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RESUMO

A integracdo de sistemas microfluidicos baseados em fios té€xteis com a detec¢do eletroquimica
apresenta vantagens como simplicidade, facilidade de miniaturizacio, baixo consumo de amostra,
baixo custo e intimeras possibilidades de configuracdes. Entretanto, a evaporacdo dos fluidos e,
consequentemente, a dificuldade em se manter a vazio constante sdo algumas das limitagdes destes
sistemas. Outro fator importante esti relacionado com a necessidade do descarte total destes
sistemas apds os estudos. Assim, neste trabalho é proposto o desenvolvimento de um sistema
microfluidico alternativo a base de fios té€xteis fabricado com materiais de baixo custo e acoplado
a deteccdo amperométrica. Seringas foram empregadas como reservatdrios de entrada e saida, os
quais foram fixados em uma placa de polimetilmetacrilato. Fios téxteis foram inseridos em tubos
de polietileno, trazendo beneficios como a diminui¢do da evaporacdo do solvente da solucdo
transportadora e tornando o sistema mais robusto € menos susceptivel a contaminagdes. Ao
conjunto fio/tubo foram acoplados, perpendicularmente, trés fios de platina, empregados como
eletrodos de pseudo-referéncia, trabalho e auxiliar. Ao reservatério de saida foram adicionados
algoddes, o que favoreceu a capacidade absorvente do sistema, aumentando a capilaridade, além
de permitir que, apds as medidas, o dispositivo fosse reutilizado apenas com a troca do algodao.
Estudos comparativos entre dois tipos de fios téxteis (gaze e barbante) foram realizados e, em
seguida, ferrocianeto foi empregado para a otimizagdo dos principais parametros do sistema:
dimensdes dos reservatdrios de saida e entrada, distancia entre injetor e detector, volume e nimero
maximo de injecOes e vazao. Para a avaliacdo da potencialidade analitica do dispositivo, dopamina,
peroxido de hidrogénio e TBHQ foram empregados como analitos modelo, sendo obtidas
linearidades adequadas (R? > 0,99) e valores de limites de detec¢io compativeis com os relatados
na literatura. Na tltima etapa, o sistema microfluidico foi utilizado como uma alternativa para a
determinac¢do de nitrito em amostras de salivas artificiais. Estudos de adicdo e recuperacao foram
realizados para uma faixa de concentragio de 30-100 pumol L, sendo obtidos valores de
recuperagdo proximos a 100% (87,9-111%). Desta forma, este trabalho descreve uma ferramenta
analitica promissora de baixo custo, que contorna algumas limitagdes indicadas na literatura,
apresentando potencialidade para andlises em campo, uma vez que descarta o uso de bombas
externas, gera baixas quantidades de residuos e apresenta um desempenho analitico satisfatorio.

Palavras-Chave: miniaturizacao; fios téxteis; dispositivos microfluidicos; eletroquimica; nitrito.



ABSTRACT
The integration of thread-based microfluidic devices with electrochemical detection shows
advantages such as simplicity, ease of miniaturization, low sample consumption, low cost, and
numerous possibilities of configurations. However, the fluid evaporation and difficulty in
maintaining a constant flow are some limitations of these systems. In addition, many of these
systems are completely disposable after studies. Thus, in this work, it is proposed the development
of an alternative thread-based microfluidic device manufactured with low-cost materials and
coupled to amperometric detection. Syringes were used as inlet and outlet reservoirs, which were
fixed on a poly(methyl methacrylate) plate. The textile threads were inserted into polyethylene
tubes, resulting in some advantages such as decreased evaporation of the solvent from carrier
solution, making the system more robust and less susceptible to contamination. Three platinum
wires were coupled to the thread/tube set, and they were used as pseudo-reference, work, and
auxiliary electrodes. Cotton was added to the outlet reservoir, favoring the absorbing capacity of
the system, increasing capillary strength, in addition to allowing, after the measurements, the
device to be reused only by changing cotton at the outlet reservoir. Comparative studies between
two types of textile thread (gauze and string) were carried out and the ferrocyanide was employed
for the optimization of the main parameters of the system: dimensions of the inlet and outlet
reservoirs, the distance between injection and detector, volume, and a maximum number of
injections and flow rate. To evaluate the analytical potential of the device, dopamine, hydrogen
peroxide, and TBHQ were used as model analytes, being obtained adequate linearities (R? > 0.99)
and values of detection limits compatible with those reported in the literature. In the last stage, the
microfluidic system was used for the determination of nitrite in artificial saliva samples. Addition
and recovery studies were conducted for a concentration range of 30-100 umol L', and recovery
values close to 100% (87.9-111%) were obtained. Thus, this work describes a promising, low-cost
analytical tool that circumvents some limitations indicated in the literature, presenting the potential
for analysis in the field, since it precludes the use of external pumps, drastically reducing the

generation of waste, and has satisfactory analytical performance.

Keywords: miniaturization; textile threads; microfluidic devices; electrochemistry; nitrite.
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1. INTRODUCAO

1.1 Sistemas miniaturizados

Nas ultimas décadas, o termo “miniaturizacao” vem sendo cada vez mais discutido,
empregado e almejado nas mais diversas 4reas da industria e pesquisa. A miniaturizacdo comecgou
a ganhar destaque a partir dos anos 60, uma vez que, neste periodo, comecaram a ser produzidos
dispositivos eletronicos miniaturizados, o que influenciou diretamente na informatica, inddstrias
automobilisticas, telecomunicacdes e medicina, favorecendo no desenvolvimento de seus produtos
e equipamentos (EHRFELD, 2003). Com a miniaturiza¢do, almejava-se o aumento do desempenho
destes dispositivos mais do que a diminui¢ao do tamanho. No entanto, ndo s6 estas vantagens, mas
outras também foram alcangadas: andlises mais rapidas, menor custo de fabricacdo e diminuic¢io
da quantidade de residuos gerados e de reagentes e amostras consumidos.

A utilizac@o de tecnologias convencionais de microfabricacdo, como os diversos tipos de
litografia (MADOU, 2002), e tecnologias alternativas, como a microfabricacdo por moldagem
(BECKER & GARTNER, 2000), e processo de impressio direta (LAGO, et al., 2003), propiciaram
a fabricacdo de microestruturas com boas resolugdes, permitindo, assim, o aumento de
possibilidades e maior desenvolvimento de dispositivos miniaturizados, com um destaque para o
surgimento de sistemas analiticos miniaturizados. A busca pela miniaturizacdo dos sistemas
analiticos também se deu em consequéncia da necessidade de andlises que requeressem de
pequenos volumes de amostras, produzissem menor quantidade de residuos, fossem mais baratas,
rapidas e utilizassem de instrumentos de ficil manuseio. Em diversas areas da pesquisa,
dispositivos analiticos miniaturizados tém sido aplicados e consolidados, possibilitando que estes
beneficios antes almejados fossem alcancados (COLTRO, et al., 2007). Uma das é&reas
influenciadas por esta nova tendéncia foi a quimica analitica, estendendo seus beneficios também
para a chamada Quimica Verde (TOTOLI & SALGADO, 2020; COLTRO, et al., 2007).

A primeira proposta de um dispositivo analitico miniaturizado foi apresentada nos anos 70,
sendo este um cromatdgrafo de fase gasosa confeccionado em lamina circular de silicio, com
diametro de 5 cm e um detector de condutividade térmica (TERRY, et al., 1979). Neste sistema,
fol introduzido uma valvula de injecdo e uma coluna de separacdo de 1,5 m de comprimento.

Porém, em consequéncia da falta de experiéncia tecnoldgica relacionada a métodos de separacao,
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este sistema ndo foi bem aceito por parte da comunidade cientifica, fazendo com que estudos
posteriores relacionados a miniaturizagdo fossem direcionados ao desenvolvimento de
microvalvulas, microbombas e sensores quimicos (COLTRO, et al., 2007).

A miniaturiza¢do de sistemas analiticos ganhou um novo destaque no inicio dos anos 90,
quando Manz et al. apresentaram um sistema miniaturizado para cromatografia em fase liquida
(MANZ, et al., 1990), o qual foi produzido usando substrato de silicio com dimensdes de 5 x 5 cm
contendo uma coluna tubular aberta, sendo integrado a um detector condutométrico. A partir disso,
diferentes técnicas instrumentais comegaram a ser desenvolvidas em escalas reduzidas para as mais
diversas aplicacdes, como a eletroforese capilar (DISPAS, et al., 2021), cromatografia gasosa
(TERRY, et al.; 1979; GRAS, et al., 2018) e andlise por injecdo em fluxo (FIA) (GRANICA, et
al., 2018). A passagem da escala macro para a escala micro permitiu, em muitos casos, 0 aumento
do desempenho destes dispositivos, possibilitando a realizacdo de um maior nimero de etapas para
a andlise em um unico sistema, e garantindo uma maior portabilidade dos mesmos (REYES, et al.,
2002; RIOS, et al., 2012).

Com a possibilidade de se integrar mais de uma etapa analitica em um tnico dispositivo,
surgiu entdo o conceito de microssistemas de andlises totais (W TASs), ou Lab-on-chip (LOC). Esta
proposta permite a integracdo de etapas que normalmente sdo realizadas em laboratérios, como
vérias formas de pré-tratamento de amostras, reagdes quimicas, separacdes analiticas e detec¢ao
(RfOS, et al., 2012), utilizando-se de um unico dispositivo, tornando-se relevante para diversas
areas, tais como as de interesses ambientais e relacionadas com o campo clinico.

Neste sentido, outro conceito de dispositivos miniaturizados surgiu para atender as
necessidades de andlises em campo, ou seja, além do laboratorio. Os “Point-of-Care” (POC) vem
sendo utilizados, em sua maioria, para andlises clinicas (TUDOS, et al., 2001), uma vez que
possibilitam diagnésticos mais rapidos e eficazes, contribuindo para o inicio precoce de
tratamentos, diminuindo gastos e utilizando uma menor quantidade de amostra (MAHMOUDI, et
al., 2020). Como mencionado, todos estes fatores juntamente com a portabilidade, conduziram a
um consideravel desenvolvimento de sistemas analiticos na ordem de microescala nos dltimos anos
(COLTRO, et al., 2007). A Figura 1 apresenta a evolu¢do do nimero de publicacdes relacionadas
ao desenvolvimento e aplicacdo de dispositivos analiticos miniaturizados no periodo de 1990 a

2020, de acordo com a base de dados da Web of Science, com as seguintes palavras-chave:
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“miniaturized system, micro total analysis system, microfluidic devices, lab on a chip e point-of-

care.”

Figura 1. Evolucdo do nimero de publicacdes relacionadas aos dispositivos miniaturizados entre 1990 e
2020.
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Fonte: Propria.

De acordo com a Figura 1, € possivel observar um crescimento exponencial de aplicacdes
que se utilizam de dispositivos miniaturizados sob a forma de LOC e POC. Além destas
possibilidades, a miniaturizagao de dispositivos possibilitou a difusdo de um novo campo definido

como microfluidica.

1.1.1 Sistemas microfluidicos

Como consequéncia da tendéncia de miniaturizacdo, a microfluidica tem se destacado por
ser uma importante ferramenta na diminuicdo da escala de dispositivos, uma vez que oferece
possibilidades de diminuir o consumo de reagentes e amostra, integrar mais de uma etapa analitica
em um mesmo dispositivo e tornar as analises mais rapidas. A microfluidica é caracterizada como
a ciéncia e tecnologia de sistemas que permite a manipulacio de pequenos volumes de fluidos em
canais com dimensdes na ordem de micrometros (WHITESIDES, 2006), e as primeiras aplicacoes

destes sistemas foram em analises.
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Quatro fatores favoreceram a origem e desenvolvimento da microfluidica. O primeiro deles
esta relacionado com o inicio da confeccdo de sistemas de analise em microescala, como a
cromatografia gasosa (CG), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e eletroforese capilar
(CE), aumentando assim o interesse na busca por sistemas ainda mais compactos, eficientes e que
se utilizassem de pequenas quantidades de amostras para as anéalises. O segundo fator surgiu apds
o fim da guerra fria, quando o Departamento de Defesa dos EUA (DARPA) apoiou programas que
tinham como objetivo o desenvolvimento de sistemas microfluidicos para deteccdo de ameacas
quimicas e bioldgicas. O terceiro aspecto esta relacionado com o campo da biologia molecular,
uma vez que, o avanco desta drea, como a evolugdo da gendmica, requeria métodos analiticos que
utilizassem pequenos volumes de amostras e obtivessem maior sensibilidade e resolucdo. Desta
forma, a microfluidica se apresentou como uma possibilidade de obtencdo de dispositivos que
apresentassem estas caracteristicas. O quarto fator estd relacionado com a producdo dos
microeletronicos, os quais, inicialmente, foram confeccionados por meio da fotolitografia. Assim,
esta técnica também comecou a ser utilizada para o desenvolvimento de sistemas microfluidicos
(WHITESIDES, 2006). Outro beneficio que possibilitou estas e outras aplicagdes iniciais da
microfluidica estd relacionado com o fluxo laminar das solu¢cdes com a passagem da escala
“macro” para a “micro”, o qual permite um controle mais eficaz de alguns parametros, como a
velocidade de mistura e concentra¢do dos reagentes (DOU, et al., 2017; SQUIRES & QUAKE,
2005).

Os dispositivos microfluidicos analiticos sdo normalmente constituidos de componentes
como: reservatorios, canais microfluidicos e instrumentos para propulsdo de fluidos (NGE,
ROGERS, WOOLLEY, 2013). Além disso, sistemas microfluidicos podem ser integrados as
diversas formas de detec¢dao, como a colorimétrica, fluorimétrica e eletroquimica (FU & WANG,
2018). Dentre estas, os sensores eletroquimicos se destacam como detectores acoplados aos
sistemas microfluidicos, uma vez que possibilitam o aumento da versatilidade destes sistemas.
Além disso, a facilidade de miniaturizagdo do sistema eletroquimico, sem a diminuicao
significativa da sensibilidade, contribui na integracao dos eletrodos a estes dispositivos. Em razao
destes beneficios, esta drea compreende um amplo campo cientifico com crescimento expressivo
nas dltimas trés décadas (FERNANDEZ, et al., 2019).

Para a fabricacao destes dispositivos, uma gama de materiais tem sido avaliada, dado que a

escolha do material para a construcdo e aplicacdo destes sistemas é uma etapa importante no
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processo. Nesta etapa, devem ser observadas algumas caracteristicas como: biocompatibilidade,
custo, propriedades Opticas e elétricas, facilidade de fabricacdo, flexibilidade e possibilidade de
integracdo entre bombas e microvélvulas, além dos detectores (CARVALHO, et al., 2021).

Os primeiros sistemas microfluidicos utilizados foram construidos empregando materiais
como silicio e vidro (RAMSEY & RAMSEY, 1997; MARTYNOVA, et al., 1997). Estes materiais
foram amplamente empregados em funcdo de caracteristicas como a alta condutividade térmica do
silicio, e a eficiéncia na dissipacdo de calor, resisténcia quimica a solventes orginicos e
transparéncia Optica do vidro. Entretanto, estes materiais foram sendo gradativamente substituidos,
uma vez que apresentam certas limitacdes associadas a construcao dos microcanais e a necessidade
de bombas externas para impulso de fluxo (OLIVEIRA, et al., 2019). Outro fator que tem
impulsionado estas substituicdes € o custo relativamente alto de fabricacdo, uma vez que
necessitam de processos de confec¢do mais sofisticados e demorados.

Os polimeros tém sido uma alternativa amplamente utilizada para a constru¢do de sistemas
microfluidicos, sendo estes relativamente baratos e facilmente modelados e modificados
(BINYAMIN, et al., 2003). Os primeiros relatos de fabricacdo de sistemas a base de polimeros
para aplicacdes microfluidicas se deram em meados da década de 90. Estes sistemas foram
patenteados, mas ndo foram inicialmente publicados abertamente na literatura (BECKER &
LOCASCIO, 2002). Porém, em 1997, empresas iniciaram um maior investimento em tecnologias
microfluidicas, fazendo com que se aumentasse a busca na utiliza¢do de polimeros como substratos
para estes sistemas. Assim, o aumento das possibilidades de instrumentos e técnicas que
permitissem a fabricac@o destes dispositivos, como a impressao, estampagem a quente, litografia,
entre outros, possibilitou o aumento da aplicacdo dos mesmos (BECKER & LOCASCIO, 2002).

Nesta perspectiva, Dossi et al. desenvolveram um dispositivo eletroquimico utilizando-se
de uma placa de PVC como substrato. Neste dispositivo, os eletrodos foram desenhados em moldes
confeccionados através do desgaste da superficie e, por fim, o dispositivo foi integrado a canais
microfluidicos com utilizacao de fitas. Conectores de HPLC foram integrados ao dispositivo para
que pudessem ser utilizados como canais para uma bomba peristéltica e injetor. O fluxo de 0,5 mL
min™! foi controlado por meio da bomba. O desempenho analitico do dispositivo foi avaliado
através da quantificacdo de acido ascorbico em farmacos, sendo obtidos 3,2 pumol L'e 10,7
umol L como limites de deteccdo e quantificacdo, respectivamente (DOSSI, et al., 2019). Além

do PVC, outros polimeros como polimetilmetacrilato (PMMA) (ZHANG, et al., 2009),
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poli(tereftalato de etileno) (PET) (LIU, et al., 2006) e poliestireno (PS) (ROBERTS, et al., 1997)
sdo bastante empregados em dispositivos microfluidicos devido ao seu baixo custo e propriedades
mecanicas e elétricas compativeis as aplicacgoes.

Ainda que estes materiais oferecam vantagens, os mesmos também requerem instrumentos
externos para a propulsdo dos fluidos, dificultando a portabilidade destes dispositivos, ou de
estratégias como controle da hidrofilicidade e geometria dos canais (KO, et al., 2003), tornando-
os mais complexos e caros. Desta forma, dispositivos a base de papeis (UPADs) e a base de fios
téxteis (WTADs) tém surgido como alternativas interessantes (Figura 2), visto que dispensam a
utilizagdo de bombas externas, uma vez que os fluidos sdo transportados por capilaridade,
aumentando a portabilidade. Além disso, esses materiais apresentam vantagens como baixo custo,

diversas possibilidades de configuracdes, alta disponibilidade de matéria-prima, leveza e

biocompatibilidade (WENG, et al., 2019).

Figura 2. Linha do tempo dos substratos utilizados na construcio de sistemas microfluidicos.
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Fonte: Adaptado de AUGUSTINI, et al., 2021.

1.1.1.1 Dispositivos microfluidicos a base de papeis (WPADs)

A utilizacdo do papel como um material para substrato em andlises é datada desde os anos
de 1800, na utilizagdo do papel tornassol (CATE, et al., 2015). Este material apresenta diversas
vantagens, sendo caracterizado por ser um material renovavel, descartivel, facilmente modificado,
transportado e armazenado. Estas e outras caracteristicas conduziram o emprego deste material
para aplicacdes como os “spot tests” (WEST, 1945) e papeis cromatograficos na separacao de
aminoacidos (CONSDEN, et al., 1944). Além destas aplicacoes, o papel foi utilizado,

posteriormente, como uma alternativa para a constru¢do de novos sistemas microfluidicos
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(ATAIDE, et al., 2020). Em 2007, Matinez et al. introduziram os chamados uPADs (do inglés
Microfluidic Paper-based Analytical Devices) a microfluidica como uma alternativa na deteccdo
de glicose e proteinas totais (MARTINEZ, er al., 2007; MARTINEZ, et al., 2008). O dispositivo

desenvolvido, conforme apresentado na Figura 3, foi produzido utilizando-se da fotolitografia.

Figura 3. Dispositivo microfluidico a base de papel com detec¢ao colorimétrica desenvolvido por Martinez,
et al., 2007.

T

adigao de uma solugao
contendo glicose e proteinas

Fonte: Adaptado de MARTINEZ, et al., 2007.

Nestes dispositivos, foram construidas barreiras hidrofébicas responsaveis por conter a
solucdo dentro do canal hidrofilico, evitando vazamento das solu¢des e auxiliando o percurso das
mesmas no papel. Seguindo a mesma linha, o autor descreve em outro trabalho de revisido as
diversas vantagens relacionadas ao uso do papel em dispositivos que permitem a realizacdo de
andlises de cunho clinico, como as andlises colorimétricas, uma vez que a coloracdo do papel
(geralmente de colorac@o branca) fornece um forte contraste com um substrato colorido. Além
disso, visto que o papel € inflamavel, apds a realizacdo de um diagndstico, os mesmos podem ser
facilmente descartados por incineragdo. Desta forma, estes dispositivos trazem beneficios para
paises em desenvolvimento, ou locais onde nao ha infraestrutura necessaria para a obtencdo de
equipamentos convencionais de anédlises (MARTINEZ, et al., 2010; CHENG, et al., 2010).

Para a construcdo dos dispositivos microfluidicos, os canais podem ser fabricados
empregando-se diversas técnicas, como a fotolitografia (LI, ef al., 2003), utilizacdo de tintas
(CURTO, et al., 2013), screen-printing (HUA, et al., 2007, TROFIMCHUK, et al., 2020) e
impressdo a cera (FAVA, et al., 2019; SECHI, et al., 2013). O processo de fabricacdo e
padronizacdo destes canais € de extrema importancia, uma vez que as dimensdes dos canais

influenciam no espalhamento e taxa de absor¢do da solugdo.
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Por outro lado, uma das principais limitagdes apresentadas pelos dispositivos a base de
papel € a manutencdo do fluxo constante durante o processo de andlise. Tal limitagcdo é ocasionada,
muitas vezes, pela evaporacdo das solucdes durante o processo de migragcdo da solucdo (MALON,
et al., 2017). De acordo com a técnica de deteccdo empregada no sistema microfluidico, o fluxo
constante durante toda a analise € um fator importante para obter respostas repetitivas e confidveis.
Algumas estratégias para superar esta limitacdo sdo demonstradas na literatura. Nesta perspectiva,
Pradela e al. utilizaram fitas adesivas para selar o dispositivo microfluidico a base de papel
acoplado a deteccdo eletroquimica com eletrodos termoplasticos. O sistema foi aplicado na
quantificacdo de 4cido cafeico em amostras de chd, sendo obtidos limites de deteccdo (LOD) e
quantificacdo (LOQ) de 2,5 e 8,3 umol LI, respectivamente (PRADELA-FILHO, et al., 2020).
Embora os uPADs apresentem inumeras vantagens, a baixa resisténcia mecanica, flexibilidade
limitada, necessidade de confec¢do de barreiras hidrofobicas e necessidade de um novo dispositivo
apos saturagdo do reservatdrio de saida sdo algumas dificuldades frequentemente encontradas para

aplicacdo destes dispositivos (AGUILAR, et al., 2020; CARVALHO, et al., 2021).

1.1.1.2 Dispositivos microfluidicos a base de fios téxteis (uUTADs)

Embora os fios téxteis sejam materiais antigos na civilizacdo, sua utilizagdo em dispositivos
microfluidicos € recente. Os substratos a base de fios téxteis t€ém sido estudados e utilizados como
uma alternativa muito atrativa para aplicagdo em sensores, como a utilizacdo de fios eletronicos
para o monitoramento da saude humana (CARPI & ROSSI, 2005). Além destas aplicacdes,
recentemente os fios téxteis vém sendo utilizados na area microfluidica, conforme apresentado na

Figura 4.
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Figura 4. Evolu¢do do nimero de publicacdes relacionadas aos dispositivos microfluidicos a base de fios
téxteis entre 2010 e 2020. Pesquisa realizada através da base de dados da Web of Science, com as seguintes
palavras-chave: thread microfludic.
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Fonte: Propria.

Os uTADs (do inglés thread-based microfluidic device) (SUAREZ, et al., 2020)
apresentam como principal caracteristica a utilizacdo de fios para a constru¢do de microcanais,
como algodao, nylon, 13, ou outras fibras que apresentem propriedades de absorcdo e facilitem o
fluxo de fluidos. Estes fios podem ser divididos em dois grandes grupos: fios de obtencao natural,
como algodao e 13, e fios sintéticos, como o nylon e poliéster. Os fios de obten¢do natural
apresentam morfologias superficiais irregulares, enquanto a superficie dos fios sintéticos € mais
regular e lisa (AUGUSTINI, et al., 2021). O primeiro relato da utilizacdo dos fios téxteis na
confeccdo de sistemas microfluidicos é datado no ano de 2010, quando Li et al. descreveram a
utilizagdo de fios de algodao para a determinacd@o colorimétrica de biomarcadores (nitrito e acido

urico), conforme apresentado na Figura 5 (LI, er al., 2010).
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Figura 5. Dispositivo microfluidico a base de fios té€xteis com detec¢do colorimétrica de nitrito e 4cido
urico, desenvolvido por Li, et al., 2010.

Ao 125 250 500 1000 puM

2

5 mm
Fonte: LI, et al., 2010.

Utilizado em muitas aplicagdes, o algodao € a fibra téxtil natural mais importante, tendo
como fung¢do natural a protecdo e promog¢do da dispersdo de sementes (O’CONOR, 1972). O
algoddo cru, matéria prima para barbantes, contém em sua composi¢do principalmente celulose
(95%), polimero linear (b-D-glicopiranose) e constituintes nao celulosicos, incluindo proteinas,
aminoécidos, polissacarideos, ceras, entre outros (WAKELYN, 2006). Morfologicamente, as fibras
de algoddo apresentam fitas de aparéncia torcida, e sua resisténcia mecanica pode ser aumentada
em um fator de 25% quando molhadas (HEARLE, 2006). Além disso, a presenca de grupos
hidroxila faz com que o algoddo apresente uma alta hidrofilicidade. Assim como os fios de algodao,
os diversos tipos de fios téxteis sao formados por combina¢des de um ou mais tipos de fibras, as
quais sdo pecas alongadas e arredondadas provenientes dos mais diversos materiais.

Outras caracteristicas destes substratos sdo: alta disponibilidade, baixo custo, maior
resisténcia mecanica do que o papel, auséncia da necessidade de barreiras hidrofobicas,
possibilidade de modificacdo das propriedades das fibras, apresentam agdo capilar, fazendo com
que ndo sejam necessarios instrumentos externos para o transporte de solugdes e potencialidade
para aplicacdo dos dispositivos construidos utilizando-se de diferentes detectores, como os
eletroquimicos (WENG, et al., 2019). Neste contexto, Augustini et al. reportaram a construcao de
um dispositivo microfluidico de baixo custo com detec¢ado eletroquimica, no qual fios de algodao
foram utilizados como canais microfluidicos. Este dispositivo foi aplicado para a determinagdo

amperométrica de acetaminofeno (ACT) e diclofenaco (DCF), sendo obtidos limites de deteccao
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(LOD) e quantificacio (LOQ) de 1,4 e 4,7 umol L', respectivamente para ACT, e 2,5 e 8,3 umol
L, respectivamente para DCF. A Figura 6 ilustra o dispositivo confeccionado com alguns

resultados apresentados pelos autores.

Figura 6. A) Dispositivo microfluidico a base de fios téxteis empregado na determinagdo de acetaminofeno
e diclofenaco desenvolvido por Augustini, ef al., 2016. B) Amperogramas de multiplos pulsos obtidos para
as amostras dos farmacos.
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Fonte: Adaptado de AUGUSTINI, et al., 2016.

Além das vantagens mencionadas, a utilizacdo de fios téxteis em dispositivos
microfluidicos permite a facil modificagdo do comportamento do fluxo com a variacdo de designs,
como a criagdo de redes (trancas, tric0), nds, utilizacdo de varios fios em paralelo, ou a utilizacao

de fios em suportes com diferentes alturas entre os reservatdrios (Figura 7).
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Figura 7. A) Interruptores para controle de fluxo fabricado com um unico filamento de fio téxtil. Adaptado
de Ballerini, et al., 2011; B) Redes fabricadas com fios téxteis e nds para aplicagdo como um circuito
microfluidico. Adaptado de Safavieh, ef al., 2011; C) Dispositivo a base de fios téxteis com geometria Y
utilizado para sintese quimica. Adaptado de Banerjee, et al., 2013; D) Dispositivo microfluidico a base de
fios téxteis fabricado por meio de uma impressora 3D por Oliveira, et al., 2019.

(A) Unico Fio (8) ~ Conjunto de Fios

Fio Téxtil

(D) Fios entre reservatorios
com diferentes alturas

Fonte: Adaptado de AUGUSTINI, et al., 2021.

Neste contexto, Oliveira et al. desenvolveram um sistema microfluidico a base de fios
téxteis para a determinacdo nao enzimatica de glucose, conforme apresentado na Figura 7D. A este
dispositivo, eletrodos impressos modificados com nanotubos de carbono e NiOOH foram
empregados para a deteccao eletroquimica. O dispositivo foi fabricado por meio de uma impressora
3D e, para a construcdo dos canais hidrofilicos, foram utilizados fios de gaze. O método proposto
foi empregado na determinacdo de glucose em soro de sangue humano comercial, sendo obtidos
limites de deteccdo (LOD) e limites de quantificacdo (LOQ) de 3,9 e 13 umol L'!, respectivamente
(OLIVEIRA, et al., 2019). Como demonstrado, sistemas microfluidicos a base de fios téxteis tém
sido aplicados para determinacdo de biomarcadores em amostras biolégicas (ARROYO, et al.,
2020), inseticidas em alimentos (JING, et al., 2021), metais (SUAREZ, et al., 2020), entre outros.
No ambito de andlises de interesse bioldgico, estes sistemas apresentam grande potencial para a
realizagdo de diagnoésticos em diferentes fluidos corporais, como sangue, urina e saliva, 0s quais

contém informacoes de relevancia clinica.
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Os uTADs apresentam algumas vantagens frente aos uPADs, como a auséncia da etapa de
constru¢do de barreiras hidrofébicas para direcionar o fluxo no sistema, uma vez que o fluxo é
realizado apenas no fio. Entretanto, a evaporacao das solu¢des durante os estudos, a dificuldade de
se manter uma vazao constante e a necessidade de renovar todo o sistema apds a saturagao do
reservatorio de saida sdo ainda algumas limitacdes encontradas para ambos os substratos, papel e
fios téxteis. Neste sentindo, pesquisas estdo sendo realizadas para superar tais limitacdes, a fim de
permitir uma melhora no desempenho analitico dos sistemas microfluidicos fabricados com esses
substratos, garantindo andlises repetitivas e confidveis, em conjunto com uma maior portabilidade,

fazendo com que seja possivel utiliza-los para diversas aplicacoes.
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2. OBJETIVOS

Tendo em vista as potencialidades da utilizacdo de fios té€xteis para a construcao de sistemas
microfluidicos e, levando em consideracdo algumas limitag¢des relacionadas a estes dispositivos, o
objetivo geral deste trabalho foi desenvolver, otimizar e aplicar um sistema microfluidico
alternativo a base de fios téxteis e algoddo acoplado a detec¢do eletroquimica. Os objetivos
especificos deste trabalho incluem: avaliar se a inser¢do dos fios téxteis em tubos de polietileno é
vantajosa, avaliar o desempenho analitico deste dispositivo com detec¢do amperométrica para

alguns analitos modelo e para a determinacao de nitrito em amostras de saliva sintética.
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3. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi dividido em quatro etapas. A primeira consistiu na montagem do sistema
microfluidico com detec¢do amperométrica e avaliacdo de seu funcionamento. Na segunda etapa,
o fon ferrocianeto foi utilizado como sonda eletroquimica para a otimizacdo de alguns parametros
operacionais, tais como: dimensdes dos reservatdrios de saida e entrada, distincia entre injetor e
detector, volume e nimero maximo de injecdes e vazao. Na terceira etapa, com o intuito de avaliar
as potencialidades analiticas do sistema proposto, foram construidas curvas analiticas para
diferentes analitos modelo: dopamina, peréxido de hidrogénio e TBHQ. Na quarta e tltima etapa,

o sistema microfluidico foi aplicado para a determina¢do de nitrito em amostras de saliva sintética.

3.1 Reagentes e solucoes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico e empregados sem
qualquer etapa de purificagdo. Para o preparo das solucdes aquosas foi utilizada dgua ultrapura
proveniente de um ultrapurificador da marca Megapurity® (Billerica, USA) capaz de produzir 4gua
padrao ASTM tipo 1, com resistividade proxima a 18,3 MQ cm.

A solugdo de cloreto de potissio na concentracao de 0,1 mol L', utilizada como eletrélito
suporte e solucdo transportadora, foi preparada a partir do sal de KC1 (99%, Vetec®, Rio de Janeiro,
Brasil). A solu¢do tampdo fosfato 0,1 mol L foi preparada a partir de fosfato de potéssio
monobdsico e fosfato de potassio dibasico (98%, Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). Para o preparo da
solucdo de ferrocianeto de potassio em KCl, empregada como sonda eletroquimica nas etapas I, 11
e III, foi utilizado o sal K4[Fe(CN)s] (99%, ECIBRA®). Acido perclorico (72%, Isofar, Rio de
Janeiro, Brasil) foi utilizado nas analises amperométricas realizadas em meio aquoso, nas quais o
tert-butil hidroquinona (TBHQ, 98% Across, New Jersley, USA) foi empregado como um analito
modelo. Dopamina (Sigma-Aldrich®, Sao Paulo, Brasil) e per6xido de hidrogénio (30%, Isofar,
Rio de Janeiro, Brasil) também foram usados como analitos modelo, ambos preparados em tampao
fosfato 0,1 mol L. Solucdo de 4cido sulfiirico (95,98%, Impex, Brasil) 0,5 mol L' foi utilizada
para limpeza dos eletrodos. Para as anélises de nitrito nas amostras de saliva sintética, foram
preparados padrdes de nitrito, a partir de nitrito de soédio (99%, Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) em

tampao fosfato para construcio das curvas analiticas. Foram avaliadas salivas sintéticas preparadas
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em laboratdrio e obtida comercialmente. Para o preparo da saliva em laboratorio foram utilizados
os sais de cloreto de s6dio (99,9%, LS Chemicals, Ribeirdo Preto, Brasil), cloreto de potassio (99%,
Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), cloreto de amonio (99,5%, Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e sulfato
de s6dio anidro (99%, Impex, Varginha, Brasil). Ja a saliva artificial obtida comercialmente
(Homeogarvil, Ituiutaba, Brasil) foi preparada a partir de carboximetilcelulose (CMC- 1%), cloreto
de magnésio (0,005%), cloreto de potassio (0,149%) e benzoato de sédio (0,1%), em agua

ultrapura.

3.2 Instrumentacao

As medidas eletroquimicas foram realizadas empregando-se um potenciostato/galvanostato
Autolab, modelo pAutolab tipo Il interfaceado a um microcomputador e gerenciado pelo software
NOVA versido 2.1.4. Para os estudos envolvendo o sistema microfluidico, a técnica adotada foi a
amperometria. Para os estudos de determinacdo dos respectivos potenciais de oxidacao dos analitos
estudados, utilizando-se de uma célula eletroquimica convencional, a técnica adotada foi a
voltametria ciclica.

Imagens de microscopia Otica foram obtidas a partir de um microscépio USB (Cooling
Tech, China), modelo 1600. Para uma caracterizacido fisica dos canais microfluidicos, foram
realizados calculos dimensionais dos canais por meio das imagens obtidas, utilizando do software

AxionVision® LE, versdo 4.8.2.0 (Carl Zeiss Microlmaging, Jena, Alemanha).

3.3 Fabricacao do sistema microfluidico acoplado a deteccao eletroquimica

O sistema microfluidico foi desenvolvido utilizando materiais alternativos, conforme

apresentado na Figura 8.
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Figura 8. Materiais utilizados para a fabricagdo do dispositivo microfluidico acoplado a deteccdo
eletroquimica. (A-B) Seringas descartaveis; (C) Placa de PMMA; (D) Algodao; (E) Fios téxteis; (F) Tubo
de polietileno; (G) Eletrodos de platina.

Fonte: Propria.

Com auxilio de cola ep6xi (Araldite Profissional), seringas descartiveis de 1 (A) e 3 mL
(B) (Descarpack, Brasil) foram fixadas em uma placa de polimetilmetacrilato (PMMA) (C) e
empregadas como reservatorios de entrada e saida, respectivamente. Chumacos de algodao
(Cremer S. A., Blumenau, Brasil) (D) foram adicionados ao reservatério de saida para o aumento
da capacidade absorvente do sistema. O canal microfluidico construido a partir de fios téxteis (E)
e tubo de polietileno (F) com tamanho de 5 cm foi conectado entre os reservatorios, mantidos a 1
cm de altura em relacdo a placa de PMMA. Um pequeno orificio (inje¢do) foi produzido neste tubo
a uma distancia de 1 cm do reservatdrio de entrada para que as injecdes na ordem de microlitros
fossem realizadas por meio de uma micropipeta convencional. Como sistema de detec¢do, trés fios
de platina de aproximadamente 2 cm (G), os quais foram utilizados como eletrodos de pseudo-
referéncia, trabalho e auxiliar, foram conectados, perpendicularmente, ao canal microfluidico.
Estes fios foram fixados a conexdes maiores para facilitar a conexao ao potenciostato. A escolha
dos fios de Pt para a deteccdo foi baseada em estudos prévios realizados pelo grupo de pesquisa
(PAIOLA, et al, 2017; OLIVEIRA, et al., 2021). A Figura 9 esquematiza o procedimento de

montagem do dispositivo, sendo uma imagem do dispositivo completo apresentado na Figura 10.
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Figura 9. Representacdo esquematica do procedimento de montagem do sistema microfluidico. (1) Fixacdo
dos reservatdrios de entrada e saida na placa de PMMA; (2) Insercdo do fio téxtil ao tubo de polietileno,
adi¢ao dos eletrodos ao conjunto tubo/fio e conexao do canal microfluidico entre os reservatérios de entrada

e saida; (3) Adicdo de algodao ao reservatério de saida.
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Fonte: Propria.
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Figura 10. Imagem do sistema microfluidico confeccionado. A) Reservatorio de Saida - 15 mm; B) Altura
do Reservatorio de Entrada; C) Distancia entre injetor e detector (WE).

Fonte: Propria.

Inicialmente, a o efeito de se utilizar o fio téxtil inserido em um do tubo de polietileno sobre
o desempenho do sistema foi avaliado. Apos estes estudos, diferentes fios téxteis, barbantes e gaze
(Cremer, Blumenau, Santa Catarina), obtidos em comércio local, foram selecionados para a
construcio do canal microfluidico. Para isso, ambos os fios com didmetros totais de 0,8 mm foram
inicialmente lavados com 4gua ultrapura a fim de eliminar possiveis impurezas que poderiam
dificultar o transporte das solucdes por capilaridade devido a diminui¢ao da polaridade do mesmo
(NILGHAZ, et al., 2012). Posteriormente, foram mantidos a temperatura ambiente para secagem
por aproximadamente 2 horas e, em seguida, inseridos no tubo. Apds a fabricacdo do dispositivo,
os principais parametros foram otimizados, sendo estes: massa de algod@o no reservatorio de saida,
altura do reservatorio de entrada, distancia entre injetor e detector € volume maximo de injecao.
Posteriormente a otimizacgao do sistema, foram avaliados a vazio e o nimero maximo de injecoes.

Os parametros utilizados para as andlises iniciais estdo apresentados na Tabela 1. Ao inicio
de cada estudo com deteccdo amperométrica, o dispositivo era mantido por 500 segundos apenas
com a passagem do eletrolito de suporte para garantir uma melhor homogeneizacao do sistema. Ao
fim de cada analise, o sistema foi desmontado, desconectando os eletrodos, retirando o tubo e

descartando o fio e algodao utilizados.
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Tabela 1. Principais dimensdes da configuragdo inicial (ndo otimizada) do dispositivo microfluidico.

Dimensao Valor / cm
Distancia Injetor — Reservatdrio de Entrada 1,0
Distancia Injetor — Detector 1,5
Distancia Entre os eletrodos 0,5
Comprimento total do percurso analitico 5,0
Diametro do Reservatorio de Saida 1
Altura do Reservatorio de Entrada 1,5

Para a avaliagdo da potencialidade analitica do dispositivo, dopamina, peréxido de
hidrogénio e TBHQ foram empregados como analitos modelo. Para estes estudos, foram obtidos
voltamogramas ciclicos para a identificagdo do potencial de detec¢do dos analitos, os quais foram
utilizados posteriormente nas andlises amperométricas. Os experimentos voltamétricos foram
realizados em uma célula eletroquimica convencional contendo 10 mL de eletrdlito suporte,
utilizando-se de trés eletrodos de platina, os quais foram empregados como eletrodos de trabalho,
pseudo-referéncia e auxiliar. Em todos os estudos amperométricos, o reservatorio de entrada foi
mantido cheio para que a pressdo hidrostitica permanecesse aproximadamente constante. Apés
estes estudos, o sistema microfluidico foi utilizado na determinacdo de nitrito em amostras de

salivas artificiais.

3.4 Preparo das amostras de saliva

O preparo da saliva sintética foi adaptado do procedimento descrito na literatura (BRITISH
STANDARDS INSTITUTION, 1987) A amostra foi preparada a partir de 0,225 g de cloreto de
sodio, 0,115 g de cloreto de potassio, 0,020 g de cloreto de amonio e 0,015 g de sulfato de sédio
anidro, em um volume total de 50 mL de agua ultrapura. Um volume de 2 mL da saliva sintética
foi transferido para um baldo volumétrico de 10 mL, o qual foi completado com tampao fosfato.
As amostras originais (antes da diluicdo) foram enriquecidas com concentragdes conhecidas de
nitrito e analisadas a partir de estudos de adi¢c@o e recuperacdo. Para as andlises das amostras de
saliva obtidas comercialmente, 500 pL da saliva foram transferidos para um baldo volumétrico de
10 mL, sendo completado com tampio fosfato. E importante destacar que a dilui¢io foi necessria
para ambas as amostras de saliva devido a elevada viscosidade inicial das solucdes, o que

influenciou diretamente a vazao no sistema.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacoes fisicas do dispositivo

Um dos principais diferenciais do sistema microfluidico a base de fios t€xteis proposto neste
trabalho em relagdo aos disponiveis na literatura (CARNEIRO, et al., 2018; AUGUSTINI, et al.,
2017; CAETANQO, et al., 2018) € o fato do fio téxtil estar inserido em um tubo de polietileno. A
utilizacdo deste tubo pode trazer algumas vantagens, como minimizac¢ao da evapora¢do do solvente
da solugdo transportadora, menor susceptibilidade a contaminagdo das solugdes por vapores de
espécies quimicas eventualmente presentes no laboratdrio e tornar o sistema mais robusto. Além
da proposta de contornar estas limitagdes, a possibilidade de renovacdo do sistema apenas com a
troca do algodao que compde o reservatdrio de saida traz uma grande praticidade para o dispositivo,
sendo esta uma caracteristica extremamente interessante em relacdo a outros sistemas que
empregam papel ou fios té€xteis como canais microfluidicos (SUAREZ, et al., 2020; ZHANG, et
al., 2019).

Os primeiros estudos visaram avaliar o efeito do tubo de polietileno sobre as propriedades
de transporte dos fios téxteis. Inicialmente, as dimensdes do tubo foram obtidas por meio de

imagens por microscopia dtica, as quais sdo apresentadas na Figura 11.

Figura 11. Imagens por microscopia 6tica dos tubos de polietileno empregados para a constru¢do do
dispositivo microfluidico. A) Medida do didmetro total; B) Tubo de polietileno preenchido com uma solugdo
de corante alimenticio azul para determinag@o do didmetro interno.

Fonte: Propria.
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Por meio das imagens, foi possivel calcular os didmetros total e interno do tubo de
polietileno, sendo estes de 1388 = 10 um (N = 5) e 985 = 8 um (N = 5), respectivamente.
Posteriormente, foram obtidas imagens que demostram que os fios téxteis, quando inseridos no

tubo, preenchem quase todo o espaco vazio do mesmo, como apresentado na Figura 12.

Figura 12.Imagens por microscopia 6tica do A) barbante de algoddo inserido no tubo de polietileno; B)
Fios de gaze inseridos no tubo de polietileno.

Fonte: Propria.

Sequencialmente, foi estudada a distancia de penetragdo de um fluido teste (solugdo aquosa
de um corante alimenticio) ao longo dos fios, a partir da observacao da elevacgdo capilar do fluido
contra a forca da gravidade. De acordo com Ballerini ef al. (BALLERINI, e/ al., 2011), a altura de
uma coluna de um fio permeado por um liquido apresenta uma dependéncia linear com a raiz
quadrada do tempo. Desta forma, para a realizacdo destes estudos, foi adaptada uma instrumentacao

semelhante a apresentada pelos autores e indicada na Figura 13.
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Figura 13. Arranjo experimental empregado para os estudos da elevagdo capilar contra a gravidade.
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Fonte: BALLERINI, 2011.

Fios de gaze foram inseridos no tubo de polietileno e a dependéncia da altura de ascensdo

com o tempo foi comparada a de fios de gaze ndo inseridos no tubo. A Figura 14 apresenta o grafico

da altura em funcdo da raiz quadrada do tempo para as duas condi¢des estudadas.

Figura 14. Valores de média e desvio padrio referentes a altura em fungdo de t"> obtidos para um sistema
composto por 10 fios de gaze. m fios inseridos no tubo de polietileno; A fios sem o tubo de polietileno.
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A partir dos resultados obtidos, observa-se uma relacdo linear no inicio do percurso do
fluido nos fios téxteis. As equagdes da reta referentes as curvas na auséncia e presenga do tubo sio:
H (cm) =-0,127 + 0,402 t'2 (s'?), R> = 0,9939 e H (cm) = -0,184 + 0,507 t'? (s1?), R? = 0,99828,
respectivamente. Um desvio gradual da linearidade € observado para maiores tempos, o que pode
ser justificado pela perda parcial da for¢ca motriz em consequéncia do efeito da gravidade e também
pelo efeito da evaporacao das solucdes ao longo do tempo. Por outro lado, velocidade e a distancia
percorrida pelo fluido aumentam quando os fios estdo inseridos no tubo, indicando um
favorecimento do fluxo quando este é empregado como suporte para os fios. Este efeito pode ser
atribuido ao aumento da capilaridade devido aos espacos vazios entre o tubo e o fio e a diminui¢ao
da evaporacdo do fluido. Assim, a utiliza¢do do tubo de polietileno envolvendo os fios téxteis é
uma estratégia bastante vantajosa, uma vez que além de contribuir para um aumento da
capilaridade, também contorna limitacdes relacionadas a perda de solucdo e permite uma vazao
mais constante, trazendo beneficios a este sistema frente aos apresentados na literatura. Além disso,
o tubo de polietileno auxilia na estrutura do sistema, favorecendo a conexao dos eletrodos, atuando
como suporte para os mesmos e facilitando sua fixacdo. Tendo em vista todas estas vantagens, apos

esta avaliacdo, o sistema foi acoplado a deteccao eletroquimica.

4.2 Avaliacdo do sistema microfluidico acoplado a deteccao eletroquimica e estudos de

comparacio entre fios téxteis

O sistema microfluidico confeccionado foi acoplado a deteccdo eletroquimica empregando
trés fios de platina como eletrodos, como indicado em 3.3. Desta forma, com o objetivo de avaliar
o funcionamento do dispositivo a partir da estabilidade da resposta amperométrica, nivel da linha
de base e intensidade dos sinais transientes, foram realizadas injecdes consecutivas da sonda
eletroquimica no sistema. A Figura 15 apresenta os sinais transientes obtidos para injecdes

consecutivas de uma solugio de [Fe(CN)s]* 1 mmol L.
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Figura 15. A) Sinais transientes obtidos para inje¢des consecutivas de [Fe(CN)g]* 1 mmol L. Solugio
transportadora: KC1 0,1 mol L!; Volume de amostra: 5 pL; Edeteccio = + 0.6 V vs. Pt; Fio téxtil: barbante.
(-) Sinais transientes referentes as inje¢des de [Fe(CN)s]*; (-) Branco; Didmetro do reservatério de saida:
10 mm. B) Amplia¢@o dos sinais de ruido.
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Conforme observado na Figura 15A, sinais transientes caracteristicos de um sistema em
fluxo correspondentes a oxidacdo da sonda eletroquimica foram obtidas, além de uma estabilidade
na linha de base, demonstrando que o sistema microfluidico proposto acoplado a deteccao
eletroquimica é promissor para aplicacOes analiticas. Por meio do amperograma, o ruido foi
caracterizado através da obtenc¢do da média e do desvio padrdo dos valores de corrente registrado
por um periodo igual a duracdo de um pico referente a injecdo da solucio de [Fe(CN)¢]*
1 mmol L! (aproximadamente 65 segundos), sendo obtido um valor médio de 1,42 + 0,4 nA,
demonstrado na Figura 15B. Este resultado indica que o sistema proposto apresenta baixas
correntes de fundo e que, portanto, é capaz de fornecer elevadas razdes sinal/ruido e, portanto,
baixos limites de deteccao

Foram avaliados dois tipos de fios téxteis para a montagem do sistema: gaze hidrofilico e
barbante de algoddo para artesanato. Para isso, 15 injecdes consecutivas de [Fe(CN)e]*
1 mmol L foram realizadas e, ap6s esta etapa, o reservatério de safda foi renovado para que a
vazao inicial se mantivesse constante. A renovacdo do reservatorio de saida foi realizada por 5

vezes para cada fio téxtil para que a avaliacdo da repetitividade com diferentes algoddes no
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reservatorio de saida também pudesse ser avaliada. A Figura 16 apresenta as correntes transientes
obtidas empregando os 5 chumacos de algodao adicionados ao reservatorio de saida para o fio téxtil

de barbante e gaze.

Figura 16. Sinais transientes obtidos para injecdes de uma solug¢do de [Fe(CN)g]* 1 mmol L. Solugio
transportadora: KC1 0,1 mol L"; Egeteccio: + 0.6 V vs. Pt; Volume de inje¢do: 2 uL. A) Barbante; B) Gaze.
R1 — Reservatoério de saida 1; R2 — Reservatorio de saida 2; R3 — Reservatorio de saida 3; R4 — Reservatorio
de saida 4; R5 — Reservatorio de saida 5.
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Para um mesmo algoddo no reservatorio de saida, os valores médios das intensidades de
pico e RSD para o barbante e a gaze hidrofilica foram, respectivamente: 1,22 + 0,09 uA (RSD =7
%; N =15)e 0,14 £ 0,02 pA (RSD = 14 %; N = 15). Quando diferentes algoddes foram utilizados
no reservatorio de saida, as intensidades médias de corrente e os RSD foram: 1,20 £ 0,12 uA (RSD
= 10 %) para o barbante e 0,19 £ 0,05 pA (RSD = 26 %) para a gaze hidrofilica. Assim,
considerando os maiores valores das intensidades de corrente obtidas e repetitividade e, levando
em consideracdo a maior facilidade para inserir o fio de barbante no tubo, uma vez que apenas um
fio deste material € suficiente para preencher o espaco, o barbante foi selecionado como material

para os estudos posteriores de otimiza¢do do sistema.
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4.3 Otimizacao do sistema

As respostas amperométricas podem ser influenciadas pelas dimensdes do dispositivo e do
canal microfluidico, volume de injecdo das solugdes, posi¢do dos eletrodos, entre outros. Alguns
parametros, como capacidade absorvente do reservatdrio de saida, altura do reservatdrio de entrada,
distancia entre o injetor e detector e volume de inje¢do foram otimizados. Todos os estudos foram
realizados com KCI1 0,1 mol L' como solucio transportadora e eletrélito de suporte e 1 mmol L!

de [Fe(CN)s]* como sonda eletroquimica.

4.3.1 Otimizacao do reservatorio de saida (S)

De modo a avaliar o efeito da massa de algodao no reservatdrio de saida sobre a vazdo do
sistema, diferentes massas de algodao (entre 50 e 200 mg) foram inseridas em uma seringa de 3
mL com 10 mm de didmetro e 1,5 cm de altura. O sistema foi abastecido com a solucio
transportadora por 150 s. A massa de solugdo transportadora transferida para o algodao durante
esse tempo foi determinada pela diferenca entre a massa do algodao apds os 150 s e a massa do
algoddo seco. Para se determinar a vazdo do sistema, a massa da solucido 0,1 mol L' de KCI
absorvida pelo algodao foi convertida em volume usando-se a densidade desta solucdo que foi
determinada como 1,007 g mL!, conforme o exemplo demonstrado na Equacio 1 referente 2 massa
de solucdo absorvida utilizando-se de 50 mg de algodao. Finalmente, os volumes encontrados

foram divididos por 150 s. Os resultados obtidos neste estudo sio apresentados na Figura 17.

Equacao 1. Célculo empregado para a determinacdo da vazdo do sistema.

Massa
Densidade = ———
Volume

0,02

1,007 L™t =
gm v

_ 19 uL
150 segundos

Vazao = 0,13 L s~ 1
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Figura 17. Influéncia da massa de algoddo no reservatdrio de saida sob a vazdo. Solucdo transportadora:
KCI1 0,1 mol L.
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A Figura 17 mostra que a vazao aumenta quando a massa de algoddo é aumentada de 50
para 100 mg, tendendo a se estabilizar para maiores massas de algoddo. Para as massas maiores foi
observado um maior valor de RSD, sendo este de 19,8 % para 200 mg, em relacdo a 4,5 % para
100 mg. Esse aumento de RSD pode ser justificado por meio da dificuldade de inserir uma maior
quantidade de algoddo no suporte do reservatorio de saida. Assim, para as maiores massas, O
algodao ficaria mais comprimido dentro do suporte o que poderia dificultar a passagem do liquido
entre fibras de algodao levando a vazdes menos repetitivas do que o esperado para as massas
maiores de algodao.

Na sequéncia, foram avaliados diferentes conjuntos suporte/algoddo utilizando seringas de
diferentes volumes, partindo da propor¢ao definida de 100 mg de algodao para uma seringa de 10
mm de didmetro (3 mL). Foram mantidos alguns parametros para todos os reservatorios estudados,
sendo estes: altura total de 1,5 cm, altura de 1 cm para o orificio de encaixe do canal microfluidico
e distancia de 5 cm entre o reservatorio de saida e entrada. As massas de algoddo avaliadas para os
reservatorios confeccionados a partir de seringas com diametros de 10, 12 e 14 mm foram de 100;
125 e 200 mg, respectivamente. Todos os estudos foram realizados em triplicata, uma vez que, para
cada reservatério estudado, o algoddo foi renovado 3 vezes apds seis inje¢des consecutivas da
sonda eletroquimica. A Figura 18 apresenta os amperogramas e o grafico de I, em funcdo das

diferentes dimensoes avaliadas.
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Figura 18. A) Sinais transientes obtidos para inje¢des de uma solugio de [Fe(CN)q]* 1,0 mmol L para a
otimizacdo do suporte do reservatdrio de saida: a) S1; b) S2 e ¢) S3; B) Valores de média e desvio padrao
de I, obtidos para as seis primeiras inje¢cdes em cada reservatdrio de saida. Solugdo transportadora: KCI 0,1
mol L!; Volume de amostra: 5 pL; Edeteccio = + 0.6 V vs. Pt. Suportes do reservatorio de saida construidos
com seringas de diferentes didmetros: S1 — 10 mm; S2 — 12 mm e S3 — 14 mm.
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Como pode ser observado, a capacidade absorvente do reservatorio de saida foi aumentada
com o aumento da massa de algoddo até o reservatdrio 3, produzindo picos mais estreitos e com
intensidades maiores. Além disso, o reservatério 3 apresentou menores variagdes entre as medidas,
sendo os valores de RSD de 2,1 % entre a primeira injecao de cada replicata (N = 3), e 5,3 % entre
as seis injecdes para um mesmo algodao. Desta forma, para os estudos subsequentes foi fixado o
reservatorio de saida S3. Apds a otimizacdo do reservatdrio de saida, foi avaliado o efeito da

variacdo da altura do reservatdrio de entrada nas respostas amperométricas para o [Fe(CN)s]*.
4.3.2 Otimizacao do reservatorio de entrada (E)

A altura do reservatoério de entrada de eletrdlito tem influéncia sobre o sinal analitico, uma
vez que, com o aumento da altura hd o aumento da pressdo hidrostatica, a qual influencia
diretamente na vazao do sistema. Portanto, para a otimizagao deste reservatorio, diferentes alturas
(7,5;5,0; 2,5 e 1,0 mm) a partir de uma seringa de 1 mL foram avaliadas. Alturas acima de 7,5 mm
nao foram avaliadas, pois causaram vazamentos nas conexdes do canal microfluidico e eletrodos,
devido a maior pressdo exercida pela solucao. Por outro lado, o reservatorio de 1 mm de altura ndo
forneceu pressao suficiente para produzir uma vazao constante no sistema. Para a realiza¢do dos
estudos, o algoddao do reservatério de saida foi renovado a cada seis injecdes da sonda

eletroquimica. Este mesmo procedimento foi repetido por trés vezes para cada reservatOrio
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estudado, sendo utilizado um tnico fio de barbante durante todo o estudo. A Figura 19 mostra a

influéncia da altura do reservatoério de entrada (E) sobre as respostas amperométricas.

Figura 19. A) Sinais transientes obtidos para injecdes de [Fe(CN)s]* 1,0 mmol L' com diferentes alturas
do reservatoério de entrada: a) E1 = 2,5 mm; b) E2 = 5 mm,; ¢) E3 = 7,5 mm. B) Valores de média e desvio
padrio referentes as intensidades de corrente obtidas para as seis primeiras inje¢des de [Fe(CN)q]*. C)
Valores de média e desvio padrio referentes as intensidades de pico e largura a meia altura obtidas para as
seis primeiras injecdes de [Fe(CN)g]* empregando os diferentes reservatérios. Didmetro do reservatério de
saida: 14 mm; Solugio transportadora: KC1 0,1 mol L!; Volume de amostra: 5 uL; Edeteccio = + 0.6 V vs. Pt;
Massa média de algoddo no reservatério de saida: 200 mg.
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Como apresentado na Figura 19, hd um aumento das intensidades dos sinais transientes e
estes também se tornam mais estreitos com o aumento da altura do reservatdrio de entrada. Este
parametro pode ser avaliado a partir de sua relag@o linear com a pressdo hidrostatica exercida pela
solucdo sobre o canal microfluidico (P, = p. g. h, Pr= pressao hidrostatica, p = densidade do fluido,
g = aceleracdo da gravidade, h = diferenca de altura entre a superficie dentro do reservatério e o
canal microfluidico). Portanto, a altura do reservatorio afeta a velocidade da solucdo carregadora
dentro do tubo. Este comportamento apresentado na Figura 19 € justificado pela reducdo da
dispersdo da zona de amostra provocado pelo aumento da vazio, o que € caracteristico de sistemas
convencionais de analise por inje¢do em fluxo.

Para os estudos com o reservatério E1, foi necessario um maior periodo para a realizacio
das medidas, uma vez que a pressdo exercida pela solucdo € menor. Além disso, os sinais
transientes obtidos apresentaram menores valores de intensidade de corrente. Por outro lado,
durante os estudos com o reservatorio E3, foram observados vazamentos. Em contrapartida, o
reservatorio E2 apresentou menores valores de RSD, sendo estes de 2,9% entre a primeira injecao
de cada replicata (N = 3), e 5,4% entre as seis inje¢des para um mesmo algodao, sendo considerado,

assim, a melhor condi¢@o para a construgao do dispositivo.
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4.3.3 Otimizacao da distancia entre injetor e detector

Para a otimizacdo deste parametro, foram confeccionados 4 orificios em um tnico tubo de
polietileno com diferentes distancias em relacido ao detector para serem utilizados como injetores,
sendo estas de 10, 15, 20 e 25 mm. Para isso, a posicao dos eletrodos foi mantida fixa no tubo,
sendo variada a distancia entre os injetores e o reservatorio de entrada. Para cada distancia foram
realizadas trés injecdes consecutivas. A Figura 20 apresenta a influéncia da distancia entre o injetor

e o sistema de detec¢do sobre o sinal eletroquimico.

Figura 20. A) Sinais transientes obtidos para inje¢des de uma solugio de [Fe(CN)s]* 1,0 mmol L' para a
avaliacdo da distincia entre o injetor e detector: a) 10 mm; b) 15 mm; ¢) 20 mm; d) 25 mm. B) Valores de
média e desvio padrdo referentes as intensidades de corrente obtidas para as seis primeiras inje¢des de
[Fe(CN)g]*. Altura do reservatorio de entrada: 5 mm; Didmetro do reservatorio de saida: 14 mm; Solucdo
transportadora: KC1 0,1 mol L!; Volume de amostra: 5 uL; Edeteccio = + 0.6 V vs. Pt; Massa média de algodio
no reservatorio de saida: 200 mg.
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A Figura 20 mostra que ha uma diminuicdo e alargamento dos picos com o aumento da
distancia de 10 a 25 mm. Estes comportamentos observados sdo coerentes com resultados obtidos
por meio do emprego de sistemas em fluxo convencionais (GRANICA, et al., 2018), sendo
consequéncia do aumento da dispersao da zona de amostra, considerando o aumento da distancia
entre injetor e detector, uma vez que assim o percurso analitico é aumentado. Diante dos resultados,
foram registrados maiores valores de intensidades de pico para 10 mm de distancia, e menores
valores de RSD foram obtidos, sendo 0,03% (N=3) entre as medidas. Desta forma, fixou-se 10 mm

como distincia entre o injetor e detector para os estudos seguintes.
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4.3.4 Otimizacao do volume de injecao

Com o intuito de alcangar uma melhora no sinal analitico, os volumes de inje¢do da amostra
no canal microfluidico foram avaliados (3-8 pL). Para cada volume estudado, o reservatorio de
saida foi renovado pela troca do algodado, garantindo que o fluxo permanecesse constante durante
toda medida. A Figura 21 apresenta os amperogramas obtidos para a primeira injecdo de cada

volume injetado, bem como o gréfico de intensidade de pico em fun¢@o do volume de injegdo.

Figura 21. A) Sinais transientes obtidos para inje¢des de uma solugio de [Fe(CN)g]* 1,0 mmol L' a partir
da variacdo do volume de injecdo: a) 3; b) 4; ¢) 5; d) 6; e) 7; f) 8 uL.. B) Valores de média e desvio padrio
referentes as intensidades de corrente obtidas para cada volume de injecao estudado. Altura do reservatério
de entrada: 5 mm; Didmetro do reservatério de saida: 14 mm; Solucio transportadora: KCI 0,1 mol L;
Volume de amostra: 5 pL; Edcteccio = + 0.6 V vs. Pt; Massa média de algoddo no reservatdrio de saida: 200
mg.
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De acordo com os resultados obtidos, um ganho na intensidade do sinal analitico é
observado quando o volume de injecdo € aumentado até 5 pL, seguindo uma tendéncia de
estabilizacdo para volumes superiores. Este comportamento pode ser observado em sistemas em
fluxo convencionais (RUZICKA & STEWART, 1975) e em dispositivos microfluidicos a base de
fios téxteis (OLIVEIRA, ef al., 2019). O aumento dos sinais analiticos ocorre em consequéncia da
menor dispersdo da zona central da amostra a medida que € injetado um volume maior, sendo esta
dispersdo determinada pelo movimento da solucdo ao detector (convecgdo) e pelo processo de
difusdo. Estes fatores sdo mais atuantes nas fronteiras entre a zona de amostra e a solucido

transportadora. Portanto, com o aumento do volume de inje¢@o, hi o aumento da regido central da

amostra e a dispersao € entdo diminuida (MOREIRA, et al., 2014). Porém, a maior quantidade de
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amostra causa alargamento dos picos, o que pode trazer algumas desvantagens, como 0 maior
tempo de andlise. Além disso, foram observados vazamentos de uma parte da solucdo injetada para
volumes de 7 e 8 puL, o que se deve a incapacidade do canal em receber injecdes de amostras
superiores a 6 uL.

Levando em consideracdo as intensidades dos sinais para as adi¢des de 5 uL e o valor de
RSD = 1,3% (N=6), os estudos subsequentes foram realizados mantendo-se este volume de
amostra. Vale ressaltar que, a adi¢cdo de baixos volumes de inje¢do neste sistema traz vantagens no
menor consumo de reagentes e amostra, reduzindo assim a geracdo de residuos. Além disso, o
volume de inje¢do necessario para a realizacdo das andlises neste dispositivo € menor quando
comparado a outros métodos de analise, como o FIA (PROMSUWAN, et al., 2017; PASQUALI,
et al., 2007) e a trabalhos com sistemas microfluidicos a base de fios té€xteis relatados na literatura
(WENG & NEETHIRAJAN, 2018; SWINER, et al., 2019; YAN, et al., 2015). O préximo

parametro avaliado foi o nimero méaximo de injecdes possiveis para cada algodao e fio.

4.3.5 Nimero maximo de injecoes

O nimero maximo de injecdes possiveis utilizando-se de um tnico algodao no reservatorio
de saida foi avaliado. Para estes estudos, foram feitas injecdes sucessivas até que alargamentos e
deformacdes significativas fossem observadas no perfil amperométrico da sonda eletroquimica,
momento em que as injecdes foram cessadas. Estes estudos foram realizados em triplicata, sendo
renovado todo o sistema (fio téxtil e algoddo) para a posterior replicata, apds a obteng¢ao do nimero
maximo de injecdes. A Figura 22 apresenta os sinais transientes e valores de média e desvio padrao

obtidos.
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Figura 22. A) Sinais transientes referentes as 25 injecdes do segundo sistema avaliado; B) Valores de média
e desvio padrdo referentes as intensidades de corrente de [Fe(CN)g]* (N = 25). Altura do reservatorio de
entrada: 5 mm; Didmetro do reservatorio de saida: 14 mm; Solugdo transportadora: KC1 0,1 mol L'; Volume
de amostra: 5 pL; Egeteccao = + 0.6 V vs. Pt; Massa média de algoddo no reservatério de saida: 200 mg.
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De acordo com os resultados obtidos, foi observada uma variagdo menor que 10% entre os
sinais analiticos de um mesmo sistema quando sao realizadas 25 inje¢des, indicando que ndo ocorre
alteracdes significativas nas intensidades dos picos amperométricos, conforme apresentado na
Figura 22A e 22B. Apo6s as 25 injecdes, os sinais transientes apresentaram alteracdes como
alargamento expressivo dos picos e diminuicdo das intensidades de corrente. Os resultados
apresentados na Figura 22B apontam que ha uma variacio significativa nos valores de corrente
obtidos entre os trés sistemas (RSD = 17,5 %), podendo ser uma consequéncia da utilizagao de fios
de barbante distintos para cada um. Desta forma, fixou-se 25 inje¢cdes como o nimero maximo de

injecdes para cada algodao empregado como substrato no reservatdrio de saida.
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Na sequéncia, foi avaliada a durabilidade do fio de barbante empregado como canal
microfluidico. Para estes estudos, foram realizadas 25 inje¢des utilizando um mesmo algodao no
reservatdrio de saida e, em seguida, o algodao foi renovado, sendo realizadas outras 25 injecoes.
Este procedimento foi repetido até que fossem observadas alteragdes consideraveis nos perfis das

respostas eletroquimicas. A Figura 23 apresenta os resultados obtidos.

Figura 23. A) Sinais transientes obtidos para inje¢des de uma solugio de [Fe(CN)s]* 1,0 mmol L. (-)
Primeira injecdo; (-) 25° injecdo; (--) Primeira Injecdo do algoddo seguinte. B) Valores de média e desvio
padrdo referentes as intensidades de corrente obtidas a partir de 25 inje¢des da sonda eletroquimica. Altura
do reservatério de entrada: 5 mm; Didmetro do reservatério de saida: 14 mm; Solugdo transportadora: KCI
0,1 mol L'!; Volume de amostra: 5 puL; Edeteccio = + 0.6 V vs. Pt; Massa média de algoddo no reservatorio de
saida: 200 mg.

0,7+A X — 1 AmP B RSD:4.56 % Rsp: 4,55 %
— ! 0’7 L . y 0
0.6} 25" AMP RSD: 7.34 % RSD: 5,33 %
- = = 1° AMP/2° Algodio 0,6 1’
0,5}
< 04}
< 03 _
0,2}
0,1}
0’0 -| 1 1 1 1
0 30 60 90 120 2 3 4
Tempo /s Algoddes

Os resultados apresentados na Figura 23 A comprovam uma das principais vantagens deste
dispositivo, pois demonstram que, apenas com a troca do algodao do reservatério de saida, ha a
possibilidade de se renovar o sistema. Como observado, aumentando o nimero de injecdes no
sistema, hd um alargamento dos picos. Este fator pode ser relacionado com a diminuicdo da
capacidade absorvente do algodao em consequéncia da absor¢do da solug@o ao longo dos estudos,
fazendo com que o efeito da capilaridade seja diminuido, diminuindo a vazdo. Porém, as
intensidades dos picos se mantém praticamente constantes e, apenas com a renovagdo do
reservatorio de saida, os sinais retornam aos perfis iniciais, podendo as intensidades de corrente
serem utilizadas como sinais analiticos.

Para o mesmo fio de barbante, foi possivel realizar 100 injecOes sem alteragdes
significativas nas intensidades dos picos, trocando sempre o substrato do reservatério de saida a

cada 25 injecdes. A Figura 23B apresenta os valores de média e desvio padrao referentes a 25
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injecOes para cada reservatdrio de saida utilizado e, os valores de RSD menores que 10% indicam
boa repetitividade entre as injecdes com um mesmo reservatorio de saida, bem como entre a
primeira inje¢do a partir da renovagao reservatorio (RSD= 8,4 %) (N=4).

Desta forma, com a possibilidade de troca do reservatdrio de saida, o cordao pode ser

utilizado para a realiza¢do de aproximadamente 100 injecdes.

4.3.6 Estudo da vazao

Apo6s a otimizacdo do sistema, a vazdo média foi estimada através da obtencao indireta do
volume de solucdo absorvida pelo reservatorio de saida em intervalos de tempo predeterminados.
Para estes estudos, o reservatorio de entrada foi constantemente reabastecido com eletrolito suporte
a fim de proporcionar um fluxo constante de solu¢do. As massas dos algoddes foram medidas antes
e apOs a cronometragem dos tempos, os quais foram divididos em intervalos de 30 segundos até
completar 5 minutos e, posteriormente, intervalos de 5 minutos até completar 10 minutos,
resultando em 30 minutos de avaliagdo. O volume de solucdo transportadora foi determinado
usando o mesmo procedimento descrito anteriormente (Figura 17). Para cada intervalo de tempo,
um novo algodao foi adicionado ao reservatério de saida. Este procedimento foi realizado em
triplicata, sendo renovado totalmente o sistema ap6s os 30 minutos totais. Para a obtencdo da vazao,
foi construida uma curva com os valores de volume em fun¢do do tempo, a qual é apresentada na

Figura 24.

Figura 24. Volume de solucgao transportadora absorvida pelo algoddo do reservatério de saida em fungao
do tempo. Solugdo transportadora: KC1 0,1 mol L.

250
200 |
150 ¢
100 -

Volume / uLL
=

o

0 100 200 300 400 500 600
Tempo /s




54

A Figura 24 demonstra que os valores de volume obtidos variaram linearmente em fungdo
do tempo, de acordo com a equacdo: V (uL) = 3,39 + 0,38 t(s), R? =0,993. Uma vez que a vazao
¢ a razdo entre o volume e o tempo, pode-se determind-la por meio do coeficiente angular da
equacgao da reta obtida e, portanto, a vazdo média calculada foi de (0,38 + 0,09) uL sT(N = 3).
Vazdo proxima ao valor estimado foi relatada para um sistema microfluidico construido com fios
de gaze acoplado a uma estrutura com diferenca de altura entre os reservatérios (0,44 uL s™), sendo
esta obtida pela somatéria da forca capilar e hidrostatica (CAETANO, et al., 2018; OLIVEIRA, et
al., 2019), e uma vazao de aproximadamente 0,13 uL s foi obtida para sistemas confeccionados
empregando papel (NOVIANA, et al, 2019), demonstrando que o dispositivo proposto é
promissor, uma vez que valores de vazdo proximos aos reportados na literatura foram alcancados

com um sistema que apresenta uma configuracao mais simples e de menor custo.

4.4 Estudo em diferentes concentracdes de [Fe(CN)gs]*

Visando verificar o comportamento do sistema proposto em uma situaco tipica de analise,
foram construidas trés curvas de calibracido nas ordens crescente e decrescente de concentragcdo do
fon [Fe(CN)s]*. A Figura 25 apresenta os sinais transientes registrados para diferentes
concentracdes da sonda eletroquimica e o grafico de intensidade de corrente de pico em fun¢do da

concentracio de [Fe(CN)g]* referentes a primeira curva construida.

Figura 25. A) Respostas amperométricas para diferentes concentragdes de [Fe(CN)s]*: a) 0,1; b) 0,25; ¢)
0,50; d) 0,75 e ) 1,0 mmol L'. B) Curvas analiticas referentes a concentracdes crescentes e decrescentes
de [Fe(CN)]*". Altura do reservatério de entrada: 5 mm; Didmetro do reservatério de saida: 14 mm; Solu¢iio
transportadora: KC1 0,1 mol L''; Volume de amostra: 5 uL; Egeteccio = + 0.6 V vs. Pt; Massa média de algodio
no reservatério de saida: 200 mg.
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Conforme demonstrado na Figura 25, pode-se verificar que ndo ha processos de desativacio
ou efeito de memodria operando na superficie do eletrodo nesta faixa estudada, uma vez que a
diferenca entre os coeficientes angulares das curvas de calibrac@o apresentadas na Figura 25B (0,88
e 0,83 uA mmol™! L) foi de 5,7 %, indicando que as respostas nos sentidos crescente e decrescente
de concentragdo sdo praticamente as mesmas. Além disso, uma correlacdo linear entre I, e a
concentracio de [Fe(CN)s]* foi obtida nos sentidos crescente e decrescente de concentracio, de
acordo com as equagoes: I, (UA) =-0,01747 + 0,87792 Crerrocianeto (mmol L), R? =0,99801 e I
(WA) = -0,01733 + 0,83429 Cferrocianeto (Mmmol L), R? = 0,9986, respectivamente. As curvas
apresentaram coeficientes lineares proximos a 0 e R? préximos a 1, indicando linearidades
satisfatorias. Assim, verifica-se que o dispositivo proposto fornece respostas estaveis na escala de

tempo requerida para a constru¢cdo de uma curva de calibracdo.

4.5 Estudo com analitos modelo

O desempenho analitico do dispositivo foi avaliado por meio da construcao de curvas
analiticas para algumas espécies eletroativas comumente utilizadas como analitos modelo. Estes
analitos foram selecionados seguindo alguns critérios, como apresentar um comportamento
eletroquimico bem estabelecido e conter estudos recentes descritos na literatura para a
determinacdo destes empregando eletrodos de platina. Assim sendo, foram selecionados a
dopamina (OLIVEIRA, et al., 2020), per6xido de hidrogénio (AGRISUELAS, et al., 2017) e
TBHQ (ZIYATDINOVA, et al., 2020).

Dopamina e peroxido de hidrogénio sdo amplamente determinados em estudos no ambito
bioldgico (JACKOWSKA & KRYSINSKI, 2012; HUSMANN, et al., 2014). Ja o TBHQ, sendo
um antioxidante, é comumente utilizado como conservante em alimentos (FARAJMAND, et al.,
2020), podendo este ser prejudicial a saide humana quando em concentragdes elevadas. Desta
forma, é de fundamental importancia a determinacdo destes analitos de forma simples, rapida e
com pequenos volumes de amostra. Tendo em vista tais necessidades, sistemas microfluidicos com
deteccao eletroquimica podem ser utilizados para estas aplicacdes. Para a avaliagdo destes analitos,
foram construidas curvas de calibracdo de acordo com os procedimentos descritos em 3.1 e 3.3.
Para cada analito foram construidas trés curvas analiticas. Os resultados obtidos sdo apresentados

nas Figuras 26-28.
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Figura 26. A) Respostas amperométricas referentes a primeira curva analitica para diferentes concentragdes
de dopamina: a) 10; b) 25; ¢) 50; d) 75; €) 100; f) 125 € g) 150 umol L™'. B) Curvas analiticas para dopamina.
Altura do reservatério de entrada: 5 mm; Diametro do reservatério de saida: 14 mm; Solugio transportadora:
Tampaio fosfato 0,1 mol L' (pH = 7,0); Volume de amostra: 5 uL; Egeteccczo = + 0.13 V vs. Pt; Massa média
de algodido no reservatdrio de saida: 200 mg.
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Figura 27. A) Respostas amperométricas referentes a primeira curva analitica para diferentes concentracdes
de perdxido de hidrogénio: a) 25; b) 50; ¢) 75; d) 100; e) 125; ) 150 e g) 200 umol L™'. B) Curvas analiticas
para H,O, Altura do reservatério de entrada: 5 mm; Didmetro do reservatério de saida: 14 mm; Solucgdo
transportadora: Tampao fosfato 0,1 mol L' (pH = 7,0); Volume de amostra: 5 uL; Eqeteccio = + 0.1 V vs. Pt;
Massa média de algoddo no reservatdrio de saida: 200 mg.
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Figura 28. A) Respostas amperométricas referentes a primeira curva analitica para diferentes concentragdes
de TBHQ: a) 10; b) 25; ¢) 50; d) 75; €) 100; f) 150 e g) 200 umol L™'. B) Curvas analiticas para TBHQ.
Altura do reservatdrio de entrada: 5 mm; Didmetro do reservatdrio de saida: 14 mm; Solugdo transportadora:
Acido Perclérico 0,1 mol L'; Volume de amostra: 5 uL; Egetecczo = + 0.2 V vs. Pt; Massa média de algodio
no reservatério de saida: 200 mg.
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Como indicado nas Figuras 26-28, ha uma relacido linear entre os valores de I, e as
concentracdes dos analitos. Os pardmetros analiticos obtidos por meio das figuras sdo mostrados

na Tabela 2.

Tabela 2. Parametros analiticos obtidos para analitos modelo.

Analito Intervalo Linear / umol L R? LOD / umol L'! LOQ / umol L
Dopamina 10-150 0,995 6,8 22,7
H>0» 25-200 0,996 33 10,9
TBHQ 10-200 0,991 9,0 30,1

A Tabela 2 mostra que foram obtidas linearidades satisfatérias para todos os analitos (R* >
0,99). Valores de limites de deteccao (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram estimados utilizando-se
das equacdes LOD = 3sdg/S e LOQ = 10sdg/S, sendo S o coeficiente angular obtidos por meio da
equacdo da reta referente as curvas analiticas, e sdg o desvio padrdo do branco estimado por meio
do desvio padrdo do coeficiente linear obtido pelas equacdes das retas. Para a dopamina, alguns
trabalhos encontrados na literatura empregando sistemas microfluidicos apresentam menores
limites de detec¢ao (0,01-0,37 umol L'y (MANBOHI & AHMADI, 2019; LIU, et al., 2018; LIU,
et al., 2019), o que indica que a detectabilidade ndo € a principal vantagem do sistema proposto

neste trabalho. Porém, o dispositivo proposto apresenta vantagens como simplicidade, baixo custo
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e facilidade de fabricacdo, o que viabiliza a utiliza¢do do sistema em laboratérios de pesquisa com
recursos financeiros limitados. Além disso, sdo necessarios menores volumes de amostras para a
realizacdo das analises quando comparado aos trabalhos apresentados na literatura. Por outro lado,
intervalos lineares e valores de LOD obtidos s@o compativeis com os relatados na literatura para
peréxido de hidrogénio (6 —215 umol L e 1,9 umol L'}, respectivamente) (AGRISUELAS, et al.,
2017) e TBHQ (1,2 — 8,9 mmol L' e 212 umol L, respectivamente) (ROCHA, et al., 2017),
demonstrando que o sistema proposto fornece desempenho analitico competitivo para estes
analitos.

Com base nos resultados obtidos, o sistema microfluidico proposto pode ser considerado
um dispositivo versatil, uma vez que pode ser aplicado na determinagdo de diferentes analitos,
apresentando potencialidade para ser utilizado em uma ampla gama de andlises. Além disso, alguns
resultados apresentados para estes analitos, como limites de detec¢do e intervalos lineares foram

préoximos aos relatados na literatura para alguns analitos.

4.6 Determinacao de nitrito em saliva artificial

O avango da area de microfluidica tem contribuido para o desenvolvimento de métodos
analiticos com a finalidade de quantificar espécies quimicas em matrizes biologicas, em conjunto
com interesses clinicos e ambientais. Dentre estas aplicacdes, a andlise de nitrito € importante, pois
quantidades elevadas deste analito podem trazer maleficios a satide humana. O nitrito pode ser
altamente toxico no organismo devido aos seus possiveis efeitos cancerigenos. Esta espécie pode
se combinar com aminas e amidas, produzindo nitrosaminas, as quais sao altamente cancerigenas
(SINGHAPAN & UNOB, 2021). Quantidades varidveis de nitrito podem estar presentes na saliva,
sendo que este composto pode ser utilizado também como um indicador de algumas doencas, como
doengas periodontais (FERREIRA, et al., 2020; SAN CHEZ, et al.,2014). Com o intuito de utilizar
o sistema microfluidico proposto para aplica¢des analiticas, o nitrito foi determinado em amostras
de saliva sintética.

Inicialmente, trés curvas de calibracdo foram construidas em tampao fosfato (pH 7)
(CASTRO, et al., 2019) para avaliar o desempenho do dispositivo frente a este analito. Os

resultados obtidos nesse estudo sao mostrados na Figura 29.
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Figura 29. A) Respostas amperométricas referentes a primeira curva analitica para diferentes concentragdes
de nitrito: a) 20; b) 30; ¢) 40; d) 50; e) 75; f) 100; g) 150 umol L. B) Curvas analiticas para nitrito. Altura
do reservatério de entrada: 5 mm; Didmetro do reservatério de saida: 14 mm; Solugdo transportadora:
Tampaio fosfato 0,1 mol L' (pH = 7,0); Volume de amostra: 5 uL; Egeteccio = + 0.7 V vs. Pt; Massa média de
algoddo no reservatorio de saida: 200 mg.
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A Figura 29 mostra que a corrente de pico varia linearmente com a concentracdo de nitrito
no intervalo de 20 a 150 pumol L, de acordo com a equacdo: I, (nA) = 6,14 + 0,694 Ciiuito
(umol L), com R? = 0,988. Assim, o sistema proposto apresentou uma faixa linear e linearidade
satisfatérias. O LOD obtido para o nitrito foi de 6,3 umol L', o qual é consistente com o fornecido
por um dispositivo microfluidico a base de papel com deteccao colorimétrica de nitrito (10 pmol
L") (BHAKTA, et al., 2014).

Apo6s a construgdo da curva analitica, duas amostras de saliva artificial foram analisadas,
sendo estas denominadas como S1 e S2. A primeira amostra analisada (S1) foi produzida no local
de andlise seguindo os procedimentos descritos em 3.4. Desta forma, uma curva analitica foi
construida utilizando-se de padrdoes de nitrito preparados em tampdo fosfato, sendo as
concentracdes predefinidas baseadas na literatura (CASTRO, et al., 2019). Apds a construcao da
curva, foram injetadas no sistema aliquotas da amostra de saliva enriquecidas com concentragdes
conhecidas de nitrito. A titulo de comparacdo, a aplicabilidade do dispositivo também foi avaliada
em amostras de saliva artificial obtidas comercialmente (S2), seguindo os mesmos procedimentos
descritos anteriormente. ApOs a primeira amostra ser analisada em triplicata, o canal microfluidico
e reservatdrio de saida foram renovados para a andlise da segunda amostra. As Figuras 30A e 31A

apresentam os sinais amperométricos obtidos para os padrdes de nitrito e amostras. As curvas
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analiticas, as quais foram construidas separadamente, e as equacgdes de reta correspondentes estao

indicadas nas Figuras 30B e 31B.

Figura 30. A) Respostas amperométricas para diferentes concentracdes de nitrito em tampao fosfato e
amostra (S1); B) Curva analitica para nitrito. Altura do reservatério de entrada: 5 mm; Didmetro do
reservatorio de saida: 14 mm; Solugdo transportadora: Tampao fosfato 0,1 mol L' (pH = 7,0); Volume de
amostra: 5 pL; Edeteccao = + 0.7 V vs. Pt; Massa média de algoddo no reservatério de saida: 200 mg. Equacio
dareta: Ip (nA) = 0,42 C (umol L") + 6,01, R? = 0,994.
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Figura 31. A) Respostas amperométricas para diferentes concentracdes de nitrito em tampao fosfato e
amostra (S2). B) Curva analitica para nitrito. Altura do reservatério de entrada: 5 mm; Didmetro do
reservatorio de saida: 14 mm; Solug@o transportadora: Tampao fosfato 0,1 mol L' (pH = 7,0); Volume de
amostra: 5 uL; Egeteccao = + 0.7 V vs. Pt; Massa média de algodao no reservatério de saida: 200 mg. Equacgao
da reta: I, (nA) = 0,38 C (umol L") + 4,24, R> = 0,993.
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Por meio das correlagdes lineares demonstradas através das equagdes, foram calculadas as
porcentagens de recuperagdo de nitrito nas amostras de saliva artificial analisadas. Os resultados

obtidos sao mostrados na Tabela 3.

Tabela 3. Valores de concentragdo e porcentagens de recuperacdo de nitrito em amostras de saliva artificial.
Solugio carregadora: tampdo fosfato 0,1 mol L, pH = 7; Volume de amostra: 5 uL; Eqeteccio = + 0.7 V vs.
Pt.

Nitrito adicionado / Nitrito encontrado / % Recuperacao™ tealculado
umol L! umol L!
30 30,6 £ 1,7 101 £5,5 0,61
Amostra 1 50 439+28 87,9+5,6 3,77
100 94,8 £5,6 94,5+ 5,6 1,61
30 33,1 4,6 110+ 15 3,16
Amostra 2 50 55,6 £2.8 111 x5 3,48
100 105,2+5,3 104 £6 1,69

Valores expressos como valor médio + Sd (N=3)

*Recuperacao: (Nitrito encontrado *100) / Nitrito adicionado

As porcentagens de recuperacdo, conforme apresentado na Tabela 3, foram préximas a
100%, sugerindo que o método fornece exatidao satisfatéria e que nenhuma espécie presente na
matriz da amostra interferiu significativamente na determinagdo do nitrito. Além disso, valores de
RSD relativamente baixos foram obtidos, indicando uma precisdo satisfatoria do método. Para
todos os niveis de enriquecimento, os valores de tcalculado foram menores que o valor de tiabelado (4,30
—95%) (SKOOG, et al., 2005), indicando que ndo ha diferenca estatistica entre a quantidade de
nitrito adicionada e a determinada. Por meio dos resultados obtidos, foi também calculada a
frequéncia de amostragem do dispositivo proposto, a qual indica a quantidade de inje¢Oes possiveis
em um determinado intervalo de tempo. Desta forma, a frequéncia de amostragem do dispositivo
microfluidico confeccionado foi de aproximadamente 54 injecdes h'!, sendo necessirios
aproximadamente 1,1 minutos para a realizacdo de uma tnica medida, demonstrando que as
andlises com o sistema apresentado neste trabalho sdo mais rapidas comparadas a outros sistemas
apresentados na literatura confeccionados com papel (3,5 minutos para uma unica medida)
(LANKELMA, et al., 2012), e apresentam maior ou igual frequéncia de amostragem de
dispositivos mais complexos confeccionados com fios téxteis (54 e 43 injecdes h'!') (CARNEIRO,

et al., 2018; CAETANO, et al., 2018).
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Os niveis de nitrito em saliva de adultos saudéaveis podem variar de 22 a 130 umol L', Por
outro lado, nitrito pode ser encontrado em saliva humana em niveis anormais entre 1,3 a
22 mmol L' (PEREIRA, et al., 2021). Considerando o valor de LOD e obtido e a faixa linear
avaliada, o dispositivo proposto pode ser utilizado para detectar niveis anormais de nitrito em saliva
humana. Sendo assim, os resultados mostraram que o sistema microfluidico a base de fios téxteis
acoplado a detecgdo eletroquimica é promissor para a determinacdo de nitrito em amostras de
saliva, sendo esta uma proposta nao invasiva, utilizando-se de um dispositivo de baixo custo e que

requer baixissimos volumes de amostra.
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5. CONCLUSOES

A proposta deste trabalho foi a fabricagdo de um sistema microfluidico a base de fios té€xteis
com detec¢do amperométrica construido a partir de materiais comercialmente disponiveis a baixo
custo, visando uma melhora no desempenho analitico e superacdo de algumas limitagdes
apresentadas na literatura para estes sistemas, como evaporagdo de solucdo, necessidade de
renovagdo de todo o dispositivo apds as medidas e obtencdo de uma vazao constante. Seringas
descartaveis, placas de PMMA, tubos de polietileno, algodao e fios de barbante foram utilizados
na construcdo do dispositivo. A utilizagdo do tubo de polietileno como suporte para os fios foi uma
das principais vantagens apresentadas, uma vez que tornou o sistema mais robusto, diminuiu a
possibilidade de evaporagdo dos fluidos e permitiu uma vazdo mais constante, além de evitar a
contaminac¢do do canal microfluidico. Desta forma, a partir da utilizacao de fios em conjunto com
o tubo de polietileno como canal microfluidico, o transporte da solu¢do foi promovido através das
forcas hidrostatica e capilar, tornando dispensavel instrumentos externos para a propulsdo da
solucdo transportadora. O emprego de algoddo no reservatdrio de saida também contribuiu para a
manutencao da vazao no sistema, além de possibilitar que 0 mesmo fosse renovado apenas com a
troca do algodao.

O sistema fabricado forneceu respostas eletroquimicas referentes ao processo de oxidagao
de diferentes espécies. Assim, através dos estudos de otimizacdo do sistema, pdde-se observar
comportamentos similares ao de um sistema FIA convencional. Dopamina, per6xido de hidrogénio
e TBHQ foram utilizados como analitos modelo para avaliar o desempenho analitico e
aplicabilidade do sistema através da técnica de amperometria. Os resultados obtidos para estas
espécies foram compativeis aos reportados na literatura, apresentando limites de detec¢do e
intervalos lineares proximos aos obtidos com outros sistemas. Apos os estudos de otimizacao e
obtencdo de respostas para os analitos modelo, o sistema foi utilizado para determinacdo de nitrito
em amostras de saliva sintética. Os resultados obtidos por meio dos estudos de adi¢do e recuperacao
foram satisfatorios, apresentando percentuais de recuperacao proximos a 100%, sugerindo que o
dispositivo proposto apresenta exatiddo satisfatoria. Além disso, a frequéncia de amostragem do
dispositivo proposto demonstrou que as andlises sao mais rapidas quando comparadas a outros

dispositivos indicados na literatura.
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Portanto, como demonstrado, o sistema microfluidico alternativo a base de fios té€xteis com
deteccao amperométrica apresenta potencialidade para ser aplicado na determinacdo de espécies
nos ambitos bioldgico e ambiental. Além disso, o sistema permite alteracdes em sua configuragdo,
como a troca do fio téxtil utilizado, a utilizacdo de outros eletrodos e emprego de outras formas de

deteccao, aumentando assim as possibilidades de aplica¢do do sistema.
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