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A Logica De!

Conta certa lenda, que estavam duas criancas patinando num lago
congelado.

Era uma tarde nublada e fria, e as crian¢as brincavam despreocupadas.

De repente, o gelo quebrou e uma delas caiu, ficando presa na fenda que se
formou.

A outra, vendo seu amiguinho preso, e se congelando, tirou um dos patins e
comecou a golpear o gelo com todas as suas forgas, conseguindo por fim,
quebra-lo e libertar o amigo.

Quando os bombeiros chegaram e viram o que havia acontecido,
perguntaram ao menino:

- Como voceé conseguiu fazer isso? E impossivel que tenha conseguido
guebrar o gelo, sendo tdo pequeno e com maos tao frageis!

Nesse instante, um ancido que passava pelo local, comentou:

- Eu sei como ele conseguiu.

Todos perguntaram:

- Pode nos dizer como?

- E simples: - respondeu o velho.

- Nao havia ninguém ao seu redor para Ihe dizer que néo seria capaz.
Albert Einstein
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da amostra, os analitos analisados foram (1) amilase e (Il) lipase. Imagens
com as etapas da andlise séo (A) o HPADs com 0s reagentes cromogenos
especificos nas zonas de deteccdo, (B) aplicacdo da amostra por fluxo

vertical e (C) o WPADs apdés 15 minutos de injecdo da amostra. -------------- 62
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Resumo

Resumo

O presente trabalho descreve o desenvolvimento de tecnologias alternativas
para fabricagdo de dispositivos microfluidicos em papel. A primeira
tecnologia se refere a confeccdo de um carimbo metalico para prototipagem
de dispositivos microfluidicos em papel. Basicamente, a metodologia baseia-
se na transferéncia de parafina para a superficie do papel por um processo
de aquecimento. O uso da parafina faz-se necessario para criacdo da
barreira hidrofébica, no qual delimita canais microfluidicos para o transporte
do fluido através do fluxo lateral. As vantagens em utilizar o carimbo estéo
entre a facilidade de manuseio, a robutez e a portabilidade. Em relacdo ao
uso da parafina, destaca-se como sendo um agente hidrofébico e
termoplastico, que pode ser facilmente moldado, além de ser um material
altamente resistente a diferentes compostos quimicos. A combinacdo do uso
desses dois materiais, carimbo e parafina, possibilitou a fabricacéo rapida e
barata dos dispositivos microfluidicos a base de papel (LPADs). Para avaliar
o desempenho do processo de carimbagem foram fabricados 50 dispositivos
no qual o desvio padréo relativo (DPR) encontrado para a largura do canal
foi de 3,5%. O desempenho analitico dos pPADs associado a deteccdo
colorimétrica foi avaliado na analise de nitrito em amostras clinicas,
alimenticias e ambientais. O limite de deteccdo da analise de nitrito sem
etapa de pré-concentracdo foi de 11,3 pM, para a analise de amostras
ambientais foi desenvolvido uma etapa de pré-concentracéo, onde foi obtido
um limite de deteccao de 5,6 uM. Os resultados obtidos foram comparados a
técnica de espectrofotometria e o teste estatistico demonstrou que nédo
existe diferenca significativa entre os dois métodos. O método de
carimbagem demonstrou potencialidade para fabricagdo dos PPADs em
laboratérios com recursos limitados, pois exige um minimo de
instrumentacao. Além do processo de carimbagem, uma outra metodologia,
também de baixo custo, foi explorada para fabricacdo dos YPADs. Essa
medologia consiste no jateamente de cola branca misturada a um agente
sensibilizante serigrafico para fabricacdo da barreira hidrofébica.
Basicamente, o processo consiste em jatear essa mistura sobre o substrato
de papel que foi fixada a uma mascara magnética. Apés o jateamento, 0
dispositivo foi exposto a radiacdo visivel para polimerizacdo da cola e
obtencdo das barreiras hidrofébicas. A reprodutibilidade da largura dos
canais foi avaliado em 25 microdispositivos e DPR encontrado foi de 5,7%. A
potencialidade dos pUPADs fabricados por essa metodologia foi avaliada na
aplicacado em teste para urinalise (glicose, acido urico, bilirrubina, nitrito, pH,
albumina, ureia e corpos cetbnicos) e pancreatite (amilase e lipase). Os dois
meétodos alternativos de fabricacdo apresentaram-se viaveis para fabricacéo
dos pUPADs e com grande potencialidade para produgdo em escala
industrial. Aléem disso, demonstraram-se aplicaveis para analise biologicas,
alimenticias e ambientais.

viii
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Abstract

Abstract

This current study describes the development of alternative technologies for
the fabrication of microfluidic paper-based analytical devices (UPADs). The
first technology refers to the manufacturing of a metal stamp for rapid
prototyping of yPADs. Basically, the method uses the heating process to
transfer wax to the paper surface. The wax is required to create a
hydrophobic barriers thus delimiting microfluidic channels for the fluid
transport through lateral flow effect. Some remarkable advantages of the
metal stamping process include robustness, portability and simplicity.
Paraffin is a hydrophobic and thermoplastic material that can be easily
molded. Furthermore, it shows high chemical resistance when exposed to
different aqueous and organic solutions. The stamping-based technology
allows the fabrication of yPADs at very low cost. The proposed approach
exhibited great reproducibility. The relative standard deviation (RSD) for the
channel widths measured on 50 independent yPADs revealed a value of
3.5%. The analytical performance of the paper-based device associated with
colorimetric detection was tested for the nitrite analysis in clinical, food and
environmental samples. The limit of detection (LD) nitrite assays without pre-
concentration was 11.3 puM. In order to access the nitrite concentration in
environmental samples, a preconcentration method was developed allowing
to achieve a LD of 5.6 uM. The results obtained were compared to the
spectrophotometric technique and the statistical test demonstrated no
significant difference between both methodologies. The stamping process
have demonstrated high potential to produce uPADs in laboratories with
none or minimal instrumentation. Besides the stamping process, another
fabrication approach based on the spraying of white glue mixed with a
sensitizing agent was also proposed to produce pPADs. To create effective
hydrophobic barriers, the white glue was first sprayed on the paper surface
though a magnetic mask. Afterwards, the device was exposed to visible light
for polymerization of the glue. In order to evaluate the fabrication
methodology, 25 devices were produced and the RSD value achieved for the
channel widths was 5.7%. The analytical feasibility of the yPADs fabricated
with white glue was successfully demonstrated for qualitative assays
dedicated to urinalysis (glucose, uric acid, nitrite, pH, BSA, urea, ketones
bodies and bilirubin) and pancreatitis assay (amylase and lipase). Both
alternative methods based on stamping and spraying has exhibited great
potential to be used for production in mass. Moreover, the proposed devices
revealed high potential to be broadly explored in biological/clinical, food and
environmental applications.
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1. Introducéo
1.1. Microfluidica

O conceito de sistemas miniaturizados para analises totais (UTAS, do
inglés micro total analysis systems) foi proposto no inicio da década de 1990
por Manz e colaboradores (MANZ, GRABER e WIDMER, 1990). Nesse
trabalho pioneiro, os autores propuseram a ideia da integracéo de todas as
etapas de uma analise em um unico chip. Dessa forma, etapas relacionadas
ao preparo ou pré-tratamento da amostra, injecdo, separacdo e deteccao
podem ser conduzidos de forma automatizada em sistemas portateis e
integrados. A partir deste trabalho pioneiro, varios grupos de pesquisas no
mundo comecaram a se dedicar nessa nova area da ciéncia, uma vez que, a
miniaturizacdo oferece inUmeras vantagens incluindo a reducdo do consumo
de reagentes, amostras e espaco; o aumento da frequéncia analitica, a
portabilidade e 0 menor consumo energético (AUROUX et al., 2002; REYES
et al., 2002; VILKNER, JANASEK e MANZ, 2004; DITTRICH, TACHIKAWA e
MANZ, 2006; WEST et al., 2008; ARORA et al., 2010; MARK et al., 2010;
KOVARIK et al., 2011; KOVARIK et al.,, 2013; COLTRO et al.,, 2014,
CULBERTSON et al., 2014). O aumento da frequéncia analitica € um dos
parametros mais buscado pelos quimicos analiticos, a microfluidica é uma
ferramenta muito Gtil para ser utilizada para este fim, pois possibilita
processamento em paralelo de uma mesma amostra, assim realizando

analise de varios analitos simultaneamente.

Com a miniaturizagdo, 0 manuseio ou o transporte das solu¢cdes em
microescala precisou ser melhor compreendido uma vez que o fluido
apresenta propriedades fisicas diferente da escala macro. Dessa forma, a
microfluidica - ciéncia que estuda o comportamento de fluidos em canais
micrométricos — teve origem e, gracas aos estudos fundamentais dessa
nova ferramenta analitica, atualmente é considerada uma das tecnologias
com maior potencial tecnoldgico (WHITESIDES, 2006; SACKMANN,
FULTON e BEEBE, 2014).

A microfluidica pode ser definida como uma ciéncia multidisciplinar

gue traz muitas vantagens para a ciéncia e para a sociedade, uma vez que
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atua na fronteira entre diferentes areas do conhecimento como a Quimica, a
Fisica, a Matematica, a Engenharia, a Medicina, a Biomedicina, dentre
outras. Essa fronteira permite que a associacdo de ferramentas
instrumentais modernas possam resolver problemas especificos e
diretamente envolvidos com a salde e a expectativa de vida da sociedade.
Nesse contexto, o uso dos sistemas analiticos miniaturizados vem
oferecendo inUmeras vantagens, por exemplo para o desenvolvimento de
ensaios dedicados a diagnosticos clinicos. (WHITESIDES, 2006; COLTRO
et al., 2014).

Com a evolugdo do desenvolvimento dos sistemas microfluidicos, os
UTAS comecaram a serem explorados em diversas areas como , genémica,
diagnésticos clinicos, protedmica, monitoramento de reacdes enzimaticas,
andlises forenses, monitoramento ambiental e manipulacdo de células
(AUROUX et al., 2002; ARORA et al., 2010; SACKMANN, FULTON e
BEEBE, 2014). Além disso, devido a portabilidade intrinseca dos sistemas
miniaturizados, o uso dos UTAS para controle da qualidade de alimentos,
bem como no monitoramento de processos metabdlicos no ponto de
necessidade vem recebendo cada vez mais atencdo, uma vez que 0S
mesmos propiciam um resultado imediato, ndo requerendo analises
laboriosas (MARTIN, VILELA e ESCARPA, 2012).

Atualmente, ja existem tecnologias disponiveis no mercado que
associam sistemas microfluidicos com a biomedicina (CHIN, LINDER e SIA,
2012). Um desses produtos € o medidor de glicose, onde o paciente
adiciona uma gota de sangue na ponta de um chip descartavel e o
equipamento fornece o nivel de concentracdo de glicose como ilustrado na
Figura 1. O equipamento apresentado na Figura 1 é comercializado pela
empresa Roche®, no entanto, existem outras empresas concorrentes com
produtos similares como a G-Tech® e a Johnson & Johnson®, por exemplo.
No equipamento de analise dos niveis de glicose utiliza a microfluidica para
0 transporte da amostra até os sensores do equipamento, para realizar a
deteccdo da concentracéo de analito no sangue. Apos a deteccao, o display

apresenta em guestdo de segundos o resultado da glicemia do paciente.
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Figura 1. Representagdo da coleta de amostra para um exame de glicemia utilizando um
equipamento que requer apenas de uma gota de sangue para realizacdo do exame.
Imagem retirada do site http://www.tuasaude.com/aparelho-para-medir-a-glicose/ dia
11/11/2014 as 10h30.

1.2. Plataformas microfluidicas

A fabricacdo dos sistemas microfluidicos pode ser conduzida em
diferentes plataformas como vidro, silicio (HARRISON et al.,, 1993;
EFFENHAUSER, MANZ e WIDMER, 1995; RAYMOND, MANZ e WIDMER,
1996; VONHEEREN et al., 1996), poli(dimeltilsiloxano)
(PDMS)(EFFENHAUSER et al.,, 1997; GRZYBOWSKI et al., 1998),
poli(metilmetacrilato) (PMMA)(FIORINI et al.,, 2003), poli (tereftalato de
etileno) (PET) (BECKER e LOCASCIO, 2002), poli(carbonato) (PC)
(SHADPOUR et al., 2006), poli(uretana) (PU) (PICCIN et al., 2007), poliéster
(VICKERS et al., 2007), poliéster-toner (PT) (DO LAGO et al., 2003),
tecido(LI, TIAN e SHEN, 2010) e papel(MARTINEZ et al., 2007; WEST et al.,
2008; COLTRO et al., 2010; CATE et al., 2014).

Nos primeiros trabalhos com sistemas microfluidicos, as plataformas
mais utilizadas foram o silicio e o vidro, mas estes materiais sédo frageis e
apresentam elevado custo. Além disso, os processos de fabricacdo sé&o
laboriosos e requerem infraestrutura de investimento bastante elevado para

0S paises emergentes. Muitos dos processos convencionais envolvem a
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fotolitografia para definicdo da estrutura microfluidica desejada, que muitas
vezes requer o uso de salas limpas (GRZYBOWSKI et al., 1998; REYES et
al., 2002). A partir do ano de 1995, alguns grupos de pesquisa comegaram a
relatar na literatura uso de materiais poliméricos (KIM, XIA e WHITESIDES,
1995; ZHAO, XIA e WHITESIDES, 1996; MARTYNOVA et al., 1997). Com o
uso de materiais poliméricos como plataformas microfluidicas também
comecou o desenvolvimento de técnicas mais baratas e sem a necessidade
de uma infraestrutura sofisticada para microfabricacdo. Alguns exemplos
incluem a ablacdo a laser (GRZYBOWSKI et al., 1998; GABRIEL et al.,
2013), a litografia suave (XIA e WHITESIDES, 1998), a estampagem a
guente (KAMEOKA et al., 2001) e a impresséo direta utilizando impressora a
laser(DO LAGO et al., 2003).

1.3. Papel

O papel € um material poroso, hidrofilico, maleavel, barato, com
disponibilidade global e que pode ser encontrado em diversas espessuras
(MARTINEZ et al., 2007; CARRILHO, MARTINEZ e WHITESIDES, 2009;
COLTRO et al., 2010; MARTINEZ et al., 2010). Sua origem se deu na China
no ano de 150 d.C. utilizando fibras de arvores e trapos de tecidos para a
fabricacdo. Essa mistura era cozida e esmagada formando uma massa, que
era estendida sobre grandes peneiras constituidas de uma moldura de
bambu e um tecido esticado, e eram submetidas ao sol para a
secagem(Historia do papel). O papel é constituido basicamente de celulose
(CeH100s)n, um polimero de cadeia longa contendo apenas monémero de (-
glicose.(NELSON e COX, 2013)

Na quimica, o papel € um material utilizado desde o século passado
dentro dos laboratérios para diversas finalidades que incluem desde uma
simples filtracdo até uma separacdo cromatografica. Em 2007, o grupo de
pesquisa do Professor George M. Whitesides, da Universidade de Harvard,
prop6s o0 uso desse substrato para a fabricacdo de dispositivos
microfluidicos a base de papel (UWPADs, do inglés microfluidic paper-based
analytical devices) (MARTINEZ et al., 2007). Desde essa data, varios grupos

de pesquisa tém contribuido significativamente para a difusdo dessa
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plataforma em aplica¢cdes microfluidicas. Dentre as aplica¢cfes ja reportadas,
destacam-se 0 desenvolvimento de sensores, o uso em diagndsticos
clinicos, o monitoramento ambiental e o controle de qualidade de alimentos
(MARTINEZ et al., 2007; COLTRO et al.,, 2010; MARTINEZ et al., 2010;
JOKERST et al., 2012; LI, BALLERINI e SHEN, 2012; BYRNES, THIESSEN
e FU, 2013; CATE et al., 2014; COLTRO et al., 2014; HU et al., 2014;
SANTHIAGO et al., 2014).

O crescente aumento no numero de aplicacdes dos pPADs esta
relacionado com a possibilidade de uso no ponto de necessidade (POC do
inglés point-of-care), pois sdo portateis e ndo requerem o uso de
equipamentos externos, como bombas ou fontes de alta tensdo para
promover o manuseio das solucdes. Além disso, o papel apresenta
compatibilidade com os processos de imobilizacdo de biomoléculas
(COLTRO et al., 2010; MARTINEZ et al., 2010; BYRNES, THIESSEN e FU,
2013; CATE et al., 2014; SANTHIAGO et al., 2014).

1.4. Métodos de fabricacao de uPADs

A fabricacdo dos uPADs envolve, usualmente, a criacdo de barreiras
hidrofébicas para definir uma regido por onde o fluido de amostra sera
transportado. Devido a natureza hidrofilica do papel, o transporte do fluido é
induzido pela acéo do fluxo lateral através da estrutura porosa do substrato.
(FU et al.,, 2010; OSBORN et al.,, 2010) As barreiras hidrofobicas sao
frequentemente fabricadas por técnicas convencionais e bem estabelecidas
gue incluem a fotolitografia, (MARTINEZ et al., 2007; MARTINEZ, PHILLIPS
e WHITESIDES, 2008) a impressdo a cera, (CARRILHO, MARTINEZ e
WHITESIDES, 2009; LU et al, 2009) a serigrafia, (DUNGCHAI,
CHAILAPAKUL e HENRY, 2011) a flexografia, (OLKKONEN, LEHTINEN e
ERHO, 2010) o tratamento a laser, (CHITNIS et al., 2011) a plotagem com
poli(dimetilsiloxano) (PDMS) (BRUZEWICZ, RECHES e WHITESIDES,
2008) bem como o uso de tintas permanentes (CURTO et al., 2013). Outras
técnicas utilizadas para a confec¢cdo dos pPADs sdo a gravacao utilizando
uma impressora a jato de tinta, (ABE, SUZUKI e CITTERIO, 2008) o corte a
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laser (NIE et al., 2013; SPICAR-MIHALIC et al., 2013; EVANS et al., 2014) e
a imersdo na cera (SONGJAROEN et al., 2011). As principais técnicas de
fabricacéo incluindo as convencionais e as alternativas estdo descritas com

mais detalhes a sequir.

1.5.1. Técnicas convencionais para fabricacdo de uPADs

Fotolitografia

Atualmente, os métodos convencionais de fabricacdo de PPADs
envolvem a técnica de fotolitografia utilizando o SU-8" como fotorresiste
(MARTINEZ et al., 2007; MARTINEZ, PHILLIPS e WHITESIDES, 2008) ou
processo de impressdo a cera (CARRILHO, MARTINEZ e WHITESIDES,
2009; LU et al., 2009). A técnica fotolitografica apresenta uma excelente
resolucdo e possibilidade a producdo em massa, mas requer uma
instrumentacédo de alto custo. A fotolitografia requer ambiente limpo, sistema
de spin-coating, foto-alinhadora além de consumiveis importados como
fotorresistes e reveladores. O custo estimado da infraestrutura necesséria é
superior a R$ 1.000.000,00, valor que inviabiliza sua implementacdo em
centros com recursos limitados.

O primeiro trabalho reportado na literatura sobre o uso de papel, como
plataforma microfluidica foi do grupo de pesquisa do professor George M.
Whitesides, da Universidade de Haward em 2007 (MARTINEZ et al., 2007),

0 gqual esta apresentado na Figura 2.

" SU-8 é 0 nome comercial dado pela MicroChem® Corporation a uma resina a base de
epoxi. Sua fotopolimerizagdo ocorre com a exposigdo a radiagao UV (365 nm). O SU-8 apés
polimerizado, apresenta carater hidrofobico e resisténcia a acidos e bases.
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Figura 2. (a) llustra as etapas de fabricacdo dos pPADs pela técnica fotolitografia e (b)
ilustra o dispositivo pronto e com reagentes pipetados em suas zonas de deteccdo para a
analise de glicose e proteinas. Figura extraida da referéncia (MARTINEZ et al., 2008), com

permisséo. Copyright (2008) American Chemical Society.

Neste trabalho, um papel foi imerso em um recipiente contendo SU-8
e em seguida mantido em repouso para evaporar o excesso de solvente
presente no fotorresiste, Com o auxilio de um software grafico, a
configuracéo do dispositivo foi projetada e impressa em fotolito. Em seguida,
a mascara impressa foi posicionada e alinhada com o papel contendo SU-8.
Por ultimo, o conjunto foi exposto a radiacdo ultra-violeta (UV) para a
gravacdo, do desenho previamente impresso na mascara, no papel
contendo fotorresiste. Para revelar a gravacédo, o dispositivo foi lavado com
isopropanol. Apds essa etapa, a regido protegida pelas areas escuras da
mascara continuou hidrofilica e a regidao exposta ficou hidrofébica, devido a
polimerizacao do fotorresiste (MARTINEZ et al., 2007).
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Impresséo a Cera

Devido ao custo e ao numero de etapas laboriosas do processo
fotolitografico, dois grupos propuseram, de forma independente, uma outra
técnica para fabricacdo de PPADs, a qual vem se tornando popular e, de
certo modo, convencional para o mesmo propésito. Em 2009, Yao Lu e
colaboradores (LU et al., 2009) e Carrilho e colaboradores (CARRILHO,
MARTINEZ e WHITESIDES, 2009) propuseram 0 uso de uma impressora a
cera para a fabricacdo de uPADs. Para a fabricacdo do dispositivo, basta
desenhar a configuracdo desejada em um software grafico e imprimir sobre
a superficie do papel. Dessa forma, a impressora deposita uma camada de
cera sOlida que, quando aquecida a 150°C por 2 min, forma barreiras
hidrofébicas devido a penetracdo e solidificacdo na estrutura porosa do
papel (CARRILHO, MARTINEZ e WHITESIDES, 2009). O método de
fabricacdo esta ilustrado na Figura 3. O uso da impressora a cera vem sendo
explorado por diferentes grupos visando a fabricacdo de estruturas
microfluidicas em multi-dimensées(MARTINEZ, PHILLIPS e WHITESIDES,
2008), microplacas para imunoensaios(CARRILHO et al., 2009),
desenvolvimento de sistemas eletroquimicos(DE ARAUJO e PAIXAO, 2014),
sistemas para deteccdo de espécies gasosas(DOSSI et al., 2012), dentre
outras aplicacoes.

Mas este tipo de método de fabricacdo ainda possui um alto custo
para ser implementado em laboratérios que possuem recursos limitados,
pois 0s custos da impressora e o bastonete de cera (350 g) apresentam
valores médios, no mercado brasileiro, iguais a R$ 3.500,00 e R$ 100,00,
respectivamente.

Como os métodos de fabricagdo convencionais de pPADs utilizando
barreiras hidrofébicas para delimitar o caminho do fluido tem um custo
elevado ou requerem uma infraestrutura de alto custo varios grupos de
pesquisas comecaram a estudar novas metodologias de fabricagcdo de

HPADs com materiais mais baratos e com uma infraestrutura mais simples.
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Figura 3. A figura ilustra as etapas de fabricacdo dos pPADs pelo método de impresséo a
cera. Em (A) temos etapas de fabricacdo, em (B) temos como € o desenho do layout do
dispositivo, (C) a visdo de ambos os lados do papel ap6s a impresséo a cera e (D) apés a
folha de papel sofrer o aquecimento, onde a cera derrete e forma a barreira hidrofébica
efetiva. Figura extraida da referéncia (CARRILHO, MARTINEZ e WHITESIDES, 2009), com
permissdo. Copyright (2009) American Chemical Society.

1.5.2. Técnicas alternativas para fabricacdo de puPADs

Em 2008, Bruzewicz e colaboradores (BRUZEWICZ, RECHES e
WHITESIDES, 2008) desenvolveram uma caneta com tinta de PDMS para
fabricar as barreiras hidrofébica. A caneta analoga foi feita com pipeta de
vidro com uma agulha na ponta presa por PU. Esta caneta foi fixada em uma
impressora de mesa (X;Y), trocando a caneta de tinta do equipamento pela
caneta feita de pipeta de vidro. Nesse caso, ao invés de usar tinta, a mesma
foi preenchida com PDMS preparado em hexano (proporcdo 3:1). ApOs a
impressao, as barreiras de PDMS foram impressas e, apdés a cura sob
aguecimento, atuaram como barreiras hidrofébicas (BRUZEWICZ, RECHES
e WHITESIDES, 2008). O método de fabricacédo esta apresentado na Figura
4,
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Figura 4. A figura ilustra as etapas de fabricacdo da caneta para construgdo das barreiras
hidrofobicas utilizando PDMS. Figura extraida da referéncia (BRUZEWICZ, RECHES e
WHITESIDES, 2008), com permissao. Copyright (2008) American Chemical Society.

Em 2008, Abe e colaboradores (ABE, SUZUKI e CITTERIO, 2008)
desenvolveram uma técnica de fabricacdo com uma adaptacdo em uma
impressora a jato de tinta. O papel de filtro foi imerso em poliestireno 1% em
tolueno por aproximadamente 2 horas. Em seguida, o mesmo foi removido
da solucdo e mantido em repouso por 15 min em temperatura ambiente.
Este papel modificado ficou com caracteristicas hidrofébicas. Logo apoés,
desenhou-se o layout do dispositivo em um software grafico e imprimiu-se o
dispositivo em uma impressora a jato de tinta. Ao invés da tinta
convencional, o “tolueno” foi depositado sobre a superficie. Esse
procedimento foi repetido entre 10 a 15 vezes, para formar o0s canais
hidrofilicos. Essa modificacdo ocorre devido ao tolueno solubilizar o
poliestireno formando assim as regifes hidrofilicas (ABE, SUZUKI e
CITTERIO, 2008). O método de fabricacéo esta ilustrado na Figura 5.
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Figura 5. A figura ilustra as etapas de fabricagédo dos dispositivos analiticos utilizando uma
impressora a jato de tinta para delimitar os canais microfluidicos no papel modificado com
poliestireno. Figura extraida da referéncia (ABE, SUZUKI e CITTERIO, 2008), com
permisséo. Copyright (2008) American Chemical Society.

Em 2010, Li e colaboradores (LI et al., 2010) relataram o uso de
tratamento com plasma para a construcao de barreiras hidrofébicas. O papel
de filtro foi imerso e logo retirado de uma solucdo de dimero de alquil-
centena (0,6g/L) e heptano. ApOs a evaporacdo do heptano, o papel foi
levado a um forno a 100°C por 5 minutos para a cura do dimero de alquil-
centena nas fibras do papel, promovendo a hidrofobizacdo do papel. Em
seguida, o papel foi colocado entre duas placas iguais (mascaras metélicas
com o desenho do dispositivo na forma negativa), alinhadas e presas uma
contra a outra. Este sanduiche foi levado a um reator de plasma a vacuo por
15 s com intensidade de 15W. Apds a etapa do reator o desenho da
mascara foi transferido para o papel na forma de canais hidrofilicos(LI et al.,
2010).

Em 2010 Olkkonen e colaboradores (OLKKONEN, LEHTINEN e
ERHO, 2010) realizaram a fabricagdo de barreiras hidrofébicas utilizando
uma técnica de impressdo flexografica. A impressora flexografica é
constituida por trés rolos, todos interligados por contato fisico: 1°) O primeiro
foi onde a tinta foi colocada, ele transferiu a tinta para o segundo rolo. Para
controlar a espessura de tinta no primeiro rolo que foi transferida para o
segundo utilizou-se uma lamina com regulagem de distancia. 2°) Neste rolo

ficou preso um cliché (carimbo) de foto-polimero ou borracha com o layout
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em alto relevo do dispositivo; 3°) No ultimo rolo da sequéncia estava o
material (papel) ao qual foi impresso o dispositivo. Entdo quando foi
imprimindo o primeiro rolo transferiu a tinta para o cliché, que transferiu o
desenho para o papel. No lugar da tinta convencional utiliza-se uma solucéo
de poli-estireno com tolueno ou xileno (OLKKONEN, LEHTINEN e ERHO,
2010). O método de fabricacéo esta apresentado na Figura 6.

(@)

Paper substrate

Printing

Impression roll

Anilox roll Plate roll

Figura 6. A figura (a) ilustra um esquema de uma impressora flexografica utilizada para a
impressdo das barreiras hidrofébicas e (b) o carimbo utilizado com os layouts dos
dispositivos. Figura extraida da referéncia (OLKKONEN, LEHTINEN e ERHO, 2010), com
permisséo. Copyright (2010) American Chemical Society.

Em 2010 Dungchai e colaboradores (DUNGCHAI, CHAILAPAKUL e
HENRY, 2011) realizaram a fabricacdo de barreiras hidrofébicas para
MPADs pelo método conhecido como screen-printing. Uma mascara negativa
foi colocada sobre o papel, com cera sélida passou-se sobre o papel e a
mascara, assim onde nao estiver coberta pela mascara foi depositada cera.
Em seguida, tirou-se a mascara e aqueceu o papel com intuito da cera que
foi depositada, na parte superior do papel possa derreter e penetrar no papel
para formar as barreiras hidrofobicas (DUNGCHAI, CHAILAPAKUL e

HENRY, 2011). Um procedimento similar foi recentemente explorado por de
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Araujo e Paixdo (DE ARAUJO e PAIXAOQO, 2014) para confeccionar eletrodos
em papel sulfite. Esta técnica alternativa esta apresentada na Figura 7.

Cross-section

[ | SRST———" paper

1. Printing with solid wax

2. Melting wax into paper l

usinga hotplate ¥V e solid wax
Ee— - hot plate
l wax barrier

Figura 7. Esta figura ilustra as etapas de fabricacdo de uPADs pelo método de impressao
serigréfica ou impresséo de tela. Figura extraida da referéncia (DUNGCHAI, CHAILAPAKUL
e HENRY, 2011), com permissao da The Royal Society of Chemistry.

Em 2011, Delaney e colaboradores (DELANEY et al., 2011)
desenvolveram uma adaptacdo em uma impressora a jato de tinta para a
construcdo das barreiras. O layout do dispositivo foi desenhado em um
software grafico e impresso em papel usando uma impressora de jato de
tinta usando uma solucéo de Dimero de Alquil Centena em heptano 2% (v/v)
ao invés de tinta convencional. Apds a impresséo levou o papel em um forno
a 100° C por 8 min para a cura do Dimero Alquil Centena (AKD). A barreira
hidrofébica foi construida onde foi depositado o AKD pela a impressora
(DELANEY et al., 2011).

Em 2011, Chitnis e colaboradores (CHITNIS et al., 2011)
desenvolveram um tratamento a laser para a construgcdo de canais
hidrofilicos no papel. Basicamente, o layout dos canais microfluidicos foi

primeiramente desenhado em um software grafico. Em seguida, um pedaco
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de papel previamente modificado com material hidrofébico (cera, silicone e
plastico) foi colocado numa impressora de corte a laser. Ao enviar o0 arquivo
para a impressao, as condi¢cdes do laser foram controladas para, ao invés de
cortar o substrato, apenas criar canais ou zonas na superficie do papel, pois
o energia fornecida pelo laser modificava a estrutura morfolégica das fibras
do papel. Apés a impressdo, uma emulsédo de silica foi aplicada nestas na
regido onde foi feita a impressdo. Apds, a emulsdo de silica secar a
temperatura ambiente e 0 excesso de silica foi retirada através da
movimentagdo do papel. Com o movimento o material que ndo aderiu as
regides impressas no papel, foi descartado (CHITNIS et al., 2011).

Em 2011, Songjaroen e colaboradores (SONGJAROEN et al., 2011)
relataram a fabricacdo de barreiras hidrofébicas por imersdo em solucdo de
cera liquida. Sobre uma placa de vidro colocou-se o papel e sobre o papel
um molde positivo inteirico de ferro, na parte inferior da placa de vidro é
colocada uma placa ima. Depois, mergulhou-se este sanduiche descrito
acima, em cera liquida por 1 s. Apés uma etapa de cura a temperatura
ambiente, o dispositivo foi obtido de forma simples e rapida. A Figura 8
apresenta o meétodo de fabricagcdo desenvolvido por Songjaroen e
colaboradores (SONGJAROEN et al., 2011).

Em 2012, Nie e colaboradores (NIE et al., 2012) propuseram a
fabricacdo de barreiras hidrofébica com o uso de um marcador com tinta
permanente. A mascara foi fabricada em material rigido e na forma negativa.
A mascara do dispositivo foi colocada sobre o papel, com uma caneta de
tinta permanente escreveu rente as bordas da mascara. Em seguida foi
retirada a mascara. O desenho da mascara ficou impressa sobre o papel. A
tinta permanente foi a substancia hidrofobica. Os autores mostram neste
trabalho que a penetracdo da tinta permanente é efetiva e os dispositivos
ndo apresentaram vazamentos, apos a adicdo de amostras nos dispositivos
mostrando ser um método eficiente de construgcdo de barreiras hidrofobicas.

(NIE et al., 2012). O método de fabricacao é ilustrada pela Figura 9.
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Figura 8. Esta figura ilustra as etapas de fabricacdo de uPADs pelo método de mergulho na
cera liquida, em (A) temos o mergulho do suporte com o sanduiche formado pelo suporte a
mascara de ferro, o im& e o papel, (B) temos a viséo frontal e da parte de tras do suporte
com o sanduiche e um esquema mostrando a visao transversal das etapas de fabricacdo do
dispositivo. Figura extraida da referéncia (SONGJAROEN et al., 2011), Copyright (2011)

com permisséao Elsevier.
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Figura 9. Esta figura ilustra as etapas de fabricagdo de pPADs pelo método plotagem em
uma etapa usando marcador com tinta permanente para delimitar as barreiras hidrofébicas.
Figura extraida da referéncia (NIE et al., 2012), com permisséo. Copyright (2012) American

Chemical Society.
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Como pode ser observado pelos trabalhos apresentados na literatura,
apos o primeiro trabalho do Grupo do Prof. Whitesides que apresentou o0 uso
e as potencialidades dos PUPADs. Estes dispositivos de analise despertou o
interesse de varios outros grupos de pesquisa pelas vantagens do uso do
papel como plataforma de analise. Mas estes grupos se esbararam na
necessidade de equipamentos de alto custo, sendo inviavel a fabricagdo
destes dispositivos pelas técnicas convencionais. Entdo varios grupos de
pesquisa comecaram a desenvolverem técnicas cada vez mais simples e
baratas, para utillizarem o papel como substrato para desenvolverem
microdispositivos analiticos. Eles comegaram a usarem ferramentas do
cotidiano de um laboratério ou de facil acesso para desenvolverem o0s
métodos de fabricacdo alternativos aos métodos convencionais. Mas na
minha opinido, os dispositivos que estes grupos apresentaram possuem
etapas laboriosas para conseguirem dispositivos com boa reprodutibilidade
entre os dispositivos ou técnicas com alta frequéncia de prototipagem mas

sem uma boa reprodutibilidade.

A partir destas situacdes decidimos que iriamos desenvolver um
método de fabricacdo com boa reprodutibilidade entre os dispositivos e uma
alta frequéncia de prototipagem. Baseado nisso decidimos a utilizacdo de
um método de carimbagem para fabricacdo de pPADs, baseado em
métodos de fabricacdo de barreiras hidrofébicas no papel, reportados na

literatura no século passado.

1.5.2.1. Uso da parafina e desenvolvimento de carimbos

Na literatura existem dois trabalhos que reportam o uso da parafina
para a construcdo de barreiras hidrofébicas em substratos de papel. Muller e
Clegg (MULLER e CLEGG, 1949) reportaram o0 uso da parafina para
delimitar uma regido no papel para que 0 ocorresse uma separagao
cromatografica de alguns compostos. Yagoda (YAGODA, 1937) reportou o
uso da parafina para construir barreiras no papel a fim de formar zonas
circulares para a deteccéo de alguns metais. No entanto, é valido mencionar

gue nestes trabalhos pioneiros, os autores usaram moldes definidos com fios
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metélicos, os quais foram prensados contra o papel com auxilio de barras,
ou chapas, metalicas.

Recentemente, trés trabalhos foram publicados na literatura
abordando o uso de carimbos para prototipagem de WPADs. Curto e
colaboradores (CURTO et al.,, 2013) descreveram a construcdo de um
carimbo de PDMS em alto relevo, o qual requer um tempo de confecgao de
aproximadamente 8 horas. Usando essa ferramenta instrumental, os autores
criaram barreiras hidrofobicas, em um intervalo de tempo inferior a 10 s, com
tinta permanente. Zhang e colaboradores (ZHANG et al., 2014) reportaram a
fabricacdo de um carimbo de ferro com com um sistema de ajuste magnético
para realizar carimbagem de barreiras hidrofébicas em papel usando cera
como material para delimitar a regido dos microcanais. O ajuste magnético
possibilitou através de um mecanismo utilizando imés, uma rapida mudanca
no layout do alto-relevo do carimbo, assim viabilizando a customizacédo de
diferentes geometrias microfluidicas, como mostrado na Figura 10. Os
carimbos desenvolvidos, independentemente, por Curto e colaboradores
(CURTO et al.,, 2013) e Zhang e colaboradores(ZHANG et al., 2014)
apresentaram peso de aproximadamente 500 gramas. Dornelas e
colaboradores (DORNELAS, DOSSI e PICCIN, 2015) desenvolveram um
carimbo leve de madeira e poliuretano. A fabricacdo deste carimbo mostrado
foi rapida. Para construcdo das barreiras hidrofébicas, a parte em alto relevo
do carimbo era imerso em uma solucdo de PDMS e hexano; em seguida
pressionava o carimbo sobre o papel. Apos a etapa da carimbagem o papel
era levado para a estufa a 70 °C por 30 minutos para a cura do PDMS. Este
método de carimbagem se monstrou pratico, porém o tempo para a
obtencédo do chip € longo, pois apds a etapa de carimbagem é necessario

um tempo para cura deste polimero.
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Figura 10. Esta figura ilustra o método de fabricacdo de pPADs pelo método da
carimbagem, com um carimbo com ajuste magnético. Figura extraida da referéncia (ZHANG

et al., 2014), com permisséo. Copyright (2014) American Chemical Society.

Em 2014, n6s do Grupo de Métodos Eletroforéticos da Universidade
Federal de Goiads (GARCIA et al., 2014) devolvemos um carimbo leve em
aco inoxidavel, para a construcdo de barreiras hidrofébicas de parafina por
estapagem a quente. Nesta dissertacdo serd apresentada todo o
desenvolvimento deste carimbo e suas vantagens como por exemplo sua
alta frequéncia protipagem e a fabricacdo de dispositivos em questdo de

segundos.

1.5.2.2. Uso da técnica de jateamento

Em 2013, Nurak e colaboradores (NURAK, PRAPHAIRAKSIT e
CHAILAPAKUL, 2013) relataram um método de fabricacdo de barreiras
hidrofébicas utilizando jateamento de uma resina acrilica sobre o papel. Os
HPADs foram usados para a deteccdo eletroquimica de niquel em &aguas
residuais. Embora a técnica apresente simplicidade, a principal desvantagem
deste método de fabricacdo € que a resina acrilica € solubilizada em
solvente organico. No Brasil, os fabricantes deste tipo de resina utilizam
como solvente o xileno, tolueno e ciclohexanona. Estes compostos
organicos sao nocivos e irritantes segundo a ficha de informacdes de
seguranca de produtos quimicos (FISPQ).

O método de fabricagcdo baseado no jateamento da resina acrilica
esta apresentado na Figura 11. No método de fabricacdo proposta utilizou-

se mascaras positivas feita de ferro. O papel foi colocado sobre uma placa
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magnética, sobre o papel colocou-se a mascara para proteger as regides
dos spots para posterior construcdo dos eletrodos. Apdés a montagem do
suporte com o papel e o ima foi executado o jateamento da solucdo de

resina acrilica.

3. iron mask

2. paper

1. magnetic plate

b Cross-section

| | —— paper

ﬂ Iron mask

—— paper
T magnetic plate

Spraving method with lacquer ﬂ _
hydrophobic

Paper-based devices | | | |

hvdrophiliic

Figura 11. A figura ilustra o método de fabricacdo de barreiras hidrofébicas utilizando a
técnica de jateamento de cola com sensibilizante, (a) € a visdo superior do sanduiche
constituido de suporte magnético, papel e mascaras de ferro; (b) visdo da seccéo
transversal das etapas de fabricacdo dos dispositivos. Figura extraida da referéncia

(NURAK, PRAPHAIRAKSIT e CHAILAPAKUL, 2013), Copyright com permisséo da Elsevier.
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2. Objetivos

2.1. Gerais

O objetivo principal desse trabalho visa o desenvolvimento de
tecnologias alternativas para fabricacdo de dispositivos microfluidicos em
papel a partir do uso de métodos de baixo custo e com disponibilidade
global.

2.2. Especificos

Avaliar o uso de um carimbo metalico para prototipagem rapida dos
dispositivos em papel.

Demonstrar a aplicabilidade analitica dos YWPADs carimbados para
determinacao de nitrito em amostras clinicas, alimenticias e ambientais.

Investigar o uso da cola escolar para a confeccdo de barreiras
hidrofébicas em substratos de papel.

Explorar o transporte microfluidico, via fluxos lateral e vertical, para

ensaios clinicos multiplexados.
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3. Parte Experimental

3.1. Materiais e Reagentes

Sulfanilamida, n(1-natftil) etilenodiamina (NED), acido cloridrico, nitrito
de sodio, glicose, periodato de soédio, cloreto de potassio, fosfato
monobasico de potassio, fosfato dibasico de potéssio, azul de bromotimol,
vermelho de metila, etanol, hidréxido de sddio, acetoacetato de etila, glicina,
nitroprussiato de sodio, dimetilformamida (DMF), citrato de sodio, azul de
tetrabromofenol, albumina de soro bovino (BSA, do inglés bovine serum
albumin), acido urico, uricase (de Candida.sp), peroxidase (de Horseradish),
4-aminoantipirina  (4-AAP), &cido  3,5-dicloro-2-hidroxi-benzesulfénico
(DHBS), glicose oxidase (de Aspergillus niger), iodeto de potassio, trealose e
ureia foram adquiridos da Sigma Aldrich Co. (Saint Louis, MO, EUA). Para
0s ensaios dedicados a determinacdo colorimétrica de ureia, amilase e
bilirrubina foram utilizados kits comerciais da Doles Reagentes® (Goiania,
GO, Brasil). O ensaio para determinacao colorimétrica de lipase foi realizado
utilizando-se o kit comercial da Vida Biotecnologia® (Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brasil) A solucao estoque de bilirrubina (105 mg/l) foram adquiridas
da Doles Reagentes®. Os padrdes das enzimas amilase e lipase foram
doados pela Profa. Dra. Katia F. Fernandes'. Papel de filtro quantitativo
(modelo JP40, 12,5 cm de didmetro e poros de didametro médio de 25 pm) e
parafina (140°F/142°F com 2% de 6leo) foram adquiridos junto a JProlab
(Séo José dos Pinhais, PR, Brasil) e Petrobras Distribuidora (Rio de Janeiro,
RJ, Brasil), respectivamente.

Todos reagentes foram utilizados sem nenhuma etapa de purificacéo,
com excecgao do nitrito de sodio, o qual foi seco em estufa a 105°C durante
uma hora e resfriado em dessecador, como descrito por Ramos e
colaboradores (RAMOS, CAVALHEIRO e CAVALHEIRO, 2006). Cola branca
de poli (acetato de vinila) (modelo cascorez extra) foi adquirida da Henkel
(Dusseldorf, Alemanha) para a fabricagdo das barreiras hidrofébicas.

Sensibilizador serigrafico (modelo Bicromato) adquirido da Agabé (Sé&o

TCoordenadora do Laboratério de Quimica de Proteinas do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal de Goias.
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Paulo, SP, Brasil). Mantas magnéticas (com 0.8 mm de espessura) adquirido
da Flexmag Mantas Magnéticas (Sdo Paulo, SP, Brasil). Agua ultrapura
obtida do purificador modelo DirectQ3 adquirida da Merck KGaA (Darmstadt,

Alemanha).

3.2. Instrumentacgéao

Um scanner de mesa modelo G4050 da Hewlett-Packard (Palo Alto,
CA, USA) foi explorado para a captura das imagens e consequente analise
colorimétrica. Um compressor de ar direto com kit para pintura (modelo Jet
Master) foi adquirido da empresa Schulz (Joinville, SC, Brasil) e foi usado
para o jateamento da solucdo de cola sobre a superficie do papel. Um
espectrofotometro (modelo SP 1105) foi adquirido da empresa BEL
Engineering (Monza, MB, Itélia) e foi usado para as leituras de absorvancia

das amostras com nitrito.

3.3. Fabricacao dos dispositivos analiticos em papel

No presente trabalho, duas tecnologias foram desenvolvidas para a
fabricacdo de dispositivos microfluidicos em papel. A primeira se refere ao
uso de um carimbo metalico para a prototipagem rapida dos uPADs a partir
da confeccéo de barreiras hidrofébicas de parafina. A segunda se refere ao
uso de cola escolar (cola branca) para delimitar regides hidrofébicas na
superficie do papel. Os detalhes envolvidos em ambas as tecnologias estao

descritos a seguir.

3.3.1. Prototipagem dos pPADs

A fabricacdo dos PUPADSs, via carimbagem, esta esquematizada na
Figura 12. Inicialmente fez-se a imersdo de uma folha de papel de filtro
nativo em uma solugdo contendo parafina liquida a 90°C durante
60 segundos. Ao final deste tempo, papel foi removido da solucdo deixando
que a parafina se solidificasse em temperatura ambiente por 30 segundos. A
folha contendo parafina foi fixada a folha de papel nativo com o auxilio de
uma fita adesiva. Os carimbos metalicos confeccionados para este trabalho
foram usinados em aco inoxidavel em uma empresa local especializada (MS

Maquinas, Goiania, GO, Brasil).
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Papel
~— Parafinado

@ " nato (b) (c)

Figura 12. Processo de fabricagdo dos uPADs baseado no processo de carimbagem. Em
(a), um papel parafinado é colocado sobre um papel nativo; Em (b), o carimbo metélico pré-
aquecido é colocado em contato com o “sanduiche” de papéis; (c) representa um pPAD
fabricado pelo método de estampagem. A micrografia éptica em (d) representa uma imagem
real do uPAD.

A estampagem dos dispositivos inicia-se pelo pré-aquecimento do
carimbo a 150°C. Em seguida, o carimbo é colocado em contato com o papel
parafinado Figura 12(a). Apds o0 contato, uma pressao estimada em
aproximadamente 0,1 MPa é aplicada manualmente ao carimbo durante
2 segundos para carimbar a estrutura microfluidica no papel nativo (Figura
12(b). Ao remover o carimbo do contato com papel, as barreiras hidrofébicas
sdo obtidas, conforme representado nas Figuras 12(c) e 12(d). Apos o
processo de estampagem dos dispositivos, realizou-se a impermeabilizacéo
de um dos lados do dispositivo com fita adesiva para que o dispositivos
possam ser utilizados sobre uma superficie lisa e plana para a realizagédo
dos ensaios utilizando-se o fenémeno do fluxo lateral.

Os WPADs foram fabricados com um arranjo geométrico contendo oito
zonas de deteccdo interconectadas por canais microfluidicos e uma zona
central para a aplicagdo de amostra. Todos os canais foram projetados
nominalmente com 10 mm de comprimento e 3 mm de largura. Os valores
de diametros para a zonas de deteccdo e central foram 5 e 10 mm
respectivamente. A dimenséo final dos uPADs foi de 45 mm x 45 mm.
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3.2.3) Fabricacdo de pPADs com cola branca

A fabricacdo dos UPADs com cola escolar esta descrita na Figura 13.
Inicialmente, a geometria desejada (previamente desenhada no software
grafico Corel Draw™) do dispositivo microfluidico foi cortada, com auxilio de
uma magquina de corte a laser, em uma empresa local (Ordones Laser,
Goiania, Go, Brasil), em uma manta magnética flexivel com 0,8 mm de
espessura. Essa manta magnética foi utilizada como mascara para a
construcdo das barreiras hidrofobicas (ver etapa Il). Um detalhe relevante foi
que todas as méascaras foram fabricadas no modo positivo*. Uma placa de
acrilico (200 mm de largura x 200mm de comprimento x 3mm de espessura)
foi utilizada para construcado de um suporte para fixacdo do papel e mascara
durante o processo de jateamento. Um ima de neodimio (com 50,8 mm de
largura x 50,8 mm de comprimento x 25,4 mm de altura adquirido da
Polimagnete América do Sul Ltda, (Diadema, SP, Brasil) foi fixado na parte
inferior da placa de acrilico com fita adesiva. Na parte superior da placa de
acrilica foi fixada com auxilio de fita crepe, um recorte triangular de 1/3 da
folha de papel filtro quantitativo com 12,5 cm de diametro, sobre este papel
foi fixado & mascara magnética com o auxilio do imd. E importante
mencionar que o alinhamento da mascara com o papel e o imé representa

uma das etapas mais importantes do processo.

* Modo positivo: A mascara com o layout do dispositivo em alto relevo, ou seja a regido
onde estiver a mascara estara protegida.
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Figura 13. Esquema do processo de fabricacdo dos pPADs pelo método de jateamento de
cola, () papel nativo para a fabricagéo, (II) uma mascara com o layout do dispositivo é
colocada sobre o papel nativo, (Ill) uma solucdo de cola escolar com sensibilizante €
jateada sobre o papel com a mascara, (V) O dispositivo é exposto a radiagdo UV/Visivel e

(V) o dispositivo com as barreiras hidrofébicas e o canal microfluidico.

A cola branca a base de acetato de polivinila na forma de emulséo
comercial foi diluida em agua na proporcdo de 1:1, sem o sensibilizante
serigrafico. A proporcdo utilizada para preparacdo da solucdo com o
sensibilizante serigrafico foi de 46% de cola branca, 46% de agua ultrapura e
8% de sensibilizante serigrafico sensivel a luz visivel.

A solucéo de cola ja diluida foi colocada no interior de uma pistola de
pintura, com o auxilio do compressor de ar-direto, e jateada sobre o suporte
com o papel e a mascara (ver etapa lll, Figura 13). Em seguida, o dispositivo
foi exposto a um refletor com uma lampada halégena de 500 W de poténcia
a uma distancia de 20 cm de altura, por 5 minutos de cada lado do papel
(ver etapa IV, Figura 13). ApOs a exposicdo, fez-se a impermeabilizacdo de

um dos lados do dispositivo com fita adesiva para permitir o uso do mesmo
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sobre uma superficie lisa e plana para a realizagdo dos ensaios utilizando-se

o fluxo lateral.

3.4. Deteccao Colorimétrica

A deteccado colorimétrica foi conduzida com um scanner de mesa
(Hewlett-Packard, modelo G4050), usando a resolucdo de 600 dpi. As
imagens foram capturadas, convertidas para uma escala de cor, no canal
RGB, com 24 bits de resolucdo (Canal RGB) e analisadas no software Corel
Photo-Paint™. No software gréafico foi selecionada a ferramenta mascara
com uma geometria circular, selecionou-se a regido da zona de detecc¢ao por
inteira. A média aritmética da intensidade de pixels de cada zona de
deteccao, foi obtida através da ferramenta de histograma do software, sendo

usada para as analises quantitativas.

3.5. Determinacéao colorimétrica de nitrito em amostras reais

Os PPADs carimbados foram explorados para determinacéo de nitrito
em amostras clinicas, alimenticias e ambientais através do uso da reacao de
Griess (BHAKTA et al.,, 2014). Para o ensaio colorimétrico de nitrito,
aliquotas de 0,75 pL da solucdo de cor foram pipetadas nas zonas de
deteccdo. A solucdo cromédgena é composta de uma mistura de 50 mM de
sulfanilamida, 1,2 M de &cido cloridrico e 4 mM de NED. Apés a pipetagem,
o dispositivo foi mantido em repouso a temperatura ambiente durante 10
minutos para promover a secagem dos reagentes. Em seguida, aliquotas de
40 puL de amostra padrdo ou amostras reais foram adicionadas a zona
central. A partir do fluxo lateral, a amostra foi distribuida para as zonas de
deteccdo através dos canais microfluidicos. As imagens digitais foram

capturadas apos 15 min de reacao.

3.5.1. Saliva
Amostras de saliva foram obtidas pela doac&o voluntaria de trés
pacientes. Aliquotas de 4 mL de saliva foram coletadas em um béquer 30

minutos apos a higiene bucal do paciente. As amostras foram sonificadas
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por 5 minutos a fim de retirar o excesso de bolhas da amostra. As amostras
de saliva foram diluidas na proporcéo de 1:1 (v:v).

3.5.2. Agua de Conserva

Utilizou-se da agua de conserva de um alimento industrializado de
origem animal (salsicha do tipo Viena). Ap0s a abertura da embalagem, a
agua foi separada das salsichas e filtrada com um papel de filtro quantitativo
com poros de didmetro médio de 25 pm. Em seguida, a amostra foi filtrada
usando um filtro com poros de diametro médio de 0,2 um. As amostras

foram diluidas na proporcao de 1:1 (v:v).

3.5.3. Salsicha e Presunto

Os alimentos foram adquiridos em um supermercado local, onde se
encontravam sob refrigeragdo no momento da compra. Os alimentos foram
conduzidos para o laboratério para analise em caixa térmica, o tempo de
transporte foi inferior a 10 minutos. No laboratério os alimentos foram
acondicionados sob refrigeracdo seguindo as instrucfes dos fabricantes que
constavam no rotulo. Os alimentos foram inicialmente macerados com o
auxilio de um gral e um pistilo. Em seguida, pesou-se uma massa de 50
gramas de cada um dos alimentos e adicionou-se 100 mL de agua ultra pura
em um recipiente fechado com um sistema de condensacdo na parte
superior. Para a extracdo do nitrito ferveu-se esta amostra por 1 h a
temperatura de 100 °C. Em seguida, foi realizada a filtragdo utilizando um
papel de filtro quantitativo com poros de diametro médio de 25 pm e o

volume completado para 100 ml em um baldo volumétrico.

3.5.4. Agua de rio

A coleta de agua de rio foi feita com uma garrafa de agua mineral de
500 mL vazia e enxaguada 2 vezes com agua ultra pura. Esta garrafa foi
lancada a superficie do rio com auxilio de uma corda sobre uma ponte. Apos
a coleta amostra foi colocada sobre refrigeragao e filtrada com auxilio de um
papel de filtro quantitativo com poros de diametro médio de 25 um. As
amostras foram coletadas hum mesmo rio (Rio Meia Ponte, Goiania, Goias,
Brasil), em uma regido onde comeca a regido urbana (Ponto A: coordenada

geografica 16.628291”S, 49.270308"W) e a outra em um ponto na regiao
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mais central da cidade onde ja houve a incorporacdo ao rio de alguns
corregos da cidade (Ponto B: coordenada geografica 16.642225”S,
49.256722"W).

3.6. Etapa de pré-concentracéao

Para as amostras de agua de rio houve a necessidade de uma etapa
de pré-concentracdo, pois a concentracdo de nitrito nesta amostra sao
baixas. Dez aliquotas de 40 puL de amostra padrdo ou amostras reais foram
adicionadas sequencialmente a zona central, aguardando 10 minutos entre
uma adicao e outra para a evaporacdo do solvente. Apés a décima adicao,
os dispositivos foram mantidos em repouso por um novo periodo de 10
minutos para a secagem da amostra. Em seguida, aliquotas de 0,75 uL da
solugdo cromogénea (ver composicdo descrita no item 3.6.1) foram
adicionadas nas zonas de deteccdo. Apds a adicdo do reagente de cor

aguardou-se 15 minutos para fazer a aquisicao da imagem via scanner.

3.7. Método Espectrofotométrico para a analise de nitrito

O ensaio colorimétrico realizado nos WPADs foi comparado com o
método espectrofotométrico. Para o ensaio de nitrito foi pipetado 2,5 mL da
solucdo cromogénea, composta por uma mistura de 200 mM de
sulfanilamida, 4,8 M de &cido cloridrico e 16 mM de NED em um baldo de 10
mL. O comprimento de onda utilizado para as andlises foi 520 nm. Utilizou-
se uma cubeta de vidro com um caminho Optico de 1 cm(RAMOS,
CAVALHEIRO e CAVALHEIRO, 2006).

3.8. Ensaios clinicos multiplexados em pPADs fabricados com cola
escolar

Para analise de analitos de interesse em urinalise os dispositivos de
papel foram fabricados com cola escolar em um arranjo geomeétrico
contendo oito zonas de deteccéo interconectadas por canais microfluidicos e
uma zona central para a aplicacdo de amostra. A mascara utilizada para
construcdo deste dispositivo tinha as seguintes dimensfes zona central com
12,5 mm de diametro, canais microfluidicos com 4,5 mm de largura x 8,5
mm de comprimento e zonas de deteccdo com 9,5 mm de diametro. Os

analitos de interesse foram nitrito, ureia, bilirrubina total, corpos cetdnicos,
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pH, glicose, &cido Urico e albumina. Além destes testes preliminares, ensaios
colorimétricos para amilase e lipase também foram realizados visando a

obtencéo de um dispositivo para diagnostico de pancreatite.

3.8.1. Nitrito

O ensaio para nitrito foi realizado conforme descrito no item 3.5,
exceto com relagdo aos volumes utilizados. Nos dispositivos fabricados com
cola escolar, aliquotas de 4 pL da solucdo de cor (ver composi¢cado descrita
no item 3.5) foram pipetadas nas zonas de deteccdo. Em seguida, aliquotas

de 150 pL de amostra padrdo foram adicionadas a zona central.

3.8.2. Ureia

Para o ensaio de ureia, foi pipetada uma aliquota de 4 uL da solucéo
denominada uréase, constituida de uréase 214,28 unidades/mL e
estabilizantes em solugéo de glicerol 0,5 M, na zona de deteccdo e esperou
10 minutos em temperatura ambiente para promover a secagem do
reagente. Em seguida, adicionou-se 4 pL da solucdo denominada Reagente
1 e aguardou-se 10 minutos para a secagem do reagente em temperatura
ambiente. A solucdo do Reagente 1 foi reconstituido com apenas 50 mL de
agua ultra pura, ou seja a solucao foi preparada para o uso nos pPADs, 10
vezes mais concentrada que para o uso em espectrofotbmetro, para o qual
se destina 0 uso comercial deste kit. O Reagente 1 é constituido de uma
mistura de salicilato de s6dio 60 mmol, nitroprussiato de sédio 3,4 mmol e
etilenodiamino tetra-acético disédico (EDTA dissodico) 1,35 mmol, sob forma
de p6. Em seguida, aliquotas de 150 pL de amostra padrdo foram
adicionadas a zona central. A partir do fluxo lateral, a amostra foi distribuida
para as zonas de deteccdo atraves dos canais microfluidicos. Apos 10
minutos da adigcdo de amostra padrao na zona central, adicionou-se na zona
de deteccdo 4 pL da solucdo denominada de Reagente 2 e apds 5 minutos
foi feita a aquisicdo da imagem via scanner. O Reagente 2 assim como 0
Reagente 1 foi preparado 10 vezes mais concentrado do que se recomenda
seu preparo para 0 uso em analise colorimétrica utilizando a deteccéo por
espectrofotometro, sua diluicdo foi feita utilizando agua ultra pura. O
Reagente 2 é constituido de hipoclorito de sédio 0,120 mol/L e hidroxido de
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sédio 3,75 mol/L. Os valores de concentracdo apresentados sdo dos

reagentes antes de serem diluidos para um volume final de 50 mL cada um.

3.8.3. Bilirrubina Total

Para o ensaio da bilirrubina, foi pipetada uma aliquota de 4 uL da
solucdo denominada reagente acelerador na zona de deteccéo e aguardou-
se 10 minutos em temperatura ambiente para a secagem do reagente. O
reagente acelerador é constituido de uma mistura de benzoato de cafeina
tamponada (benzoato de sédio 0,13 M e cafeina 0,13 M). Apds a secagem
do reagente acelerador, foi pipetada uma aliquota de 4 pL da solucdo
denominada reagente sulfanilico e aguardo 10 minutos em temperatura
ambiente para a secagem do regente. O reagente sulfanilico é constituido de
uma solucdo de &cido sulfanilico 0,04 M e &cido cloridrico 0,45 M. Apés a
secagem do reagente sulfanilico, foi pipetada uma aliquota de 4 uL da
solucdo denominada nitrito de sédio e aguardei 10 minutos em temperatura
ambiente para a secagem do regente. O reagente de nitrito de so6dio possui
a concentracdo de 22,5 mM. Em seguida, aliqguotas de 150 pL de amostra
padrdo foram adicionadas a zona central. A partir do fluxo lateral, a amostra
foi distribuida para as zonas de deteccao através dos canais microfluidicos.
Apés a adicdo da amostra aguardou-se 15 minutos para fazer a aquisicédo da

imagem via scanner.
3.8.4. Corpos cetbnicos

3.8.4.1. Sintese do padrao de corpos cetdnicos (acido acetoacético)

O acido acetoacético € um composto organico instavel, por este
motivo ele deve ser sintetizado e em prazos curtos de tempo deve ser
usado. O procedimento para a sintese do acido acetoacético no volume final
de 1 mL foi realizado adicionando 21 pyL de acetoacetato de etila 99% e
250 yL de uma solucdo de hidroxido de sodio 500 mM em um tubo
eppendorf, manteve se em temperatura ambiente por agitagcdo constante por
15 minutos. Em seguida adicionou-se 250 pL de uma solugdo de acido
cloridrico 750 mM agitou-se por 5 minutos em temperatura ambiente,
adicionou-se 479 uL de agua ultra pura e se manteve a solugcdo em banho

de gelo sob temperatura abaixo de 10 °C. O produto da sintese foi usado na

30

Thiago Miguel Garcia Cardoso



Parte Experimental

analise com um tempo inferior a 3 horas apds sua sintese(GRAYSON e
TUITE, 1986).

3.8.4.2. Anédlise de corpos cetbnicos

Para o ensaio de corpos cetonicos, aliquotas de 4 uL de uma solucéo
de glicina 100 mM em tampéao fosfato 100 mM pH 10,0 foram pipetadas nas
zonas de deteccdo. Apos a pipetagem, o dispositivo foi mantido em repouso
a temperatura ambiente durante 10 minutos para promover a secagem dos
reagentes. Em seguida, aliquotas de 150 pL de amostra padrdo foram
adicionadas a zona central. A partir do fluxo lateral, a amostra foi distribuida
para as zonas de deteccdo através dos canais microfluidicos. Apds 5
minutos adicionou-se 4 pL de uma solucdo de nitroprussiato de sddio 5%
(m/v) e de DMF 5% (v/v). ApoOs a adi¢cdo da solugdo de nitroprussiato de
sédio aguardou-se 10 minutos para fazer a aquisicdo da imagem via

scanner.

3.8.5. pH

Para o ensaio de pH, aliquotas de 4 uL da solucao indicadora foram
pipetadas nas zonas de deteccdo. A solugcéo de indicadora foi composta de
uma mistura de 0,2% (m/v) de azul de bromotimol e 0,01% (m/v) de
vermelho de metila, o solvente para esta solucdo foi uma mistura de 50% de
etanol em agua ultra pura. Apos a pipetagem, o dispositivo foi mantido em
repouso a temperatura ambiente durante 10 minutos para promover a
secagem dos reagentes. Em seguida, aliquotas de 150 pL de amostra
padréao foram adicionadas a zona central. A partir do fluxo lateral, a amostra
foi distribuida para as zonas de deteccao através dos canais microfluidicos.
Apos a adicdo da amostra aguardou-se 15 minutos para fazer a aquisi¢ao da

imagem via scannetr.

3.8.6. Glicose

Para o ensaio de glicose, aliquotas de 4 pL da solu¢do enzimatica
foram pipetadas nas zonas de deteccdo. A solugcdo enzimatica foi composta
de uma mistura de 115 unidades/mL de glicose oxidase e 5 unidades/mL de
peroxidase, em tampao fosfato 100 mM pH 6,0. Apds a pipetagem, o

dispositivo foi mantido em repouso a temperatura ambiente durante 10
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minutos para promover a secagem dos reagentes. Em seguida, aliquotas de
4 pL da solucdo cromogena foram pipetadas nas zonas de deteccdo. A
solucdo cromoégena foi composta de uma mistura de 600 mM de iodeto de
potassio e 300 mM trealose em agua ultra pura. Apos a pipetagem, o
dispositivo foi mantido em repouso a temperatura ambiente durante 10
minutos para promover a secagem dos reagentes. Em seguida, aliquotas de
150 yL de amostra padrdo foram adicionadas a zona central. A partir do
fluxo lateral, a amostra foi distribuida para as zonas de deteccao através dos
canais microfluidicos. Apos a adicdo da amostra aguardou-se 15 minutos

para fazer a aquisicao da imagem via scanner.

3.8.7. Acido urico

Para o ensaio de acido Urico, aliquotas de 4 pL da solucdo alcalina
foram pipetadas nas zonas de deteccédo. A solucédo alcalina foi composta de
uma solucéo de hidréxido de sédio 100 mM. Apds a pipetagem, o dispositivo
foi mantido em repouso a temperatura ambiente durante 10 minutos para
promover a secagem do reagente. Apdés o tempo para secagem da solugéo
alcalina, aliquotas de 4 uL da solucédo enzimatica foram pipetadas nas zonas
de deteccdo. A solucdo enzimatica foi composta de uma mistura de 80
unidades/mL de uricase e 339 unidades/mL de peroxidase, em tampao
fosfato 100 mM pH 6,0. Apds a pipetagem, o dispositivo foi mantido em
repouso a temperatura ambiente durante 10 minutos para promover a
secagem dos reagentes. Em seguida, aliquotas de 4 pL da solucéo
cromdgena foram pipetadas nas zonas de deteccdo. A solugcdo cromdégena
foi composta de uma mistura de 4 mM de 4-AAP e 8 mM de DHBS em agua
ultra pura. Apds a pipetagem, o dispositivo foi mantido em repouso a
temperatura ambiente durante 10 minutos para promover a secagem dos
reagentes. Em seguida, aliquotas de 150 pL de amostra padrdo foram
adicionadas a zona central. A partir do fluxo lateral, a amostra foi distribuida
para as zonas de detec¢do através dos canais microfluidicos. Apoés a adicao
da amostra aguardou-se 15 minutos para fazer a aquisicdo da imagem via

scanner.
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3.8.8. Albumina

Para o ensaio de albumina, aliquotas de 4 pL da solugdo tampéao
foram pipetadas nas zonas de deteccdo. A solucdo tampéao foi composta de
uma solucéo tampéao citrato 250 mM pH 1,8. Apos a pipetagem, o dispositivo
foi mantido em repouso a temperatura ambiente durante 10 minutos para
promover a secagem do reagente. Apds o tempo para secagem da solugéo
tampdo, aliquotas de 4 pL da solucdo cromégena foram pipetadas nas
zonas de deteccdo. A solugcdo cromogena foi composta azul de tetra-
bromofenol, em solucdo de etanol 95%. Apds a pipetagem, o dispositivo foi
mantido em repouso a temperatura ambiente durante 10 minutos para
promover a secagem dos reagentes. Em seguida, aliqguotas de 150 pL de
amostra padrao foram adicionadas a zona central. A partir do fluxo lateral, a
amostra foi distribuida para as zonas de deteccdo através dos canais
microfluidicos. Ap6s a adicdo da amostra aguardou-se 15 minutos para

fazer a aquisicdo da imagem via scanner.

3.8.9. Diagndstico de pancreatite

Para andlise de analitos de interesse em pancreatites, os dispositivos
foram fabricados com um arranjo geométrico de um T, conforme mostrado
na Figura 14 contendo duas zonas de detecgdo nas extremidades
interconectadas por canais microfluidicos. O diametro das zonas de
deteccdo, o comprimento e a largura dos canais foram iguais a 5 mm, 10
mm, e 3 mm, respectivamente. Os analitos de interesse foram lipase e

amilase.
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Figura 14. Mascara com a geometria do dispositivo utilizado para os ensaios de amilase e

lipase.

Amilase

Para o ensaio de amilase, foi pipetada uma aliquota de 4 uL da
solugdo denominada substrato na zona de deteccéo e esperou 10 minutos
em temperatura ambiente para promover a secagem do reagente. O regente
substrato € constituido de uma solucdo tampao fosfato 0,19 M, contendo
cloreto de sédio 0,03 M, acido benzoico 0,07 M, estabilizantes e 400 mg/L de
amido soluvel, o pH da solucdo € 7,0. Em seguida, adicionou-se 4 uL da
solugdo denominada solucdo de iodo e aguardou-se 10 minutos para a
secagem do reagente em temperatura ambiente. A solucdo de iodo
concentrada do kit foi diluida com agua ultra pura para a seguinte
concentracdo, iodeto de potassio 25,2 mM e iodo 14 mM para 0 uso nos
MPADs, 7 vezes mais concentrada que para 0 uso em espectrofotbmetro,
para o qual se destina o uso comercial deste kit. Ap0s a etapa de secagem
da solucdo de iodo, aliquotas de 25 pL de amostra padrdo foram
adicionadas a ao inicio do canal microfluidico. A partir do fluxo vertical, a
amostra foi distribuida para as zonas de deteccdo através dos canais
microfluidicos. ApoOs a adicdo da amostra aguardou-se 15 minutos para

fazer a aquisicao da imagem via scanner.

Lipase
Para o ensaio de lipase, foram pipetadas aliquotas de 1,0 uL da
solucbes Reagente 1, Reagente 2, Reagente 3, Reagente 4 e Reagente 5 na

zona de deteccdo, pipetou-se um reagente de cada vez e esperou 10
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minutos em temperatura ambiente para promover a secagem do reagente
entre um reagente e outro. O Reagente 1 € constituido de uma solucao
tampdao tris(hidroximetil) aminometano 0,1 M e azida sédica 7,7 mM. A
solucdo de Reagente 2 é constituida de uma solucdo de fenil-metil-sufonil
fluoreto (PMSF) 20 mM em etanol. A solugcdo de Reagente 3 é constituido
de acetato de sodio 15 mM, &cido ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB) 3 mM e
azida sédica 7,7 mM. A solucdo de Reagente 4 € constituido por tributirato
de 2,3 dimercapto propanol 20 mM e lauril sulfato de so6dio 20 mM em
etanol. A solucdo de Reagente 5 é constituido lauril sulfato de soédio 27,6
mM. Apds a etapa de secagem da solucdo de Reagente 5, aliquotas de 25
puL de amostra padrdo foram adicionadas ao inicio do canal microfluidico. A
partir do fluxo vertical, a amostra foi distribuida para as zonas de deteccao
através dos canais microfluidicos. Apo6s a adicdo da amostra aguardou-se

15 minutos para fazer a aquisicdo da imagem via scanner.

3.9. Microscopia Eletronica de Varredura

Para o estudo morfoloégico de como a barreira hidrofobica de parafina
é formada nas fibras do papel foi utilizada a técnica de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), a caracterizacdo da superficie do substrato
de papel foi realizada antes e ap6s a etapa de carimbagem. Utilizou-se o
microscépido modelo JSM-6610 adquirido junto a JEOL (Waltham, MA,
EUA). Para realizar as analises de MEV, inicialmente realizou-se a
metalizacdo com ouro de duas pecas quadrada de papel (10 x 10 mm), uma
contendo apenas o papel nativo e outra com 0s microcanais carimbados,
posteriormente analisaram-se no microscopio. Estas analises foram
realizadas no Laboratorio Multiusuario de Microscopia de Alta Resolugéo

(LabMic), situado no Instituto de Fisica da Universidade Federal de Goias.

3.10. Microscopia Optica.

Para um estudo sobre a morfologia do papel e a efetividade das
barreiras hidrofobicas, dos dispositivos fabricados pela a técnica de
jateamento de cola, utilizou a técnica de microscopia Optica. Utilizou-se o
microscépio Optico bioldgico triocular modelo N107T adquirido junto a
Coleman Equipamentos para Laboratério® (Santo André, SP, Brasil). Para a
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andlise das fibras do papel antes e apds o jateamento, os dois tipos de papel
foi recortado na forma de quadrado (20 mm x 20 mm) e para coleta das
imagens foi utilizado a lente objetiva acromatica 10x/0.25. Para a verificacédo
da efetividade, da barreira hidrofobica feita de cola com sensibilizante foi
utilizada a lente objetiva acromatica 4x/0.10, foi feita a captura da imagem de
um UPADs na interface do canal microfluidico e da barreira de cola antes e

apos a adicao de corante azul no dispositivo.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Uso do Carimbo

4.1.1. Escolha da parafina e método de prototipagem

A parafina é um produto derivado do petréleo e, por ser classificada
como um hidrocarboneto saturado, apresenta-se como um material inerte e
com propriedades apolares. Além disso, esse material é altamente
hidrofébico, oferece propriedades termoplasticas e possui um ponto de fusao
entre 60 e 62 °C. Outro fator favoravel é que a parafina apresenta baixo
custo (aproximadamente R$ 3,00 por kilograma)(KENISARIN, 2014; OGDEN
et al., 2014). A parafina € um solido que varia de coloracéo entre branco e o
incolor e apresenta resisténcia a muitos compostos quimicos(YAGODA,
1937). Por estas qualidades descritas acima, a parafina se mostrou um
material bastante atrativo para seu 0 uso na construcdo de barreiras
hidrofébicas em microdispositivos analiticos em papel. A parafina por ser
basicamente constituida de hidrocarbonetos saturados possui um alto grau
de hidrofobicidade. Para demostrar esta caracteristica um papel nativo foi
imerso em solucdo de parafina liquida a 90°C em seguida retirou-se o papel
desta solucdo e deixou a parafina solidificar a temperatura ambiente. Em
seguida adicionou-se um volume de solugcdo aquosa de azul de metileno
(corante) sobre a superficie do papel parafinado como mostrado nas Figura
15 A e B. O alto grau de hidrofobicidade pode ser observado pelo angulo
formado pela gota de corante sobre o papel parafinado, jA o mesmo nao
ocorre quando um volume de solugéo aquosa de azul metileno € adicionada
sobre a superficie do papel nativo como mostrado nas Figura 15 C e D, onde
o papel absorve todo o volume de corante adicionado. Como o papel nativo
apresenta alto grau de hidrofilicidade ndo é formada uma gota sobre a
superficie do papel, sendo todo o volume da solucdo absorvida pelo papel.

Como mencionado anteriormente, Yagoda (YAGODA, 1937) e Muller
e Clegg (MULLER e CLEGG, 1949) foram os primeiros a demonstrar a
potencialidade do uso da parafina como um agente hidrofébico para geragéo
de barreiras hidrofobicas no papel. A partir destes trabalhos pioneiros e do

avanco na area da microfluidica, desenvolvemos a técnica de carimbagem

37

Thiago Miguel Garcia Cardoso



Resultados e Discussao

para a prototipagem rapida de dispositivos analiticos em papel. A principal
motivacdo esta relacionada com a possibilidade de conduzir mdultiplos
ensaios simultaneamente com deteccdo colorimétrica e consumo reduzido
de amostras e reagentes. Além disso, a busca por métodos simples, baratos
e rapidos tem despertado o interesse de muitos pesquisadores nessa area

multidisciplinar.

(A) (B)

(C) (D)

Figura 15. Diferenca de hidrofilicidade entre o papel de filtro quantitativo saturado com
parafina e o papel nativo. Foi colocado na superficie dos dois papeis uma gota de 10uL de
corante (azul de metileno) em agua. (A) Visao lateral da gota no papel saturado de parafina.
(B) Visao superior da gota no papel saturado de parafina. (C) Visdo lateral da gota no papel

nativo. (D) Viséo superior da gota no papel nativo.

Alguns grupos de pesquisa demonstraram recentemente o0
desenvolvimento de carimbos metalicos para prototipagem de dispositivos
analiticos em papel. Em 2012, Zhang e Zha (ZHANG e ZHA, 2012)
reportaram a construcdo de um molde em uma folha de cobre pela corrosao
deste metal e a utilizagdo de um ferro de passar para a transferéncia da

parafina para o papel. A desvantagem deste método € que o molde, apos a
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fabricacdo de cada dispositivo, deve passar novamente pela etapa de
impregnacao da parafina para ser novamente usado.

Em 2013, Curto e colaboradores (CURTO et al., 2013) desenvolveram
um carimbo elastomérico (em PDMS) que apresentava massa
aproximadamente igual a 500 gramas. O processo desenvolvido requer uma
sequéncia laboriosa de etapas, onde o tempo de fabricacdo € de 8 horas.
Em 2014, Zhang e colaboradores (ZHANG et al.,, 2014) divulgaram a
fabricacdo de um carimbo de ferro com ajuste magnético para uso de varias
geometrias, o qual pesava em torno de 500 gramas.

Em comparacdo com os trabalhos recentemente publicados, o
carimbo desenvolvido nesse trabalho exibe varias vantagens, como menor
peso, maior resisténcia mecanica e menor reatividade do material com o ar.
Em termos de peso e tempo de fabricagcdo, o carimbo fabricado em aco
inoxidavel apresenta 80 g e pode ser obtido em aproximadamente 4h. O
custo estimado por unidade é de R$ 150,00. As vantagens proporcionadas
pelo método de fabricacdo implementado ainda se somam a excelente
reprodutibilidade e a capacidade de producdo em massa. O numero de
UPADs fabricados com o carimbo utilizado nesse trabalho & superior a
10.000 unidades. A simplicidade de operacéo e o custo reduzido estimulam

0 uso em laboratérios com recursos limitados.

4.1.2. Geragéo | e Il dos carimbos

No desenvolvimento da tecnologia de fabricacdo baseada na
carimbagem, dois modelos diferentes de carimbos metalicos foram
confeccionados. O primeiro foi usinado na primeira etapa do trabalho,
guando ainda estavamos otimizando os parametros operacionais. Este
carimbo foi desenhado com a geometria de um canal Unico com dois
reservatorios nas extremidades (Geracdo [). O canal presente nessa
geometria apresentou comprimento de 50 mm e largura interna de 3 mm.
Considerando a espessura da borda, a largura total foi igual a 5 mm. Os
reservatorios (zonas de deteccdo) apresentaram diametros interno e externo

de 10 e 12 mm, respectivamente.
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Ap0s a otimizacdo dos parametros envolvidos (presséo, temperatura
e tempo) no processo de transferéncia da parafina, este carimbo comecgou a
ser usado para fabricacdo de dispositivos para analise de analitos de
interesse da area de diagnosticos. No entanto, a geometria definida na
geracdo | limitava-se a analise simultanea de apenas dois analitos. Levando-
se em consideragdo que o uso de sistemas analiticos miniaturizados permite
0 auto-processamento em paralelo, o fendébmeno do transporte microfluidico
sob acdo das forcas capilares — também conhecido como fluxo lateral — foi
explorado para conduzir até oito ensaios simultdneos em uma mesma
amostra de interesse. Nesse contexto, um segundo modelo de carimbo foi
confeccionado, que foi batizado de geracao Il

Na geracao Il, o carimbo foi fabricado no mesmo material (aco inox)
em uma geometria constituida de oito zonas de deteccéo interligadas por
canais microfluidicos a uma zona central. As dimensdes deste carimbo estédo
citadas na parte experimental. A zona central foi projetada para ocorrer a
adicdo da amostra para entdo ser transportada por fluxo lateral até as zonas
de deteccdo, as quais sdo, na maioria das aplicacbes, previamente
preparadas com a imobilizacdo ou impregnacao de reagentes cromdgenos.
O contato desses reagentes com 0 analito promove uma reacdo quimica que
leva a formacdo de um produto colorido, cuja intensidade esta
correlacionada com a concentragdo analitica. A Figura 16 ilustra as duas
geragcbdes dos carimbos desenvolvidos e os dispositivos microfluidicos

resultantes da tecnologia proposta.
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M“ "l M 9

Figura 16. (A) Imagem do carimbo geracdo | e o dispositivo fabricado com o respectivo
carimbo, sendo um canal Gnico com duas zonas de detec¢do; (B) imagem do carimbo
geracdao Il e o dispositivo fabricado com respectivo carimbo, sendo oito zonas de deteccéo

interligadas por canais microfluidicos a uma zona central de inje¢cdo de amostra.

4.1.3. Caracterizacéao

A criacdo de barreiras de parafina €& simples e pode ser
completamente construida em um intervalo da ordem de segundos.
Basicamente, quando o carimbo aquecido entra em contato com o papel
parafinado, a parafina se funde e penetra na estrutura porosa do papel
nativo, que se encontra na parte inferior do papel parafinado. Durante este
processo, as barreiras hidrofébicas séo definidas nas regibes onde o
carimbo entrou em contato com a superficie do papel nativo.

Ao investigar a transferéncia da parafina para formacdo da barreira
variando o tempo de carimbagem de 1 a 10 segundos e levando-se em
conta que esta técnica proposta baseia-se na fusdo da parafina, o tempo de
estampagem a uma pressao constante promove transferéncia de diferentes
guantidades de parafina para a superficie do papel nativo. Pode-se observar
na Figura 17 que a quantidade de parafina transferida do papel parafinado
para o papel nativo por dispositivo € de 15 para 35 mg, quando o tempo

aumenta de 1 para 10 segundos.
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Figura 17. Transferéncia de massa de parafina para o papel em diferentes tempos de

carimbagem.

Entretanto usando um carimbo nestas dimensdes e geometria, deve-
se evitar carimbagens com tempo superior a 5 segundos, pois comeca-se a
observar canais, parcialmente ou totalmente bloqueados pelo excesso de
parafina transferida. Além disso, observou-se que a massa transferida com
0os tempos de carimbagem acima de 6 segundos é bem similar. Este fato
pode ser atribuido a espessura das bordas do carimbo que entra em contato
com o papel parafinado, limitando assim a quantidade de parafina transferida
do papel parafinado para o papel nativo.

A Figura 18 mostra trés micrografias épticas de pPADs com tempo de
carimbagens de 2, 5, 10 segundos. Além da quantidade de parafina
transferida, a largura do canal e das barreiras hidrofébicas sdo dependentes
do tempo de carimbagem. As larguras dos canais e das barreiras variaram,
respectivamente de 2,5 para 2,0mm e de 1,4 para 2,2 mm quando o tempo
de carimbagem foi aumentado de 2 para 5 segundos. O fato visto é que os
canais sao totalmente bloqueados a partir de 10 segundos de carimbagem.
Baseado na imagem Optica mostrada na Figura 19, a parafina fundida no
processo de carimbagem penetra na superficie porosa do papel nas
orientacdes verticais e horizontais. Este fendbmeno justifica a mudanga da

largura dos canais e barreiras com o decorrer do tempo de carimbagem.
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(A) (B) (C)

1cm 1cm 1cm

Figura 18. O tempo de carimbagem é diretamente ligado a largura das barreiras
hidrofébicas bem como a largura dos canais. Tempo de carimbagem (A) 2 segundos, (B) 5

segundos e (C) 10 segundos.

Este processo produz barreiras hidrofébicas bastante efetivas,
conforme visualizado na Figura 19. Para representar o transporte fluidico
nos dispositivos fabricados com parafina, uma solucdo do corante azul de
metileno foi adicionada na zona central de pPADs carimbados com 2, 5 e
10 s. Conforme visualizado na Figura 19, ndo foram observados vazamentos
da solucdo nem na parte superior e nem na parte inferior do dispositivo, o
gue demonstra a efetividade da barreira hidrofébica. No entanto, conforme
discutido previamente, o tempo longo de carimbagem promove uma
obstrucao parcial ou total do canal definido pelas barreiras. Por estas razdes
apresentadas o tempo de carimbagem foi fixado em 2 segundos. Quando
comparado com outras técnicas de fabricacdo, o tempo requerido a

prototipagem baseada na carimbagem dos puPADs é relativamente pequeno.
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(A)

(B)

(C)
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Figura 19. Dispositivos fabricados em diferentes tempos de carimbagem (A) 2 segundos,
(B) 5 segundos, (C) 10 segundos preenchidos por corante em agua. As imagens a esquerda
mostram a face do papel onde se encontrava em contato com o papel saturado com

parafina e a direita a face inferior do papel no momento da carimbagem.

A ferramenta portatil de facil replicagem de pPADs ndo compromete a
reprodutibilidade de dispositivo para dispositivo, como pode se observar na
Figura 20. Para realizar esta analise, 50 dispositivos foram fabricados,
posteriormente escaneados juntamente com objeto de dimensdes
conhecida. As imagens adquiridas foram analisados com o auxilio do

software gréfico CorelDraw™, a largura dos canais microfluidicos e das
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barreiras hidrofobicas foram medidas e corrigidas para a dimensé&o real, com
auxilio da medida do objeto com dimens&es conhecidas. O valor médio para
a largura dos canais medidos em 50 pPADs fabricados sob as mesmas
condicbes experimentais foi igual a de 2,6 + 0,1 mm. Para cada dispositivo, a
largura foi medida em trés pontos diferentes com um desvio padrédo relativo

variando de 1 a 7%.
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Dispositivos
Figura 20. Medidas de largura dos canais de 50 dispositivos diferentes.

A morfologia da superficie dos dispositivos também foi estudada por
microscopia eletronica de varredura (MEV), visando compreender o
procedimento de criacdo das barreiras de parafina. As Figura 21A e Figura
21B mostram imagens de MEV da superficie de papel antes e depois da
carimbagem com parafina no papel nativo, respectivamente. Analisando
estas imagens € possivel observar que a estrutura porosa do papel €
preenchida com parafina depois da etapa de carimbagem, dando origem
assim as barreiras hidrofébicas, que sdo primordiais para aplicagbes
microfluidica. A Figura 21C exibe uma imagem de MEV mostrando um corte
da seccdo transversal do dispositivo, no qual pode ser visualizado a
definicdo do canal em papel com barreiras de parafina. Como ja mencionado
anteriormente, a parafina penetra verticalmente através da estrutura porosa

do papel definido as barreiras hidrofobicas depois da etapa de solidificagao.
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Da mesma forma que as larguras dos canais foram investigadas,
também investigamos a reprodutibilidade das barreiras hidrofébicas com o
tempo de carimbagem de 2 segundos. A largura da barreira apresentada foi

medida em 64 canais independentes, o valor médio é de 1,4 £0,1mm.

Figura 21. Imagens de MEV mostrando a estrutura do papel (A) antes e (B) ap0s etapa de
carimbagem, qual possibilita o recobrimento das fibras com parafina e (C) visédo

perpendicular do papel onde (i) barreira hidrofébica de parafina e (ii) canal hidrofilico.

Para avaliar a robustez dos chips fabricados pelo método de
estampagem a quente, em relacdo a variacdo de temperatura, dispositivos
foram estocados em 4 diferentes temperaturas (-4 °C, 8 °C, 25 °C e 37 °C)
por 15 dias, para verificar a possibilidade de ocorrer dilatacdo ou contracao
das larguras das barreiras hidrofébicas e dos canais microfluidicos. Este
teste foi realizado com 5 dispositivos estocados por temperatura. A largura
de cada canal microfluidico e cada barreira hidrofobica foi medido em 3
lugares diferentes (em cada extremidade e no meio), em cada dispositivo
foram realizadas medidas nos 8 canais microfluidicos. Como mostrado na
Figura 22 (A) ndo ha uma dilatacdo ou contracdo significativa na largura
dos canais microfluidicos, apds o periodo de estocagem, pois a diferenca
entre as larguras foi <1,2%. A Figura 22 (B) apresenta que as larguras das
barreiras hidrofébicas também n&o apresentaram diferenca significativa,

apos o periodo de estocagem a diferenca entre a largura das barreiras foi
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<1,9%. Estes resultados mostra que mesmo com uma variagdo muito

grande, ndo houve uma mudanca significativa na morfologia do dispositivo.

4,0 ~ —— 2,0 _
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Figura 22. Teste de robustez dos pPADs mostrando a estabilidade térmica da morfologia

dos dispositivos.

4.1.4. Desempenho Analitico

4.1.4.1. yPADs

O desempenho analitico dos WPADs fabricados pelo processo de
carimbagem foi investigado afim de verificar a sua viabilidade para a
determinacdo quantitativa de nitrito em amostras de origem biolégica
(saliva), alimenticia (salmoura de alimentos industrializados de origem
animal e dois produtos industrializados de origem animal). A Figura 23 ilustra
um pPADs usado para a realizagdo das analises de nitrito, sendo trés zonas
utilizadas para controle e cinco zonas para a realizacdo do ensaio de nitrito
utilizando a reacédo de Griess.

De acordo com a curva analitica apresentada na Figura 24, pode-se
observar que o ensaio colorimétrico para determinacao de nitrito apresentou
boa correlacao linear para a faixa de concentracéo entre 0 e 100 uM, no qual
o coeficiente de correlagéo foi igual a 0,993. O limite de detecc¢éo (LD) obtido
para o ensaio de nitrito nos pPADs foi igual a 11,3 pM. Esse valor foi
calculado levando-se em consideracdo a raz&do entre trés vezes o desvio

padrdo do branco e o coeficiente angular da curva analitica.
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Figura 23. Imagens opticas dos pPADs utilizados para analise de nitrito em amostra reais;
(A) imagem de um pPADs antes da aplicacdo da amostra com cinco zonas com reagentes
cromégenos em sua zona e trés zonas sem nada com a fun¢do de zona controle; (B)

imagem de um PPADs ap6s 15 minutos da injecdo de uma amostra de padrdo de 300 uM

de nitrito.
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Figura 24. Curva analitica para determinagdo de nitrito usando PPADs sem pré-

concentracdo. Equacéo da curva: Intensidade do sinal= -0,2985 +0,1763 [NO’,]. R*= 0,993.
(n=5)
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4.1.4.2. Espectrofotometria

Para comparacdo entre as técnicas (proposta versus padréao)
realizaram-se 0s mesmos testes com deteccdo usando o espectrofotdmetro,
construiu-se uma curva analitica com as concentracdes de padrdes variando
de 0 a 75 uM. De acordo com a curva analitica mostrada na Figura 25,
pode-se observar que os dados apresentaram boa correlacdo linear para a
faixa de concentracédo de 0 a 75 pM. O LD obtido foi de 0,16 uM, calculado

da mesma maneira descrita anteriormente.
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Figura 25. Curva analitica para determinagdo de nitrito usando o espectrofotbmetro.
Equacéo da curva: Intensidade do sinal= 0,001 + 0,047 [NO,]. R’= 0,997. (n=5).

Na Tabela 1 estd apresentada uma comparacdo dos parametros
analiticos, dos volumes utilizados e do custo da instrumentagdo entre os
MPADs e a espectrofotometria utilizadas para a analise de nitrito.

O preco de uma analise de nitrito nos uPADs é inferior a R$ 0,01.
Esse valor inclui os custos dos reagentes, do papel e da parafina. Por outro
lado, a analise no espectrofotdmetro apresenta custo unitario, pelo menos,
quatro vezes maior. Além disso, conforme apresentado na Tabela 1, o
volume necessario de cromégeno em uma analise no espectrofotdmetro
seria suficiente para fazer mais de 1000 analises nos WMPADs.
Adicionalmente, o volume de residuo gerado nos uPPADs é

aproximadamente 250 vezes menor do que espectrofotbmetro por analise.
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Outra vantagem que os UPADs apresentam € a portabilidade, pois
estas andlises ndo requerem instrumentacdo especifica. Usando-se a
deteccao colorimétrica, o método proposto requer apenas um instrumento de
captura de imagem e um software para aquisicdo dos dados. Este
instrumento pode ser um smartphone, um iPAD®, um microscépio portatil

com camera integrada ou um scanner de mao (SOUZA et al., 2014).

Tabela 1. Andlise comparativa da instrumentacdo e dos paradmetros analiticos associados

com os UPADs e a analise espectrofotométrica.

UPADs Espectrofotémetro
Limite de deteccéo (uUM) 11,3 0,16
Desvio Padrédo Relativo (%) 8-21% 0,02%
Sensibilidade Analitica 0,0176(U.A/uM) 0,0378(U.A/uM)
Coeficiente de Correlacao 0,993 0,997
Volume de amostra™ 40 pL 7,5 mL
Volume de cromégeno™ 0,75 pL 2,5mL
Custo da instrumentacéao R$ 1.600,00** R$ 3.000,00

™ Para cinco analises. **Considerando o uso de um computador e scanner de

mesa.

4.1.4.3. Amostras Reais

O nitrito nos alimentos industrializados de origem animal apresenta-se
como funcao principal e primordial de bactericida, a principal preocupacéo é
a Clostridium Botulinum, que causa o botulismo. O botulismo € uma doenca
onde a toxina gerada pela Clostridium Botulinum afeta o sistema nervoso
gerando uma paralisia dos musculos, quando esta toxina afeta o diafragma,
ele ndo exerce a contracdo e o paciente morre por asfixia. Outro beneficio
para a industria alimenticia € que a adicao de nitrito em alimentos fixa a cor
no alimento, assim dando um atrativo visual para o seu consumo pela
populacao.(NANTEL, 1999; PARDI et al., 2007).

A utilizacdo dos pPPADS para a analise de nitrito em alimentos
mostrou-se bastante eficiente, pois os valores encontrados foram similares

7

aos dados obtidos pela técnica de referéncia. Além disso, € importante
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salientar que o valor permitido pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) de nitrito de sédio residual em conserva de salsichas
é de 2,17 mM(MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2007). Este dispositivo se
torna um instrumento de analise em campo das amostras de alimentos de
origem animal durante a fiscalizagdo. Se o resultado de uma amostra estiver
fora dos parametros da legislacdo especifica serd possivel apreensdo de
lotes de produtos irregulares, sem a necessidade de coleta e transporte da
amostra para laboratério para analise posterior.

O nitrito na saliva pode ser um indicativo da quantidade de NO na
corrente sanguinea, pois a saliva contém muitos componentes derivados do
soro(GRIFFITHS, 2003). O NO tem uma funcéo primordial na vaso-dilatacao
dos vasos sanguineos e é convertido rapidamente em nitrato e nitrito nos
fluidos biolégicos (BLICHARZ et al., 2008). Neste trabalho avaliou-se a
saliva de trés pacientes do mesmo sexo, no qual apenas um deles consumia
em sua dieta suplemento alimentar a base de L-arginina, que é um
aminoacido fundamental na sintese precursora do NO.

A determinacao de nitrito em aguas é um parametro muito importante
para verificar qual o nivel de qualidade da agua, assim poderemos classificar
esta 4gua para 0 seu correto uso, como por exemplo, potavel ou apenas
para irrigacdo. A presenca de nitrito € um indicio que a carga de matéria
organica (origem animal e/ou vegetal) esta alta ou esta agua passou por um
processo de contaminacdo recente com matéria organica. A acdo de
bactérias ou microorganismos que decompdem a matéria organica
convertem nitrogénio amoniacal em nitrito como produto de decomposi¢ao
bioldgica. O nitrito € um estado intermediario no ciclo do nitrogénio, podendo
ser gerado pela oxidagdo da amdnia, como também pela reducao do nitrato.
Os processos de oxidacdo e reducdo do nitrito ocorrem naturalmente nas
adguas naturais ou induzidos por estacdes de tratamentos. Segundo a
legislacéo brasileira o 6rgéo regulador de qualidade de &gua no Brasil € 0
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)(AMBIENTE, 2005) que
regulamenta por meio de uma portaria que em aguas naturais, a
concentragdo maxima de nitrito € de 22 uM. Com o valor de concentracéo

que a portaria regulamenta e com o procedimento de pré-concentracdo
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podemos afirmar que os HPADs tem um grande potencial para ser usado
neste tipo de analise.

As amostras reais foram analisadas nos pPADs e também no método
espectrofotométrico. Quando a andlise de nitrito foi realizada nas amostras
de &gua de rio via espectrofotometria, observou-se que os valores
encontrados na amostra se encontravam abaixo do LD obtido nos pPADs .
Dessa forma, foi necessario realizar uma etapa de pré-concentracdo da
amostra, conforme detalhado na Parte Experimental. A Figura 26 apresenta
a curva analitica obtida apds a etapa de pré-concentracdo para uma faixa de

concentragdo de nitrito entre 0-25 puM.

"\15_

<

2

~ 12-

S

£

)

o 9-

g 5
T 61

S

° 15
2 3

9 |

= 04 25

0 5 10 15 20 25

Concentracao de nitrito (UM)

Figura 26. Curva analitica para determinacdo de nitrito usando pré-concentragdo nos
UPADs. Equacéo da curva: Intensidade do sinal= 0,1040 + 0,5636 [NO;]. R’= 0,997. (n=5)

Entretanto, quando comparamos as sensibilidades das duas curvas
analiticas a com pré-concentracdo e a sem pré-concentracdo, foi possivel
observar um fator de enriqguecimento da amostra de aproximadamente 3,5
vezes com a etapa de pré-concentracdo. O limite de deteccdo obtido apos a
etapa de pré-concentracao foi de 5,6 uM. Entdo com a utilizacdo da etapa de
pré-concentracdo € possivel a utilizacdo dos PPADs para andlise de

interesse ambiental.
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Na literatura trabalhos relatando o uso de PUPADs para a andlise de
nitrito, como de Xiao e colaboradores que relataram um limite de deteccéao
de 0,4694 pM de nitrito (XIAO et al., 2013), outros trabalhos relataram limites
de deteccéo entre 5 — 15 uM (KLASNER et al., 2010; METTERS et al., 2013;
BHAKTA et al., 2014; LI et al., 2014). O valor do limite de deteccao calculado
para este trabalho se encontra dentro da faixa para a maioria dos artigos
publicados, com excecdo para o artigo de Xiao e colaboradores, que
obtiveram um limite de deteccao 12 vezes menor.

Apés, a otimizacdo da etapa de pré-concentracdo para uso dos
HUPADs nas amostras de aguas de rio e a utilizacdo dos pPADs sem a etapa
de pré-concentracdo para as amostras de interesse clinico e de alimentos,
foi possivel a realizacdo dos ensaios com as amostras reais para
comparacao entre a metodologia proposta e metodologia convencional. Os
valores obtidos para as concentracfes de todas as amostras reais estao

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Valores das concentra¢des de nitrito encontradas em amostras reais através da

andlise colorimétrica nos pPADs e no espectrofotdmetro.

Método de referéncia

Amostra HUPADs (umol L™
(umol L™

Saliva #1 83,1+0,1 73+10
Saliva #2 171,5+0,1 176 = 22
Saliva #3 21,2+0,1 26 £7
Salmoura 105,9+0,1 103 +11
Salsicha 185,7+0,1 186 = 25
Presunto 150,0£0,2 149 £ 11
Agua de rio — Ponto A 2,8+0,2 <LD

Agua de rio — Ponto B 8,3+0,1 8+1
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Para verificar se houve diferenca significativa, entre os resultados
obtidos pela metodologia de analise proposta e metodologia de referéncia foi
realizado o teste estatistico t-student, com 95% de certeza e obteve um t-
calculado igual a 0,62 sendo que o t-critico é igual a 2,57. Com os resultados
obtidos € possivel afirma com 95% de certeza que ndo existe diferenca
significativa entre os dois resultados.

Conforme apresentado na Tabela 2, os valores encontrados com uso
dos PPADs foram similares com os dados obtidos com a técnica de
referéncia. No entanto, mesmo nao tendo validado o método proposto, pode-
se concluir que os dispositivos propostos nesse trabalho apresentam
elevado potencial para analises semi-quantitativa. O monitoramento de nitrito
em amostras clinicas é de extrema importancia. Além do exemplo
apresentado, o nitrito pode ser um indicativo de infeccdo bacteriana em
amostras de urina. No meio ambiente, o0 nitrito também apresenta sua
importancia em amostras de agua e solo, o qual faz parte do processo
relacionado ao ciclo do nitrogénio.

A vantagem do uso dos pPADs em relacéo as técnicas convencionais
de analise (por exemplo a espectrofotometria) para a detec¢do de analitos
de interesse ambiental é que a andlise pode ser conduzida em campo, em
seguida da coleta da amostra. As amostras ambientais podem sofrer
alteracdes quimicas e biologicas se sua coleta, armazenamento e transporte
nao forem efetuados de forma correta, gerando resultados que n&o condiz
com concentracdes da amostra em seu equilibrio no meio ambiente. Um
exemplo dessas alteragcbes pode ser que, ap0s uma coleta um micro-
organismo continue oxidando um composto gerando uma maior
concentracdo deste composto oxidado, quando esta amostra for analisada
posteriormente em laboratorio dard uma concentragdo acima, da

concentracéo real da amostra no meio ambiente.

4.2. Uso da cola escolar
4.2.1. Cola Branca ou Cola escolar
A cola branca é constituida de uma emulséo de acetato de poli(vinila)

em agua. Compostos com grupamento esteres como o acetato de poli(vinila)
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podem sofrer hidrélise em meio fortemente acido ou alcalino. O produto da
reacdo de hidrélise € o alcool de poli(vinila), que apresenta alta solubilidade
em agua(ARANHA e LUCAS, 2001).

A cola branca, apds o tempo de cura recomendado pelo fabricante,
apresenta carater hidrofobico devido a etapa de polimerizagdo. Mesmo
assim, € possivel observar que a solubilizacdo da cola em solu¢des aquosas
em curtos intervalos de tempo (30-45 min). A emulsdo de acetato de
poli(vinila) em agua sem adicdo de aditivos polimeriza em um tipo de
polimerizagdo chamada de linear. Quando se adiciona um aditivo a base de
bicromato® ou um diazo® e expdem a radiacdo UV/Vis a uma polimerizacéo
cruzada. Na polimerizacdo cruzada, estes aditivos reagem nos grupos
reativos do polimero e se ligam entre dois monémeros ou mais monémeros
assim formando interacdo (quando se formam complexos) e ligacoes
(quando a ligacdes covalentes entre os monomeros) (GRIMM, HILKE e
SCHARRER, 1983). Quando o acetato de polivinila é polimerizado usando
aditivos e radiacdo UV/visivel para promover ligacdes cruzadas observa-se
que torna-se totalmente insollvel em meio neutro ou em acidez e basicidade

branda.

4.2.1. Escolha da cola e processo de jateamento

A emulsdo de acetato de polivinila em agua (cola branca ou cola
escolar) € uma solucao atéxica, com propriedades elastbmeras e um custo
baixo (de aproximadamente R$ 15,00 por kilograma)(MESQUITA, 2002). A
cola branca pode ser encontrada em qualquer regido no mundo. A
metodologia desenvolvida apresenta uma grande facilidade para ser
adaptada em escala industrial, pois 0s equipamentos necessarios
apresentam um baixo custo de aquisicdo mesmo em modelos industriais,
com baixo custo de manutencao; outra vantagem desta metodologia é que o
processo exige um baixo gasto energético para a sua execucao.

Pelo motivo apresentado acima ha a necessidade de adicionar um
aditivo a solucdo de cola para realizarmos em vez de uma polimerizacdo
com ligacdes linear, realizarmos uma polimerizacdo com ligagdes cruzadas.

A ligacdo cruzada dard uma maior caracteristica hidrofébica ao material
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apos sua etapa de cura (polimerizacdo). O aditivo escolhido foi os
sensibilizantes serigraficos podendo ser o bicromato para ser sensibilizado
com radiacdo visivel ou o diazo para ser sensibilizado com radiacéo
ultravioleta com comprimento de onda entre 400-350 nm (comprimento de
onda informado pelo fabricante).

Esta metodologia de fabricagcdo de UPADs se torna ecologicamente
correta quando se utiliza o sensibilizante serigrafico a base de Diazo
(denominacdo a um sensibilizante serigrafico a base de diazo). Esse
sensibilizante quando exposto a radiacdo ultravioleta de comprimento de
onda entre 400-350 nm provoca a fotopolimerizagéo do acetato de polivinila
de forma cruzada.

Os sensibilizantes apresentam custo relativamente barato. Levando-
se em consideracao o custo-beneficio oferecido na efetividade das barreiras
hidrofébicas, um frasco de Bicromato para sensibilizar 1 kg de cola comercial
custa aproximadamente R$ 5,00 e um frasco do Diazo para sensibilizar 1 kg
de cola comercial custa aproximadamente R$ 12,00.

Entretanto a barreira formada com cola branca e sensibilizante
bicromato mesmo depois de curada ndo oferece uma barreira tdo efetiva
quando se trabalha com solucBes extremamente acidas e basicas. Nos
testes realizados, observou-se uma perda da sua efetividade provocada
provavelmente por uma polimerizacdo incompleta do acetato de poli(vinila).
O estudo para a verificacdo de uma efetiva barreira hidrofébica em
condicdes extremamente &cida e basica com o uso do diazo como
sensibilizante nédo foi realizado por falta de tempo, mas é um estudo que
sera realizado em breve.

O custo final dos dispositivos fabricados com o jateamento de cola
branca e sensibilizante serigrafico: é de R$ 0,07 para o dispositivo com a

geometria de para oito analise simultdnea e R$ 0,03 para geometria de T.

4.2.2. Caracterizacdo morfologica
Para avaliar a reprodutibilidade dos dispositivos confeccionados pela
técnica de jateamento de solucao de cola, foram fabricados 25 pPADs com a

mascara contendo um canal microfluidico de 4 mm. A largura do canal foi

56

Thiago Miguel Garcia Cardoso



Resultados e Discussao

medido nos 25 PPADs independentes e obteve-se um valor médio de 3,5 +
0,2mm.

A resolucdo minima obtida foi com a mascara de 1 mm como
mostrada na Figura 27, mas o fator limitante desta resolucéo € a cortadora a
laser que ao cortar a manta magnética, ela provoca um aquecimento na
regido das bordas da méscara. Consequentemente, a mascara com canais
de 1 mm é deformada pelo aquecimento do polimero durante o processo de
corte e apos o resfriamento a mascara fica empenada. Também quando se
realizou a tentativa de corte com dimensdes menores de 1 mm ao retirar a
mascara da manta magnética a mascara quebrava, pois perdia toda
resisténcia mecanica durante o corte provocada pelo processo de
aguecimento e resfriamento. Uma alternativa para conseguir dimensdes

menores de canais € 0 uso de uma impressora de corte modelo silhouette®.

o Gy

Figura 27. Imagens 6pticas de dispositivos fabricados com méscaras de diferentes larguras
de canais, (A) 4 mm (B) 3 mm (C) 2 mm e (D) 1 mm.

A Figura 28 mostra em (A) uma regiao da fibra de um papel nativo, ou
seja, regido protegida pela mascara durante o processo de jateamento; (B)
uma regiao onde houve o jateamento de cola, para formagao de uma regido
hidrofébica, para possibilitar a criacdo de barreiras hidrofébicas para formar
caminhos para guiar a solucéo; (C) a interface entre o canal microfluidico (a
esquerda) e barreira hidrofébica (a direita); (D) a efetividade da barreira

hidrofébica (o canal microfluidico foi preenchido com um corante azul).
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Figura 28. Imagem de microscopia 6ptica (A) fibras do papel nativo, (B) das fibras do papel
com cola e sensibilizante, (C) de uma regido de interface entre um canal microfluidico e a
barreira hidrofébica de cola com sensibilizante e (D) de uma regido de interface entre um
canal microfluidico e a barreira hidrofébica de cola com sensibilizante e com o canal

hidrofilico preenchido com solu¢éo aquosa de azul de metileno (corante azul).

Como observado na Figura 28 a barreira hidrofébica de cola mostrou-
se efetiva para delimitar caminhos microfluidicos para solu¢gfes aquosa, pois

a solucdo aquosa nao penetrou a barreira hidrofébica.

4.3. Ensaios Clinicos multiplexados

A geometria com oito zonas de andlise apresenta uma grande
potencialidade para a realizacdo da urinalise, pois a urina € um fluido
biolégico que sua coleta é realizada de forma nédo invasiva. A urina € um
fluido que ndo necessita de pré-tratamento da amostra para sua analise.
Através do laudo de uma urinalise, o0 médico em um pronto socorro ja pode
conduzir melhor o tratamento para o paciente. Outra aplicacdo deste tipo de
exame acompanhamento das concentragdes de algum analito para

monitoramento durante um tratamento médico(BURTIS, ASHWOOD e
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BRUNS, 2008; MCPHERSON e PINCUS, 2011). A Figura 29 ilustra um teste
preliminar apresentando oito ensaios simultdneos para analise de espécies
clinicamente relevantes e presentes na urina, o volume utilizado de amostra
utilizado para realizar a urinalise foi de apenas 150 pL. Neste estudo, foi
realizado ensaio para glicose, acido urico, albumina, nitrito, ureia, bilirrubina,
corpos cetdnicos e pH. As colora¢gBes dos regentes cromOgenos nas zonas
de deteccdo antes da adicdo da amostra foram: incolor (glicose), incolor
(acido durico), amarelo gema (albumina), incolor (nitrito), incolor (ureia),

incolor (corpos cetdnicos) e vermelho-alaranjado (pH).

(1)

Bl P N

(3)

. , - @
(5)

Figura 29. A imagem monstra um ensaio multiplexado para uma urinalise em um pPADs
fabricado pela técnica de jateamento de cola com sensibilizante, com fluxo lateral para o
transporte da amostra, os analitos analisados foram: (1) glicose, (2) &cido drico, (3)

albumina, (4) nitrito, (5) ureia, (6) bilirrubina, (7) corpos cetbnicos e (8) pH.

A bilirrubina geralmente é derivada da porcdo heme da hemoglobina,
gquando a hemoglobina velha é degradada pelo organismo forma a
bilirrubina. Todas as fracdes da bilirrubina a direta (hidrossoltvel) e indireta

(hidro insolavel), ndo sao excretadas pela urina. Quando os rins comecam a
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excretar a bilirrubina, através da urina € um indicativo que a concentracao de
bilirrubina na corrente sanguinea se encontra em niveis e elevados. Quando
a bilirrubina se encontra com niveis elevados € um marcador de que pode
estar sendo uma obstrucdo das vias biliares ou lesdo de hepatdcitos. No
caso de uma obstrucdo das vias biliares é necessario uma intervencao
cirirgica com urgéncia para a desobstrucao das vias (BURTIS, ASHWOOD
e BRUNS, 2008).

Os corpos cetbnicos (acetona, &acido hidroxibutirico e acido
acetoacético) sao produtos de metabolismo incompleto de lipideos. Quando
0 organismo comeca a consumir lipideos como fonte de energia em vez de
carboidratos, 0os corpos cetdnicos sdo encontrados na urina como marcador
desta disfuncao. Os lipideos sdo consumidos nas seguintes ocasifes: como
a diabetes mellitus ndo controlada, jejum prolongado e raras doencas
metabdlicas hereditarias (BURTIS, ASHWOOD e BRUNS, 2008;
MCPHERSON e PINCUS, 2011).

A ureia é o principal produto final do metabolismo proteico. Os rins
tem a funcdo de eliminar o excesso de ureia da corrente sanguinea no
processo de filtracdo, se 0 paciente comeca apresentar quantidades
inferiores de ureia na urina pode ser um indicativo de que o paciente esta
com problemas de insuficiéncia renal (BURTIS, ASHWOOD e BRUNS,
2008).

O pH normal da urina é aproximadamente 6,0. Alteracdo de pH para
valores acima de 6,0 ou urina basica pode indicar duas possiveis alteracoes,
sendo a primeira uma infec¢do urinaria onde as bactérias estdo convertendo
ureia em amodnia, ou presenca de alguns cristais como de fosfatos e
carbonatos de calcio. Outro teste que pode ser usado para complementar a
suspeita de infeccdo é o teste para nitrito. Alteracdo de pH para valores
abaixo de 6,0 pode indicar a presenca de cristais como por exemplo o
oxalato de calcio e acido urico(BURTIS, ASHWOOD e BRUNS, 2008;
MCPHERSON e PINCUS, 2011).

O acido urico € o produto de degradacédo da purina no organismo
humano, a purina € um tipo de proteinas contido em alguns alimentos. O

acido urico é facilmente eliminado pela a urina, mas se houver algum
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problema renal os rins podem comecar ndo excretar o acido urico. O &cido
arico em concentracdes acima do normal comeca a precipitar,
principalmente nas articulacdes dos membros do corpo na forma de cristais,
dando origem a “gota”. A gota provocar dores nas articulagdes e até
processos inflamatdrios. Outro problema que podem ser acarretados por
altas concentracfes de acido Urico no sangue sdo a formacgéo de calculos
renais e um aumento no risco de acidentes cardiovasculares(BURTIS,
ASHWOOD e BRUNS, 2008).

A deteccao de nitrito na urina se faz importante, pois varias bactérias
que provocam infec¢@o urinaria convertem nitrato em nitrito. O nitrato € um
composto presente na urina de todos os seres humanos. Mas o teste de
nitrito ndo é teste conclusivo, este teste € apenas para uma triagem rapida
do paciente para um diagndstico conclusivo de infeccdo urinaria se faz
necessaria a urocultura, que € um ensaio mais demorado. Mas com 0 ensaio
de nitrito positivo e alguns exames de sangue rapido, ja é possivel constatar
uma infeccao na urina e comecgar um tratamento, enquanto a urocultura ndo
aponta especificamente a bactéria que esta provocando a infeccédo e qual o
estado da infeccdo(MCPHERSON e PINCUS, 2011).

A albumina é uma proteina produzida pelo figado e é responséavel
pela circulacdo nos vasos sem que haja a formacédo de edemas, 0s rins sao
responsaveis em filtrar e devolver a corrente sanguinea, o sangue sem
excretar a albumina. Se for detectada albumina requer uma investigagcéo
profunda, pois indica uma alteracdo no sistema renal(BURTIS, ASHWOOD e
BRUNS, 2008; MCPHERSON e PINCUS, 2011).

A glicose é a principal fonte de energia do nosso organismo. A glicose
esta presente no sangue para distribuida aos tecidos. A presenca de glicose
na urina tem dois significados; o primeiro € que se 0s rins estiverem com
alguma alteracdo ele comecard excretar a glicose na urina durante o
processo de filtragdo do sangue ou o segundo caso é se o niveis de glicose
estiverem muito altos no sangue, com valores acima de 180 mg/dL,
sugerindo algum tipo do diabetes mellitus(BURTIS, ASHWOOD e BRUNS,
2008; MCPHERSON e PINCUS, 2011).
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4.4. Diagnostico de Pancreatite — Ensaios Preliminares

A pancreatite € uma doenca onde ha uma disfuncdo no péancreas,
gerando uma disfuncdo das enzimas produzidas pelo pancreas para a
digestdo dos alimentos. Quando ocorre esta disfuncdo no pancreas estas
enzimas (amilase e lipase) tém suas concentragdes na corrente sanguinea
aumentada. A amilase e a lipase sdo enzimas produzidas no pancreas para
realizar a digestdo de amido e glicogénio no intestino delgado. Estas
enzimas sao utilizadas como marcadores para o diagnoéstico de pancreatite.
A presenca de ambas em altas concentracdes na corrente sanguinea indica
que esté ocorrendo alguma disfuncao no pancreas, como por exemplo, uma
inflamacdo (BURTIS, ASHWOOD e BRUNS, 2008; MCPHERSON e
PINCUS, 2011). Se a pancreatite ndo for diagnosticada rapidamente, ela
pode evoluir para um cancer de pancreas, sendo este um dos mais letais
tipos de cancer(FRANCIS et al., 2013). A Figura 30 ilustra um ensaio para
diagnoéstico de pancreatite utilizando-se o fluxo vertical para o transporte da

amostra. Neste caso necessita de um pré-tratamento da amostra que

consiste em separar 0 soro do sangue bruto.

Figura 30. A imagem mostra um dispositivo fabricado pela técnica de jateamento de cola
com sensibilizante, com fluxo vertical para o transporte da amostra, os analitos analisados
foram (I) amilase e (ll) lipase. Imagens com as etapas da andlise sao (A) o uPADs com o0s
reagentes cromogenos especificos nas zonas de deteccdo, (B) aplicagdo da amostra por

fluxo vertical e (C) o uPADs ap6s 15 minutos de injegdo da amostra.

Vale ressaltar que todos os ensaios que foram realizados nos
dispositivos de papel com barreiras de cola com sensibilizante foram
realizados com analitos na faixa clinica, mas de forma qualitativa. Estudos
mais aprofundados estdo sendo viabilizada por outros pesquisadores do

grupo de pesquisa.
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5. Conclusoes

A partir dos dados apresentados, pode-se concluir que os métodos de
fabricacbes propostos neste trabalho apresentam elevada potencialidade
para a area da microfluidica, em especial, para a producdo de pPADs
direcionados para aplicagcbes analiticas sem instrumentacdo sofisticada.
Quando comparado aos métodos ja descritos na literatura, o uso do carimbo
apresentou simplicidade, robustez, baixo custo, alta resisténcia mecanica e
baixa reatividade quimica. Mesmo sendo um processo artesanal (até o
momento), a reprodutibilidade entre os dispositivos fabricados se mostrou
satisfatorio, pois o desvio padrao relativo entre a largura dos canais de 50
diferentes dispositivos foi <4%. O uso do carimbo de um mesmo carimbo ja
permitiu a fabricacdo de uma quantidade de protétipos superior a 10.000
unidades.

Em termos de aplicacdes, pode-se afirmar que hd um campo infinito
para ser explorado. Nesse trabalho, mostraram-se aplicagbes em amostras
biolégicas, de alimentos e ambiental; através da quantificacdo da
concentracdo nitrito. O limite de deteccdo para a andlise de nitrito nos
UPADs sem a etapa de pré-concentracao foi de 11,3 uM e com a etapa de
pré-concentracdo foi de 5,6 uM. Mesmo usando um método de deteccdo
baseado na captura de imagens digitais, o erro obtido em comparagédo com
uma técnica de referéncia (espectrofotometria) e pela aplicacdo dos testes
estatisticos ndo houve diferenca estatistica entre os resultados da técnica
convencional e proposta.

O método de fabricacdo com o jateamento de cola com sensibilizante
serigrafico demonstrou ser uma técnica simples, facil, de baixo custo e com
facil adaptagdo para a producdo industrial, apresentou uma boa
reprodutibilidade das larguras dos canais fabricados. Uma grande vantagem
deste dispositivo foi a versatilidade para a realizacdo de varias geometrias
possibilitando a realizacdo de ensaio qualitativo como urindlise e
pancreatites. Utilizando a geometria com oito zonas de deteccéo foi
realizada a urinalise com analise dos seguintes analitos através do fluxo

lateral: glicose, acido uarico, albumina, nitrito, ureia, corpos cetonicos,
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bilirrubina e pH. A geometria de T foi utilizada para ensaios para diagnosticar
pancreatite os analitos foram amilase e lipase.

Estas técnicas de fabricacdo de pPADs apresentadas se mostraram
bastante atrativas para ser implementadas em laboratorios que possuem
recurso limitados tanto para infra-estrutura, como também para material de
consumo. A instrumentacdo necessaria para a implementacdo destas duas
técnicas de fabricacdo exige investimento minimo, além de ndo requerer
materiais de consumo com preco elevado quando comparado com técnicas
convencionais.

Além da possibilidade de implementacdo em laboratérios com
recursos limitados, estes métodos de fabricacdo também pode ser
facilmente adaptados para ser implementados em escala industrial.

Cada um dos dispositivos apresentados possui uma vantagem em
relacdo ao outro. Os PPADs fabricados com a barreira de parafina tem a
vantagem deste material ser mais inerte em relacdo a ataque por solucdes
quimicas quando comparado com os chips fabricado com barreiras de cola
branca, mas este chip possui uma menor resisténcia mecanica, pois se
houver mal uso ou estocagem a barreira de parafina pode ser quebrada
provocando vazamento de solu¢des dos canais microfluidicos. Entretanto os
chips fabricados com barreiras de cola branca possui uma menor resisténcia
a solucbes quimicas quando comparado com a parafina, mas possui uma
maior resisténcia mecanica ao ser movimentado, sem o risco da barreira de

cola branca quebrar.
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6. Perspectivas Futuras

As proximas etapas deste trabalho estardo divididas em duas
vertentes: uma estara ligada a otimizagdo do processo de fabricacdo dos
dispositivos com cola escolar e outra as a aplicagcbes dos dispositivos

fabricados pelos dois métodos de fabricacao.

6.1 Otimizacao do processo de fabricacdo pelo método de jateamento.
A proxima etapa de fabricacdo dos dispositivos pelo método de
jateamento de cola sera a troca do sensibilizante a base de bicromato para a
base de sal diazo. Apesar do bicromato em solugao de acetato de poli(vinila)
exposto a luz ndo represente risco a saude (pois o cromio esta com ndamero
de oxidacdo 3+), 0 seu manuseio antes de exposicdo a dever ser procedida
com cuidado, pois € uma substancia téxica (pois o crobmio esta com numero
de oxidacdo 6+). Neste processo devera ser otimizado o tipo de lampada
mais adequado e o tempo de exposicao. Outro fator que deve ser melhorado

é a efetividade da barreira hidrofobica para solucées com pH extremos.

6.2 Aplicacdes dos dispositivos.

Uma das etapas sera desenvolvimento de métodos para realizacao de
andlise de diversos analitos, nas diversas areas como diagndsticos clinicos,
alimentos, ambientais e forenses. Outra etapa sera a realizacdo dos ensaios
guantitativos dos analitos para urinalise, pancreatites e disturbios lipidicos.
Subsequentemente, uma das etapas primordiais, sera a validacdo dos
dispositivos em parceria com LACES-UFG (Laboratério de Andlise Clinica e
Ensino de Saude da Universidade Federal de Goias).

Atualmente, ja se encontra em andamento o estudo de criagdo de
barreiras hidrofobicas com uso da técnica de carimbagem, para aplicar em
analises quantitativas utilizando o paper-spray e espectrometria massa, em
parceria com o professor Boniek Gontijo Vaz do Instituto de Quimica da
UFG. Os dispositivos jA se encontram em uso para desenvolvimento de
métodos de imobilizagdo de enzima, para melhorar a uniformidade de color
nas zonas de deteccao (evitar o efeito de lavagem), estdo sendo estudadas
varias estratégias como o uso de modificacdo quimica do papel, uso de

nano-materiais e bio-materiais.
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As figuras abaixo apresentam o0s esquemas reacionais dos ensaios

colorimétricos realizados nos dispositivos de papel.

NO,; HO

H2N023\©\ ’: :‘ H2N025\©\
NH, 5"

Sulfanilamida
y X .
NED
HoNOLS
O, Q N
Diazo Composto
Figura A- 1. Esquema reacional para detecc¢do de nitrito. Figura adaptada

de (BHAKTA et al., 2014) com permissao. Copyright (2014) com permisséao

Elsevier.

R U S

0, H,0;
21"+ 2 H*+ H,0, Peroxidase, 9.0 +1,

4], —— 1

Figura A- 2. Esquema reacional para deteccéo de glicose. Figura adaptada
de (FRANSSEN et al.,, 2013) com permissdo da The Royal Society of
Chemistry.
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i o
N VOH H,N-C-N N_ O
Uricase
| +2HO 10, _Uricase _ Y +co,+m0,
X b NH
HO | N i O
Acido Urico Alantoina
OH SO3H
ci SOH  HN CHy
+ + 2H,0, Peroxidase o N ﬁ(cm + 4H0
N — N
o b]l/ \CH3 cl [e] 7 hll/ \CH:‘
Cl CeHs CeHs
DBHS 4-AAP Antipirilguinonimina

Figura A- 3. Esquema reacional para a deteccdo de acido urico. Figura
adaptada (FOSSATI, PRENCIPE e BERTI, 1980) com permisséo. Copyright

(1980) com permissdo da American Association for Clinical Chemistry.

—> Complexo
Azul

Azul de Tetrabromofenol

Figura A- 4. Esquema reacional para a detecg¢ao de albumina.

HO
0 0
0 N 0]
+ H,N —_—
(@]

OH OH

Acido acetoacético Glicina Imina OH

HO,
N 0
+ NasFe(CN)sNO — Produto de coloragdo magenta
0
OH

Imina

Figura A- 5. Esquema reacional para a deteccdo dos corpos cetbnicos.
Figura adaptada (KLASNER et al., 2010) com permissdao da Springer

Science and Business Media.
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O
] N/”\NH + HZO Urease > 2NH, + CO,
2 2

0 2-

I 00
W Complexo
NH; + OH+ "OCI + | Ze=recl || + OH === azul
m esverdeado
N
Nitroprussiato Salicilato
de sodio de sddio

Figura A- 6. Esquema reacional da deteccéo de ureia.

i
HO—S=0
+ NO-, — Diazo composto de
coloracao magenta
NH,
I Acido
Bilirrubina Sulfanilico

Figura A- 7. Esquema reacional da deteccéo de bilirrubina.

Solucéo de amido + Kl + [, Formac;r_;lo de um composto
soluvel cinza-azulado

Descoloracéo do

Composto cinza-azulado + Amilase —> .
composto cinza-azulado

Figura A- 8. Esquema reacional da deteccéo de amilase.
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; , Lipase ., L, . , .
Tio éster ——> Tio&lcool + acido butirico

Tioalcool + DTNB ——

Composto de coloracao
amarela

Figura A- 9. Esquema reacional da deteccdo de Lipase.
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