1, utilizada como eletrólito 

suporte nas medidas voltamétricas, foi preparada pela dissolução do sal em água 

destilada. 

As soluções de hexacianoferrato (III) de potássio (K3[Fe(CN)6]) (Merck) foram 

preparadas pela dissolução do reagente em solução de NaCl 0,50 mol L-1, de acordo 

com a concentração desejada. 

As soluções de tampão acetato 0,001 mol L-1 (pH 4,7), utilizadas nos testes 

com o paracetamol, foram preparadas utilizando como componentes o ácido acético 
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99,7% (Synth) e o acetato de sódio (Synth). O pH desejado foi ajustado usando 

solução de HCl 0,10 mol L-1. 

Soluções estoque de paracetamol na concentração de 1,0 mmol L-1 foram 

preparadas previamente ao uso. Estas soluções foram preparadas dissolvendo-se 

0,0076 g de paracetamol em 50 mL de tampão acetato 0,001 mol L-1 (pH 4,7). 

Soluções de calibração foram obtidas pela diluição da solução estoque de 

paracetamol em tampão acetato (pH 4,7), obtendo-se concentrações finais que 

variaram entre 100 e 800 µmol L-1. 

As soluções dos tampões tiveram seus valores de pH ajustados  utilizando um 

pHmêtro  modelo MB10 (Marte Científica, São Paulo, SP). O  pHmêtro  foi  

diariamente  calibrado  com soluções  tampão  comerciais  de  pH  4,0  e  7,0. 

Todos os experimentos foram executados em temperatura ambiente.  

 

3.2. Construção dos microdispositivos 

 

Os dispositivos microfluídicos à base de papel (µPADs) foram construídos 

utilizando-se carimbos convencionais fabricados em borracha e fixos em suporte de 

madeira, papel de cromatografia (Whatman nº1) e, para a formação das barreiras 

hidrofóbicas, polidimetilsiloxano (PDMS) (Sylgard 184). O padrão desejado para o 

microdispositivo, desenhado no software Corel Draw 11.0 (Corel Corporation, 

Ottawa, Canadá), foi confeccionado em um carimbo de madeira, na escala de 1:1. 

Uma mistura contendo o pré-polímero do PDMS e seu catalisador, na proporção de 

10:1 (m/m), foi misturada com hexano 98,5% (Synth), na proporção de 10 g do pré-

polímero 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 superfície do papel cromatográfico. 

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

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

PDMS. Após retirá-lo da estufa, o dispositivo estava pronto para ser usado. O 

processo de fabricação dos µPADs está esquematizado na Figura 3.1. 

    
 

                       Papel 

  

                                

 
                                   

 

 

 

 

      

 

(Figura 1) 

 

 

Figura 3.1. Esquema do método proposto para fabricação de µPADs. 

 

 Na Figura 3.1 está esquematizado apenas um dos modelos de µPADs 

utilizados nesse trabalho. Outros padrões utilizados estão mostrados na figura 3.2. 

Carimbo de madeira 

Papel 

 

Papel 

 

µPAD 

Barreira hidrofóbica (PDMS) 

2. Padrões marcados no 

papel com carimbo de 

madeira (contendo 

PDMS). 

1. Cura do PDMS  

(Estufa 70°C). 
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Figura 3.2. Carimbos utilizados para fabricação de µPADs pelo método proposto. 

 

Os carimbos de madeira utilizados foram adquiridos de uma loja 

especializada. O processo de fabricação de um carimbo consiste de três etapas 

principais: 1) o modelo é elaborado utilizando-se um software, como por exemplo, o 

Corel Draw, sendo impresso em alta resolução em papel vegetal ou transparência 

para obtenção do fotolito. Esse fotolito contém áreas transparentes e outras 

impressas que barram a passagem de luz, permitindo a transferência da imagem do 

fotolito para um polímero fotossensível, que será utilizado como borracha para o 

carimbo (Figura 3.3, Etapa 1); 2) o fotolito obtido é colocado sobre uma base de 

vidro. Uma fina camada de poliéster (que pode ser uma transparência) é colocada 

sobre o fotolito para sua proteção. Guarnições são utilizadas para limitar a área em 

que o fotopolímero será adicionado. Depois da adição do polímero fotossensível, 

outro vidro é utilizado para fechar o sistema (Figura 3.3, Etapa 2). Todo o sistema é 

colocado em uma câmara e exposto à luz UV para polimerização. A parte impressa 

do fotolito serve como barreira (ou máscara) para a luz UV, de modo que não há 

polimerização na região impressa do fotolito; 3) um solvente é utilizado para retirar a 

parte não polimerizada protegida pelo fotolito, dando forma ao modelo no carimbo. 

Essa etapa é denominada revelação. Finalmente, a borracha (o polímero curado) é 

recortada e colada a uma base de madeira (Figura 3.3, Etapa 3).  
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Figura 3.3. Principais etapas envolvidas na fabricação de um carimbo. 

 

A maioria destes fotopolímeros são elastômeros poliuretânicos fotossensíveis 

na forma de líquidos viscosos coloridos ou não. Este líquido viscoso polimeriza 

quando exposto a uma fonte de luz UV-A com um intervalo do espectro entre 315 a 
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380 nm.  Sua composição é pouco divulgada, pois os produtos são todos 

patenteados (BRITO, GHELLER, 2008). 

 

3.3. Resolução do método 

  

 Com o objetivo de determinar a resolução das estruturas fabricadas utilizando 

o método proposto, realizou-se um estudo para verificar o espalhamento horizontal 

do PDMS quando aplicado ao papel cromatográfico. Para isso, foram avaliadas 

larguras de barreiras hidrofóbicas e de canais hidrofílicos nos intervalos de 200 a 

1400 µm e 1600 a 2200 µm, respectivamente. Após a fabricação dos dispositivos, 

contendo essas barreiras hidrofóbicas e canais hidrofílicos, um corante vermelho foi 

adicionado para melhor visualização. As imagens foram obtidas utilizando um 

scanner de mesa e as larguras avaliadas utilizando um programa de edição de 

imagens. Esse estudo de resolução foi realizado tendo como base o trabalho 

desenvolvido por DUNGCHAI, CHAILAPAKUL, HENRY, 2011. 

 

3.4. Detecção colorimétrica 

 

 Os estudos de detecção colorimétrica da proteína BSA foram realizados 

utilizando procedimento similar ao descrito por Carrilho et al. (2009). Os µPADs 

foram fabricados com padrões de seis círculos com diâmetros de, aproximadamente, 

6,0 mm. Foram construídas curvas de calibração para a proteína BSA no intervalo 

de concentrações variando entre 0 e 50 mg mL-1, com incrementos de 10 mg mL-1. 

Para isso, nas zonas de teste determinadas pelas barreiras hidrofóbicas foram 

transferidos 2,0 µL de solução tampão citrato 250 mmol L-1 (pH 1.8), deixando secar 
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em temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida, 2,0 µL de uma solução 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 µL de cada solução padrão de proteína, preparadas 

nas concentrações 0, 10, 20, 30, 40 e 50 mg mL-1, foi aplicada sobre as zonas de 

teste. A Figura 3.4  apresenta um desenho esquemático das etapas envolvidas nos 

estudos de detecção colorimétrica da proteína BSA utilizando os µPADs. Os ensaios 

foram realizados em triplicata. 

 

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

 

A ligação do reagente BHT à proteína, em meio ácido, produz uma coloração 

azul, cuja intensidade depende da concentração de BSA. Com o objetivo de 

quantificar a cor produzida pelos ensaios da proteína BSA, foram obtidas imagens 

digitais dos µPADs em um scannner de mesa da HP (modelo 2050), com 1200 dpi 

de resolução. As imagens foram geradas a uma resolução de 600 dpi. Após a 

digitalização, uma área 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 primárias, 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 concentração 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 é expressa como 

um tripleto de RGB, onde cada componente pode variar entre zero e um valor 

máximo de 255. Se todos os componentes forem zero, o resultado é preto, se todos 

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

 

3.5. Detecção eletroquímica 

 

Para utilização dos µPADs como detectores eletroquímicos, sistemas de três 

eletrodos foram fabricados sobre o papel utilizando o grafite de lápis do tipo 5B da 

marca Faber Castel, de acordo com um método proposto por Dossi et al. (2013).  As 

células eletroquímicas consistiram de círculos de 7 mm de diâmetro definidos por 

barreiras hidrofóbicas de PDMS aplicadas sobre o papel cromatográfico usando o 

método proposto. Os eletrodos de trabalho, referência e auxiliar foram feitos à mão 

utilizando o lápis. As conexões elétricas para todos os eletrodos foram feitas fora 

das barreiras hidrofóbicas, fixando o conector do tipo “jacaré” diretamente no grafite 

aplicado sobre o papel. O layout dessa célula eletroquímica em papel é mostrado na 

Figura 3.5. O desempenho desses µPADs com detecção eletroquímica foi avaliado 

em estudos de voltametria cíclica (VC) do composto modelo hexacianoferrato (III) de 

potássio. Como eletrólito suporte utilizou-se 4,0 µL de solução de NaCl 0,50 mol L-1. 
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Figura 3.5. Desenho esquemático da obtenção do µPAD com detecção 

eletroquímica utilizado nos estudos de voltametria cíclica. Eletrodos de grafite feitos 

a mão utilizando lápis. ER, ET e CE são os eletrodos de referência, trabalho e 

contra-eletrodo, respectivamente. 

 

Além dos estudos envolvendo voltametria cíclica do hexacianoferrato (III) de 

potássio, os µPADs também foram utilizados na determinação amperométrica de 

paracetamol em formulações farmacêuticas. Para isso,  canais hidrofílicos com, 

aproximadamente, 80 mm de comprimento e 3 mm de largura, definidos por duas 

barreiras hidrofóbicas longitudinais, foram fabricados em papel utilizando carimbo de 

madeira e PDMS. Em procedimento similar ao descrito por Dossi et al. (2013), um 

sistema de três eletrodos (trabalho, referência e auxiliar) foi feito à mão com lápis 5B 

a, aproximadamente, 30 mm de uma das extremidades do canal. Esses eletrodos 

foram feitos com largura de 1 mm e com distâncias de 1 mm um do outro 

(aproximadamente). A Figura 3.6 apresenta um desenho do sistema utilizado nas 

medidas amperométricas.  
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Figura 3.6. Desenho esquemático do µPAD com detecção eletroquímica utilizado 

para a determinação amperométrica de paracetamol. R, T e CE representam os 

eletrodos de referência, trabalho e contra-eletrodo, respectivamente, feitos a mão 

com lápis de grafite (Adaptado de DOSSI et al., 2013). 

 

Como observado na Figura 3.6, para executar os experimentos 

amperométricos, os dispositivos foram apoiados em lâminas de vidro, sendo que 

uma das extremidades do papel foi dobrada e mergulhada no reservatório contendo 

o tampão de corrida (solução tampão acetato 0,001 mol L-1, pH 4,7). A outra 

extremidade do canal, apoiada em uma lâmina de vidro, foi colocada em contato 

com uma extensão de papel de filtro, cuja função foi drenar o tampão de corrida que 

se movimenta por ação capilar. Um volume controlado (750 nL) da solução contendo 

o analito foi aplicada a 2 mm do detector eletroquímico com uma micropipeta. Para a 

detecção amperométrica, foi aplicado no eletrodo de trabalho um potencial de + 0,70 

V em relação ao eletrodo de referência. As amostras foram sempre aplicadas após a 

estabilização da linha de base.  

Todas as medidas eletroquímicas foram executadas em um 

potenciostato/galvanostato Autolab® modelo PGSTAT 20 (Metrohm Autolab B.V., 

Utrecht, Holanda). A aquisição dos dados e o controle do potenciostato foram 

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

 

Foram realizadas determinações de paracetamol em duas amostras de 

formulações farmacêuticas adquiridas em farmácias locais, sendo uma amostra na 

forma de comprimido e outra em forma de pó contido em cápsula, denominadas 

amostras A e B, respectivamente. 

Para o preparo da amostra A, primeiramente, cinco comprimidos foram 

macerados utilizando um almofariz. Uma massa, correspondente a 

aproximadamente um comprimido, foi pesada e transferida para um balão 

volumétrico de 100 mL contendo tampão acetato 0,001 mol L-1 (pH 4,7). Em seguida, 

o balão volumétrico, contendo a solução preparada, foi colocado em banho de 

ultrassom por 5 minutos. E, por fim, uma alíquota de interesse foi transferida para 

um balão volumétrico de 50 mL, completando-se o volume com tampão acetato 

0,001 mol/L (pH 4,7).  

Para o preparo da amostra B, não foi necessária a etapa de pulverização. As 

outras etapas foram similares às descritas para a amostra A. 

Os cálculos de diluição foram feitos a fim de se obter soluções para análise 

com concentrações teóricas de 500 e 400 µmol L-1 para as amostras A e B, 

respectivamente. 

A amostra A é constituída de 500 mg de paracetamol e excipientes e a 

amostra B trata-se de um antigripal e, segundo o fabricante, cada cápsula 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 DISCUSSÃO 

 

Neste trabalho, o polidimetilsiloxano (PDMS) foi utilizado para criar barreiras 

hidrofóbicas em papel cromatográfico, uma vez que é um material de baixo custo e 

bastante comum em laboratórios de microfluídica. O preço de um kit contendo 500 g 

de pré-polímero e catalisador é comercializado em torno de R$ 200,00. Essa 

quantidade de material é 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 água poderiam ser testadas para criar as barreiras hidrofóbicas 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, 

não é tóxico e é facilmente diluído em hexano ou outros solventes orgânicos 

(BRUZEWICZ; RECHES; WHITESIDES, 2008). 

Quando misturado com seu catalisador, o pré-polímero do PDMS é bastante 

viscoso, o que dificulta sua penetração nos poros do papel cromatográfico. Para 

contornar essa limitação, Bruzewicz et al. (2008) propuseram a adição de pequenas 

porções de hexano à mistura pré-polímero e agente de cura, antes da aplicação 

sobre o papel. Nesse trabalho, utilizando procedimento similar ao descrito por 

Bruzewicz et al. (2008), diferentes proporções de PDMS/hexano foram avaliadas e a 

proporção de 10:1,3 (m/m) foi a que apresentou melhores resultados, sendo capaz 

de penetrar nos poros do papel e formar estruturas hidrofílicas com diferentes 

complexidades.  

 Carimbos de madeira foram utilizados para transferir à superfície do papel 

cromatográfico a estrutura desejada para o microdispositivo, pois são fáceis de 
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serem manipulados e possuem um custo reduzido (~R$0,67/cm2). Além disso, não 

são descartáveis e ficam prontos rapidamente (em média, 30 minutos). Assim, o 

procedimento proposto nesse trabalho para fabricação de µPADs representa uma 

simplificação ao procedimento de impressão a cera (CARRILHO et al., 2009), que é 

o mais utilizado segundo a literatura. Essa simplificação se deve ao fato de que as 

impressoras de cera térmica possuem um custo relativamente alto e não são de fácil 

acesso.   

Para demonstrar a eficiência das barreiras hidrofóbicas no controle da 

dispersão de líquidos sobre o papel cromatográfico, dois padrões de µPADs 

comumente utilizados em análises clínicas (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 cromatográfico. 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 

visualização do controle de dispersão de líquidos proporcionado pelas barreiras 

hidrofóbicas. 

 
 

Figura 4.1. µPADs fabricados para demonstrar a efetividade do método 

proposto no controle da dispersão de líquidos. 
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 Como observado na Figura 4.1, a fabricação de µPADs utilizando carimbos e 

a mistura PDMS/hexano mostrou-se efetiva tanto na replicação de estruturas de 

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

 

4.1. Resolução do método 

 

Dependendo da aplicação, é desejável que se obtenham µPADs com canais 

hidrofílicos com dimensões mínimas (CARRILHO et al., 2009; DUNGCHAI, 

CHAILAPAKUL, HENRY, 2011). Quando aplicada sobre o papel cromatográfico, a 

mistura PDMS/hexano sofre espalhamentos vertical e horizontal. O espalhamento 

horizontal causa um aumento na barreira hidrofóbica e diminuição do canal 

hidrofílico. Para avaliar a extensão desse espalhamento, dois modelos de µPADs 

foram fabricados. O primeiro modelo continha sete linhas com larguras nominais 

(desenhadas usando Corel Drawn) variando entre 200 e 1400 µm (incrementos de 

200 µm), separadas entre si por 5000 µm e com 26000 µm de comprimento (Figura 

4.2 a). Após a fabricação do carimbo nesse padrão, o modelo foi transferido para a 

superfície do papel cromatográfico. Após a cura do polímero, um corante vermelho 

foi adicionado aos dispositivos para melhor visualização das barreiras hidrofóbicas 

formadas. Imagens desses µPADs 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 fabricação dos carimbos. Os resultados estão 

apresentados na Figura 4.2 (d, e). 
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Figura 4.2. Estudo da resolução das linhas hidrofóbicas obtidas utilizando o método 

proposto. (a) Desenho feito no software Corel Draw 11.0 (intervalo de estudo 200-

1400 µm, com incrementos de 200 µm). (b) Imagem da parte de frente do dispositivo 

obtida por scanner. (c) Imagem do verso do dispositivo obtida por scanner. (d, e) 

Avaliação gráfica do espalhamento de PDMS em papel de cromatografia. Gráficos 

da largura resultante da barreira hidrofóbica versus largura nominal da parte da 

frente (d) e da parte de trás (e) dos dispositivos de papel. As barras de erro 

representam o desvio padrão para medidas realizadas em três diferentes pontos de 

três linhas hidrofóbicas obtidas independentemente. 

Barreira 

hidrofóbica 

(PDMS) 
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Como observado, as larguras obtidas para as barreiras hidrofóbicas foram 

sempre maiores do que aquelas desenhadas usando o editor gráfico (nominais), 

devido ao espalhamento da mistura PDMS/hexano. Observa-se também que há uma 

relação linear entre a largura nominal (LN) e largura resultante (LR) dessas linhas 

hidrofóbicas (LN = 1,0747LR + 711,56743, R2 = 0,99). A menor barreira hidrofóbica 

obtida foi de 948 ± 112 µm (n = 9), que é resultante de uma largura nominal de 200 

µm. 

Para determinar a medida do menor canal hidrofílico possível de ser obtido 

utilizando o método, fabricou-se um segundo carimbo contendo oito linhas com 400 

µm de largura nominal, separadas entre si por distâncias nominais que variaram de 

1600 a 2200 µm (incrementos de 200 µm) e com comprimentos de 26000 µm 

(Figura 4.3 a). Em procedimento similar ao utilizado anteriormente, as larguras dos 

canais hidrofílicos foram correlacionadas com as larguras nominais. Os resultados 

estão apresentados na Figura 4.3. 
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Figura 4.3. Estudo da resolução de linhas hidrofílicas obtidas utilizando o método 

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

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

por scanner. (c) Imagem do verso do dispositivo obtida por scanner. (d, e) Avaliação 

Canal 

hidrofílico 
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gráfica do espalhamento de PDMS em papel de cromatografia. Gráficos da largura 

resultante do canal hidrofílico versus largura nominal da parte da frente (d) e do 

verso (e) dos dispositivos de papel. As barras de erro representam o desvio padrão 

para medidas realizadas em três diferentes pontos de três canais hidrofílicos obtidos 

independentemente. 

 

Devido ao espalhamento da mistura PDMS/hexano, observa-se que os canais 

hidrofílicos obtidos foram sempre menores quando comparados aos nominais. 

Observa-se que há uma relação linear entre a largura nominal (LN) e a largura 

resultante (LR) dos canais hidrofílicos (LN = 1,0623LR + 1018,4647, R2 = 0,98). A 

menor largura obtida para o canal hidrofilico foi de 721 ± 111 µm (n = 9). Esse canal 

foi originado por um canal de largura nominal de 1600 µm (Figura 4.3 d). Deve-se 

notar que estes resultados só se aplicam para o papel Whatman nº1 e será diferente 

para outros papéis.  

Em estudo semelhante, Carrilho et al. (2009) obtiveram em método que utiliza 

impressão a cera uma largura de barreira hidrofóbica mínima de 850 µm e 561 µm 

para o menor canal hidrofílico. Henry et al. (2011),em método que utiliza a serigrafia 

ou silk-screen, obtiveram 1300 µm e 650 µm, para largura mínima de barreira e 

menor canal hidrofílico, respectivamente. Portanto, a resolução obtida no método 

proposto utilizando carimbos se aproxima dos estudos encontrados na literatura. 

Contudo, nenhum dos métodos descritos na literatura alcançaram melhor resolução 

do que o método fotolitográfico (200 µm para a menor barreira hidrofóbica e também 

para o menor canal hidrofílico). Entretanto, vale ressaltar que a resolução obtida 

nesse trabalho é adequada para a  utilização dos µPADs em  ensaios de 

diagnósticos clínicos com detecção colorimétrica e em sistemas microfluídicos com 
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detecção eletroquímica (CARRILHO et al., 2009; DUNGCHAI, CHAILAPAKUL, 

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

 

4.2. Detecção colorimétrica 

 

Com o objetivo de aplicar os µPADs construídos usando o método proposto, 

realizou-se alguns estudos de detecção colorimétrica da proteína albumina sérica 

bovina (BSA). Para isso, zonas de testes circulares (~6 mm de diâmetro) foram 

fabricadas em papel cromatográfico.  

A albumina sérica é a proteína mais abundante do plasma sanguíneo. Talvez 

sua propriedade mais interessante seja a capacidade de ligar-se reversivelmente a 

uma grande variedade de ligantes e fármacos, transportando inúmeras substâncias 

para diversos órgãos através do sistema circulatório. É também a principal proteína 

que contribui para a pressão osmótica do sangue. A BSA possui uma cisteína livre e 

dois resíduos de triptofano, sendo muito semelhante à albumina sérica humana 

(human serum albumin, HSA), que possui uma cisteína livre na mesma posição da 

cadeia que a BSA, mas com apenas um resíduo de triptofano. A molécula de BSA 

tem uma massa molecular de 66 kDa e é constituída por uma única cadeia 

polipeptídica contendo cerca de 580 aminoácidos (NAKAMURA et al., 1997). 

A determinação de uma proteína específica no plasma sanguíneo é muito 

importante uma vez que alterações em sua concentração podem evidenciar algumas 

doenças relacionadas com o funcionamento de alguns órgãos. Dois diagnósticos de 

proteínas podem ser realizados: para proteínas totais e para proteínas específicas 

(teste para albumina, por exemplo). Testes para proteínas específicas fornecem 

informações mais precisas sobre o estado de saúde do paciente, enquanto que o 
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teste de proteínas totais fornece informações clínicas do estado geral do paciente, 

podendo ser um pré diagnóstico rápido. O ensaio de proteínas totais é realizado 

utilizando a albumina como padrão (DE SOUZA, 2013).  

O ensaio colorimétrico de proteínas baseia-se na ligação não específica do 

azul de tetrabromofenol (BHT) às proteínas. Quando livre e em condições ácidas, o 

BHT apresenta-se na coloração amarela, e em condições básicas ou quando ligado 

a proteínas, torna-se azul (MARTINEZ et al., 2008). A variação na intensidade da 

coloração azul produzida pela reação com concentrações crescentes de BSA, 

permite uma análise quantitativa para proteínas totais, como pode ser visto na 

Figura 4.4. 
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Figura 4.4. Ensaio colorimétrico para proteína BSA nas concentrações de 0, 

10, 20, 30, 40 e 50 mg mL-1. (a) Imagem das zonas de testes obtidas com o 

µPAD fabricado pelo método proposto (b) Curva de calibração obtida, com 

equação linear: yproteína= 2,7585 + 1,9106 x [proteína]; R2 = 0,9895. 

 

Como observado, as barreiras hidrofóbicas fabricadas sobre o papel 

cromatográfico utilizando o método proposto são resistentes às soluções utilizadas 

nos ensaios para BSA, o que possibilita a análise por imagem das zonas de testes. 

De acordo com os resultados mostrados na Figura 4.4, o ensaio de proteína 

apresentou uma boa correlação linear no intervalo de concentrações estudado (de 0 

a 50 mg mL-1), com um limite de detecção (LD) de 7,2 mg mL-1, obtido a partir do 

desvio padrão de 7 medidas do branco (0 mg mL-1 de BSA), sendo este valor 

0 10 20 30 40 50 (mg mL-1) 
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multiplicado por 3 e dividido pela inclinação da curva de calibração. O intervalo de 

concentrações e LD obtidos estão adequados para avaliação clínica de certas 

condições do paciente. Por exemplo, o nível de proteínas séricas totais inferiores a 

30 mg mL-1 representa uma condição clínica de hipoproteinemia. Isto pode ocorrer 

devido a uma produção insuficiente de proteínas ou pela perda de proteína na urina 

(albuminúria), causada por doenças hepáticas e renais, respectivamente. Este 

ensaio pode ser útil para investigar e distinguir diferentes doenças renais, no 

entanto, um diagnóstico mais completo, utilizando proteínas específicas (albumina e 

globulina, por exemplo) e outros indicadores colorimétricos, precisa ser realizado 

(DE SOUZA, ALVES, COLTRO, 2012). 

A Tabela 4.1 apresenta uma comparação entre os parâmetros analíticos 

obtidos para detecção colorimétrica de BSA utilizando o µPAD construído usando o 

método proposto, com alguns trabalhos semelhantes presentes na literatura. Como 

observado, o intervalo de concentração estudado foi menor apenas quando 

comparado ao trabalho de Fang et al. (2011), que utilizaram um sensor de fibra ótica 

para medir a luz refletida pela amostra e correlacionaram esse valor com a 

concentração de BSA. Os três parâmetros demonstrados (faixa linear, LD e R) estão 

muito próximos aos valores encontrados por De Souza et al. (2012), que utilizaram 

um scanner de mesa para aquisição das imagens, assim como no método 

desenvolvido. Por fim, o trabalho de Martinez et al. (2008), os pioneiros a utilizarem 

uma câmera de celular para aquisição das imagens. 
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Tabela 4.1. Comparação de parâmetros analíticos de trabalhos encontrados na 

literatura para detecção colorimétrica de proteína (BSA). 

Referência 
Faixa linear 

(mg mL-1) 

LD 

(mg mL-1) 

Coeficiente de 

correlação (R) 
Substrato 

Fang et al., 

2011 
1-100 - 0,993 

Placa de sílica gel 

e caneta 

De Souza et al., 

2012 
0-40 8 0,998 

Dispositivo 

microfluídico a 

base de toner 

Martinez et al., 

2008 
0-4 - 0,986 µPAD 

Neste trabalho 0-50 7,2 0,995 µPAD 

 

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

urina artificial. 

 

4.3. Detecção eletroquímica 

  

Os µPADs fabricados utilizando o método proposto  também foram avaliados 

em sistemas de detecção eletroquímica. Para isso, duas técnicas foram utilizadas: (i) 

voltametria cíclica (VC), para avaliar o comportamento eletroquímico de compostos 

modelo e (ii) amperometria, para determinação de paracetamol em formulações 

farmacêuticas. 

 

4.3.1. Voltametria Cíclica 

 

A voltametria cíclica (VC) é uma técnica eletroquímica que consiste na 

aplicação de um potencial variável ao eletrodo de trabalho em função do tempo, com 
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medida simultânea da corrente originada. A aplicação do potencial no sistema 

voltamétrico conduz a ocorrência de uma corrente capacitiva relacionada com a 

formação de uma dupla camada elétrica na superfície do eletrodo e geração de 

correntes faradaicas devido às reações de oxidação ou de redução de espécies 

eletroativas contidas na solução (BARD, FAULKNER, 2001).   

A eficiência 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)6]
3-/[Fe(CN)6]

4-, com o 

objetivo de avaliar o desempenho dos µPADs com eletrodos de grafite feitos a mão 

com lápis 5B. O sistema [Fe(CN)6]
3-/[Fe(CN)6]

4-
 foi utilizado nesse estudo pois seu 

mecanismo redox é bastante conhecido, envolvendo um processo reversível de 

transferência de apenas um elétron.  

A Figura 4.5 apresenta voltamogramas cíclicos registrados utilizando os 

µPADs com eletrodos de grafite, para o NaCl 0,50 mol/L (eletrólito suporte) e 

K3[Fe(CN)6] em três diferentes concentrações. A velocidade de varredura de potencial 

utilizada foi de 50 mV/s. Para fins de comparação, a Figura 4.5 (b) apresenta um 

voltamograma cíclico para o K3[Fe(CN)6] utilizando um eletrodo de ouro como eletrodo 

de trabalho (SANTANA, P. P. 2013). 
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Figura 4.5. (a) Voltamogramas cíclicos registrados em um µPAD com detecção 

eletroquímica para 0,50 mol L-1 de NaCl e concentrações crescentes de K3[Fe(CN)6] 

(1, 2 e 3 mmol L-1), vv = 50 mV s-1. (b) Voltamograma cíclico registrado em solução 

contendo 4,0 mmol L-1 de K3[Fe(CN)6] (KNO3 1,0 mol L-1) utilizando uma célula 
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eletroquímica com eletrodo de trabalho de ouro (diâmetro = 2 mm), eletrodo de 

referência de calomelano saturado (ECS) e eletrodo auxiliar de platina (vv = 50 mV/s). 

 

No voltamograma cíclico obtido para o eletrólito suporte utilizando o µPAD 

(Figura 4.5 a), observa-se que nenhuma corrente faradaica (Ipa ou Ipc , intensidade 

de corrente anódica ou  intensidade de corrente catódica) é gerada, apontando, 

assim, que nenhuma espécie com característica eletroativa foi liberada pelos 

eletrodos de grafite feitos com lápis 5B. Nesse caso, observa-se apenas uma 

corrente capacitiva pequena, referente ao rearranjo das cargas na superfície do 

eletrodo e que está relacionada com a formação da dupla camada elétrica. Essa é 

uma característica interessante do dispositivo desenvolvido, pois possibilita a sua 

aplicação na investigação do comportamento voltamétrico de espécies eletroativas 

na faixa de potencial entre -0,8 e +0,8 V, tendo como vantagem a ausência de outros 

processos redox que possam mascarar o sinal eletroquímico de interesse.    

Os resultados obtidos para o PAD mostram que, para a concentração de 1,0 

mmol/L, o pico de oxidação do íon [Fe(CN)6]
4- encontra-se aproximadamente em 

0,06 V e o respectivo pico de redução em -0,20 V. Esses potenciais de pico 

encontram-se deslocados para região catódica quando comparados com aqueles 

obtidos para o eletrodo de ouro (+0,27 V para oxidação e +0,15 V para redução). 

Esse comportamento era esperado, uma vez que no µPAD utilizou-se um eletrodo 

de grafite como pseudo-referência, enquanto que para o eletrodo de ouro utilizou-se 

um eletrodo de referência de calomelano saturado (ECS). A reação redox envolvida 

no sistema pode ser representada da seguinte forma:  

 

[Fe(CN)6]
3- + 1e-  [Fe(CN)6]

4- 
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A variação de potencial entre os picos anódico e catódico (ΔEp= Epa-Epc) 

obtida para o µPAD para a concentração de 1,0 mmol L-1 de K3[Fe(CN)6] foi de, 

aproximadamente, 260 mV. Essa variação aumenta com o a concentração do 

analito, sugerindo que o sistema redox [Fe(CN)6]
3-/[Fe(CN)6]

4- é quase-reversível 

para os eletrodos de grafite desenhados a lápis, ao contrário de eletrodos de ouro e 

platina, que comumente apresentam respostas reversíveis para o mesmo sistema 

(DOSSI et al., 2013). No caso ideal, denominado como comportamento reversível, 

os picos de redução e oxidação têm magnitude semelhante e são separados por um 

pequeno incremento de potencial, o qual é geralmente de (59 mV)/n a 25°C, onde n 

é o número de elétrons transferidos durante a reação no eletrodo. Nesta situação, a 

transferência de elétrons no eletrodo é rápida o suficiente para que o equilíbrio seja 

sempre mantido durante toda a varredura de potencial. Processos no eletrodo com 

cinética lenta resultam numa grande separação dos picos de redução e oxidação, 

separação esta que aumenta com o aumento da velocidade de varredura. Esta 

separação ocorre porque é necessária uma sobretensão para superar as barreiras à 

transferência de elétrons em ambas as direções (ATKINS et al., 2008). Para que o 

comportamento reversível seja observado, condições experimentais como 

temperatura, pureza de reagentes e superfície dos eletrodos, devem ser bem 

conhecidas e controladas. 

Além desses estudos qualitativos utilizando VC, foram realizados alguns 

testes para avaliar a possibilidade de realizar análises quantitativas utilizando o 

µPAD e VC. Entretanto, até o momento, não obteve-se sucesso nas tentativas de 

calibração do sistema pela adição de concentrações crescentes de analito sobre os 

eletrodos do µPAD. O melhores resultados obtidos são aqueles apresentados na 

Figura 4.5 (b). Acredita-se que a dificuldade esteja relacionada ao fato de que a 
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adicão de volumes crescentes da solução do analito sobre o papel ocasiona 

mudanças no grau de umidade do mesmo. Essas diferenças no grau de umidade 

pode estar ocasionando diferenças de condução de corrente entre os eletrodos. 

Como poderá ser observado a seguir, essa dificuldade não é observada na 

amperometria, pois a medida é feita em fluxo. 

 

4.3.2. Amperometria 

 

A amperometria é uma técnica eletroquímica que consiste no registro da 

corrente gerada, em função do tempo, pela oxidação ou redução de espécies devido a 

um potencial externo aplicado (EO, de oxidação ou ER, de redução) (GIROTTO, DE 

PAOLI, 1999). Normalmente, observa-se um aumento instantâneo de corrente e depois 

um decaimento rápido, devido ao consumo das espécies eletroativas junto à interface 

eletrodo/solução (BARD, FAULKNER, 2001). A oxidação ou redução das espécies, 

devido ao potencial aplicado no eletrodo de trabalho de uma célula eletroquímica, gera 

respostas de corrente proporcionais à concentração do analito (VANDAVEER IV et al., 

2004). Neste trabalho, essa técnica foi utilizada para determinação de paracetamol em 

formulações farmacêuticas, empregando os µPADs fabricados como descrito na 

seção 3.5 (Figura 3.6). 

O paracetamol (acetaminofeno, N-acetil-p-aminofenol) (Figura 4.6) apresenta-se 

na forma de um pó branco cristalino e inodoro, moderadamente solúvel em água (1 g 

por 70 mL a 25ºC), com grande estabilidade em solução aquosa de pH entre 5 e 7. O 

paracetamol é um medicamento com efeito antitérmico e analgésico bastante 

utilizado, sendo, por isso, muito importante desenvolver métodos de determinação 



58 
 

simples, rápidos, e de baixo custo, que sejam úteis para seu controle de qualidade 

em formulações farmacêuticas. (SHANGGUAN, ZHANG, ZHENG, 2008). 

 

Fórmula: C8H9NO2 

Massa molar: 151,17 g/mol 

Densidade: 1,293 g/mL 

Constante de dissociação pKa (25ºC): 9,38 

Figura 4.6. Estrutura química do paracetamol e algumas propriedades físico-químicas 

(LORPHENSRI et al., 2006. VILLAESCUSA et al., 2011). 

 

A Figura 4.7 mostra o mecanismo de oxidação eletroquímica do paracetamol. 

Como observado, a molécula de paracetamol (I) é eletroquimicamente oxidada em 

um processo que envolve a perda de dois elétrons e dois prótons, produzindo a 

espécie N-acetil-p-quinoneimina (II), que é estável na forma desprotonada em pHs 

maiores ou iguais a 6. Em soluções mais ácidas a substância (II) é rapidamente 

protonada produzindo a espécie (III), menos estável, porém, eletroquimicamente 

ativa, que produz imediatamente a forma hidratada (IV), eletroquimicamente inativa, 

que se converte, finalmente, a benzoquinona (LOURENÇÃO, 2009). 
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Figura 4.7. Mecanismo de oxidação eletroquímica do paracetamol (LOURENÇÃO, 

2009). 

 

Para a realização de medidas amperométricas de paracetamol utilizando o 

sistema apresentado na Figura 3.6 da seção 3.5, um potencial de +0,70 V foi aplicado 

no eletrodo de trabalho e alíquotas de 750 nL das soluções padrão contendo o fármaco 

foram adicionadas a uma distância de 2 mm do ET. A Figura 4.8 apresenta 

cromatogramas obtidos para injeções sucessivas de soluções contendo concentrações 

crescentes (100, 200, 400, 600 e 800 µmol L-1) de paracetamol. Como observado, 
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foram realizadas três medidas para cada concentração. O tampão de corrida utilizado 

foi tampão acetato 0,001 mol L-1 em pH 4,7.  
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Figura 4.8. Cromatogramas registrados em µPADs com detecção amperométrica 

para concentrações crescentes de paracetamol de 100 a 800 µmol L-1, com 

incrementos de 100 µmol/L. Foram realizadas três injeções para cada concentração. 

Potencial de detecção +0,70 V, tampão acetato 0,001 mol L-1 (pH 4,7). Volume de 

injeção: 750 nL. 

 

Como observado, foram obtidos picos bem definidos e proporcionais à 

concentração do fármaco. As larguras dos picos cromatográficos 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 calibração obtida utilizando 

os valores das alturas dos picos obtidos nas diferentes concentrações de 

paracetamol. As medidas foram realizadas em triplicata. 
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Figura 4.9. Curva de calibração obtida para o paracetamol utilizando os µPADs com 

detecção amperométrica. As condições estão descritas na Figura 4.8. 

 

Como observado, obteve-se uma resposta linear dentro do intervalo de 

concentrações de paracetamol estudado (100 a 800 µmol L-1), com um coeficiente de 

determinação (R2) de 0,9977. A equação da reta obtida foi: ipa (µA) = 0,00568 

(±0,00411) + 6,59 x 10-4 (±1,81 x 10-5) [paracetamol] (µmol L-1). 

O LD foi determinado a partir do desvio padrão de 10 medidas da linha de 

base, sendo este valor multiplicado por 3 e dividido pela inclinação da curva de 

calibração. Para obter o limite de quantificação (LQ), o desvio padrão encontrado 

para a linha de base foi multiplicado por 10 e dividido pela inclinação da reta. Dessa 

forma, o LD e LQ encontrados foram de 6,52 µmol L-1 e 21,72 µmol L-1, 

respectivamente. 
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A repetibilidade foi avaliada pela medida das correntes de picos 

cromatográficos obtidos em dez injeções consecutivas, em um mesmo µPAD, de 

uma solução de paracetamol na concentração de 600 µmol L-1. Os cromatogramas 

obtidos estão apresentados na Figura 4.10. O desvio padrão relativo (DPR), que 

descreve a dispersão das medidas individuais ao redor da média, foi de 3,06% (n = 

10). 
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Figura 4.10. Cromatogramas registrados em um mesmo µPAD com detecção 

amperométrica para injeções consecutivas de uma solução padrão de paracetamol 

na concentração de 600 µmol L-1. Potencial de detecção +0,70 V, tampão acetato 

0,001 mol L-1 (pH 4,7), alíquotas de 750 nL. 

 

Para avaliar a reprodutibilidade entre diferentes µPADs, avaliou-se as 

correntes de picos cromatográficos obtidos  para a concentração de 600 µmol L-1 de 

paracetamol em três dispositivos diferentes. Os cromatogramas obtidos são 

mostrados na Figura 4.11. O DPR calculado foi de 5,4%. 
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Figura 4.11.  Cromatogramas registrados em três diferentes µPADs com detecção 

amperométrica para solução padrão de paracetamol na concentração de 600 µmol L-

1. Potencial de detecção +0,70 V, tampão acetato 0,001 mol L-1 (pH 4,7), alíquotas 

de 750 nL. 

 

Observa-se que ocorreram variações nas larguras de linha de base dos picos, 

quando comparados os cromatogramas obtidos para os três dispositivos diferentes. 

Esse comportamento provavelmente seja um efeito de diferentes larguras dos 

eletrodos de trabalho. Como são feitos a mão, a reprodutibilidade fica comprometida. 

 A Tabela 4.2 apresenta uma comparação entre alguns parâmetros analíticos 

obtidos nesse trabalho para a detecção de paracetamol, com outros trabalhos que 

utilizaram a detecção eletroquímica para esse mesmo analito. Como observado, o 

método desenvolvido, utilizando eletrodos de grafite desenhados à mão com lápis, 

apresentou faixa linear maior quando comparado a alguns trabalhos como os de 

Chu et al. (2008), Özcan 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 pirolítico modificado 

com nanotubo de carbono (EGP-NC). 

  O limite de detecção obtido foi menor quando comparado ao trabalho de 

Shiroma et al. (2012), que utilizaram eletrodos de ouro depositados sobre o papel 

cromatográfico e detecção amperométrica, sendo este o estudo que mais se 

aproxima do desenvolvido neste trabalho. Os demais trabalhos apresentaram 

menores limites de detecção, 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 análise de paracetamol em formulações 

farmacêuticas não exige limites de detecção e/ou quantificação tão baixos quanto 

aqueles obtidos nesses trabalhos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



66 
 

Tabela 4.2. Comparação de parâmetros analíticos de trabalhos encontrados na 

literatura para detecção eletroquímica de paracetamol. 

Referência 

Faixa 

Linear 

(µmol L-1) 

Limite de 

detecção 

(µmol L-1) 

Coeficiente 

de correlação 

(R) 

Método de 

detecção 

Neste trabalho 100 - 800 6,52 0,999 µPAD/DA 

Shiroma et al., 

2012 
50 – 2000 25 0,999 µPAD/DA 

Chu et al., 2008 0,59 – 1,4 0,59 0,999 EDC/DA 

Bolado et al., 

2009 
2,5 - 1000 1 0,999 EC*/VC 

Messina et al., 

2006 
3,5 – 100 0,3 0,994 SEM/DA 

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., 

2013 
0,02 – 450 0,00169 0,997 

ECV-PVP-

NCM/VPD 

Özcan et al., 2011 0,05 – 2,5 0,0025 0,999 EGEM/ATSDPV 

Kachoosangi et 

al., 2008 
0,1 – 25 0,045 0,996 EGP-NC/VC 

EDC: Eletrodo de disco de carbono 
DA: Detecção amperométrica  
EC*: Eletrodo de carbono impresso modificado com nanotubos de carbono 
VC: Voltametria cíclica 
SEM: Sensor modificado com enzima 
ECC-NC: Eletrodo de carbono cerâmico modificado com nanotubo de carbono 
VPD: Voltametria de pulso diferencial 
ECLI: Eletrodo de carbono líquido iônico 
ECV-PVP-NCM: Eletrodo de carbono vítreo 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 lápis eletroquimicamente modificado 
EGP-NC: Eletrodo de grafite pirolítico modificado com nanotubo de carbono 
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4.3.2.1 Análise de formulações farmacêuticas 

 

Formulações farmacêuticas comerciais (amostra A e amostra B) contendo 

paracetamol foram analisadas usando os µPADs com detecção  amperométrica, 

sendo que os resultados foram comparados com os valores contidos na bula. Para 

cada amostra, foram realizadas seis determinações. A Figura 4.12 mostra os 

cromatogramas obtidos e a Tabela 4.3 apresenta as concentrações calculadas, em 

mg/comprimido, para cada amostra.  
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Figura 4.12. Cromatogramas registrados em µPADs com detecção eletroquímica 

com eletrodos feitos com lápis para as amostras (a) A e (b) B. Potencial de detecção 

+0,70 V, tampão acetato 0,001 mol L-1 (pH 4,7), alíquotas de 750 nL. 
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Tabela 4.3. Resultados obtidos na determinação de paracetamol em formulações 

farmacêuticas utilizando µPADs com detecção amperométrica com eletrodos de 

grafite feitos com lápis. 

Amostra 

Valor obtido 

(mg/compr) 

Valor tabelado 

(mg/compr) 

Erro  

(%)* 

A 459,4 ± 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 possível a determinação de paracetamol 

em formulações farmacêuticas com erros relativos menores que 10%, quando 

comparados com os valores contidos na bula. Observa-se também que a precisão 

para seis determinações dos fármacos foi bastante satisfatória, ficando abaixo de 

6,1%. Cabe ressaltar que a comparação dos resultados obtidos nas análises 

utilizando os µPADs seria mais adequada, com possibilidades de utilização de 

ferramentas estatísticas como o teste-t, se um método de comparação tivesse sido 

desenvolvido. Entretanto, o objetivo nesse momento foi apenas mostrar que os 

µPADs desenvolvidos possuem potencial para análise quantitativa. 
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5. CONCLUSÕES 

 

Várias propriedades fazem do papel um material adequado para a realização 

de ensaios de diagnóstico: possui baixo custo, é leve, biodegradável, familiar e sua 

superfície possui potencial para modificação química. O PDMS utilizado nesse 

trabalho para criar barreiras hidrofóbicas no papel, é transparente, facilmente 

disponível, não é tóxico, é inodoro e mecanicamente flexível. Neste trabalho foi 

apresentado um método simples e de baixo custo para fabricação de µPADs 

utilizando carimbos de madeira e uma mistura de PDMS/hexano, unindo as 

vantagens do papel às de PDMS. Esses materiais de fácil aquisição e baixo custo 

permitem a implementação da metodologia em laboratórios de pesquisa, sem o 

emprego de equipamentos sofisticados. 

Ao aplicar PDMS/hexano sobre a superfície do papel, há um espalhamento 

vertical e lateral do mesmo. O espalhamento vertical, cria barreiras hidrofóbicas ao 

longo da espessura do papel. O espalhamento lateral diminui a resolução do 

método, pois resulta em barreiras hidrofóbicas que são mais largas do que os 

padrões contidos nos carimbos. Contudo, a resolução obtida foi adequada para os 

objetivos propostos: realizar ensaios colorimétricos para a determinação da proteína 

BSA, construção de µPADs com detecção eletroquímica e detecção amperométrica 

de paracetamol em formulações farmacêuticas.  

Nas determinações de paracetamol em formulações farmacêuticas utilizando 

o sistema microfluídico desenvolvido, com eletrodos de grafite feitos a mão com 

lápis, não foi necessária nenhuma etapa de pré-tratamento da amostra, que após 

diluição em tampão 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 fabricação de PADs. Ficam como perspectivas para 

complementação do trabalho as seguintes atividades: 

- Determinação de proteínas totais em amostras de urina artificial, para que a 

parte de detecção colorimétrica fique mais completa. 

- Realização de estudos adicionais em voltametria cíclica, inclusive em 

experimento de calibração. 

- Aplicar a metodologia de determinação de paracetamol em pelo menos mais 

uma amostra, comparando os resultados (inclusive das amostras já analisadas) com 

aqueles obtidos utilizando um método comparativo.    
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