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“O que sabemos é uma gota; 0 que ignoramos € um
oceano. Mas 0 que seria 0 oceano se ndo infinitas
gotas?”
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RESUMO

Resumo

A tecnologia de impressdo 3D vem sendo amplamente explorada como método
alternativo de fabricacdo de microdispositivos analiticos. Esta tecnologia vem
resolvendo muitas limitagdes das técnicas convencionais de microfabricagdo devido
sua capacidade de construir microestruturas com materiais e geometrias diversas de
forma simples, rapida e de baixo custo. Neste sentido, a presente tese descreve 0 uso
da impressdo 3D para fabricacdo de plataformas analiticas para aplicacGes que
envolvem contagem de células de E. coli incorporadas em goticulas baseadas na
deteccdo condutométrica sem contato (C*D), monitoramento online de reacdes
quimicas por espectrometria de massas (MS) e detecgdo de estradiol em anélises
eletroquimicas. Para medidas de C*D os dispositivos microfluidicos foram impressos
contendo microcanais na forma de juncdo em T e dois eletrodos integrados na
disposicdo antiparalela. As gotas com ceélulas incorporadas foram monitoradas em
tempo real utilizando o sistema C*D. A abordagem proposta demonstrou capacidade
de detectar células de E. coli na faixa de concentracdo entre 86,5 e 8650 UFC goticula
1 com limite de deteccdo de 63,66 UFC gota™. Para o desenvolvimento do reator
miniaturizado empregado no monitoramento de reagdes quimicas por MS foi
construido um dispositivo microfluidico contendo um canal em forma de serpentina
3D e outro contendo canal em forma de Y. Ambos os dispositivos foram avaliados
para 0 monitoramento da reacdo de Katritzky injetando simultaneamente as solugdes
de 2,4,6-trifenilpririlio (TPP) e de aminoacidos (glicina ou alanina) e o produto da
reacdo foi monitorado de forma online por MS em diferentes vazGes. Os espectros
adquiridos demonstraram que as abundéancias relativas dos produtos obtidos com o
dispositivo contendo canal em serpentina 3D tiveram ordem de grandeza até trés vezes
maior que as obtidas com o dispositivo com canal em Y. A performance do dispositivo
em serpentina 3D também foi avaliada comparando com a técnica de ESI(+)-MS
tradicional. O reator impresso em serpentina 3D promoveu a reacdo de forma mais
rapida e com maior taxa de formacao de produto em relacéo a técnica de ESI(+)-MS.
A célula eletroquimica contendo eletrodos integrados foi inteiramente fabricada por
impressao 3D. O dispositivo eletroquimico foi fabricado em Unica etapa com tempo
de fabricacdo de 12 min e custo de US$ 0,08. Testes preliminares para detecgdo de 173
- estradiol por DPV alcancaram um LOD de 0,1 pmol L e curva analitica com faixa
linear de 0,19 a 25 pmol L. Estes resultados demonstram a excelente versatilidade da
tecnologia de impressdo 3D sendo aplicada em diferentes areas da quimica
bioanalitica. O método de contagem de contagem de bactérias, o dispositivo para
monitoramento online de reacfes quimicas, bem como a celula eletroquimica para
deteccdo de horménios oferecem simplicidade instrumental, baixo custo, alta
sensibilidade permitindo a abertura de novas possibilidades de aplicacdes em diversas
areas da quimica.

Palavras-chave: Bactéria E. Coli; Contagem bacteriana; Micromisturador; Reacao
Katritzky; Estradiol; Deteccdo condutométrica sem contato; Espectrometria de
Massas; Deteccéo Eletroquimica; Impressao 3D.



ABSTRACT

Abstract

3D printing technology has been widely explored as an alternative method of
manufacturing analytical microdevices. This technology has been solving many
limitations of conventional microfabrication techniques due to its ability to build
microstructures with different materials and geometries in a simple, fast and low-cost
way. In this sense, this thesis describes the use of 3D printing to manufacture analytical
platforms for applications involving counting E. coli cells embedded in droplets based
on contactless conductometric detection (C*D), online monitoring of chemical
reactions by mass spectrometry (MS) and estradiol detection in electrochemical
analysis. For C*D measurements, microfluidic devices were printed containing T-
junction microchannels and two electrodes integrated in the antiparallel arrangement.
The droplets with incorporated cells were monitored in real time using the C*D system.
The proposed approach demonstrated the ability to detect E. coli cells in the
concentration range between 86.5 and 8650 CFU droplet™ with a detection limit of
63.66 CFU droplet?. For the development of the miniaturized reactor used in the
monitoring of chemical reactions by MS, a microfluidic device was built containing a
channel in the shape of a 3D serpentine and another one containing a channel in the
Y-shaped. Both devices were evaluated for monitoring the Katritzky reaction,
injecting simultaneously 2,4,6-triphenylpriryllium (TPP) and amino acid (glycine or
alanine) solutions and the reaction product were monitored online by MS at different
flow rates. The acquired spectra demonstrated that the relative abundances of the
products obtained with the device containing the 3D serpentine channel had an order
of magnitude up to three times greater than those obtained with the Y-shaped device.
The device performance in 3D serpentine was also evaluated comparing with the
traditional ESI(+)-MS technique. The 3D serpentine printed reactor promoted the
reaction quickly and with a higher rate of product formation compared to the ESI(+)-
MS technique. The electrochemical cell containing integrated electrodes was entirely
manufactured by 3D printing. The electrochemical device was manufactured in a
single step with a manufacturing time of 12 min and a cost of US$ 0.08. Preliminary
tests for the detection of 17p - estradiol by DPV reached an LOD of 0.1 pmol L and
an analytical curve with a linear range of 0.19 to 25 pmol L. These results
demonstrate the excellent versatility of 3D printing technology being applied in
different areas of bioanalytical chemistry. The counting method of counting bacteria,
the device for online monitoring of chemical reactions, as well as the electrochemical
cell for detection of hormones offer instrumental simplicity, low cost, high sensitivity,
allowing the opening of new application possibilities in different areas of chemistry.

Keywords: E. Coli bacteria; Bacterial count; Micromixer; Katritzky reaction;
Estradiol; Contactless conductivity detection; Mass Spectrometry; Electrochemical
Detection; 3D printing.
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Capitulo 1

Introducéo geral
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1.1. Introducgéo geral

Os avangos em tecnologias de microfabricagdo associados ao conceito de
microssistemas de analises totais (WTAS), também denominados de lab-on-a-chip
(LOC) vem, constantemente, recebendo grande atencdo na area de quimica analitica e
bioanalitica, pois permite substituir ensaios padrdo comumente realizados em
laboratérios por processos controlados em microescala (DEMELLO, 2006; EL-ALL;
SORGER; JENSEN, 2006). Desde os primeiros trabalhos relatados na década de 1990,
a miniaturizacdo de sistemas analiticos ja apresentava excelentes vantagens para
andlises quimicas e bioldgicas incluindo reducdo do tempo de andlise, baixo consumo
de amostra (na ordem de nL e pL), alto desempenho analitico e portabilidade
possibilitando analises em campo (HARRISON et al., 1992; MANZ; GRABER,;
WIDMER, 1990). Desde entdo, uma ampla faixa de tecnologias tem sido
desenvolvida, adaptada ou melhorada para permitir a fabricacdo de canais em
microescala (ARORA et al., 2010; DITTRICH; TACHIKAWA; MANZ, 2006;
KOVARIK et al., 2012, 2013; PATABADIGE et al., 2016; VILKNER; JANASEK;
MANZ, 2004; WEST et al., 2008). Dentre as técnicas tradicionais de microfabricacdo
estdo a fotolitografia convencional, a litografia suave, a estampagem a quente, a
moldagem por injecdo e a ablagdo a laser, as quais ja estdo bastante difundidas na
comunidade cientifica (BECKER; GARTNER, 2008; GUCKENBERGER et al., 2015;
ILIESCU et al., 2012). Estas tecnicas possibilitam a producéo de canais numa grande
variedade de plataformas microfluidicas como vidro, quartzo e silicio bem como
diferentes substratos poliméricos. O vidro € o substrato mais popular para essa
finalidade devido as suas propriedades quimicas bem conhecidas e excelente

transparéncia optica (ILIESCU et al., 2012; PESSOA DE SANTANA et al., 2013). No
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entanto, os métodos convencionais de fabricacdo de dispositivos de vidro requerem
instalacdo de sala limpa e envolvem, frequentemente, processos demorados como
corrosdo quimica e selagem térmica. A Ultima é a etapa mais laboriosa e também
oferece, muitas vezes, baixa reprodutibilidade. Desta maneira, se faz necessario o
desenvolvimento de tecnologias alternativas de fabricacdo afim de reduzir custos e
tempo.

Neste contexto, a tecnologia de impressédo 3D vem ganhando destaque como
uma nova e revolucionéria ferramenta de prototipagem rapida. Ao contrario dos
processos tradicionais de criacdo de objetos sélidos como o fresamento ou
torneamento por exemplo, que remove material para esculpir o objeto, a impressao 3D
funciona adicionando sucessivas camadas de material construindo objetos de diversos
formatos (HOQUE; CHUAN; PASHBY, 2012). Dessa forma, a impressdo 3D é
considerada um processo aditivo de prototipagem rapida na qual um objeto
tridimensional é construido a partir de um modelo criado digitalmente. Tal tecnologia
vem revolucionando os processos de fabricacdo devido sua capacidade de produzir
objetos sob medida, com boa precisao, de forma automatizada, construidos em apenas
uma unica etapa permitindo aplicacGes em areas médicas, indUstrias automotivas,
aeroespacial, e até mesmo em industrias alimenticias (ANDERSON et al., 2013,
CHEN et al., 2014; COMINA; SUSKA; FILIPPINI, 2014, 2015; GROSS et al., 2014;
HO et al., 2015; KITSON et al., 2012; O’NEILL et al., 2014; SHALLAN et al., 2014;
TEMIZ et al., 2015). Ao longo dos anos esta tecnologia de prototipagem rapida vem
sendo cada vez mais comum em laboratorios de pesquisa. A Figura 1.1 apresenta o
crescimento exponencial de relatérios cientificos que abordam o uso da impressdo 3D

em procedimentos quimicos no periodo de 2007 a 2020.
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Figura 1.1 Levantamento de publicag@es cientificas no sistema Scopus realizado no dia 01

de novembro de 2020 utilizando as palavras 3D-printing e chemistry encontradas nos
titulos, resumos ou palavras-chave das publicacdes indexadas.

Atualmente, uma ampla variedade de tecnologias de impressdo 3D esta
comercialmente disponivel, incluindo a sinterizacdo seletiva a laser (selective laser
sintering, SLS), manufatura de objeto laminado (laminated object manufacturing,
LOM), a impressdo por jato de tinta (inkjet printing) e a modelagem por fuséo e
deposicéo (fused deposition modeling, FDM)(GROSS et al., 2014; MACDONALD et
al., 2017). Para todos os processos de impressdo 3D deve-se seguir algumas etapas
preliminares. Primeiramente, realiza-se a modelagem tridimensional do protétipo
desejado em um software com o sistema de desenho auxiliado por computador
(computer-aided design, CAD). Ha uma infinidade de softwares que contam com esse
recurso, dentre eles estdo o SolidWorks®, AutoCAD®, Solid Edge®, OpenSCAD,
FreeCAD® e Autodesk® Fusion 360. O prototipo criado digitalmente é exportado
para um software de fabricacdo auxiliada por computador (Computer Aided

Manufacturing, CAM). Ultimaker Cura, Cliever Studio, Repetier Host, Simplify3D®
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e PrusaSlic3r sdo exemplos de software CAM, que permitem “fatiar” e configurar os
parametros de impressao de cada camada do objeto a ser impresso. Dessa forma, com
os parametros escolhidos a maquina € capaz calcular o caminho necessério para a
construcdo de cada parte do objeto.

Dentre as tecnologias de impresséo 3D existentes, a FDM esta entre as técnicas
mais populares para prototipagem rapida de objetos sélidos devido sua acessibilidade
e custo-beneficio (GROSS et al., 2014; SHALLAN et al., 2014). Esta técnica consiste
na extrusdo de material polimérico semi-fundido sob a plataforma de impressao. Apos
a deposicdo da primeira camada o material termoplastico endurece e permite a
deposicao da camada seguinte, tal processo ocorre sucessivamente até a conclusdo do
protétipo (GROSS; LOCKWOOD; SPENCE, 2017; HO et al., 2015; O’NEILL et al.,
2014; SHALLAN et al., 2014). Suas aplicacBes variam na fabricacdo de protdtipos
para odontologia, medicamentos, joias, calcados, automdveis e artes (BARNATT,
2016; BERMAN, 2012; GROSS; LOCKWOOD; SPENCE, 2017; SHALLAN et al.,
2014). O método FDM ainda se destaca por ser uma tecnologia versatil permitindo o
uso de uma variedade de materiais poliméricos como o acido polilatico (PLA),
acrilonitrila butadieno estireno (ABS), éalcool polivinilico (PVA), polietileno
tereftalato (PET), poli (metacrilato de metila) (PMMA), nailon, polietileno tereftalato
glicol (PETG) e termoplastico elastomérico (TPE). Além disso, permite a combinacao
de diferentes materiais para construcdo de um Unico objeto. A combinacdo dos
termoplasticos mais utilizados como o PLA e ABS com materiais metalicos como
cobre, niquel, e compésitos de grafeno e nanotubos de carbono proporciona objetos
condutores, e permite a utilizacdo deste material para a constru¢do de circuitos
eletronicos e sensores que podem ser aplicados em técnicas de deteccOes

eletroquimicas (DUARTE et al., 2017; HWANG et al., 2015; SA’UDE et al., 2013).
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Em microfluidica, a impressdo 3D tem se demonstrado uma ferramenta
bastante promissora para prototipagem rapida de dispositivos com o conceito lab-on-
a-chip (LOC). A capacidade de construir microdispositivos em uma Unica etapa e de
forma automatizada descarta a necessidade de etapas laboriosas de fabricacdo
tradicionalmente relacionadas aos processos de corroséo quimica e de selagem térmica
(COMINA; SUSKA,; FILIPPINI, 2014, 2015). Em um dos nossos trabalhos recentes
desenvolvemos um microdispositivo impresso em 3D capaz de gerar goticulas e
mensurar em tempo real o seu tamanho por meio de um detector condutométrico sem
contato capacitivamente acoplado (C*D). O dispositivo microfluidico foi construido
com microcanais no formato de jun¢do em T com 50,0 mm % 0,75 mm x 0,7 mm um
contendo dois eletrodos integrados em arranjo antiparalelo. A impresséo foi realizada
combinando dois filamentos termoplasticos diferentes, o copolimero ABS foi utilizado
para a fabricacdo da regido superior do dispositivo que contém o microcanal, enquanto
que a regido dos eletrodos foi fabricada utilizando o termoplastico PLA dopado com
nanoparticulas de carbono. Goticulas de agua e 6leo foram geradas e seu tamanho foi
monitorado por C*D em tempo real. Os tamanhos das goticulas encontrados variaram
entre 3,6 a 2,4 mm e foram estimados com base no tempo de residéncia (Rt) dentro da
célula de deteccdo associados com a velocidade de fluxo (DUARTE et al., 2017).
Outros trabalhos recentemente reportados destacam a fabricagcéo de microdispositivos
por meio da impressao 3D. Dentre eles, o trabalho de Kitson et al. relata a fabricagéo
de um dispositivo microfluidico capaz de promover reagdes quimicas que estd
exemplificado na Figura 1.2A (KITSON et al., 2012, 2014). Bressan e colaboradores
descreveram a sintese nanoparticulas de prata e ouro utilizando um dispositivo
impresso tridimensionalmente (Figura 1.2B) por meio da tecnologia FDM (BRESSAN

et al., 2019). Utilizando o mesmo método de impressdo Jing Nie et al. desenvolveram

LUCAS DA COSTA DUARTE 6



CcAPITULO 1

um dispositivo modular microfluidico utilizado para degradacdo de matrizes de
suporte para reparacao 6ssea (stents), bem como a realizacéo de cultura de células (NIE
etal., 2018). Os madulos foram construidos contendo canais de 493 um (Figura 1.2B).
Os diversos modulos microfluidicos sdo de facil montagem e permitem que diversas
funcgdes sejam alcangadas sem duplicar o processo de fabricacdo, além disso um unico

modulo pode ser retirado para realizagéo de testes posteriores.
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Figura 1.2 Exemplos selecionados de dispositivos microfluidicos impressos
tridimensionalmente com a tecnologia FDM. (A) Um reator microfluidico. Figura
modificada da referéncia (KITSON et al., 2012). (B) Um dispositivo utilizado para a sintese
de nanoparticulas de prata e ouro. Figura modificada da referéncia (BRESSAN et al., 2019)
(C) Um sistema microfluidico modular utilizado para degradacéo de stents e cultura células.
Figura modificada da referéncia (NIE et al., 2018).

Além dos dispositivos microfluidicos, a impressdo 3D vem sendo explorada de
forma destacada no desenvolvimento de sensores eletroquimicos. Filamentos
condutores obtidos através da incorporacdo de metais ou alétropos de carbono na

matriz polimérica (ABS ou PLA) vem sendo desenvolvidos para serem empregados
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na fabricacdo de sensores eletroquimicos através do método de impressdéo FDM
(CARDOSO et al., 2020a; MUNOZ; PUMERA, 2020; O’NEIL, 2020). Rocha et al.
desenvolveram um filamento condutor composto de microparticulas de Ni(OH).,
grafeno e &cido polilatico (Ni/G/PLA)(ROCHA et al., 2020b). O filamento proposto
foi utilizado para a fabricacdo de um sensor eletroquimico aplicado para detecgdo
seletiva de glicose. O eletrodo descartavel de Ni/G/PLA alcangou um limite de
deteccdo de 2,4 umol Lt para a deteccdo de glicose sem a necessidade do uso de
enzimas. No entanto, de uma forma geral, os eletrodos impressos com filamentos
termoplésticos condutores necessitam de etapas de tratamento de superficie para
melhorar seu desempenho eletroquimico. NASIR et al. descreveram a combinacao de
um pré-tratamento quimico utilizando N, N-dimetilformamida (DMF) e eletroquimico
aplicando um potencial constante de 2,5 V por 250 s para aumentar a sensibilidade de
um eletrodo de grafeno/PLA (ZAFIR MOHAMAD NASIR et al., 2020). Ap6s o
tratamento o eletrodo proposto foi empregado para deteccdo da micotoxina
zearalenona em alimentos obtendo um limite de detecgio de 0,340 pmol L. Silva e
colaboradores relataram uma nova abordagem de tratamento quimico de eletrodos
impressos envolvendo os reagentes DMF/HNOs/NaBH4 sequenciais para gerar 0xido
de grafeno reduzido (rGO) em uma matriz polimérica de PLA (SILVA et al., 2020). O
eletrodo rGO-PLA foi aplicado para a determinacdo de serotonina em urina sintética e
catecol em amostras de 4gua natural alcan¢ando limites de detecc¢éo de 0,032 umol L~

1e 0,26 umol L1, respectivamente.

Neste sentido, a presente tese visa apresentar a versatilidade da tecnologia de
impressaio 3D FDM aplicando esta técnica para a construcdo de estruturas

miniaturizadas empregadas em diferentes areas da quimica analitica. No capitulo 2
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serd apresentado o desenvolvimento de uma nova metodologia de contagem de
bactérias utilizando um dispositivo microfluidico de geracdo de gotas e a deteccédo
condutométrica sem contato C*D. No capitulo 3 sera abordado a construgio de um
misturador miniaturizado para monitoramento online de rea¢fes quimicas por
espectrometria de massas. No capitulo 4 sera abordado o uso de uma impressora 3D
multimaterial para desenvolvimento de uma célula eletroquimica totalmente

construida por impresséo 3D para analises de hormonios.
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1.2. Objetivos

1.2.1. Geral

Explorar a versatilidade da tecnologia de impresséo 3D para o
desenvolvimento de dispositivos analiticos impressos para serem empregados em
diferentes vertentes da quimica bioanalitica incluindo a contagem bacteriana por
deteccdo condutométrica sem contato, desenvolvimento de um reator para
monitoramento online de rea¢des quimicas por espectrometria de massas, bem como
a fabricacdo de uma célula eletroquimica contendo eletrodos integrados para a

deteccdo de hormonios.

1.2.2. Especificos

v' Desenvolver uma metodologia de contagem celular por meio do C*D utilizando
microdispositivo impresso.

v Construir um microdispositivo para promover e monitorar em tempo real reacdes
organicas no interior de microcanais por espectrometria de massas.

v Avaliar o desempenho analitico de uma célula eletroquimica produzida
integralmente por impressdo 3D para analises de hormonios.
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Capitulo 2

Desenvolvimento de dispositivos microfluidicos via

impressdo 3D para contagem de bactérias em goticulas

3 Q\de bactérias  Bactérias dentro da gota

/
7’
’ ‘ Amostra bacteriana i i

(canal 1)
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A
-
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2.1. Introducéo

Nos ultimos anos, varios avangos relacionados ao estudo de determinacédo
populacional de células explorando plataformas microfluidicas tém sido reportados.
Convencionalmente, a determinacéo de populacgdes celulares requer uma quantidade
relativamente grande de amostra (200 pL a 10 mL), sdo demoradas, minimamente
automatizadas e necessitam de reagentes caros (CLAUSELL-TORMOS et al., 2008;
HUANG et al., 2015). A abordagem mais utilizada para determinagédo populacional de
microrganismos € a contagem em placas pois ela pode ser aplicada tanto para a
contagem de grandes grupos microbianos como também para a contagem de géneros
especificos. Esta tecnologia consiste no plaqueamento de aliquotas da amostra
bacteriana em meio de cultura sélido. As placas sdo incubadas a uma condicéo de
tempo e temperatura adequada para o0 microrganismo a ser determinado, 0s
microrganismos se multiplicam formando colbnias visiveis que podem ser contadas
manualmente ou com o auxilio de leitores automatizados (BROWN, 2005;
BRUGGER et al., 2012; FROEDER ARCURI et al., 2008). Embora seja comumente
explorada e acessivel 0 método de contagem em placas apresenta alguns desafios que
incluem a necessidade de grandes quantidades de placas de Petri que precisam ser
plagqueadas manualmente, alto volume de reagentes, além de analises laboriosas, uma
vez que cada placa de Petri deve ser analisada separadamente.

As bactérias também podem ser contadas de forma precisa e automatizada
utilizando um citbmetro de fluxo. No entanto, a principal desvantagem dessa
tecnologia estd no elevado custo do equipamento. Neste sentido, os dispositivos
microfluidicos representam uma alternativa promissora, uma vez que podem

solucionar as limitagBes das técnicas mencionadas. Particularmente, a microfluidica
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baseada em goticulas tem demonstrado novas possibilidades experimentais para
andlises microbioldgicas, como por exemplo a detec¢do e identificacdo de patdgenos,
teste de suscetibilidade a antibidticos e estudos de fisiologia e interagdes microbianas
(BJORK et al., 2015; BOEDICKER et al., 2008; CHURSKI et al., 2012; HUANG et
al., 2015; KAMINSKI; SCHELER; GARSTECKI, 2016; KANG et al.,, 2014). A
geracdo de goticulas é baseada no fluxo de uma emulsdo de agua e 6leo, desse modo
0 meio de cultura das células atua como fase aquosa. Isso significa que cada goticula
funciona como um biorreator miniaturizado, uma vez que é possivel promover a
cultura e a quantificagdo de microrganismos. As goticulas sdo geralmente detectadas
por meio de detectores Opticos incluindo a fluorescéncia induzida por laser, a absorcéo
na regido do UV-visivel, a espectroscopia Raman, e a espectroscopia de infravermelho
(CECCHINI et al., 2011; CHAN et al.,, 2011; LI et al.,, 2007; SRISA-ART,;
DEMELLO; EDEL, 2007). A maioria dos estudos focados em detec¢do de goticulas
exploram o uso de microscopios Opticos acoplados a cameras de alta resolucdo, os
quais permitem detectar goticulas produzidas em alta frequéncia (kHz), porém a
instrumentacao € dispendiosa e requer usuarios treinados para operacgéo técnica.
Neste sentido, este capitulo descreve o desenvolvimento de um dispositivo
microfluidico impresso em 3D com sensores integrados para monitorar em tempo real
a quantidade de células em goticulas por meio do C*D. A E. Coli K12 foi utilizada
como modelo de microrganismo para a metodologia proposta. O sistema de detecgéo
C*D foi explorado para analisar o comportamento da resposta de condutincia na
presenca de diferentes nimeros de células dentro das goticulas. A abordagem proposta
foi comparada com ao método de referéncia e padrdo, que é baseado na dilui¢do e na
contagem de placas aliada a distribuicdo estatistica para estimar o numero de células

dentro de cada gota. A instrumentacdo necessaria é relativamente simples, barata e
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portatil. E importante observar que essa técnica foi recentemente relatada para
monitorar o tamanho das goticulas geradas em um sistema bifasico nos canais
microfluidicos 3D (DUARTE et al., 2017). Portanto, esta ferramenta de deteccéo abre
novas possibilidades para uso em analises microbioldgicas baseadas em goticulas de

maneira precisa, rapida e de baixo custo.

2.2. Objetivos

2.2.1. Geral

O presente capitulo visa o desenvolvimento de um dispositivo microfluidico
contendo sensores integrados impressos em 3D utilizando detecgdo condutométrica
sem contato capacitivamente acoplada (C*D) para contagem de células de Escherichia

coli no interior de goticulas.

2.2.2. Especificos

v' Explorar o uso de um dispositivo microfluidico no formato juncdo em T com
sensores integrados de baixo custo, fabricado por uma impressora 3D com tecnologia
FDM para geracéo de goticulas.

v" Avaliar o meio de cultura adequado para determinacdo populacional de E. coli
dentro do sistema microfluidico com detecgdo condutométrica sem contato.

v' Avaliar o comportamento do sinal de condutividade gerado do sistema C*D na
presenca de diferentes quantidades de células dentro das goticulas.

v" Auvaliar o método proposto com a metodologia padréo de contagem em placas.
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v/ Estimar a quantidade de células em cada gota pelo sistema C*D com o auxilio de

distribuicdo estatistica.

2.3. Materiais e métodos

2.3.1. Materiais e reagentes

Triptona, extrato de levedura, cloreto de sodio, manitol e Span® 80 foram
adquiridos da Sigma — Aldrich (St. Louis, MO, EUA), enquanto o éleo mineral foi
fornecido pela Farmax (Divindpolis, MG, Brasil). Os filamentos de acrilonitrila-
butadieno-estireno (ABS) (diametro de 1,75 mm) e poli(acido latico) (PLA) dopados
com nanotubos de carbono (CNTs) (didmetro de 1,75 mm e resistividade de 0,75 Q
cm) foram recebidos da MovtecH Commercial Technology LTDA (Sao Bernardo do
Campo, SP, Brasil) e Functionalize Inc. (Seattle, Washington, EUA), respectivamente.
Todos os reagentes quimicos foram utilizados como recebidos, sem tratamento

adicional.

2.3.2. Preparacdo do meio de cultura

O meio de cultura Luria Bertani (LB) foi preparado contendo 10 g L de
triptona, 5 g L* de extrato de levedura e 0,085 mol L™ de cloreto de sddio. Um meio
de cultura com baixa condutividade baseado no meio LB também foi utilizado para
avaliar o efeito da condutividade no sistema C*D. Este meio denominado half-Luria
Bertani (HLB) foi preparado com todos 0s nutrientes necessarios para o crescimento
bacteriano (5 g L de triptona, 2,5 g L de extrato de levedura e 0,17 mol L™ de
manitol). As medidas de condutividade de LB e HLB foram descritas anteriormente

apresentando valores de 9,6 e 1,1 mS cm™, respectivamente (MORTARI; ADAMI;
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LORENZELLI, 2015). Todos os meios de cultura foram previamente esterilizados em

autoclave a 120 °C durante 30 min.
2.3.3. Cultura bacteriana e preparacao de amostras

A Escherichia coli K12 foi gentilmente fornecida pelo Dr. S. Ruzal
(Universidade de Buenos Aires, Argentina). Os microrganismos foram mantidos em
placas de Petri (4 °C) contendo &gar nutriente e replicados a cada 15 dias. Para iniciar
experimentos, a bactéria E. coli K12 foi inoculada (duas ou trés col6nias) em caldo
triptona soja estéril (23 g L%, Laboratorios Britania SA, Buenos Aires, Argentina) e
foi cultivada aerobicamente em um agitador orbital a 32 °C. O crescimento celular foi
monitorado a 600 nm (DOsoo) usando um espectrofotdmetro (Persee, espectrometro
UV/VIS T7, CA, EUA). As unidades formadoras de col6nias por mL (UFC mL™)
foram avaliadas por diluicdo em placas em meio de agar LB, e as colénias foram
contadas apds 24 h de crescimento a 32 °C. Para a colheita da biomassa microbiana,
as culturas foram cultivadas até a fase exponencial inicial (DOesoo = 1,0 £ 0,2, 0 que
corresponde a 2,0 x10® UFC mL™). As células de E. coli K12 de foram entéo colhidas
por centrifugacdo com uma microcentrifuga (Cavour VT-1216, Buenos Aires,
Argentina) por 30 s a 14.000 g, e o sedimento foi lavado com solucéo salina estéril (8
g L NaCl). Apés uma segunda centrifugacio, o sedimento foi suspenso em meio de

cultura (LB ou HLB) e foram feitas dilui¢cbes em série para a preparacdo da amostra.
2.3.4. Fabricacéo de dispositivos microfluidicos

Os dispositivos microfluidicos com eletrodos integrados foram fabricados
usando uma impressora 3D auto-replicaAvel modelo Prusa Movtech adquirida da

empresa MovtecH Comercial Tecnolog_]ia LTDA-ME (S&o Bernardo do Campo,
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Brasil). Esta impressora de hardware livre é constituida com a tecnologia de
modelagem por fusdo e deposicdo (fused deposition modeling, FDM), baseada no
modelo RepRap, e possui uma area de trabalho de 195 mm x 195 mm x 110 mm. Para
a impresséo do dispositivo microfluidico foi feito, primeiramente, a criagdo do modelo
tridimensional da plataforma microfluidica desejada por meio do sistema CAD
utilizando o software grafico AutoCAD® 2014 Free Student (Autodesk Inc., San
Rafael, USA). Um arquivo com a extensdo STL (Stereolithography) é gerado contendo
uma superficie de malhas triangulares no formato do modelo tridimensional. Em
seqguida, o arquivo STL foi aberto em um software CAM (Computer Aided
Manufacturing) gratuito, Cura 15.02.1 (Ultimaker, Geldermalsen, Netherlands)
configurado para o modelo da impressora. Este software calcula os movimentos da
impressora baseado na geometria do modelo STL gerado, e prepara 0 objeto para
impressdo determinando o posicionamento do objeto, a quantidade e a altura das
camadas a serem impressas. Parametros como a velocidade de impressao, densidade
da peca impressa, temperatura do bico de extrusdo e da plataforma de impressédo
também sao definidos no software CAM. O dispositivo foi entdo impresso pelo método
de Modelagem por Fusdo e Deposicdo (Fused Deposition Modelling, FDM). A
impressdo dos dispositivos foi realizada utilizando dois filamentos termoplasticos
diferentes. O copolimero ABS foi utilizado como substrato para fabricacdo da regido
superior do dispositivo que contém o microcanal. A regido dos eletrodos foi fabricada
utilizando o termopléastico PLA dopado com nanoparticulas de carbono, a qual agrega
caracteristica condutora ao polimero.

O dispositivo impresso em 3D consiste de dois canais microfluidicos dispostos
na configuracdo jungdo em T (T-junction). O canal | medindo 50,0 mm de

comprimento, 0,75 mm de largura e 0,7 mm altura, foi utilizado para a injecdo da fase
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continua e o canal Il com 15,0 mm de comprimento, 0,75 mm de largura e 0,7 mm
altura foi utilizado para injecdo da fase dispersa. A cela de deteccdo é composta de
dois eletrodos na disposicao antiparalela. Cada eletrodo foi impresso com 10,0 mm de
comprimento, 1,5 mm de largura, 2,0 mm de espessura e posicionados com 0,5 mm
entre eles. Os reservatérios foram construidos com um didmetro de 3,0 mm e 2,0 mm
de altura, sendo que logo acima ha um encaixe com didmetro e altura maiores (5,5 mm
x 4,0 mm) para acoplamento de tubos de silicone que permitem a combinacdo com a
bomba seringa. Os microdispositivos impressos com eletrodos integrados séo

apresentados na Figura 2.1.

Eletrodos @ %7 ~~--- i

Figura 2.1. Representacdo do sistema de bombas seringa e microdispositvo utilizado
para geracdo e detecgdo de goticulas contendo a bactéria E. coli K12 (A). Os canais
foram fabricados na configuragéo juncdo em T para injecdo da fase continua e fase
dispersa mostrados em (B). Os eletrodos para deteccao eletroquimica foram impressos
sob o microcanal na configuracdo antiparalela apresentados em (C).
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2.3.5. Geracao de goticulas

Para a gerag&o de goticulas, uma mistura de 6leo e o tensoativo 1% Span® 80
foi bombeada como fase continua no canal |, enquanto que a amostra bacteriana (E.
coli K12) foi bombeada como uma fase dispersa no canal Il (ver Figura 2.1). Ambas
as fases foram introduzidas simultaneamente nos canais microfluidicos usando duas
bombas de seringa (NE-300, New Era Pump Systems) conectadas ao dispositivo
impresso em 3D através de tubos de silicone (di = 0,8 mm e de = 4,0 mm). As vazdes

foram fixadas em 5 pL min para a fase dispersa e 60 uL min™* para a fase continua.

2.3.6. Estimativa de bactérias em goticulas por distribuicdo de

Poisson

A distribuicdo de Poisson foi usada para estimar o nimero de células por
goticula, incluindo a probabilidade associada. A probabilidade de Poisson foi

calculada com a seguinte equacao:

e
p(4,n) = - (Eq.2.1)

onde A € o nimero médio de células por gota, n € 0 nimero de células em uma gota e
p é a probabilidade de obter n nimero de células em uma gota. O parimetro A é
definido pela razéo entre a fracdo volumétrica de células na solugdo de entrada (¢#s) e

uma gota contendo uma célula, como:

ba = (Eq.2.2)
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onde Vc e Vd sdo os volumes da célula e da goticula, respectivamente. Assim, A pode
ser expresso como (CLAUSELL-TORMOS et al., 2008; COLLINS et al., 2015;

KOSTER et al., 2008):

bs
Pq°

A= (Eq.2.3)

A relagdo entre o nimero médio de células em uma gota (A) e o numero de células
injetadas foi corroborada com o método empirico (determinacdo da UFC por contagem

de placas).

2.3.7. Deteccdo de bactérias dentro de goticulas com C*D

As bactérias contidas nas goticulas foram detectadas usando um sistema
homemade de C*D, desenvolvido de acordo com a eletrénica proposta por da Silva et
al. (FRACASSI DA SILVA; GUZMAN; DO LAGO, 2002). Todos 0s experimentos
foram realizados aplicando uma onda senoidal de 500 kHz de frequéncia e amplitude
de 1 Vpp ao eletrodo de excitagdo por meio de um gerador de fun¢do modelo GV-2002
(ICEL, Manaus, Brasil). A corrente resultante foi registrada no eletrodo receptor. Em
seguida, o sinal foi amplificado, retificado, convertido em tenséo, enviado para uma
interface analdgica/digital (National Instruments, NI USB-6009) e monitorado pelo

software escrito em LabVIEW™ com uma resolugéo de aquisicdo de dados de 1 ms.
2.3.8. Simulagdo computacional

A simulacdo computacional foi realizada para representar as alteracdes de

condutividade relacionadas com o numero de bacterias presentes na gota registradas
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com o dispositivo impresso em 3D contendo eletrodos integrados. A simulacéo foi
realizada utilizando o software COMSOL Multiphysics (COMSOL Inc., Estocolmo,
Suécia), com base em equacgOes diferenciais parciais com o método dos elementos
finitos para calcular a distribuicdo da densidade da corrente elétrica em

microestruturas.

2.4. Resultados e discussao

2.4.1. Estudos de condutividade dos meios de cultura utilizando C*D

Como é bem sabido, a resposta do sistema C*D depende das diferencas de
condutividade entre o eletrélito e o analito de interesse (COLTRO et al., 2012). Este
principio operacional também é esperado para a contagem da populacdo bacteriana
dentro das goticulas. Portanto, a intensidade do sinal registrada para diferentes meios
de cultura foi avaliada com o objetivo de selecionar 0 meio que proporciona o maior
deslocamento do sinal de condutividade, considerando o tempo de permanéncia das
goticulas na cela de deteccdo. Gotas de agua ultrapura e dos meios de cultura HLB e
LB foram geradas dentro dos canais microfluidicos, conforme descrito na se¢do 3.5 de
materiais e métodos. A resposta do detector C*D foi registrada utilizando agua, HLB
e LB como fase dispersa, mantendo sua vazdo em 5 uL min™ e variando a vazio da
fase continua (6leo + Span® 80) de 10 a 60 pL min™t. Como pode ser visto na Figura
2.2 0 aumento da vazéo da fase continua promoveu uma diminui¢do na magnitude do
sinal do C*D. O decaimento do sinal ocorre principalmente por duas razdes: em vazoes
mais altas, o tempo de permanéncia da gota na cela de deteccdo se torna menor e 0
comprimento da gota tende a diminuir, deixando o formato cilindrico da gota mais

proximo de uma forma esférica (GARSTECKI et al., 2006).
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Sinal do C4D

10 20 30 40 50 60

Vazao (uL min™)

Figura 2.2. Efeito do meio de cultura e vazdo na resposta C*D. As gotas foram
geradas utilizando agua () e os meios de culturaHLB () e LB (B). A intensidade
de pico obtida pela resposta do sistema C*D de cada solucdo foi monitorada
mantendo constante a vazio da fase dispersa a 5 uL. min™! e variando a vazéo da fase
continua de 10 a 60 pL min™.

Os menores valores de intensidade de sinal observados nas medidas de C*D
foram obtidos para goticulas de agua seguidas por HLB e LB, respectivamente. Este
perfil reflete o fato de que a adgua apresenta condutividade menor que 0s meios de
cultura HLB e LB. Os analitos como as células E. coli K12 atuam como isolantes que
podem ser detectados por C*D com maior relagdo sinal/ruido quando cultivados em
um meio de cultura de alta condutividade (GAWAD et al., 2004; MCGRATH et al.,
2017). Por esta razdo, o meio LB foi selecionado para realizagdo dos experimentos
relacionadas ao monitoramento de goticulas contendo células de E. coli. Além disso,
foram utilizadas vazdes de 60 pL min™ na fase continua, uma vez que esta vazio gera

goticulas com formato esférico, simplificando os calculos subsequentes.
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2.4.2. Deteccdo de bactérias dentro de uma gota

Para quantificagdo do numero de células dentro de cada gota com base nas
medicOes de C*D foram geradas gotas utilizando vazdes constantes de 60 e 5 uL min”
! para as fases continua e dispersa, respectivamente. As imagens Opticas das goticulas
geradas foram capturadas e sua forma e tamanho foram analisados com microscopio
Optico e software Imagel, respectivamente. As imagens obtidas revelaram que o
diametro médio de cada gota era de 321 £ 9 um (n = 10). Considerando uma forma
esférica perfeita, o volume de goticulas foi estimado em 17,3 + 0,5 nL. A Figura 2.3
apresenta os procedimentos realizados para a deteccéo de bactérias dentro da gota. O
namero de células por goticula foi monitorado através da injecdo de solucGes de E.
coli K12 preparadas em caldo de cultura estéril de LB com concentracdes variando de
1x10° a 1x108 UFC mL™, o que equivale a faixa entre 1,73 e 1730 UFC goticula™,
respectivamente. As goticulas geradas foram coletadas e mantidas em um tubo
Eppendorf por 15 minutos para serem separadas da fase oleosa. Em seguida, as
bactérias foram coletadas da fase aquosa usando uma micropipeta de 10 pL.
Posteriormente, foram feitas diluicGes seriadas e aliquotas (10 pL) foram espalhadas
em placas de &gar nutriente, com o objetivo de contar bactérias. Ap6s 24 h a 30 °C,
quantificou-se o numero de coldnias de bactérias nas placas de agar e calculou-se o

nimero de células por goticula (em UFC mL™).
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- Suspensdo de bactérias  Bactérias dentro da gota

Figura 2.3. Representacdo esquematica mostrando os procedimentos para detectar
a bactéria E. coli K12 por medicdes de C*D e contagem de placas. As bactérias
retidas nas goticulas geradas no microcanal sdo detectadas usando sensores
integrados ao dispositivo microfluidico. Em seguida, as goticulas que contém
bactérias sdo coletadas e determinadas pelo método convencional de contagem de
placas para servir como referéncia e comparagdo com a abordagem C*D proposta.

A probabilidade de obter n células e o nimero médio de celulas dentro de uma
gota sdo apresentados nas Figura 2.4A e 2. 4B, respectivamente. Quando a solugédo
bacteriana na concentragdo de 1x10° UFC mL™ foi introduzida no canal microfluidico,
o numero médio de células por goticula (A) obtida foi de 1,73, sendo que a
probabilidade de obter goticulas vazias foi em torno de 20% e as chances de ter uma
Unica célula dentro da goticula foi préxima de 25%. Aumentando o nimero de células
injetadas, a probabilidade de obter uma gota vazia diminui e o valor de A aumenta. Por
exemplo, quando foram introduzidas solugdes contendo 1x10% UFC mL* de bactérias,
o valor de A era 17,3 e quase ndo havia probabilidade de obter goticulas vazias. O
numero de células por goticula quantificado com o método de contagem de placas
revelou uma boa concordancia com a distribuicdo de Poisson para concentragdes de

1x10°% a 1x10® UFC mL%, como pode ser visto na Figura 2.4B. Para solucdes contendo
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entre 1x10° e 5x10° UFC mL™ no foi possivel realizar as medidas detecgio por meio

do sistema C*D.
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Figura 2.4. Distribuicdo de Poisson e o método de contagem de placas para estimar o
namero de células dentro de uma gota. O gréafico (A) mostra a relagdo entre a probabilidade
(p) e o0 nimero de células dentro de uma gota (n) calculada para os valores A de 17,3, 86,5,
173, 865 e 1730, correspondentes a concentracdes celulares iguais a 1 x 10%, 5 x 109, 1 x
107, 5 x 107 e 1 x 108 UFC mL™, respectivamente. O gréafico (B) indica em (m) 0 nimero
médio de células dentro de uma gota (1), em (e) a quantidade de células em uma gota
determinada pelo método de contagem de placas ambas em relacdo com as concentracdes
de células injetadas.
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2.4.3. Determinacéo de bactérias no interior das goticulas por C*D

A sensibilidade do sistema C*D é significativamente influenciada pela
frequéncia operacional e amplitude da tenséo de excitacdo do sinal senoidal aplicado.
De acordo com resultados de um estudo descrito anteriormente, a melhor relagdo
sinal/ruido foi observada aplicando uma onda senoidal de 500 kHz com tensdo de
excitagdo de 1 Vpp (DUARTE et al.,, 2017). Estes parametros foram mantidos
constantes para as experiéncias subsequentes. Em seguida, a amostra bacteriana
preparada em diferentes densidades variando de 5x10° a 1x10° UFC mL™* (gota de
86,5 a 17300 UFC goticula™®) foi introduzida no canal Il, confinada em gotas e
monitorada por medidas de C*D. As vazdes para as fases dispersam e continua foram
mantidas constantes a 5 ¢ 60 uL min’, respectivamente. A Figura 2.5 apresenta a
resposta do sinal C*D para diferentes concentracdes da amostra bacteriana. Como pode
ser visto, 10 goticulas foram geradas e detectadas dentro de 30 s. Este valor demonstra
que a abordagem proposta oferece uma frequéncia analitica capaz de gerar,
aproximadamente, 1200 gotas por hora. A frequéncia observada é bastante semelhante
a nossa abordagem anterior (DUARTE et al., 2017; DUARTE; COLTRO, 2016).

Além disso, 0 aumento da densidade bacteriana promove uma diminuicdo na
intensidade do pico registrado. Esses resultados estdo de acordo com o modelo de
circuito equivalente proposto por Foster e Schwan (FOSTER; SCHWAN, 1989), que
também foi usado por outros autores para interpretar medidas de impedancia de uma
Unica célula com boa concordancia (GAWAD; SCHILD; RENAUD, 2001; GAWAD
etal., 2004; MORGAN et al., 2007). Esses fenbmenos ocorrem principalmente porque
a membrana celular é um isolante elétrico, sendo pouco condutivo abaixo das

frequéncias de 1 MHz (MCGRATH et al., 2017; SPENCER; HOLLIS; MORGAN,
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2014). O modelo elétrico bacteriano na frequéncia de operacdo de 500 kHz é
equivalente ao chamado modelo de casco simples (SUKHORUKOQV et al., 2001),
conhecido como o modelo elétrico mais simples que descreve as propriedades das
células biolégicas. Nesse modelo, uma célula é considerada uma esfera condutora
(citoplasma) arredondada por uma camada isolante que corresponde a membrana
plasmatica. A condutividade elétrica de E. coli K12 foi estudada previamente,
obtendo-se valores de 4,4 e 0,025 mS cm™ para citoplasma e membrana plasmatica,
respectivamente (HOLZEL, 1999). As células sdo representadas por um elemento
isolante, principalmente devido a presenca da membrana celular lipidica. Isso significa
que a condutividade das goticulas diminui enquanto a concentracdo das células das
goticulas aumenta, como mostrado na Figura 2.5. Em frequéncias mais altas (MHz),
as bactérias se tornam cada vez mais condutoras devido ao acoplamento capacitivo

através das membranas (MCGRATH et al., 2017).
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Figura 2.5. Respostas de C*D para goticulas contendo diferentes concentracoes de células de
E. coli K12 (5x10° a 1x10°UFC mL?). Condi¢@es de deteccdo: onda senoidal de 500 kHz com
tenséo de excitacdo de 1 V.

Uma simulacdo computacional foi realizada usando o software COMSOL para
demonstrar a variacdo da densidade de corrente elétrica em relacdo a condutividade da
gota. A Figura 2.6 apresenta a secdo transversal do microcanal onde € possivel
observar 0 momento em que a gota é posicionada sobre os eletrodos C*D. E importante
destacar que o sinal de saida C*D esta relacionado a corrente elétrica de entrada que
flui entre seus eletrodos (COLTRO et al., 2012; KUBA; HAUSER, 2009). A densidade
de corrente representa a condutividade da gota, que diminui quando um ndmero
elevado de celulas esta presente dentro de uma gota. Comparando goticulas com e sem
bactérias, uma densidade de corrente mais alta fluindo entre os eletrodos pode ser vista
quando ndo héa células dentro da goticula. Desta forma, o sinal gravado em func¢éo da

corrente é inversamente proporcional a concentracdo bacteriana dentro das goticulas.
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Figura 2.6. Densidade de corrente (WA m2) simulada para goticulas sem (A) e com (B) as
bactérias. As imagens (C) e (D) sdo micrografias de campo escuro das goticulas sem e com

bactérias, respectivamente.

2.4.4. Monitoramento de particulas ndo condutivas e condutivas

Para apoiar melhor esse comportamento visto na Figura 2.6 um experimento
anadlogo foi realizado no dispositivo impresso em 3D, substituindo as células
bacterianas por particulas ndo condutoras e condutoras (particulas de Co/Nb.Os e
carvao ativado, respectivamente). Utilizando aglomerados de Co/Nb2Os (cerca de 1
um de didmetro) como particulas isolantes foram geradas goticulas contendo
concentragdes entre 0,5 e 5,0 mg mL™ de Co/Nb2Os e monitoradas pelo sistema C*D.
Os testes revelaram um perfil de resposta semelhante ao encontrado para goticulas
contendo células bacterianas, uma vez que houve uma diminui¢do na intensidade do
sinal do C*D ao passo que se aumenta a concentracdo de Co/Nb2Os. A variagio

absoluta do sinal C*D (considerando o branco) foi de cerca de 74,4 mV para
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concentragdes de 5 mg mL. Os dados foram entdo normalizados utilizando a Eq. 2.4
e um comportamento diretamente proporcional foi observado para a resposta AC*D
em fungdo da concentracdo de Co/Nb.Os, conforme mostrado na Figura 2.7A. O
comportamento observado para as particulas isolantes foi bastante semelhante a
proposta apresentada para a contagem de células de E. coli, demonstrando evidéncias
de que o mecanismo proposto é valido.

Semelhantemente foram realizadas medidas de C*D usando particulas de
carvdo ativado com aglomerados de didametro médio de aproximadamente 17 pum. As
goticulas contendo carvao ativado foram analisadas variando a concentracéo entre 0,5
e 5,0 mg mL™. Os valores absolutos da resposta C*D apresentaram um perfil crescente
diretamente proporcional a concentracéo de carvdo ativado com variacdo de 400 mV
para concentrag@es de 5,0 mg mL™. Da mesma forma que os resultados obtidos com
as particulas isolantes, os dados obtidos para o carvao ativado também foram tratados
com a Eqg. 2.4. Como pode ser visto na Figura 2.7B, o aumento na concentracdo de

carvio ativado promoveu uma diminui¢do na variagio de AC*D.
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Figura 2.7. Medidas de C*D para goticulas contendo particulas (A) isolantes de Co/Nb,Os e
(B) condutoras de carvdo ativado em concentragdes que variam de 0,5 a 5,0 mg mL* usando
uma mistura de 6leo e span 80 como a fase continua. As fases dispersa e continua foram
bombeadas com vazdes mantidas em 5 e¢ 60 uL min?, respectivamente. As gotas foram
monitoradas pelo sistema C*D aplicando uma onda senoidal de 500 kHz com amplitude de 1
Vop.

2.4.5. Contagem de células dentro das goticulas por C*D

Tendo isso em vista, a viabilidade analitica do dispositivo proposto foi avaliada
analisando a intensidade dos 10 picos obtidos por C*D ap6s a introducdo de células na
fase dispersa. Considerando que o sinal C*D diminui & medida que o nimero de células
em uma gota aumenta, os valores de sinal obtidos foram tratados para obter um perfil

diretamente proporcional utilizando a Eq. 2.4:

C*Dy — C*D
(C*Do—C*Dy)

7D, 100 (Eq.2.4)

AC*D =

onde C*Dy € o sinal obtido para goticulas sem células (branco) e C*Ds é o sinal obtido

em goticulas com amostras contendo células.

Com o objetivo de contar as células de E. coli dentro das goticulas, a resposta

analitica baseada nas medidas de C*D foi relacionada com a concentracio celular
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contida dentro de uma goticula (UFC goticula™). Como pode ser visto na Figura 2.8,
o dispositivo microfluidico com detector C*D integrado revelou grande potencial para
detectar células de E. coli K12 em uma faixa linear de 86,5 a 8650 UFC goticulas™
(5x10° a 5x108 UFC mL™). A resposta C*D exibiu um comportamento linear com
coeficiente de determinacdo linear igual a 0,998. O limite de deteccdo (LOD)
alcancado pelo método de contagem sem marcadores bioldgicos foi estimado em 63,66
UFC goticula™ (3,68 x 10° UFC mL™) considerando a relacio sinal-ruido igual a 3
vezes 0 valor do desvio padrdo registrado para o branco. O LOD alcancado é menor
do que outros valores relatados usando técnicas sem biomarcadores. Liu et al.
encontraram um LOD de 100 células de E. coli por gota (3x10® CFU mL™) usando
medidas de dispersdo de luz (LIU et al., 2016). Jakiela et al. relataram com sucesso
um LOD de 14000 células de E. coli por gota (1x10” CFU mL™) através de medidas
de turbidez (JAKIELA et al., 2013). Considerando os 6timos niveis de detectabilidade
em comparagdo com os sistemas de detec¢do tradicionais com biomarcadores, 0 uso
do sistema de detec¢do condutométrico em dispositivos microfluidicos impressos em
3D surgem como uma plataforma analitica promissora para aplicacfes envolvendo

microbiologia e estudos biotecnoldgicos.
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Figura 2.8. Relacédo entre o sinal C*D e o nimero de células dentro de uma gota. As
concentracBes foram determinadas pela distribuicdo de Poisson no eixo inferior e
considerando a concentragdo de células no meio injetado, no eixo superior.

LUCAS DA COSTA DUARTE 33



CAPITULO 2

2.5. Conclusdes

O uso do dispositivo microfluidico com sensores integrados demonstrou
excelente capacidade para a deteccdo de células de E. coli dentro de goticulas por meio
de medidas de condutividade sem contato. A metodologia proposta permitiu detectar
células de E. coli na faixa de concentracdo entre 86,5 e 8650 UFC goticulas™. As
goticulas geradas nos microcanais apresentaram formato aproximadamente esférico
com didmetro e volume médios de 321 = 9 um e 17,3 + 0,5 nL, respectivamente. O
namero de células por gota foi estimado através do método de contagem de placas e
mostrou boa concordancia com a distribuicdo estatistica de Poisson. A prova de
conceito foi realizada com um experimento analogo utilizando particulas condutivas e
n&o condutivas, onde foi obtido o perfil semelhante o perfil obtido com a metodologia
de contagem de células proposta.

E importante destacar que a metodologia proposta alcangou melhores niveis de
deteccdo quando comparado aos encontrados na literatura utilizando detectores
opticos. O uso do C*D integrado em dispositivos microfluidicos impressos em 3D
também ofereceu outras vantagens: i) a instrumentacdo necessaria é simples, barata e
compativel com a integracdo em diferentes plataformas, possibilitando o
desenvolvimento de sistemas portateis, ii) o processo de fabricacdo da plataforma
microfluidica com sensores integrados é automatizado e ndo gera residuos, pois nao se
faz uso de reagentes, iii) 0 método de contagem por C*D ocorre em uma Unica etapa
pois descarta a necessidade de adicionar biomarcadores fluorescentes como demanda
o0s protocolos padréo e iv) ndo ha necessidade de etapas de desintegracao celular (ou
lise) antes da deteccdo pelo sistema C*D. Por fim, o monitoramento em tempo real

associado a todas as outras vantagens demonstram que o sistema de contagem proposto
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tem grande potencialidade para se tornar uma poderosa ferramenta para aplicacées em

andlises microbiolodgicas incluindo a discriminacgdo de outros tipos de células.
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Capitulo 3

Desenvolvimento de micro-reator tridimensional para
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3.1. Introducéo

Diante da necessidade de se obter resultados rapidos, alto desempenho analitico
e portabilidade a quimica analitica moderna vem constantemente passando por um
processo de miniaturizacdo (CULBERTSON et al., 2014; KOVARIK et al., 2013;
PATABADIGE et al., 2016). Adicionalmente, o baixo consumo de amostra é uma
outra grande caracteristica da miniaturizacdo dos processos analiticos (JIN;
NGUYEN, 2018; KOVARIK et al., 2013; PATABADIGE et al., 2016). O pequeno
volume de reagentes necessario, da ordem nano ou microlitros, tem tornado o uso de
dispositivos microfluidicos cada vez mais atrativo para estudos de rea¢fes quimicas
(JAHNISCH et al., 2004). Esta vantagem é importante pois, muitas vezes, os reagentes
podem ser tOXicos ou perigosos e minimizar seu uso contribui para quimica verde e
seguranca laboratorial (HESSEL; LOWE; SCHONFELD, 2005; ILLG et al., 2011;
JAHNISCH et al., 2004; SINGH et al., 2016). Além disso, os reagentes podem ser
caros ou pouco disponiveis comercialmente e seu uso moderado pode ser de grande

interesse para grupos de pesquisa com poucos recursos.

Em relagdo aos reatores convencionais, 0s reatores miniaturizados ainda se
destacam por apresentar um melhor controle de temperatura envolvida no processo
reacional, tempos curtos de mistura, bem como a capacidade de acoplamento com
diversas técnicas de deteccdo analitica (HESSEL; LOWE; SCHONFELD, 2005;
NGUYEN; WU, 2004). Contudo, ndo é uma tarefa facil promover a mistura entre dois
fluidos em sistemas miniaturizados. Isso se justifica pelo fato do fluxo gerado no
interior dos microcanais ser predominantemente laminar com baixos valores de
numero de Reynolds (Re < 100). Neste caso, a mistura ndo se mostra eficiente pois o

processo ocorre baseado apenas por difusdo (LI1U; KIM; SUNG, 2004b; YI; BAU,
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2003). O processo de difusdo molecular pode ser significativamente acelerado
promovendo adveccdo cadtica no interior do canal. Construir microestruturas capazes
de provocar sucessivas mudancgas de dire¢cdo do fluxo ao longo do canal podem
favorecer significativamente a ocorréncia de uma mistura caotica efetiva (HESSEL;

LOWE; SCHONFELD, 2005; OTTINO et al., 2004).

De forma geral, os micromisturadores sdo construidos por técnicas
convencionais de microfabricagdo incluindo a fotolitografia (BAEK; SONG, 2011,
LIN et al., 2018), a estampagem a quente (BECKER; GARTNER, 2001;
MCCREEDY, 2000) e a ablacdo a laser (HAIDER et al., 2018; RIAHI, 2012). Os
materiais mais comuns usados pelas metodologias tradicionais de fabricacdo séo o
vidro (SARAGIH; KO, 2009; YANG et al., 2013), e diversos materiais poliméricos
como o poli(dimetilsiloxano) (PDMS) (CHUNG et al., 2015; DICKEY; ELMORE;
JONES, 2000; LEE et al, 2006) e o poli(metacrilato de metila)
(PMMA)(MARMIROLLI et al., 2009; ZHANG; CHEN, 2019). No entanto, essas
técnicas requerem o uso de sala limpa e instrumentacdo especializada tornando o custo
de fabricacdo elevado. Além disso, os métodos tradicionais consistem em varias etapas
de fabricacdo incluindo procedimentos de gravacdo dos canais e etapas de selagem.
Tendo isso em vista, a impressdao 3D vem sendo cada vez mais utilizada para a
construcdo de plataformas microfluidicas (AU et al., 2016; CHEN et al., 2016; HE et
al., 2016; WAHEED et al., 2016). Esta técnica se destaca em viabilizar a fabricacdo
de dispositivos miniaturizados com estruturas personalizadas, incluindo geometrias
complexas e diversificadas, com alta precisdo de fabricagdo. Esta propriedade facilita
a adequacdo de projetos que envolvem micromisturadores a medida que novos

conhecimentos sobre melhorias na taxa de reacdo séo adquiridos. Como mencionado
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no capitulo anterior a tecnologia de modelagem por fusdo e deposi¢cdo (FDM) é o
método de impressdo 3D mais popular atualmente. Os materiais mais comuns
utilizados por este método de impressdo sdo ABS, PLA, PETG, poliestireno (PS) e
policarbonato (PC), no entanto uma infinidade de polimeros termoplasticos pode ser
empregados no processo FDM de acordo com a necessidade do usuério (AU et al.,
2016; GROSS et al., 2014; WAHEED et al., 2016). Esta tecnologia permite a
fabricagdo em poucos minutos de forma totalmente automatizada e com custo

reduzido.

Recentemente, a versatilidade do uso da impressdo 3D para construcdo de
microrreatores foi descrita com o desenvolvimento de dispositivos miniaturizados para
monitoramento de reagcdes em fluxo. Os microrreatores foram empregados para
sinteses organicas, inorganicas e de nanomateriais demonstrando alta eficiéncia dos
dispositivos impressos (KITSON et al., 2012; SYMES et al., 2012). As reagdes em
fluxo sdo amplamente exploradas em sistemas de microreatores devido sua capacidade
de favorecer altas taxas de mistura, repetibilidade do sistema de reacdo e necessidade
reduzida de processamento manual (BROWNE et al., 2012). As principais técnicas
que possibilitam o controle de reagbes quimicas combinadas com 0s
micromisturadores incluem a espectrometria de massas (BROWNE et al., 2012;
FIDALGO et al., 2009; LOTTER et al., 2016; MATHIESON et al., 2013; SCOTTI et
al., 2019; ZHU; FANG, 2010), a cromatografia liquida (LOTTER et al., 2016;
WELCH et al., 2009), espectroscopia de infravermelho (CHAN; KAZARIAN, 2012;
KITSON et al., 2012; MOORE; JENSEN, 2014; RUEPING; BOOTWICHA;
SUGIONO, 2012), fluorescéncia (PABIT; HAGEN, 2002; SHI et al., 2020; SONG,;

TICE; ISMAGILOV, 2003), Raman (LEUNG et al., 2005; POONOOSAMY et al.,
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2020; URAKAWA et al., 2008), a espectroscopia UV-Vis (MONAGHAN et al., 2016;
SYMES et al., 2012; YUE et al., 2013). A espectrometria de massas associada com a
ionizacdo por eletrospray (ESI-MS) é um 6timo recurso analitico para a detec¢do do
produto de reacdes em fluxo e umas das técnicas de deteccdo mais utilizadas para
acoplamento com microrreatores. De uma forma geral, os reatores microfluidicos
impressos em 3D para monitoramento online necessitam de outras plataformas para
integracdo ao espectrometro de massas. Mathieson e colaboradores desenvolveram um
dispositivo impresso em 3D que foi plugado a um espectrometro de massas por meio
de tubos e acessorios de conexes (MATHIESON et al., 2013). Reac¢des de agregados
supramoleculares foram realizadas no dispositivo e estudadas por ESI-MS. Scotti et
al. também utilizaram a impressdo 3D para fabricar um reator miniaturizado com um
capilar de aco inoxidavel e uma barra de agitagdo magnética integrados para
monitoramento online da reacéo de Diels-Alder por ESI-MS (SCOTTl et al., 2017). O
capilar e a barra magnética foram adicionados durante a impressdo pausando o
processo de fabricacdo e reiniciando posteriormente. O capilar de nanopulverizacdo
permitiu a ionizacdo direta dos analitos para o espectrémetro de massas. No entanto,
mesmo utilizando uma proposta de prototipagem de baixo custo como a impressdo 3D
FDM a inser¢do do capilar nano-ESI elevou o custo de fabricacdo estimado em

aproximadamente 100 €.

Outros estudos demonstraram que um substrato mais acessivel como o papel
combinado a pecas impressas em 3D também pode ser utilizado no interfaceamento
com 0 espectrdmetro de massas. A ionizagdo por spray de papel (PSI) consiste na
aplicacdo de alta tensdo em uma ponta de papel contendo solvente e o analito de

interesse (SILVA et al., 2019). Com base na técnica PSI, os cartuchos impressos 3D
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foram desenvolvidos para tornar a integracdo com o espectrometro de massas mais
pratica e robusta. Salentijn et. al desenvolveram o primeiro cartucho para PS-MS
impresso em 3D fabricado utilizando PLA (SALENTIIN; PERMENTIER,;
VERPOORTE, 2014). Posteriormente, 0 mesmo grupo relatou um design de cartucho
aprimorado com a integracdo de uma lente de foco metalica e um coletor para liberar
0 gés da bainha na ponta do papel (SALENTIJN; OLESCHUK; VERPOORTE, 2017).
Essas melhorias permitiram melhor focalizagdo e estabilidade média do spray, além
de maior sensibilidade para deteccdo de farmacos. Em um estudo recente noés
descrevemos o desenvolvimento de um dispositivo impresso 3D com custo reduzido
para aplicacGes de ionizagéo direta por spray em espectrometria de massas (DS-MS)
assistida por uma ponta de papel (DUARTE et al., 2016). A ponta de papel foi inserida
na extremidade do canal, apds a impressdo, para facilitar a formacéo do spray. Cada

dispositivo apresentou custo estimado de $0.05.

Neste sentido, este capitulo apresenta o uso da tecnologia de impressdo FDM
para a fabricacdo de um dispositivo para monitoramento de reacGes em fluxo com
ionizacdo direta por espectrometria de massas. O dispositivo foi totalmente fabricado
por impressdao 3D e o acoplamento foi feito diretamente com o espectrébmetro de
massas sem auxilio de facilitadores de spray. O desempenho do reator miniaturizado
foi avaliado utilizando a sintese de Katritzky e comparado com o método de controle

de ESI(+)-MS.
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3.2. Objetivos

3.2.1. Geral

Este capitulo tem como objetivo utilizar a tecnologia de impressao 3D para a
fabricacdo de um reator miniaturizado capaz de ser combinado diretamente com o

espectrometro de massas para monitoramento online da reacgéo de Katritzky.

3.2.2. Especificos

v Construir, em uma Unica etapa, um reator microfluidico para aplicacdes de
ionizacao direta por spray em espectrometria de massas;

v Otimizar os parametros operacionais do reator miniaturizado;

v" Promover a reacdo de Katritzky no interior dos microdispositivos;

v Avaliar a taxa de formacéo do produto formado comparando com a técnica de

controle ESI(+)-MS;
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3.3. Materiais e Métodos

3.3.1. Reagentes e preparo de solugoes

O metanol de grau HPLC foi adquirido de J. T. Baker (New Jersey, EUA). O
acido acético, tetrafluoroborato de 2,4,6-trifenilpririlio (TPP), glicina, alanina e

trietilamina foram adquiridos na Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EUA).

A reacdo de Katritzky foi realizada com base em um estudo anterior
(WALICZEK et al.,, 2016), com pequenas modificagdes. Para a andlise de
monitoramento online por MS de ionizacéo direta por spray usando micro-reatores 3D
foram utilizadas solugdes de 1 mg mL™* de cada reagente TPP, glicina e alanina. A
solugdo TPP foi preparada dissolvendo 10 mg do composto em 10 mL de metanol
contendo 3,5 L de trietilamina. As solugdes de glicina e alanina foram preparadas
adicionando 10 mg de cada composto em frascos diferentes contendo 10 mL de
metanol com 5 pL de 4cido acético cada. Para monitoramento offline por anélise ESI-
MS convencional, as solugdes de reagentes foram preparadas conforme descrito acima,
mas foram misturadas (TPP e glicina ou TPP e alanina) e mantidas sob agitagéo

durante 0, 10 e 30 min antes da analise de MS.

3.3.2. Fabricacéo dos dispositivos

Os dispositivos para monitoramento de reacdo com espectrometria de massas
foram construidos utilizando a tecnologia de impresséo 3D fused depositon modeling
(FDM). O design do dispositivo foi modelado em um software CAD (AutoCAD®
2016, Autodesk Inc., San Rafael, CA, USA) e impresso utilizando a impressora 3D

Original Prusa i3 mk2/S 3D (Prusa Research s.r.o., Prague, Czech Republic). Este
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modelo de impressora 3D deposita 0 material termopléstico aquecido sobre uma
plataforma de impressdo transformando o design modelado no microdispositivo de
reacdo desejado. O filamento termopolimérico PLA (acido polilatico) adquirido na 3D
Fila (Belo Horizonte, MG, Brasil) foi utilizado como substrato para fabricagcdo dos
dispositivos microfluidicos impressos. Para promover a reacdo o dispositivo
microfluidico foi impresso contendo um canal constituido de uma sequéncia de curvas
em forma de serpentina 3D. A regido de mistura do dispositivo foi construida com
base em um estudos anteriores que descreve a eficiéncia de mistura do formato de
microcanais em serpentina 3D (ANSARI; KIM, 2009; GUO et al., 2019; LIU; KIM,;
SUNG, 2004a; MALECHA et al., 2009; VIJAYENDRAN et al., 2003). O canal
apresenta secéo transversal de 1 x 0.7 mm contendo 40 segmentos em formato de L.
Um outro dispositivo contendo um canal em formato de Y de 1 x 0.7x60 mm também
foi desenvolvido para comparar a eficacia dos resultados de MS obtidos com o
dispositivo em forma de serpentina 3D. Ambos os dispositivos apresentam um formato
pontiagudo ao final do canal contendo um orificio de didmetro de 1.5 mm com o intuito
de posicionar uma agulha para aplicacdo de um potencial elétrico para a ionizacéo das

espécies. Os modelos dos dispositivos estdo ilustrados na Figura 3.1.
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Figura 3.1. Vista (A) isométrica e (B) superior dos dispositivos dos formatos em Y e
serpentina 3D projetados para os estudos de mistura monitorada por espectrometria de
massas. Os dois dispositivos foram impressos utilizando o material termoplastico PLA por
meio da tecnologia de impressdo FDM.

3.3.3. Caracterizacao optica

Para avaliar o aspecto da superficie dos canais impressos em 3D foi utilizado
um microscopio estereoscopio modelo OPZTR Research (Opticam® Microscopy
Technology, Séo José dos Campos, SP, Brazil) equipado com uma camera de 10MP e
resolucdo HD. As imagens Opticas foram adquiridas e avaliadas através do software

Opticam® Microscopy OPTHD.

3.3.4. Parametros operacionais das analises de espectrometria de

massas

A razdo massa-carga dos ions gerados pelo dispositivo 3D proposto foi
monitorada com o auxilio do espectrometro de massas modelo LTQ XL Linear lon
Trap (ThermofisherScientific, Bremem, Alemanha). A configuragéo instrumental para

as analises de MS usando o microrreator pode ser visto na Figura 3.2. O dispositivo de
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ionizacdo direta por eletrospray foi posicionado frontalmente ao espectrémetro de
massas mantendo uma distdncia de aproximadamente 3 mm entre a ponta do
dispositivo e o orificio de entrada do equipamento. O eletrospray foi formado com
aplicacdo de um potencial de 4kV no modo ion positivo através de uma agulha
conectada a fonte de alta tensdo do proprio espectrémetro de massas. Duas bombas
seringas modelo NE-300 (New Era Pump Systems, Inc.,) foram utilizadas para
fornecer as solugdes de reagentes para o dispositivo. As seringas foram conectadas ao
microcanal por meio de tubos de silicone de didmetros interno e externo de 2,0 e 3,0
mm, respectivamente. A reacdo de Katritzky foi avaliada utilizando diferentes vazdes
25, 50, 75 e 100 uL min. Os espectros de massa foram adquiridos em triplicata usando
0 software Thermo Tune Plus e foram processados usando o pacote de software

Xcalibur Analysis (versdo 2.0, Service Release 2, Thermo Electron Corporation)

Figura 3.2. Em (A) representacdo do sistema contendo bomba seringa, dispositivo MS e
espectrdmetro de massas utilizando para 0 monitoramento de reacGes. Em (B) acoplamento
do microreator ao MS, onde (1) e (I1) sdo as entradas para cada reagente.
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3.3.5. Parametros operacionais das analises de ESI-MS

As reacOes entre TPP e glicina e entre TPP e alanina também foram
monitoradas de forma off-line por analise ESI-MS convencional. As solugdes
preparadas, conforme descrito na se¢do 2.3.1, foram misturadas e mantidas sob
agitacdo por 0, 10 e 30 min antes da analise de MS. Os pardmetros instrumentais
utilizados foram os seguintes: modo de ionizagdo positiva; temperatura capilar:
275 °C; tensdo capilar: 15 V; tenséo de pulverizagéo: 4 kV; lente do tubo: 50 V; energia

de colisdo para experimentos de MS/MS: 25 um; vazdo de 5 puL min™,

3.4. Resultados e Discussao

3.4.1. Dispositivos de reacdo impressos em 3D para analises de MS

Para desenvolver um sistema de monitoramento online de reacdes em fluxo por
MS de ionizacdo direta por spray foi fabricado um dispositivo contendo um canal em
formato de serpentina 3D e extremidade pontiaguda para formacéo do eletrospray. Um
dispositivo contendo apenas um canal em formato de Y e a extremidade de emisséo
foi fabricado para estudos comparativos. A Figura 3.3 apresenta imagens obtidas por
meio de um microscopio estereoscopio dos dispositivos impressos. As imagens foram
obtidas na juncdo em Y e das divisdes em L que compde o canal em serpentina 3D em
etapas de fabricacdo que mostram o fragmento em L inferior, intermediario e superior
(Figura 3.3A). As imagens oticas confirmam que ndo houve obstrugdo dos canais
impressos. A seccdo transversal do canal possui um aspecto rugoso caracteristico do
processo de impressdo FDM (DUARTE et al., 2016; GROSS et al., 2014). As paredes

do canal apresentam aspectos semelhante ao formato de escada devido a sobreposi¢éo
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de camadas do material termopléstico durante o processo de fabricacdo. A altura das
camadas depositadas esta relacionada com a resolucéo da impressora 3D, que neste

caso foi de 150 um.

O volume interno de ambos os dispositivos foi estimado pesando cada
dispositivo seco e posteriormente medindo o peso dos dispositivos preenchidos com
agua. A diferenca entre os pesos é proporcional ao volume interno do dispositivo
impresso, como descrito anteriormente. O volume estimado para dispositivo com canal
de serpentina tridimensional ¢ o com canal em Y foi de 430 puL e 115 pL,
respectivamente. Estes valores apresentam boa fidelidade ao volume de 445 puL e 135
uL calculado com base nos designs dos respectivos dispositivos modelados no
software CAD. Ambas as pecas foram impressas juntas com um tempo total de
impressao de 1h30min. O custo de fabricacéo para cada dispositivo foi cerca de US$

0,30 para serpentina 3D e US$ 0,11 para o canal em Y.
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—= N C L o mm— ; : Qe
Figura 3.3. Em (A) sdo apresentadas imagens obtidas por estereoscopio 6tico do dispositivo
impresso para monitoramento de rea¢do por espectrometria de massas mostrando as regides
da juncdo em Y (1), e do segmento em L inferior (1), intermediario (I11) e superior (IV).
Imagens de microscopia de varredura eletronica (MEV) de um do reservatorio de amostra
(B) e a secdo transversal de um microcanal (C) fabricados por impressdo FDM (Retirado e
adaptado de Duarte, L. C. Impresséo 3D: uma alternativa para fabricacdo de dispositivos
analiticos miniaturizados. 2016. Universidade Federal de Goids. (DUARTE; COLTRO,
2016)

3.4.2. Monitoramento online da reacdo de Katritzky por MS de

ionizacao direta por spray

O desempenho analitico dos microrreatores impressos em 3D foi investigado

injetando simultaneamente as solucGes de TPP e de aminoéacidos (glicina ou alanina),
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cada um por meio de uma entrada diferente do microrreator, de modo que os reagentes
se misturassem dentro do dispositivo. O produto da reacdo de Katritzky é entdo
pulverizado na ponta do dispositivo para ser analisado por MS. A reagédo de Katritzky
(Figura 3.4) foi obtida pela reacéo do cation TPP com o grupo amino dos aminoacidos
glicina e alanina por meio de uma adi¢cdo nucleofilica seguida de desprotonacéo,
abertura do anel e ciclizacdo catalisada pela adicdo de acido (BADU-TAWIAH;
CYRIAC; COOKS, 2012; HEIDARIZADEH; ABADAST, 2011; KATRITZKY;
MARSON, 1984). Os cations produzidos pela reacdo com glicina e alanina foram
detectados em m/z 366 [M]" (Figura 3.4b) e m/z 380 [M]" (Figura 3.4d),
respectivamente. Experimentos de MS/MS foram realizados a fim de confirmar as
estruturas dos produtos da reacdo (Figura 3.4c e 3.4e). Os ions referentes aos
fragmentos adquiridos estdo de acordo com estudo previamente relatado (WALICZEK

et al., 2016).
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Figura 3.4. Esquema geral da andlise por MS de ionizagdo direta usando o microrreator
impresso em 3D: (A) a reagdo de Katritzky, onde o cation TPP* (m/z 309) reage com 0s
grupos amino de glicina e alanina para produzir os cations em m/z 366 [M]* e m/z 380 [M]*,
respectivamente. Um espectro de massa representativo e 0 MS/MS para o produto da reacao
com glicina sdo mostrados em (B) e (C), e para alanina sdo mostrados em (D) e (E),

respectivamente.

A reacdo de Katritzky foi monitorada nos dois dispositivos impressos

(serpentina 3D e formato em Y) e a resposta dos produtos de reacdo foram avaliados.

Diferentes vazbes de solugdes de reagentes (25, 50, 75 e 100 pL min™) foram

investigadas para cada dispositivo. Cada reator foi alimentado mantendo os mesmos

valores de vazdo para TPP e aminoacido. A abundancia relativa em m/z 366 (para a

reacdo entre TPP e glicina) e m/z 380 (para a reacao entre TPP e alanina) foram

monitorados, e os resultados s&o mostrados na Figura 3.5.
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Figura 3.5. Espectros de massas registrados nos dispositivos com canal em serpentina 3D
e canal em Y mostrando a reacdo de Katritzky entre o trifenilpirilio e os aminoécidos (A)
glicina e (B) alanina. Os espectros estdo apresentados em fungéo da vazdo de inje¢do dos
reagentes, os quais variam entre 25 ¢ 100 pL min™,

Em todas as taxas de fluxo o cone de Taylor foi gerado de forma
satisfatoriamente estavel para a formac&o do eletrospray. No entanto, em vazdes acima
de 50 uL min™, foi observada a formag&o de uma gota na ponta do micro misturador
durante o processo de eletropulverizacdo. No entanto, de acordo com os dados
apresentados na Figura 5, foram obtidos baixos valores de desvios-padréo relativos

(DPR) das correntes i6nicas extraidas dos perfis de m/z 366 e m/z 380 para cada
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misturador. O dispositivo de formato em Y apresentou maiores desvios entre as
analises para m/z 366, com valores de DPR variando de 7,5 a 6,2%, para taxas de fluxo
de 25 a 100 pL min, respectivamente (Figura 5A). Por outro lado, pequenos desvios
foram observados para m/z 380, com valores de DPR entre 0,20 a 0,30% para fluxos
de 25 a 100 uL min™, respectivamente. No entanto, pode ser visto na Figura 5B que 0
dispositivo 3D serpentina apresentou os menores desvios em ambas as reagdes com
valores de DPR entre 0,015% a 0,02% (m/z 366) e 0,01% a 0,03% (m/z 380)
considerando os fluxos de 25 a 100 puL min™, respectivamente. Esses resultados
indicam alta estabilidade de ionizacdo por eletrospray obtida com o misturador

proposto usando vazdes de até 100 uL min™,
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Figura 3.6. Valores de intensidades de sinal de (A) m/z 366 [M]", referente ao produto da
reacdo com glicina, e (B) m/z 380 [M]*, produto da reagdo com alanina. As intensidades
estdo exibidas em funcdo da vazdo (25, 50, 75 e 100 pL min?) conduzidas nos
microrreatores com canal interno em forma de Y (barras em cor azul) e canal em forma de
serpentina 3D (barras em cor verde).

Tanto a reacdo com a glicina, quanto a reacdo utilizando a alanina ocorreram
prontamente nos dois dispositivos em todas as vazdes. Mesmo no dispositivo com o
canal em Y, onde e esperado um fluxo predominantemente laminar, devido a auséncia
de curvas no canal, foi possivel observar a formacgéo de produto. Isto ocorre devido a

rugosidade da superficie do canal, caracteristica do processo de impressao FDM, que
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pode propiciar uma certa turbuléncia no seu interior capaz de promover a mistura e a
reagdo entre os liquidos. No entanto, as abundéncias relativas obtidas com o
dispositivo 3D serpentina foram uma (para m/z 380) ou trés (para m/z 366) vezes
maiores do que as obtidas com o dispositivo com canal Y. Esses resultados indicam
que a adveccdo cadtica foi obtida efetivamente no dispositivo 3D serpentina (BEEBE
et al.,, 2001). Dessa forma, o fluxo turbulento gerado no interior dos canais em
serpentina tridimensional foi capaz de aumentar a formacdo do produto durante
monitoramento online da reacdo de Katritzky usando MS de ionizagdo direta por
spray. A diferenca nas intensidades de ions entre as vazdes em cada dispositivo ndo
foi notavel, embora a vaz&o a 100 uL min™ tenha fornecido a maior intensidade em
todas as analises. A maior vazdo pode ter fornecido maior intensidade de ions porque
vazdes mais altas podem colaborar para aumentar a turbuléncia dentro do canal
favorecendo a mistura (BEEBE et al., 2001). Como pode ser observado na Figura 3.6
este perfil foi obtido para ambas as reagGes. Por esse motivo a vazdo de 100 uL min™

foi escolhida para a analise subsequente.

3.4.3. Comparacéao entre o reator microfluidico impresso e a técnica

convencional de ESI

A performance do dispositivo proposto foi avaliada comparando com a técnica
tradicional ESI-MS. A reacdo de Katritzky foi monitorada de forma online pelos
microrreatores a uma vazao de 100 puL min, enquanto que as analises por ESI-MS
foram conduzidas de forma offline. O monitoramento offline foi realizado através da
coleta de aliquotas das misturas entre TPP e glicina ou alanina em diferentes tempos

de reacéo (0, 10 e 30 min), e injetando-as em uma fonte de ESI. Os resultados foram
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avaliados de acordo com as intensidades dos ions em m/z 366 e m/z 380. Como
mostrado na Figura 3.7, as intensidades dos ions da analise de ESI-MS aumentaram
com o0 aumento do tempo de reacdo. No entanto, uma intensidade i0nica significativa
somente é obtida a partir de 30 minutos de agitacdo prévia. Por outro lado, quando
levamos em conta as andlises realizadas com o dispositivo em serpentina 3D pode-se
observar que o sinal do produto reacional foi obtido prontamente com intensidade do
sinal adequada e significativa indicando alta formacdo de produto. Esses dados
demonstram a alta eficiéncia obtida com reator impresso em 3D, demonstrando sua
potencialidade como uma ferramenta de destaque para realizacéo de rea¢des organicas

em canais microfluidicos e seu monitoramento por MS.
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Figura 3.7. Valores de intensidades de sinal de (A) m/z 366 [M]* (produto da reacdo com
glicina) e (B) m/z 380 [M]* (produto da reagdo com alanina) obtido do monitoramento online
da reacdo de Katritzky por MS de ionizacdo direta por spray usando o microrreator em
forma de serpentina 3D (barra em cor verde) a uma vazdo de 100 puL min?, e do
monitoramento offline da reacdo por ESI-MS convencional (barra em cor laranja)
monitorado ap6s 0, 10 e 30 min de reacdo em solucédo sob agitacao.
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3.5. Conclusdes

O dispositivo de reacdo com emissor de ionizagdo direta por spray impresso
em 3D combinado com a espectrometria de massas provou ser uma ferramenta util
para monitoramento de reacGes em tempo real. O dispositivo foi construido sob
medida, de forma totalmente automatizada dispensando etapas laboriosas de
microfabricagcdo por meio de uma impressora 3D. O tempo de impresséao foi cerca de
1h30 min com um custo de US $ 0,30, o que torna esta plataforma analitica bastante
acessivel. O dispositivo foi facilmente acoplado ao espectrdmetro de massas e a reagdo
de Katritzky foi avaliada. As reagdes entre TPP e glicina e TPP e alanina foram
realizadas com sucesso no interior do microcanal. Intensidades de sinal significativas
do produto foram prontamente obtidas no espectro gerado com o dispositivo de
serpentina 3D, demonstrando maior taxa de formacéo do produto quando comparado
com a técnica convencional de ESI-MS. Quando comparado com a técnica
convencional de ESI-MS, o reator impresso em serpentina 3D permitiu realizar as
analises em vazdes mais altas promovendo a reacdo de Katritzky com maior taxa de
formacdo de produto e de forma mais rapida, uma vez que, utilizando ESI-MS, a
formagdo do produto com intensidade de sinal significativa somente ocorreu ap6s 30
minutos de agitacdo prévia. Diante dos resultados apresentados e de sua simplicidade
instrumental, acredita-se que o reator desenvolvido apresenta grande potencialidade
para serem empregados em estudos de rea¢Ges organicas. Com o auxilio da tecnologia
de impressdo 3D, o reator em serpentina tridimensional também pode ser adaptado
para combinagcdo em linha com diferentes técnicas de deteccdo abrindo novas
possibilidades de descobertas e implementacao de processos quimicos controlados em

microescala.

LUCAS DA COSTA DUARTE 56



CAPITULO 4

Capitulo 4

Desenvolvimento de wuma célula eletroquimica
construida totalmente por impressao 3D para analises de

hormonios

Material O -
condutivo HO
Estradiol

Material nao-condutivo
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4.1. Introducéao

A tecnologia de impressdo 3D é uma alternativa emergente para a producéao de
dispositivos microfluidicos e microestruturas complexas devido este método de
fabricacdo apresentar diversas vantagens incluindo a liberdade de design do objeto
desejado, a minimizacdo de residuos e a sua capacidade de producdo répida e
automatizada (GROSS et al., 2014; NGO et al., 2018; O’NEIL, 2020). Dessa forma, a
impressdao 3D vem ganhando grande popularidade em diversas areas envolvendo a
quimica analitica (AMBROSI; PUMERA, 2016; CARDOSO et al., 2020a; ERKAL et
al., 2014; GROSS et al., 2014; MANZANARES PALENZUELA; PUMERA, 2018;

MUNOZ; PUMERA, 2020; O’NEIL, 2020).

Devido a alta facilidade de acesso das impressoras 3D, bem como o aumento
da diversidade de materiais condutores imprimiveis esta tecnologia de prototipagem
rapida conquistou, rapidamente, seu espaco na area de eletroquimica com a fabricacéo
de eletrodos para o desenvolvimento de baterias personalizadas e sensores impressos
tridimensionalmente (AMBROSI; WEBSTER, 2020; CARDOSO et al., 2018;
ERKAL et al., 2014; HAMZAH et al., 2018; HONEYCHURCH; RYMANSAIB;
IRAVANI, 2018; ZHAO et al.,, 2014). Os primeiros estudos que envolveram a
impressdo 3D para a producdo de eletrodos utilizaram a impressdo de metais
(HAMZAH et al., 2018). Estes eletrodos metalicos foram fabricados pela tecnologia
de impressdo 3D de fuséo seletiva a laser (selective laser melting, SLM) que consiste
em um laser incidido sobre uma camada de p6 metalico fundivel. O laser incidido
funde os granulos metalicos e promove a unido das particulas criando o objeto sélido.
Ao fim da primeira camada, uma nova camada de material poroso é depositada e o

processo é repetido, camada por camada, até a peca ser concluida (GROSS et al., 2014;
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YAP et al., 2015). O aco inoxidavel é o principal material empregado na SLM para a
producéo de eletrodos. Apos a impressao a superficie do eletrodo é galvanizada com
outro metal incluindo, ouro, bismuto, niquel, platina e oxido de iridio para adequéa-los
a diversos tipos de aplicacbes (AMBROSI; MOO; PUMERA, 2016; AMBROSI;
PUMERA, 2018; HAMZAH et al., 2018; HO; AMBROSI; PUMERA, 2018; LEE;
AMBROSI; PUMERA, 2017; LOO; CHUA; PUMERA, 2017). No entanto, este tipo
de prototipagem ainda requer o uso de materiais e equipamentos de alto custo, além
de exigir um processo complementar, ap6s a fabricacdo, como a eletrodeposi¢do de

outro metal.

Em contrapartida, a tecnologia de impressdo FDM vem se destacando como
um método econémico e com maior simplicidade operacional. Esta técnica consiste na
deposicao controlada de materiais termoplasticos semifundidos sobre uma plataforma
de impressao, construindo o objeto camada por camada (GROSS et al., 2014). Para
produzir eletrodos através da FDM sédo utilizados materiais condutores a base de
carbono misturados com materiais termoplasticos. Recentemente, o uso de diversos
filamentos poliméricos condutores foram relatados incluindo filamento de acido
polilatico (PLA)/grafeno (FOSTER et al., 2017; MANZANARES PALENZUELA et
al., 2018; ZHAO et al., 2014), 4cido polilatico/negro de fumo (PLA-NF) (JOAO et al.,
2020; KATSELI; ECONOMOU; KOKKINOS, 2019; VANECKOVA et al., 2020),
ABS/negro de fumo (ZHANG et al., 2017), polipropileno/negro de fumo (KWOK et
al., 2017), polibutilenotereftalato/nanotubo de carbono/grafeno (GNANASEKARAN
et al.,, 2017) e nanofibra de carbono/grafite/poliestireno (HONEYCHURCH,;
RYMANSAIB; IRAVANI, 2018; RYMANSAIB et al.,, 2016). O filamento de

PLA/negro de fumo vem sendo cada vez mais explorado em anélises eletroquimicas
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para a produgdo de eletrodos por meio de impresséo 3D. Estes eletrodos impressos
vém demonstrando resultados promissores na detecgéo de dopamina e tragos de metais
(CARDOSO et al., 2020b; JOAO et al., 2020; ROCHA et al., 2020a). No entanto,
outros trabalhos relatam o uso de negro de fumo em eletrodos convencionais para
deteccdo de hormonios. Gan et al. relatou o uso de eletrodos de diamante dopados com
boro para andlises de estrogénios envolvendo estradiol, nonilfenol, bisfenol A,
etinilestradiol, estrona e estriol (GAN; COMPTON; FOORD, 2013). O método
encontrou um limite de deteccdo de 1-100 uM para os compostos estrogénicos. No
entanto, ao modicar o eletrodo de diamante com negro de fumo foi possivel reduzir,
em cerca de trés vezes, a ordem de magnitude do limite de deteccdo para 5-100 nM.
Smajdor e colaboradores empregaram eletrodos de carbono vitreo modificado com
negro de fumo para a deteccéo de etinilestradiol com a técnica de pulso diferencial
(SMAJDOR et al., 2017). As andlises alcancaram um baixo limite de detecgdo de
0,13x10 mol L com boa repetibilidade de resposta indicada pelo valor de RSD de
2,5%. Posteriormente, Smajdor et al. utilizou o eletrodo modificado para a detec¢édo
de estradiol alcancando um limite de deteccio de 9,2x10® mol L com repetibilidade

apresentando RSD de 1,3% (SMAJDOR et al., 2018).

Neste sentido, este capitulo relata o uso da impressora 3D para construcdo de
uma célula eletroquimica com eletrodos integrados para deteccdo de estradiol. O 17 B-
estradiol pertence ao grupo dos hormdnios esteroides naturais. E fundamental no
organismo humano pois controla diversas agdes fisioldgicas. A deficiéncia de estradiol
esta relacionada a doencas cardiacas ou osteoporose, em contra partida, 0 excesso de
estradiol no organismo pode gerar cancer de ovario e de mama (GROUP, 2002;

HULLEY et al., 1998; ROSSOUW et al., 2002). Dessa forma, faz-se necessario o
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desenvolvimento de métodos que podem auxiliar no controle de estradiol no
organismo. A célula eletroquimica com eletrodos integrados foi fabricada em uma
Unica etapa combinando dois filamentos termoplasticos (ABS e PLA-NF). O estudo
ainda estd em fase preliminar, porém serdo apresentados aqui resultados promissores

alcancados até o momento.

4.2. Objetivos

4.2.1. Geral

Este capitulo tem como objetivo principal utilizar uma impressora 3D
multimaterial para fabricacdo em Unica etapa de uma célula eletroquimica contendo

eletrodos integrados para detecgdo de hormonios.

4.2.2. Especificos

v Fabricar de maneira rapida, automatizada e de baixo custo uma célula
eletroquimica contendo eletrodos integrados;

v" Combinar os materiais termoplasticos ABS e PLA-NF para o desenvolvimento
da célula eletroquimica;

v Avaliar o desempenho e caracteristica da célula eletroquimica proposta;

v Avaliar o comportamento do eletrodo com o tratamento eletroquimico;

v Avaliar a performance preliminar da célula eletroquimica na deteccdo de 17p-

estradiol.
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4.3. Materiais e Métodos

4.3.1. Reagentes utlizados

Hidroxido de sodio (NaOH), cloreto de potéssio (KCI), ferrocianeto de
potéssio (Ka[Fe(CN)e]), bem como o padrdo de 17B-Estradiol foram adquiridos da
Sigma Aldrich Co. (Saint Louis, MO, EUA). Acido acético glacial provenientes da
Vetec Quimica Fina LTDA (Rio de Janeiro, Brasil), acido bérico, acido fosférico
obtidas da Merck e hidroxido de sodio (Sigma-Aldrich) foram utilizados para produzir
o tampdo Britton-Robinson. Todos os reagentes quimicos eram de grau e pureza
analitica e foram utilizados sem purificacdo adicional. As solucGes foram preparadas
usando agua deionizada com resistividade > 18 MQ cm obtida por meio do sistema de

agua ultrapura (Direct-Q® 3, Milipore, Darmstadt, Alemanha).

4.3.2. Processo de fabricacao

A Figura 4.1 apresenta célula eletroquimica contendo eletrodo de trabalho (=
3 mm), eletrodo auxiliar e eletrodo pseudo-referéncia projetada em software CAD
(AutoCAD® 2016, Autodesk Inc., San Rafael, CA, USA) e construida utilizando a
impressora 3D multimaterial Original Prusa i3 mk2/S 3D (Prusa Research s.r.o.,
Prague, Czech Republic) que possui a tecnologia de impressdo FDM. A regido dos
eletrodos foi impressa com o filamento condutivo de acido polilatico/negro de fumo
(PLA-NF), nome comercial Proto-Pasta, adquirido da ProtoPlant (Washington, EUA),
enquanto que a regido isolante foi fabricada utilizando o filamento de acrilonitrila

butadieno estireno (ABS).
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ABS
Figura 4.1. Design projetado da célula eletroquimica contendo eletrodo de trabalho (ET),
eletrodo auxiliar (EA) e eletrodo pseudo-referéncia (PR). Os eletrodos foram impressos
utilizando o filamento condutivo PLA-NF e a regido isolante foi fabricada utilizando o
termopléastico ABS.

4.3.3. Procedimentos eletroquimcos

As medidas eletroquimcas (voltametria ciclica e voltametria de pulso
diferencial) foram realizadas conectando a célula eletroquimica impressa
tridimensionalmente a um bipotenciostato/galvanostato uStat 400 (Dropsens, SL,
Oviedo, Espanha) monitoradas por meio do software DropView®. O sistema
eletroquimico utilizado pode ser visto na Figura 4.2. Antes de iniciar as analises o0s
eletrodos de PLA-NF foram ativados com tratamento eletroquimico baseado no
procedimento descrito anteriormente (JOAO et al., 2020; ROCHA et al., 2020). Este
processo de ativacao eletroquimica consiste na adicdo de solucao béasica de 0,5 mol L
! de hidréxido de sodio contendo KCI 0,1 mol L™ com a aplicagdo de um potencial de

+1,4 V por 200 segundos e posteriormente a aplicacdo de -1,0 V pelo mesmo tempo.

A caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos impressos foi realizada por

voltametria ciclica utilizando uma solugdo de 1,0 mmol L™ de ferricianeto de potassio
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e 0,1 mol L™ KCI como sonda eletroquimica. O estudo foi realizado em uma janela
de potencial variando de -0,7 a 0,5 V nas velocidades de varredura de 10, 20, 30, 40,

50, 75, 100 e 200mV s,

Figura 4.2. Representagdo do A) Sistema de deteccdo eletroquimica e, B) célula
eletroquimica empregada usando um arranjo de 3 eletrodos fabricados com a utilizagdo de
uma impressora 3D: eletrodo de trabalho (ET), eletrodo auxiliar (EA) e eletrodo de pseudo-
referéncia (ER).

4.3.4. Aplicacédo Analitica

O desempenho eletroanalitico da célula eletroquimica proposta foi avaliado
para a determinacdo de 17B-estradiol. O perfil voltamétrico desse hormoénio foi
analisado antes e depois do tratamento eletroquimico em solucao tampéo de Britton-
Robinson 0,1 mol L™ (pH = 8,0) pela técnica de voltametria ciclica. Os voltamogramas
ciclicos foram registrados na presenca e auséncia de 50 pmol L™* de 17p-estradiol, em
uma janela de potencial variando de -0,2 a 1,0 V em uma velocidade de varredura de

50 mV s L.

A influéncia do pH no comportamento eletroquimico para a deteccdo de 17p-

estradiol foi avaliada utilizando o dispositivo fabricado em 0,1 mol L™ de tamp&o
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Britton-Robinson contendo 50 umol L™ de 17p-estradiol para valores de pH de 2,0,
4,0, 8,0, 10,0 e 12,0. Este estudo foi realizado em uma janela de potencial de —0,2 a
1,0 V e a velocidade de varredura de 50 mV s. Todas as medidas foram realizadas a

temperatura ambiente (~25 ° C).

A quantificacdo eletroquimica do estradiol foi realizada pela técnica de
voltametria de pulso diferencial (DPV). As concentragdes de estradiol variaram de
0,19 a 200 umol L diluidas previamente com tampé&o Britton-Robinson (pH = 8,0).
Este estudo foi realizado em uma janela de potencial variando de 0,2 a 0,85 V,
amplitude de pulso de potencial de 50 mV, potencial de step de 2 mV, tempo de pulso

de 100 ms e velocidade de varredura de 5 mV s.

4.4. Resultados e Discussao

4.4.1. Processo de impressao da célula eletroquimica

A célula eletroguimica foi fabricada combinando dois tipos de materiais
diferentes (ABS e PLA-NF) com o auxilio de uma impressora 3D com tecnologia
FDM multimaterial. O método de impressdo FDM permite a impressdo de objetos
com cores ou materiais diferentes podendo ser utilizados maquinas que contém uma
ou mais extrusoras. Para se obter pecas multicoloridas/multimateriais com uma Gnica
extrusora é necessario interromper o processo de impressdo para fazer a troca do
filamento. No entanto, este processo pode ser laborioso, além de incluir mais etapas
durante o processo de impressdao aumentando o tempo de fabricagdo. As impressoras
3D com tecnologia FDM multimaterial contém duas ou mais extrusoras e permitem a
construgéo de objetos com diferentes materiais de forma automatizada em uma unica

etapa. Neste estudo, foi utilizado uma impressora 3D multimaterial que contém quatro
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extrusoras capazes de construir objetos com até quatro materiais diferentes. O processo
de fusdo e deposicdo foi configurado previamente com o auxilio do software CAM,
desse modo a impressora 3D reconhece o tipo e a quantidade exata de material
necessaria para uma regido especifica do objeto modelado. Além disso, a impressora
3D multimaterial possibilita a impressdo de dezenas de células eletroquimicas
simultaneamente. Cada dispositivo foi construido em cerca de 12 minutos com um

custo de fabricacdo de aproximadamente US$ 0,08.

4.4.2. Tratamento eletroquimico e caracterizacdo eletroquimica dos

eletrodos

Com o intuito de melhorar a performance analitica do dispositivo proposto,
realizou-se o processo de ativagdo eletroquimica com a utilizagdo de uma solugéo de
NaOH 0,5 mol L. Para isto, os eletrodos impressos de PLA-NF foram tratados com
a aplicacdo de um potencial de +1,4 V e -1,0 V, por 200 segundos em cada potencial.
De acordo ao descrito por ROCHA et al. o tratamento eletroquimico degrada parte do
material termopléstico de PLA tornando mais acessiveis as regides condutoras de
negro de fumo e potencializa o desempenho eletroquimico dos eletrodos impressos
(ROCHA et al., 2020a). A Figura 4.3 apresenta o tratamento eletroquimico utilizado,
juntamente com voltamogramas adquiridos do comportamento do eletrodo frente a
uma sonda eletroquimica de ferricianeto de potassio a 50 mV s antes e depois da

ativacéo.
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Figura 4.3. A) Tratamento eletroquimico empregado para a ativacdo dos eletrodos
fabricados com a utilizacdo de NaOH 0,5 mol L™ em KCI 0,1 mol L; B) Voltamogramas
ciclicos em 1,0 mmol L de ferricianeto de potéassio contendo KCI 0,1 mol L*. Parametros
operacionais: Em A) cronoamperometria potencial aplicado 1.4V e -1.0 V vs. PLA-NF. Em
B) voltametria ciclica varredura de potencial -0,7 a 0,5 vs PLA-NF.

Ao observar a Figura 4.3A pode-se notar que ocorre um aumento no sinal de
corrente anddico e catddico até alcancar a estabilidade, assegurando assim a ativagdo
das regides condutivas de negro de fumo presente nos eletrodos de PLA. Apds a
ativacdo, as voltametrias ciclicas mostradas na Figura 4.3B apresentaram um par redox
com separacao entre os picos aproximadamente de 0,41 V. Além disso, ao comparar
os voltamogramas ciclicos dos eletrodos antes e apds a ativacdo, nota-se que ocorre
um aumento da corrente de pico tanto anddica, quanto catodica, como também a
presenca do par redox da sonda eletroquimica, indicando a eficiéncia da ativacdo dos

eletrodos com a solucdo de NaOH.

Neste sentido, apds o tratamento eletroquimico, avaliou-se o grau de
reversibilidade e a natureza do transporte de material eletroativo para a superficie do
eletrodo de trabalho, pela voltametria ciclica em diferentes velocidades de varredura.
O dispositivo proposto foi caracterizado eletroquimicamente com a sonda

eletroquimica ferricianeto de potassio com a variacdo da velocidade de varredura de
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10, 20, 30, 40, 50, 75, 100 e 200 mV st em uma janela e potencial de -0,7 V a 0,5 V

conforme apresentado na Figura 4.4.
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Figura 4.4. A) Voltamogramas ciclicos de eletrodo tratado eletroquimicamente em
ferricianeto 1 mmol L + 0,1 mol L™ KCI em diferentes velocidades de varredura (10, 20,
30, 40, 50, 75, 100, 200 mV s ~1). A insercéo apresenta a corrente de pico anédica em funcgéo
da raiz quadrada de varredura. B) Relacao entre o logaritmo da corrente de pico anddica em
funcéo do logaritmo da velocidade de varredura.

Analisando os voltamogramas ciclicos (Figura 4.4A) pode-se observar um
deslocamento dos picos de oxidacdo e reducdo, aumentando a variacdo de potencial
entre eles, indicando um sistema quase-reversivel. A insercao da Figura 4.4A apresenta
um gréafico de pico de corrente anddica (Ipa) em funcéo da raiz quadrada da velocidade
de varredura, com o intuito de verificar se o processo eletroquimico em questdo é a
difusdo. Como também, a natureza do processo eletroquimico foi confirmada, a partir
da inclinagéo da curva apresentada pela Figura 4.4B. Para um processo controlado por
adsorcao, lpa € proporcional a v, resultando assim em uma inclinagdo de 1,0. No
entanto, em um processo controlado por difusio, Ia é proporcional a v¥'?, resultando
em uma inclinacdo de 0,5 (SELVA et al., 2017). Os eletrodos fabricados neste
trabalho, indicaram uma inclinac&o de 0,33, sugerindo assim um processo controlado

por difusao.
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4.4.3. Aplicacédo Analitica

O desempenho do dispositivo eletroquimico fabricado pela técnica de
impresséo 3D foi avaliado com o uso do horménio 17p-estradiol. O comportamento
eletroquimico do 17pB-estradiol foi registrado antes e apds o tratamento com NaOH 0,5

mol/L pela técnica de voltametria ciclica (Figura 4.5).
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Figura 4.5. Voltamogramas ciclicos de eletrodos impressos (PLA-NF) utilizando uma
impressora 3D em solucédo tampé&o de Britton-Robinson 0,1 mol L (pH = 8,0) a 50 mV s*
com potenciais variando de -0,2 a 1,0 V. As linhas pretas e vermelhas representam
dispositivos sem e com tratamento eletroquimico, respectivamente.

Como pode ser observado, os voltamogramas ciclicos apresentaram um pico
de oxidacdo tipico do estradiol em 0,60 V tanto para o eletrodo sem ativagdo quanto
para o eletrodo previamente tratado. O eletrodo tratado eletroquimicamente apresentou
melhor desempenho, pois o sinal da corrente de oxidagdo aumentou cerca de vinte
vezes em comparacdo ao sinal do eletrodo sem tratamento prévio. Este
comportamento indica que a transferéncia de elétrons do horménio para a superficie

do eletrodo PLA-NF foi facilitada com os poros gerados da degradacéo parcial do
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termoplastico PLA que tornaram a regido condutiva de negro de fumo mais disponivel.
Portanto, esses resultados destacam a importancia do tratamento escolhido para

posterior aplicacdo analitica desses dispositivos descartaveis.

A influéncia do comportamento eletroquimico do 17p-estradiol em diferentes
valores de pH (2 a 12) foi avaliada por VC utilizando a célula eletroquimica impressa
em 3D. A Figura 4.6 apresenta os voltamogramas ciclicos adquiridos utilizando
tampédo BR 0,1 mol L contendo 17p-estradiol 50 pmol L1, Os resultados indicaram
que o processo de oxidagao apresentou maior potencial positivo em baixos valores de
pH. Isso pode ser atribuido a alta concentragdo de H* no meio, que limitou a oxidacéo
da molécula: Esta tendéncia pode ser observada na Figura 4.6B, na qual o valor do
pico decresce com o aumento do pH. No entanto, neste estudo, uma solugdo tampé&o
BR com pH = 8,0 foi selecionada com o intuito de assegurar uma melhor seletividade
(menor Ep), adequada sensibilidade e, também por ser um pH que permite a deteccéo

sequencial de 17p-estradiol e progesterona em estudos futuros.

A) « B)
3 2,8 ?\0 ° 08
2
= 0,7
> 41 g21 \ \° <
0 ~
- w
4 1,44 N 0.0
. Do
—Q (04
=2 f¢><< 0,7 é é °
A< 2 4 6 8 10 12
= o N pH
“_-'Q,T\

Figura 4.6. A) Voltamogramas ciclicos de uma solugéo 50umol L de 17B-estradiol para
diferentes unidades de pH. B) Relagdo entre corrente de pico anddica e potencial de pico
em fungéo do pH.
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Diante disto, testes preliminares para a deteccéo de estradiol foram realizados
utilizando a técnica de voltametria de pulso diferencial (DPV). A Figura 4.7 apresenta
a curva analitica do estradiol em uma faixa de concentragdo de 0,19 a 200 pumol L™
Este estudo foi realizado em uma janela de potencial variando de 0,2 a 0,85 V,
amplitude de pulso de potencial de 50 mV, potencial de step de 2 mV, tempo de pulso
de 100 ms e velocidade de varredura de 5 mV s*. A curva analitica obtida apresentou
uma faixa linear de 0,19 a 25 umol L%, porém a partir da concentragio de 50 umol L-
1 0 processo de oxidagdo do hormdnio acarreta uma saturagdo da intensidade da
corrente de pico registrada. O limite de detecgéo (LOD) obtido considerando a relagéo
sinal-ruido igual a 3 foi de 0,10 pmol L. Estes resultados foram obtidos em condigdes
experimentais ainda ndo otimizadas. Neste sentido, este estudo continuara em
execucdo com o intuito de melhorar o desempenho analitico do dispositivo
eletroquimico otimizando os parametros operacionais da técnica de DPV, analises em
triplicatas, como também a analise sequencial de estradiol e progesterona usando uma

célula eletroquimica com dois eletrodos de trabalho.
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Figura 4.7. A) Voltamogramas de pulso diferencial para diferentes concentractes de
estradiol (185 nmol L2200 umol L™). Pardmetros: Esep = 2 mV; Amplitude = 50 mV;
velocidade de varredura = 5 mV s 1. B) Relagdo entre a corente pico anddica em funcéo da
concentracao de estradiol. A Insercdo apresenta a regido linear da curva analitica: 185 nmol
L'a20 umol L™
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4.5. Conclusoes

A célula eletroquimica contendo 3 eletrodos de PLA-NF integrados foi
inteiramente fabricada pela tecnologia de impresséo 3D. Com um tempo de fabricacéo
de 12 min a custo de US$ 0,08 a tecnologia de impressédo FDM multimaterial
demonstrou ser um método simples, rapido, versatil, e de baixo custo para a fabricacdo
de sensores eletroquimicos integrados. Além disso, o projeto da célula eletroquimica
pode ser estendido a diferentes geometrias contendo dois ou mais eletrodos de
trabalho, bem como a integracdo de uma segunda técnica de detec¢do como a
colorimetria, por exemplo. AplicacOes eletroanaliticas preliminares, com condigdes
operacionais ainda ndo otimizadas, mostraram que o dispositivo proposto apresenta
potencialidade para deteccdo de estradiol alcangando LOD de 0,1 pmol L. Pretende-
se dar continuidade a este trabalho com o intuito de melhorar o desempenho analitico
do dispositivo otimizando os parametros operacionais, bem como analise sequencial

de estradiol e progesterona.
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Capitulo 5

CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS
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5.1. Conclusdes Gerais

De forma geral, a impressdo 3D tem demonstrado ser um excelente método
alternativo de fabricacdo de dispositivos para aplicaces analiticas e bioanaliticas. A
versatilidade desta técnica de prototipagem réapida foi demonstrada na presente tese
explorando dispositivos com diversos arranjos geométricos, combinando diferentes
materiais imprimiveis para aplicacdes e técnicas analiticas distintas. O método de
contagem de células por meio do dispositivo microfluidico contendo sensores de
deteccdo condutométrica sem contato apresentado no capitulo 1 demonstrou
simplicidade instrumental, baixo custo, alta sensibilidade com performance analitica
comparavel aos sistemas existentes com abordagens de contagem de células. Portanto,
este metodo de deteccdo livre de biomarcadores abre novas perspectivas para

aplicacGes microbioldgicas.

O desenvolvimento de um microrreator para monitoramento online da reagéo
de Katritzky por espectrometria de massas foi relatada no capitulo 2. O microrreator
constituido de um canal em formato de uma serpentina 3D contendo um emissor para
ionizacdo direta por eletrospray promoveu a rea¢do de forma mais rapida e com maior
taxa de formacdo de produto em relagdo a técnica convencional de ESI-MS. Estes
resultados demonstram que o dispositivo impresso apresenta performance adequada
de mistura e eficiente acoplamento com o espectrdmetro de massas provando ser uma

ferramenta promissora para 0 monitoramento de rea¢des organicas.

O desenvolvimento de sensores integrados em uma célula eletroquimica
construidos inteiramente por impressao 3D foi explorado no capitulo 3. O dispositivo

eletroquimico constituido de dois materiais imprimiveis (PLA-NF e ABS) foi
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CAPITULO 5

construido em uma Unica etapa em poucos minutos e empregado para deteccdo de
estradiol. Mesmo com parametros operacionais ainda ndo otimizados a célula
eletroquimica impressa demostra ser um instrumento til para detec¢do de horménios

por meio de técnicas eletroanaliticas.

5.2. Perspectivas

A versatilidade da tecnologia de impressdo 3D continuara sendo explorada no
sentido de viabilizar novas descobertas e implementacdo de diversas plataformas
analiticas para aplicacGes distintas. O gerador de goticulas com sensor condutométrico
acoplado podera ser explorado para promover a cultura bacteriana dentro do
microcanal, bem como para explorar o sistema de deteccdo C*D para distinguir
diferentes tipos de bactérias. A arquitetura do reator impresso podera ser adaptada para
outras técnicas de deteccdo de acordo com o produto de reacdo de interesse. Estudos
com o sensor eletroquimico continuardo em execu¢do com a finalidade de aumentar
sua performance analitica, bem como promover a deteccdo simultanea de estradiol e
progesterona, dois hormoénios que possuem papel importante na manutencdo do

organismo.
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