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MICRO CHEMICAL ANALYSIS SYSTEMS. INTRODUCTION, FABRICATION TECHNOLOGIES, INSTRUMENTATION AND
APPLICATIONS. The amazing world of micro total analysis systems has provided a true revolution in analytical chemistry in recent
years. The application of the microfluidic devices for chemical and biochemical processing has attracted considerable interest due to its
advantages such as reduced sample and reagent consumption, processing time, energy, waste, cost, and portability. The aim of the present
report is to disseminate the state of the art related to the miniaturization science in Analytical Chemistry. Historical progress,
microfabrication technologies, required instrumentation and applications of the UTAS are presented in the current article, with special
attention to the Brazilian contributions.
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INTRODUCAO

A comunidade cientifica tem observado, nas ultimas décadas, o
surgimento, o crescimento e a consolidacdo de uma nova tendéncia
mundial: a miniaturizacdo. Em diferentes ramificagdes da ciéncia €
comum, e cada vez mais necessdrio, o uso de dispositivos
miniaturizados. Na Quimica Analitica ndo € diferente, ¢ 0 uso de
sistemas miniaturizados ¢ uma realidade em ambito mundial. Este
trabalho visa a divulgagdo do estado da arte deste micro-mundo
analitico para a comunidade cientifica nacional. Os principais as-
pectos relacionados a evolugdo histdrica, incluindo os efeitos e be-
neficios da miniaturizacio, tecnologias de microfabricacio,
instrumentacdo e algumas aplicag¢des realizadas em sistemas
microfabricados sao abordados nesta revisdo. Obviamente, muitas
das informagdes estardo condensadas no texto. No entanto, hd na
literatura artigos de revisdo que podem auxiliar como material para
uma leitura complementar e mais aprofundada'”.

Miniaturizacao

A miniaturizagdo de dispositivos eletronicos, a partir da década
de 60, provocou uma verdadeira revolucdo na eletronica e na
informdtica. O rdpido desenvolvimento de sistemas miniaturizados,
nos mais diferentes campos de pesquisas, tem dominado o progres-
so da tecnologia moderna. Atualmente, a miniaturizagdo de radio,
televisdo, gravador, telefone, discos rigidos e microcomputadores é
algo comum e presente no cotidiano do ser humano. Nesse contex-
to, industrias ligadas a setores como o automobilistico, informadtica,
entretenimento, telecomunicacdes e medicina tém faturado milhdes
de ddlares na comercializacdo de seus produtos®’.

Da mesma forma que os microchips eletronicos revolucionaram
o universo dos computadores e da eletrOnica, os microchips analiti-
cos tém revolucionado a quimica analitica nos dltimos anos*>. Ini-
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cialmente, a principal razdo para a miniaturiza¢do era aumentar o
desempenho analitico mais do que reduzir seu tamanho. No entan-
to, com a mudanca da escala macro para a micro, outras vantagens
foram obtidas, como a redu¢do do volume de reagentes e amostras
(da ordem de pL-nL), baixo custo de fabricac@o e andlise em tempo
reduzido®.

O primeiro dispositivo analitico miniaturizado foi um sistema
de cromatografia em fase gasosa’, apresentado na década de 70. O
micro-cromatégrafo foi construido em lamina circular de silicio com
didmetro de 5 cm. Neste substrato, foi construida uma valvula de
injecdo e uma coluna de separac@o de 1,5 m de comprimento. Um
detector de condutividade térmica foi fabricado em um outro
substrato, sendo posteriormente prensado mecanicamente para
integra-lo ao substrato contendo a coluna de separagdo. A Figura 1
apresenta uma imagem desse primeiro microdispositivo analitico.

Apesar da capacidade de realizar rdpidas separagdes, o primei-
ro microdispositivo ndo foi prontamente aceito pela comunidade
cientifica, devido a falta de experiéncia tecnoldgica em métodos de
separagdo. Com isso, pesquisas relacionadas a miniaturizagio fica-
ram limitadas, na década de 80, ao desenvolvimento de micro-bom-
bas, micro-vdlvulas e sensores quimicos®.

O renascimento dos microdispositivos analiticos ocorreu no ini-
cio da década de 90, com a apresentacio de um microssistema para
cromatografia em fase liquida'®. Esse cromatégrafo foi fabricado
em um substrato de silicio com dimensdes de 5 X 5 cm contendo
uma coluna tubular aberta, um detector condutométrico e conexodes
externas para uma bomba de cromatografia liquida e vélvulas para
aplicagdo de pressdo.

Simultaneamente a apresentagdo desse microdispositivo, Manz
e colaboradores!' propuseram o conceito de microssistemas para
andlises totais, ou simplesmente uTAS. Com o desenvolvimento
dos uTAS, tornou-se possivel integrar varias etapas analiticas, como
introdugio da amostra, pré-tratamento da amostra, reacdes quimi-
cas, separagdo analitica e detec¢do em um tnico dispositivo®!!.
Devido a idéia de inserir vdrias etapas, normalmente desenvolvidas
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Figura 1. llustragdo do primeiro microssistema para cromatografia em fase
gasosa fabricado em substrato de silicio, com didmetro de 5 cm, na
Universidade de Stanford, no fim da década de 70. Adaptado da ref. 9

em um laboratério, em um chip, os UTAS sido também denomina-
dos “lab-on-a-chip” (LOC)". Os uTAS, ou LOC, transformam in-
formacdes quimicas em sinais elétricos ou dpticos, possibilitando
uma féicil automagdo. Estes aspectos se tornaram relevantes para o
campo clinico e ambiental em que o termo “point-of-care” vem sen-
do utilizado'>". Todos estes fatores, aliados a portabilidade, impul-
sionaram o desenvolvimento explosivo e macico dos sistemas ana-
liticos em micro-escala nos dltimos anos*’. A Figura 2 apresenta a
evolugdo do numero de publicagdes, relacionada ao uso de
microssistemas analiticos, no periodo de 1990 a 2006, conforme a
base de dados da “Web of Science”. Muitos destes artigos podem
ser encontrados em periddicos especificos para as dreas de micro e
nanotecnologia como, por ex., “Journal of Micromechanics and
Microengineering, Lab on a Chip, Nano Letters, e Small”. Destes,
os periddicos “Lab on a Chip” e “Nano Letters” apresentam um
elevado fator de impacto (5,2 e 9,8, respectivamente), aspecto que
comprova a expansao e importancia desta nova fronteira. Além dis-
s0, o periddico “Electrophoresis” também publica anualmente uma
edigdo especial sobre miniaturizagio. Adicionalmente, a “Analytical
Chemistry”, principal periédico em Quimica Analitica, tem publi-
cado bienalmente, desde de 2002, revisdes cientificas abrangendo
a evolucdo e consolidacdo destes microssistemas analiticos.

TECNOLOGIAS DE MICROFABRICACAO

Os UTAS, LOC’s, microchips ou microdispositivos podem ser
fabricados através de tecnologias convencionais ou alternativas,
usando diferentes substratos planares. Nas tecnologias convencio-
nais, hd a necessidade do uso de uma fonte energética para fazer a
transferéncia da imagem dos microcanais para o substrato utiliza-
do. Tipicamente, essa transferéncia € primeiramente feita para a
superficie de um polimero sensivel a radiacio utilizada (fotorresiste).
A exposi¢do a radiagdo promove uma intera¢@o entre o feixe inci-
dente e o substrato sélido. Conseqiientemente, a absor¢do de luz ou
o espalhamento ineldstico das particulas pode afetar a estrutura
quimica do fotorresiste alterando sua solubilidade, permitindo a
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Figura 2. Evolug¢do do niimero de publicagoes relacionadas aos
microssistemas analiticos entre 1990 e 2006. Pesquisa realizada na “Web of
Science” com as seguintes palavras-chave: “lab on a chip, micro total
analysis system, microchannels, fluidic microdevices, microfluidic devices,
minuaturized system, electrophoresis microchip, microchip electrophoresis,
planar chips e micromachined systems”

revelagdo da imagem fotogravada. Processos litograficos, como a
litografia por raios-X, a litografia “soft”, a litografia por feixe de
elétrons ou a litografia com radiacéo ultra-violeta (UV), sdo os
mais utilizados'.

TECNOLOGIAS CONVENCIONAIS
Processos fotolitograficos

A fotolitografia® consiste em transferir estruturas micrométricas,
da ordem de 10 a 100 pm, para um substrato sélido com o auxilio
de radiacdo UV ou raios-X. Este processo foi desenvolvido nas
décadas de 70 e 80 pela industria microeletronica e foi adaptado
para fabricacdo dos primeiros dispositivos microfluidicos, sendo o
silicio o substrato pioneiro, devido ao seu amplo emprego na cons-
trucdo de circuitos integrados. Entretanto, em decorréncia do seu
elevado custo e por possuir propriedades fisicas, quimicas e elétri-
cas limitadas para este tipo de aplicag@o, o silicio vem sendo subs-
tituido por quartzo e vidro. De modo genérico, a Figura 3 apresen-
ta as principais etapas de um processo fotolitografico para a fabri-
cacdo de microcanais em vidro. As etapas apresentadas podem ser
também utilizadas para a fabricacido de microestruturas em outros
substratos.

Resumidamente, o processo fotolitografico consiste na escolha
e limpeza do substrato, fotogravacao dos microcanais em um polimero
fotossensivel (fotorresiste), corrosdo do substrato e selagem dos
microcanais. A limpeza das laminas de vidro (alcalino, borossilicato
ou de silica), com espessuras inferiores a 10 mm, ¢ realizada com
agua, detergentes, solventes organicos (isopropanol e acetona) e so-
lugBes altamente oxidantes, tais como NH ,OH/H,0, ¢ H,SO/H,0O,
(solugdo piranha). Uma fina camada metdlica (20-100 nm) pode ser
depositada sobre o substrato (I), através da técnica de “sputtering”
ou evaporagdo térmica, para atuar como madscara na etapa de corro-
sdo do substrato. Essa camada metdlica €, geralmente, constituida
de Cr/Au, sendo que a camada de Cr € depositada para aumentar a
aderéncia da camada de Au a superficie. Para a etapa de fotogravacao,
inicialmente uma camada de fotorresiste (20-50 um) € depositada
sobre o filme metdlico (I) através da técnica de “spin coating”®. A
radiacdo UV ou raios-X atinge seletivamente a superficie do
fotorresiste apds atravessar uma mdscara, posicionada entre a fonte
de radiac@o e o substrato (II). As mdscaras convencionais, com reso-
lucdo da ordem de 1 pum, s@o fabricadas em uma placa de vidro
recoberta por filme fino de Cr, no qual é gravado, também por
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fotolitografia, o padrdo dos microcanais a serem transferidos para o
substrato. Mdscaras com resolucdo da ordem de 30 um podem ser
preparadas em fotolitos, cuja tecnologia ¢ mais rdpida e economica-
mente mais atrativa. De acordo com a natureza do fotorresiste, as
cadeias poliméricas nas regides expostas a radiagdo podem sofrer
uma reticulac@o e se tornarem insoldveis (fotorresiste negativo) ou
podem sofrer uma degradagdo e se tornarem soluveis (fotorresiste
positivo). No processo de microfabricacéo apresentado na Figura 3 ¢
utilizado fotorresiste negativo, que € o mais utilizado. Dependendo
da caracteristica do fotorresiste, hd a necessidade de etapas de trata-
mento térmico antes e depois da fotogravagdo, de modo a eliminar
qualquer presenca de solvente e reduzir o estresse intrinseco do ma-
terial. A imagem fotogravada ¢ revelada (III) com solventes organi-
cos especificos para cada tipo de fotorresiste.

Uma vez transferido o padrao dos microcanais para o fotorresiste
é realizada a corrosio da camada metélica exposta (IV). Para corro-
sdo do Au utilizam-se solugdes contendo KI/I, ou HCI/HNO, (dgua
régia) e para corrosdo de Cr solugdo de K,Fe(CN), ou de
Ce(NH,),(NO,),. Apds a corrosdo da camada metdlica, a superficie
do substrato torna-se acessivel e passa por um processo de corrosiao
tmida (usando solugdes de HF/NH,F ou HF/HNO,) ou seca (plas-
ma de fons reativos, RIE, “reactive ion etching”), transferindo a
imagem dos microcanais para o préprio substrato (V). A profundi-
dade dos canais formados pode ser controlada pelo tempo de corro-
sdo, desde que a taxa de corrosdo tenha sido previamente determi-
nada. A taxa de corrosdo depende do material do substrato, da com-
posicdo quimica da solucdo, da concentragdo analitica e da tempe-
ratura. Normalmente utilizam-se canais com profundidades de pou-
cas dezenas de micrometros e larguras de até centenas de
micrometros. Apés a formagdo dos canais, a camada de fotorresiste
¢ removida com solvente organico (acetona), enquanto o filme me-
télico € retirado com as solucdes corrosivas, j4 mencionadas.
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Figura 3. Principais etapas da constru¢do de microdispositivos sobre

substrato de vidro através da técnica de fotolitografia: (I) deposicdo de filmes
metdlicos e de fotorresiste sobre o substrato; (1) posicionamento da mdscara
e exposi¢ao a radiagdo UV; (IIl) revelagdo da imagem fotogravada no
Jotorresiste; (IV) corrosdo das regides da camada metdlica ndo protegida
pelo fotorresiste; (V) corrosdo do substrato transferindo a configuragdo dos
microcanais para o vidro e, (VI) remog¢do das camadas de fotorresiste e metal
e selagem do microdispositivo

Existem algumas variagdes menos usuais desta técnica de
microfabricag¢do para vidro, como por ex., a utilizacdo de silicio
amorfo ou policristalino como mdscara para corrosao'*'®. Este tipo
de silicio € depositado sobre o vidro por processos envolvendo plas-
ma‘. Em alguns processos, ndo sdo usados filmes metdlicos como
mascara e, nesse caso, apenas o fotorresiste ¢ empregado para essa
fungdo'?®. Além do uso das madscaras convencionais, estudos re-
centes t€ém demonstrado que uma camada de toner, transferida ter-
micamente para a superficie do substrato, pode ser perfeitamente
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utilizada como madscara para corrosdo por via timida?'.

As técnicas de microfabrica¢@o envolvendo silicio sdo seme-
lhantes as empregadas para o vidro, entretanto hd algumas diferen-
¢as técnicas. Por ex., enquanto que no vidro ndo € possivel realizar
corrosao anisotrdpica (corrosio preferencial em um sentido), no si-
licio isto € obtido empregando-se solugdo de KOH ou corrosdo por
plasma®?2. Outra diferenga estd na possibilidade da utilizacdo de
oxido de silicio como mdscara, o qual € crescido a partir do préprio
substrato por oxidac@o térmica®*.

Ap6s a transferéncia dos microcanais para o substrato na etapa
de corrosdo, € realizada a etapa de selagem (ou vedag@o) (VI) dos
microdispositivos, que consiste em vedar os microcanais empre-
gando-se uma cobertura, a qual pode possuir composicdo idéntica
ou diferente a do substrato. Para dispositivos microfluidicos obti-
dos por métodos fotolitograficos, em que os substratos geralmente
sdo silicio, quartzo ou vidro, a selagem pode ser realizada por pro-
cessos térmicos®. Nestes processos, o substrato é colocado em con-
tato com outra lamina de vidro ou silicio e aquecido a temperaturas
superiores a 500 °C, ocasionando a formacdo de ligagdes covalentes
entre o substrato e a cobertura. No entanto, a elevada temperatura
empregada neste processo ¢ uma desvantagem, uma vez que pode
causar deformacdes nos perfis dos microcanais. Processos de sela-
gem conduzidos a temperaturas menores vém sendo desenvolvidos
e tem ganhado preferéncia®. Entre estes processos destaca-se a se-
lagem anddica, a qual envolve o aquecimento (200 a 500 °C) e a
simultinea aplicacdo de uma diferenca de potencial (300 a 1000 V)
entre o substrato e a cobertura. A selagem anddica é empregada
para selagem vidro-silicio, silicio-silicio e silicio-metal. Outras téc-
nicas de selagem a baixa temperatura envolvem o emprego de um
filme metdlico (selagem eutética) ou de silicato entre o substrato e
a cobertura®. Os processos de selagem descritos sdo considerados
irreversiveis, uma vez que a cobertura ndo € facilmente removida
apos o processo. No entanto, selagens reversiveis podem ser obti-
das através do emprego de coberturas confeccionadas com polimeros
elastoméricos como, por exemplo, o polidimetilsiloxano (PDMS)~.
A vedag@o ocorre devido a formagdo de interagdes de van der Waals
e, dessa forma, ndo resistem a aplica¢do de pressdes superiores a
30 kPa.

TECNOLOGIAS ALTERNATIVAS

As tecnologias convencionais, propiciam a fabricagdo de
microestruturas com excelente defini¢do e resolucio. No entanto, o
custo de implementacdo de um laboratério € extremamente alto.
Para a construgdo de um laboratério de microfabricagdo contendo
ambiente completamente limpo, estagdo fotolitografica, “spinner”,
chapas de aquecimento, perfildometro, dentre outros, é necessario
um investimento superior a um milhdo de reais. Além disso, hd a
necessidade de material de consumo como fotorresistes, reveladores,
mdscaras metdlicas, substratos de vidro, silicio e quartzo, os quais
também apresentam custo elevado. Estes fatores desencorajam
muitos pesquisadores a se aventurarem nessa area. No Brasil, ha
um laboratério multi-usudrios no qual toda a infra-estrutura neces-
sdria para a fabricagdo de microestruturas estd disponivel aos pes-
quisadores. O Laboratério de Microfabricagdo (LMF) estd localiza-
do no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), vinculado
ao Ministério de Ciéncia e Tecnologia/CNPq, localizado na cidade
de Campinas/SP. Informagdes sobre o acesso a esta infra-estrutura
podem ser encontradas em http://www.Inls.br.

Apesar dos processos convencionais serem os métodos mais
utilizados na preparagdo dos uTAS, a pesquisa por métodos alter-
nativos e economicamente vidveis, € um permanente objetivo da
comunidade cientifica.
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Técnicas de microfabricacio por moldagem

Nas técnicas de microfabricacdo por moldagem, inicialmente
um molde rigido € fabricado contendo a imagem negativa da estru-
tura microfluidica de interesse. Este molde ¢ utilizado na etapa de
replicacdo dos microdispositivos, a qual consiste em transferir a
estrutura microfluidica do molde para o substrato, através de
moldagem®*. Geralmente o substrato é um material polimérico,
embora metais e cerdmicas também possam ser utilizados. Sao pro-
cessos mais rapidos e de menor custo que as técnicas convencio-
nais (fotolitograficas), o que os tornam adequados para producio
de dispositivos microfluidicos em larga escala. A seguir, serdo dis-
cutidas as etapas de fabricagdo do molde, de replicagdo e selagem
dos microdispositivos.

Fabricagdo dos moldes

E a etapa que consome maior tempo e também representa o
maior custo do processo. No entanto, o molde pode ser empregado
diversas vezes na etapa de replicacgéo dos dispositivos microfluidicos.
O material empregado na fabricagdo dos moldes depende do pro-
cesso de replicagdo empregado. O molde mais simples, relatado na
literatura®', ¢ aquele no qual se emprega um fio metélico com pou-
cas dezenas de micrometros de didmetro, para gerar microcanais
sobre substratos poliméricos. No entanto, moldes com estruturas
mais complexas sdo fabricados sobre substrato de silicio ou vidro,
empregando técnicas de fotolitografia com corrosdo timida ou seca
do substrato™*. Quando o processo de replicagéo ndo envolve altas
pressdes e temperaturas o molde pode ser confeccionado apenas
com fotorresiste, sem necessidade de corrosdo do substrato®. O
fotorresiste SU-8 tem sido o mais empregado para esta finalidade,
devido a sua elevada resisténcia quimica, possibilidade de deposi-
¢do de filmes espessos e alta fotossensibilidade (menor tempo de
exposicao a radiacdo).

Outro processo de microfabricagio bastante difundido envolven-
do confecgdo de moldes € o LIGA (“Lithography, Galvo and
Abformung”), sigla em alemao que significa litografia, eletroformagio
e moldagem. A Figura 4 apresenta as principais etapas do processo
LIGA para obtengéo do molde®.

Um filme de fotorresiste ¢ depositado por “spin coating” sobre
a superficie de um substrato. A seguir, uma etapa de fotolitografia é
realizada, em que a estrutura do molde ¢é transferida para o
fotorresiste. A préxima etapa envolve o preenchimento dos
microcanais formados com metal, geralmente niquel, através de
deposicdo eletrolitica ou ndo eletrolitica. O molde € finalizado com
a remocdo do fotorresiste, formando uma microestrutura de metal
em alto relevo. No inicio do desenvolvimento da técnica LIGA a
etapa de fotolitografia era conduzida com raios-X provenientes de
uma fonte de radiacdo sincrotron. A maior penetrabilidade e o
paralelismo desta fonte de radiacdo garantem a obtencdo de
microestruturas com grande razdo de aspecto (relagdo entre a altu-
ra e a largura do canal). No entanto, uma fonte de luz sincrotron
representa um custo elevado e logo o processo foi adaptado para
luz ultravioleta (LIGA-UV), com decorrente perda de resolu¢ao®.

Replicagdo dos dispositivos microfluidicos a partir de moldes

O processo de replicacdo dos microdispositivos a partir de um
molde ¢ genericamente representado na Figura 5. Os processos de
replicacdo mais utilizados sdo a estampagem a frio, estampagem a
quente, moldagem por injecdo e litografia macia.

No processo de estampagem a frio o padrao microfluidico, prepa-
rado em um molde, € transferido para o substrato através de prensagem
a temperatura ambiente, enquanto na estampagem a quente o proces-
so € realizado sob aquecimento. Nestes processos, geralmente o
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Figura 4. Principais etapas da construgdo de um molde envolvendo processo

LIGA: (I) deposigdo de fotorresiste negativo sobre o substrato condutor ou
com condutor depositado; (1) posicionamento da fotomdscara e exposi¢do
a radiagdo UV; (Ill) revelagdo da imagem fotogravada no fotorresiste; (IV)
deposig¢do de metal a partir de processo eletrolitico; (V) obtengdo do molde
metdlico, apds remogdo do fotorresiste

substrato deve apresentar elevada dureza, o que exige grande resis-
téncia mecanica dos moldes. Por esse motivo, os moldes sido
comumente confeccionados em silicio ou metal. Os dispositivos
microfluidicos obtidos por estampagem a quente apresentam dimen-
sdes muito proximas as do molde de origem. Por outro lado, os ob-
tidos por estampagem a frio dependem das caracteristicas do
substrato, da pressdo aplicada e do tempo de prensagem?®. No entan-
to, o tempo de produgdo de um microdispositivo por estampagem a
frio € menor que o processo com aquecimento. Os moldes emprega-
dos em estampagem a quente apresentam tempo de vida maior devi-
do a menor pressdo utilizada, uma vez que o substrato é aquecido a
uma temperatura proxima a de transi¢do vitrea do material. Os
substratos poliméricos mais empregados em estampagem a frio e a
quente sdo o poli(metilmetacrilato) (PMMA), poliestireno (PE),
poli(cloreto de vinila) (PVC), poli(etilenotereftalato) (PET) e
policarbonato (PC). Equipamentos comerciais destinados a proces-
sos de estampagem a quente podem ser adquiridos®.

No processo de moldagem por inje¢do um polimero termoplastico
¢ fundido e injetado (despejado) sobre 0 molde®. Como a viscosida-
de do polimero fundido € baixa, 0 mesmo acaba por recobrir inte-
gralmente o molde. Apds o resfriamento, o conjunto molde/substrato
¢ desmoldado e obtém-se o substrato com a estrutura microfluidica
do molde (uma imagem negativa). Como a pressdo envolvida na
moldagem por inje¢do € menor que a empregada nos processos de
estampagem, o molde nio necessita ser confeccionado em metal.
Moldes obtidos a partir de corrosdo de silicio ou por deposi¢do de
fotorresiste sdo adequados para este processo. PMMA e PC sdo os
polimeros mais empregados no processo de microfabricagdo envol-
vendo moldagem por injecao.

No processo de litografia macia um polimero linear € mistura-
do a um agente reticulador e colocado em contato com um molde.
Ap0s a reticulagdo, o polimero torna-se sélido e, de maneira andlo-
ga ao processo de moldagem por injecdo, a estrutura microfluidica
do molde € transferida para o polimero reticulado®3’. O PDMS ¢€ o
material mais empregado neste processo, devido as excelentes pro-
priedades dpticas, baixo custo, boa resisténcia quimica e alta flexi-
bilidade?’3*3¥%_ No entanto, outros materiais, tais como a poliuretana



1990 Coltro et al.

elastomérica®, preparada a partir do 6leo de mamona, e resinas
ep6xi* também podem ser empregados na litografia macia. Por néo
envolverem altas pressdes e temperaturas na etapa de replicacao,
os moldes ndo necessitam apresentar altas resisténcias mecanica e
térmica, de modo que geralmente sdo confeccionados em silicio ou
fotorresiste reticulado.

Substrato

Figura 5. Processo de replicagdo de dispositivos microfluidicos a partir de
um molde. (I) e (II) moldagem; (IIl) desmoldagem

Selagem dos microdispositivos fabricados por moldagem

Os microdispositivos obtidos por moldagem em substratos
poliméricos sdo selados com maior facilidade que os
microdispositivos fabricados sobre substratos de silicio e vidro.
Geralmente a cobertura e o substrato apresentam a mesma compo-
sicdo e as selagens sdo conduzidas a baixas temperaturas. Um dos
métodos de selagem mais empregados € a térmica, na qual o substrato
e a cobertura sdo pressionados e aquecidos em temperaturas proxi-
mas a de fuséo ou transicdo vitrea dos materiais®. O aquecimento
pode ser realizado direta ou indiretamente empregando-se ultra-
som, laser, microondas ou radiofreqiiéncia. A temperatura da sela-
gem pode ser consideravelmente reduzida se uma camada de
poliimida, resina epéxi, adesivo termopldstico ou camada de
fotorresiste for colocada entre o substrato e a cobertura. Em alguns
casos esta selagem pode ser realizada a temperatura ambiente, po-
rém um cuidado especial deve ser adotado para evitar a obstrugio
dos canais com a camada adesiva. Outro método de selagem bas-
tante difundido emprega polimeros elastoméricos, como o PDMS,
para selagens reversiveis, na qual o polimero € utilizado como co-
bertura e adere ao substrato através de forgas de van der Waals?.
No entanto, também € possivel realizar selagens irreversiveis com
PDMS com uma prévia ativacdo da superficie deste polimero por
plasma, de maneira que ocorram ligacdes covalentes entre substrato
e PDMS*, ou ainda, manter contato direto com uma superficie du-
rante o processo de cura do polimero.

Ablacio a laser

Nesta técnica de microfabricagdo, um laser UV pulsado incide
sobre a superficie de um substrato polimérico, causando
fotodegradacdo e termodegradac@o do material®®**. As elevadas tem-
peraturas locais atingidas geram ondas de choque, as quais causam
pequenas explosdes na superficie do polimero, de maneira que pe-
quenas particulas e produtos gasosos (CO, CO, etc.) sdo expelidos.
Empregando-se uma madscara € possivel transferir seu padrao
microfluidico para o substrato. No entanto, a mdscara pode ser
eliminada realizando-se a escrita (ablacdo) diretamente sobre o
substrato, através de um laser focalizado e um suporte para o
substrato que permita uma movimentagdo precisa (programavel)
nos eixos x-y, permitindo o desenho da estrutura microfluidica. As
fontes de laser mais empregadas sdo compostas de ArF (193 nm) e
KrF (248 nm). A profundidade dos canais produzidos depende de
parametros, tais como absorcao de radiacdo pelo substrato, potén-
cia do laser, taxa de pulsagdo do laser e tempo de exposi¢do. Os
substratos poliméricos mais empregados sio PMMA, PC, PVC, PET,
PE, politetrafluoretileno e poliimida****. Como geralmente
substratos poliméricos sdo empregados na microfabricagdo por
ablacdo a laser, a selagem dos microdispositivos pode ser realizada
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através dos processos apresentados para a técnica de
microfabrica¢do por moldagem.

Processo de impressiao direta

Outro processo alternativo e economicamente atrativo baseia-se
no uso de toner para a fabricagdo de microdispositivos analiticos. A
histéria do toner na microfabricacdo € curta, porém, altamente pro-
missora. Tan e colaboradores* inicialmente propuseram o uso de
mdquinas fotocopiadoras para gerar moldes descartdveis, os quais
foram entdo empregados para a rdpida prototipagem de micro-
estruturas em PDMS. Do Lago e colaboradores* propuseram um
processo de impressdo direta para a rdpida producio de micro-
dispositivos. Neste processo, os padrdes de imagens sdo impressos
sobre um filme de poliéster (transparéncia de retroprojecdo) usando
uma impressora laser para depositar seletivamente uma camada de
toner, a qual define as dimensdes dos canais microfluidicos. Apds
serem impressos, estes padrdes sdo laminados contra uma folha de
transparéncia limpa ou contra uma imagem especular do padrao, for-
mando canais com simples ou dupla camada de toner, respectiva-
mente. Os padrdes de imagem (configuracdo dos microdispositivos)
podem ser projetados em “softwares”” como o Corel Draw ou AutoCad,
sendo impressos na transparéncia através de uma impressora laser. A
impressora produz a imagem enviada pelo computador através de
uma série de pontos. Conseqiientemente, a resolugio € geralmente
expressa em “dpi” (“dots per inch” — pontos por polegada). Esta
tecnologia brasileira resultou no processo mais simples, fécil e rdpi-
do, e de menor custo por dispositivo, entre todos os processos de
microfabrica¢do descritos na literatura, até o momento.

A tecnologia de impressdo direta tem sido utilizada para con-
feccdo de microdispositivos para separacgdes eletroforéticas®, para
mistura de solugdes®, microeletrodos em discos compactos
(CDtrodos)*632_ celas microfluidicas com eletrodos interdigitados®,
além de moldes descartdveis para a rapida prototipagem de micro-
estruturas poliméricas™.

Os microdispositivos fabricados em poliéster-toner t€m sido
aplicados para rapidas separacdes eletroforéticas de anions* e
cdtions inorginicos**, catecolaminas?’ e farmacos*, utilizando
deteccdo amperométrica (DA)** e detec¢do condutométrica sem
contato (C*D)**. Além dos métodos de deteccdo eletroquimicos,
do Lago e colaboradores® também mostraram que a fabricagdo de
microchips para formagdo de “eletrospray” para espectrometria de
massas ¢ perfeitamente aplicavel.

A tecnologia de impressdo direta vem sendo utilizada para fabrica-
¢do de microeletrodos de Au em discos compactos regravdveis (CDs)*".
Neste caso, as mdscaras sdo impressas em papel vegetal e posterior-
mente transferidas para a superficie do CD. As maéscaras de toner deli-
mitam a drea dos eletrodos, enquanto a drea ndo protegida ¢ facilmente
corrofda com solugdo de KI/L,. CDtrodos fabricados por este processo
tém sido aplicados para DA em sistemas de CE convencional®” e em
micro-escala*. A combinag@o das etapas de impresséo direta e transfe-
réncia térmica também foi usada por do Lago e colaboradores™*® para
a produgio de microestruturas em vidro-toner.

INSTRUMENTACAO

A simples confeccdo de canais utilizando as técnicas de
microfabricacdo, j4 detalhadas, estd longe de configurar um
microssistema de andlise. Apés a etapa de fabrica¢do dos canais,
varios aspectos devem ser levados em considerag@o para o funcio-
namento do dispositivo. Como exemplos, podem-se citar as estraté-
gias para a manipulag¢@o dos fluidos nos canais, para a injegdo de
amostra, deteccdo, dentre outras. De fato, um dos grandes desafios
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na constru¢do de microssistemas de andlises reside justamente na
comunicagdo entre o ambiente microscépico e o mundo macros-
copico, com o qual o analista estd habituado e para o qual a maioria
dos métodos de andlises estd estabelecida. E claro que algumas destas
etapas podem ser implementadas no momento da confeccdo do dis-
positivo, como, por exemplo, a deposicdo (integragdo) de eletrodos
para deteccdo eletroquimica no canal. Idealmente, todas as etapas
analiticas e processos deveriam estar integradas no dispositivo, mas
poucos exemplos de sistemas completos sdo encontrados na litera-
tura no presente estdgio de desenvolvimento.

A instrumentagdo necessdria aos microssistemas de andlises
envolve, de maneira geral, um sistema responsédvel pelo bombea-
mento dos fluidos pelos canais e um detector estrategicamente
posicionado. Dependendo do tipo de aplicagdo, outras operacdes
podem ser incorporadas. Bons exemplos sdo os UTAS para amplifi-
cacdo de DNA utilizando PCR (“polymerase chain reaction”), onde
ciclos de aquecimento podem ser desenvolvidos através da passa-
gem de corrente elétrica sobre filmes condutores depositados sobre
os substratos durante o processo de microfabricagdo.

De acordo com a complexidade das conexdes entre os canais,
os esquemas de mobilizagdo dos fluidos podem envolver diversas
concepgdes e estratégias para o controle seletivo do fluxo, desde a
introduc@o de vélvulas integradas®*®, ou simplesmente usar uma
bomba pneumatica posicionada externamente para a mobilizacido
dos fluidos®.

Bombeamento

A tecnologia de fabricacdo de micro-valvulas ou microssistemas
eletromecdnicos (MEMS) mais sofisticados pode ser empregada
na integragdo de microbombas para a movimentagdo dos fluidos®.
Basicamente, as microbombas integradas podem ser de dois tipos:
dindmicas (centrifuga, eletrodinamica, eletrosmdtica,
magnetodinamica, ultrassonica e outros efeitos especiais) ou de
deslocamento (diafragma, pistdo, rotatdria, aperiddica). A Figura
6 mostra como uma bomba pode ser implementada a partir de duas
vélvulas e um elemento piezelétrico conectado a um diafragma. A
diferenca de potencial aplicada ao piezelétrico pode ser controlada
para causar a suc¢@o do fluido para dentro da camara (Figura 6a).
A inversdo do potencial causa a expansao do piezelétrico e expulsa
o fluido da camara (Figura 6b). A referéncia 60 traz uma boa revi-
sdo dos principais tipos de microbombas e inclui explicagdes so-
bre os principios de funcionamento. Uma variacdo desta estratégia
vem sendo explorada através da integragdo de uma camara difusora
com uma membrana acoplada a um cristal piezelétrico®’. Neste
caso, o processo de fabricag@o € simplificado, pois dispensa a in-
corporacdo das valvulas.

Vilvulas de membranas finas elastoméricas (por exemplo, de
PDMS) podem ser posicionadas em série sobre o microcanal e aci-
onadas seqiiencialmente, provocando o deslocamento dos fluidos,
de maneira semelhante a uma bomba peristdltica®. De maneira
geral, a introdugdo destas microbombas de deslocamento aumenta
significativamente o grau de complexidade dos dispositivos, o que

Piezoelétrico

a) Entrega

Succéo

Figura 6. Microbomba de membrana integrada. Adaptada da ref. 60
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pode requerer um controle cuidadoso dos processos de
microfabricagao.

Por ndo requerer etapas adicionais de microfabricagdo, o
bombeamento através do fluxo eletrosmético (EOF) € uma das for-
mas mais empregadas de manipulagdo dos fluidos em microcanais.
O EOF esté relacionado a distribuicdo ndo uniforme de fons nas
regides proximas as paredes dos canais, quando estas possuem ex-
cesso de carga. A magnitude do EOF ¢ dependente, portanto, do
tipo do material utilizado como substrato e das propriedades da
solu¢do que preenche os canais (pH, viscosidade, constante
dielétrica e forca idnica). Na pratica, este tipo de mobilizagdo do
fluido favorece a aplicacdo do microssistema em separagdes
eletroforéticas, como por exemplo, eletroforese de zona (CZE) ou
isotacoforese (ITP), eletrocromatografia (CEC) etc., uma vez que a
fonte de alta tensdo j4 estd disponivel na integracdo da plataforma
microfluidica. Este tipo de mobilizacdo do fluxo ¢ muito interes-
sante, pois € possivel selecionar facilmente os canais por onde o
fluxo deve passar pela aplicagdo do potencial nos reservatdrios
correspondentes a esses canais (Figuras 7a e 7b). Caso a aplicagio
necessite de um fluxo livre do campo elétrico gerado na aplicacio
do potencial, pode-se ainda utilizar o EOF gerado em um ou mais
canais auxiliares e acoplar este fluxo ao canal de interesse (Figura
7¢)83%. Outras estratégias podem ser encontradas na literatura, como
por exemplo, a exploracdo do fendomeno de eletrocapilaridade do
mercurio para criar um mecanismo de pistdo em um capilar
acoplado ao canal® ou o deslocamento do fluido pela geragdo de
bolhas de maneira controlada em um microcanal®.

Figura 7. Bombeamento através do EOF. A dire¢cdo do fluxo pode ser
facilmente controlada através do chaveamento do potencial aplicado aos
canais (a) e (b); através de uma jungdo porosa é possivel obter o fluxo livre
da influéncia do campo elétrico aplicado para o bombeamento (c). Na
representagdo assume-se que o EOF é catddico, ou seja, as paredes dos canais
apresentam carga negativa

Introducio da amostra

O sistema de introdugdo da amostra é uma das etapas mais im-
portantes do processamento analitico desenvolvido em dispositivos
microfluidicos. Embora em sistemas convencionais a introducdo da
amostra seja realizada por agdes eletrocinéticas e/ou hidrodinamicas,
em sistemas miniaturizados, devido a maior facilidade de implemen-
tacdo, esta etapa se faz predominantemente por processos eletrociné-
ticos™’!. No entanto, alguns artigos relacionados a inje¢do hidro-
dindmica em microchips podem ser encontrados na literatura™’>7. A
importancia da introdu¢io de amostra deve-se ao fato de que as ca-
racteristicas da zona de amostra determinam a qualidade da separa-
¢do analitica. Além disso, para um estudo quantitativo hd a necessi-
dade de uma boa repetibilidade das inje¢cdes. O manuseio
eletrocinético do fluido ndo requer componentes adicionais, além de
eletrodos para aplicagiio de campo elétrico, eliminando, assim, a ne-
cessidade de acoplar microbombas e microvalvulas. Devido a simpli-
cidade instrumental, a eletroforese capilar (CE) € o principal método
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de separagdo desenvolvido em micro-escala. Com relagio a injegio
eletrocinética, hd basicamente trés métodos freqiientemente utiliza-
dos em microdispositivos. Estes métodos baseiam-se nos modos
“unpinched”™, “pinched”™ e “gated’™.

No modo mais simples de injecio eletrocinética, “unpinched”, a
zona da amostra ¢ determinada basicamente pela geometria dos
microcanais que pode ser na forma de cruz, de um duplo-T, ou ainda,
de um triplo-T. A diferenca bdsica estd no volume de amostra forma-
do, determinado pela geometria dos microcanais. Para melhor com-
preensdo, a Figura 8 apresenta o esquema do controle eletrocinético
nos microcanais. Na Figura § € apresentado um esquema bdsico da
configuracdo dos microcanais na geometria de uma cruz. Para reali-
zar a injecdo uma diferenca de potencial € aplicada no canal de inje-
¢do durante 1-10 s, pelos eletrodos posicionados nos reservatdrios da
amostra (1) e de descarte da amostra (3) (Figura 8B). Neste curto
periodo de tempo, a tendéncia € que o microcanal de injec@o fique
completamente preenchido com a amostra (Figura 8C). Ap6s com-
pletar o preenchimento do microcanal de injegdo, a etapa de separa-
¢do € iniciada pela aplicacio de uma diferenca de potencial no canal
de separagdo nos eletrodos posicionados nos reservatdrios do tampao
(2) e de descarte do tampao (4), também denominado de reservatério
de detec¢do. Deste modo, a zona de amostra definida pela interseccao
dos canais (volume de amostra injetada = volume da intersec¢@o dos
canais) ¢ transportada na direcdo do detector (Figura 8D) e as espéci-
es sdo separadas de acordo com suas mobilidades eletroforéticas’™.

Figura 8. Esquema de controle eletrocinético nos microdispositivos. (A),
Configuragdo dos microcanais. 1, 2, 3 e 4 representam os reservatorios para
amostra, tampdo, descarte da amostra e descarte do tampdo, respectivamente.
I, II e Il representam o canal de inje¢do, o canal de separagdo e o ponto de
detec¢do. (B), (C), ilustragcdo do preenchimento do canal de inje¢do. (D),
separagdo analitica dos analitos de acordo com sua mobilidade eletroforética

Fontes de alta tensao

Diversas aplicagdes de microssistemas de andlises requerem a
utilizac@o de elevados campos elétricos, tanto para o simples
bombeamento dos fluidos, injecdo de amostra ou a separagio
eletroforética dos analitos. Tipicamente, duas ou trés fontes capa-
zes de fornecer até 4000 V sdo suficientes para a maioria das apli-
cacdes, mas € possivel utilizar uma tnica fonte através do
chaveamento manual dos pontos de aplicaciio do potencial. Segun-
do Jacobson e colaboradores”, a injecdo eletrocinética de amostras
nos microcanais pode ser efetuada utilizando-se apenas uma fonte e
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o chaveamento da alta tensdo entre os reservatérios da amostra e
do tampao. Neste caso, apenas trés reservatdrios foram suficientes
para a implementagdo do microssistema.

Ha disponiveis no mercado vdrios tipos de médulos miniatu-
rizados para utilizacdo nestes microssistemas’’, incluindo médulos
com multiplas saidas que podem ser controlados por computador
através de uma interface digital/analégica (D/A). Ainda, sistemas
com multiplas saidas podem ser facilmente construidos a partir de
mdédulos miniaturizados individuais®.

Métodos de deteccio

A reducio dos sistemas de andlise, com a conseqiiente redugao
na quantidade de analito injetado, traz a luz uma nova realidade:
como detectar as quantidades infimas de material? Como exem-
plo, se a deteccdo por absorcio de luz no ultravioleta-visivel (UV-
vis) for empregada em um microcanal de 50 um para a detecgiio de
uma espécie com absortividade molar de 1000 L mol! cm™ (que
pode ser considerada alta), na concentragdo 100 pmol L', a
absorbancia medida serd de apenas 5,0x10. Obviamente, o cami-
nho dptico neste caso limita a magnitude do sinal observado. Mas,
indiretamente, a quantidade reduzida de material requer que estra-
tégias que apresentem baixos limites de detec¢do sejam emprega-
das. Outro ponto a ser considerado € a possibilidade de integragdo
do detector ao microssistema, uma vez que essa € a idéia central
dos UTAS. Nao € raro encontrar na literatura propostas de
microdispositivos de andlise onde o detector ocupa um volume
muito maior que a parte microfluidica (por ex., ref. 20).

Encontra-se uma grande variedade de estratégias de deteccdo
aplicadas a uTAS, sendo esta drea foco de intensa atividade de pes-
quisa. Basicamente, as estratégias de detec¢do podem ser dividi-
das em Gpticas, eletroquimicas e acopladas®*81%* Aqui serdo abor-
dadas as mais comumente empregadas, mas outras estratégias de
deteccdo especificas, como, por exemplo, para contagem e classi-
ficacdo de células, medidas de viscosidade, osmolaridade, sensores
de pressdo e temperatura, entre outras, também podem ser encon-
tradas na literatura®.

Deteccao optica

Estratégias de deteccdo baseadas na absorcdo de radiacdo na
regiio do UV-Vis e fluorescéncia sdo muito encontradas nos méto-
dos instrumentais de andlise. Em particular, a fluorescéncia tem
sido um dos métodos preferidos, principalmente quando a fonte de
radiagdo de excitacdo € do tipo laser (LIF), devido aos baixos limi-
tes de detec¢@o conseguidos com esta técnica. Técnicas modernas
de microscopia confocal t€m sido utilizadas com sucesso para
detecgdo por fluorescéncia, por simplificarem significativamente
a instrumentagdo e proporcionarem 6timos resultados. Ha, inclusi-
ve disponivel comercialmente, um instrumento para processamento
paralelo de amostras de fragmentos de DNA e RNA, além de pro-
tefnas e células que opera com LIF e eletroforese®.

Devido ao reduzido caminho 6ptico, técnicas de absor¢do
molecular encontram aplica¢des limitadas a amostras onde o analito
estd presente em concentragdes relativamente altas. Uma estratégia
que pode ser facilmente implementada em UWTAS € a construcdo de
celas de reflexdes muiltiplas, através da introducdo de camadas refle-
toras. Outro aspecto interessante € a possibilidade de integracdo de
componentes do espectrofotdmetro ou fluorimetro aos microssistemas.
A utilizacdo de diodos emissores de luz (LED) convencionais ou laser,
além da recente introdugdo dos LED organicos (OLED), torna possi-
vel a integragdo direta da fonte de radiagdo com os canais com ampla
faixa de opgdes de comprimentos de onda. Além disso, vdrios traba-
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lhos t€m demonstrado a viabilidade de integracdo de guias de onda
aos microdispositivos. Por outro lado, ndo hd muitos exemplos de
integracdo do elemento detector, como fotodiodos ou similares. Fi-
bras 6pticas também t€m sido utilizadas no acoplamento do sistema
de detecgio dptico com os microcanais. Outras estratégias de deteccdo
optica tém sido aplicadas aos microssistemas de andlise, como
absorbancia termo-6ptica (lentes térmicas), ressonancia plasmonica
de superficie, quimiluminescéncia, infravermelho, Raman, indice de
refragdo e emissdo atdmica*®.

Deteccio eletroquimica

Das técnicas de detecgio conhecidas, a eletroquimica € a que pos-
sui maior potencial para integracdo aos microssistemas fluidicos e,
portanto, a que mais se aproxima do conceito de UTAS. Os sistemas
eletroquimicos de deteccdo podem ser divididos em amperométricos,
voltamétricos, potenciométricos e condutométricos®*¥”. Além destes,
recentemente tem aumentado a aplicacdo da espectroscopia de
impedancia eletroquimica como estratégia de detec¢do. De maneira
geral, os detectores eletroquimicos apresentam baixos limites de
deteccdo e aplicacdo a uma grande variedade de analitos. A constru-
¢do dos detectores eletroquimicos envolve o posicionamento de
microeletrodos de trabalho e referéncia (em alguns casos podem ser
também utilizados eletrodos auxiliares). Etapas adicionais de deposi-
¢do dos eletrodos podem ser incorporadas ao processo de
microfabrica¢do, o que facilita a incorporacdo do detector e aumenta
consideravelmente a reprodutibilidade do sistema. Outra vantagem
associada a este tipo de deteccdo relaciona-se ao fato de que na maio-
ria das técnicas a resposta do detector deve-se a reagdes (ou equilibri-
0s) na superticie do eletrodo, tornando o sistema de detecgio indepen-
dente do volume fisico da célula de detec¢do (compare-se com a limi-
tagdo do caminho dptico imposta nos detectores por absor¢do de radi-
acdo). A deteccdo amperométrica € uma das mais utilizadas, devido
aos baixos limites de deteccdo conseguidos, a facilidade e custo de
implementagdo e a boa seletividade®*®”. Aplicacoes de detectores
condutométricos, principalmente sem contato com acoplamento
capacitivo®™®, t&m crescido nos dltimos anos.

Métodos acoplados

Em principio, qualquer estratégia de detec¢do pode ser utiliza-
da em microssistemas. Além da pequena quantidade de material
analisado, outra limitacdo refere-se as baixas vazdes encontradas
nos microssistemas, que faz com que fluxos auxiliares sejam ne-
cessarios. O tamanho fisico do detector € outro ponto de conside-
racdo: em muitos casos, o detector precisa ser dimensionado para
que o acoplamento possa ser efetuado. Levando em conta estes
aspectos, ¢ impressionante que técnicas como espectrometria de
massas (MS) e ressonancia magnética nuclear (RMN) tenham sido
utilizadas em microssistemas de andlise*°.

Devido aos 6timos limites de detec¢do e a possibilidade de
caracterizagdo estrutural, a MS encontra também grande aceitagio
em microssistemas de andlise. O acoplamento microchip-MS e as
aplicacdes destes sistemas sdo dreas de intensa atividade de pes-
quisa. Recentemente foi langado no mercado um microssistema
especialmente til na andlise de proteinas e estudos protedmicos,
onde as etapas de tratamento da amostra ocorrem em um
microssistema polimérico complexo. Os analitos sdo eluidos
cromatograficamente e inseridos em um espectrometro de massas
através da ionizacdo por “electrospray”®. No caso da RMN, novas
tecnologias de fabricacdo de micro-enrolamentos tornaram possi-
vel a detecgdo direta em microcanais®. Mas apesar da RMN ser
uma ferramenta importante, capaz de fornecer informagdes estrutu-
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rais, os limites de deteccdo alcangados por esta técnica ndo permi-
tem sua aplicaco em microssistemas para a determinagdo de espé-
cies em baixas concentragdes.

APLICACOES

Entre as possiveis aplica¢des da microfluidica podem-se citar
todas aquelas executadas em sistemas convencionais: separag¢do de
biomoléculas como proteinas, peptideos, seqiienciamento de DNA,
ensaios enzimaticos, imunoensaios, aminodcidos, aminas biogénicas,
entre outros. Além disso, a versatilidade inerente a constru¢ao dos
microdispositivos permite a execugdo de experimentos baseados
em imobilizagdo de biomoléculas e andlises integrando reagdes
quimicas em vdrias etapas®.

Analise genomica (DNA)

A primeira separacdo de DNA em um microdispositivo foi publicada
por Effenhauser e colaboradores®, em 1994. Desde entdo, esse tipo de
andlise sofreu um desenvolvimento bastante rdpido e se tornou uma
das principais aplica¢des em sistemas microfluidicos™. Nos microchips,
o efeito Joule desprezivel durante a aplicagdo de altos campos elétri-
cos e a amostragem de volumes reduzidos e bem definidos resultam
em andlises de DNA mais eficientes quando comparadas aquelas exe-
cutadas em eletroforese capilar convencional ou em gel. Assim,
seqiienciamentos de DNA, bem como rdpidas e eficientes separagdes
de oligonucleotideos, fragmentos de DNA e RNA, tém sido extensiva-
mente realizadas nesses microssistemas”. A andlise de DNA envolve
vdrias etapas: classificacdo e separacdo de células, digestdo de células
e purificacdo do DNA, amplificagdo do DNA, separacio eletroforética
e deteccdo. Encontram-se na literatura vérios sistemas microfluidicos
que possibilitam realizar uma, vdrias ou todas as etapas de uma andli-
se genética®.

Classificagdo e separagdo de células

E a primeira etapa da andlise e pode ser considerada a prepara-
¢do da amostra. Como as amostras bioldgicas sdo, na maioria das
vezes, de matriz muito complexa, € crucial que as células que con-
tém o DNA de interesse sejam separadas do material bioldgico.
Virias técnicas de separacdo e classificacdo de células tém sido
desenvolvidas em microdispositivos, incluindo separagdo por ati-
vagdo com fluorescéncia ou magnetismo, separagdo mecanica e se-
paragdo através de aplicagiio de campo elétrico”.

Os trabalhos que envolvem separacdio mecanica de células em
microfluidica sdo, na maioria dos casos, baseados em filtragao.
Wilding e colaboradores® usaram um microdispositivo contendo
uma série de filtros em formato de ponte, com 3 um de largura, para
separar c€lulas de glébulos brancos de todo o material biolégico
contido em amostras de sangue. Nesse sistema, através de
bombeamentro hidrodinamico dos fluidos, as células foram sepa-
radas e, em seguida, o DNA foi amplificado usando PCR na mesma
plataforma.

A grande diversidade das propriedades fisicas dos diferentes ti-
pos de particulas bioldgicas pode ser usada para o desenvolvimento
de separadores de células. Células de glébulos brancos, por ex., sdo
extremamente aderentes, enquanto que células de glébulos verme-
lhos sdo muito pouco aderentes. Valendo-se dessa diferenca de pro-
priedades, Carlson e colaboradores” usaram forga hidrodindmica para
bombear amostras de sangue através de microcanais empacotados
com fase porosa para separar células de glébulos vermelhos de célu-
las de glébulos brancos. Enquanto as células de gldbulos vermelhos
rapidamente penetravam e passavam pelos microcanais, o retarda-
mento, e eventualmente a aderéncia, das células de glébulos brancos
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permitiram a separacdo. Além disso, o sistema também possibilitou
o fracionamento de diferentes tipos de células de glébulos brancos.

Entre os diferentes tipos de separadores de célula, aqueles base-
ados em aplicagdo de campo elétrico sdo 0s mais convenientes para
sistemas miniaturizados devido, principalmente, a relativa facilida-
de de gerar e estruturar o campo elétrico no microdispositivo®”. Como
a maior parte das células possui mobilidades eletroforéticas seme-
lhantes, o emprego da eletroforese para separacdo de células € bas-
tante limitado. Entretanto, a dieletroforese (DEP) tem sido empre-
gada com sucesso na separacdo de vdrios tipos de células.

DEP ¢ definida como um movimento lateral concedido a parti-
culas ndo carregadas, como resultado da polarizagdo induzida por
campos elétricos ndo uniformes. Utilizando as interacdes entre as
propriedades dielétricas intrinsecas das células e o campo AC apli-
cado, DEP tem sido bastante usada como ferramenta de separacio
de células. Usando DEP, uma grande variedade de células, incluin-
do bactérias, células cancerosas, células tronco e subpopulagdes
de leucdcitos, foram separadas. Huang e colaboradores'® demons-
traram um microchip para DEP, com microcanais construidos em
acrilico, para separar diferentes simuladores de agentes de guerra
biolégica denominados B. cereus, E. coli e L. monocytognens con-
tidos em amostras de sangue. Cui e colaboradores'® desenvolve-
ram dispositivos dieletroforéticos construidos em fotorresiste SU-
8 formados por multicamadas, como guias para separagdo de dife-
rentes tipos de células.

Digestdo de células e purificacdo do DNA

Ap0s a separagdo das células de interesse, por meio de uma das
técnicas mencionadas anteriormente, sua digestdo ¢ a proxima etapa
da andlise total. Vdrios grupos tém apresentado dispositivos
microfluidicos, principalmente fabricados em materiais poliméricos,
com propdsito da digestdo celular através de agentes quimicos!*>1%,
for¢a mecanica'® ou pulsos elétricos'*!.

Métodos quimicos s@o bastante comuns para digerir células.
Como a membrana celular consiste em uma dupla camada lipidica,
eletrdlitos contendo surfactantes podem facilmente rompé-las. Vari-
os microdispositivos foram desenvolvidos para a digestdo quimica
celular. Irimia e colaboradores'® construiram um microdispositivo
em PDMS que integrava a captura e a digestdo de uma unica célula
em um volume de 50 pL. Nesse trabalho, a digestdo celular foi rea-
lizada com o uso de dodecil sulfato de sédio (SDS). Carlo e colabo-
radores'™ apresentaram um novo microdispositivo construido em
PDMS para a digestdo celular com fons hidréxido eletro-gerados in
situ. Trés diferentes tipos de células foram eficientemente digeridas
usando esse método.

Um segundo método bastante comum empregado na digestdo de
células € a “lise” mecanica. Taylor e colaboradores'® desenvolveram
um minissonicador construido em conjun¢do com um microdispositivo
para PCR. Células provenientes de diferentes bacilos foram digeridas
no minissonicador em menos de 30 s e, em seguida, 0o DNA provenien-
te das mesmas passou para a etapa de amplificacdo.

A aplicacdo de pulsos elétricos para a digestdo celular € conhe-
cida também como eletroporagdo'®'’. Lu e colaboradores'® desen-
volveram um microdispositivo em SU-8 para digestdo celular por
eletroporagdo. Nesse sistema, com a aplicagdo de campos elétricos
de 1 kV/cm e um potencial AC de 10 V, células cancerigenas foram
digeridas com o material genético pronto para andlise subseqiiente.

O isolamento do DNA altamente purificado ¢ muito importan-
te para a maioria das aplicacdes biotecnoldgicas subseqiientes, so-
bretudo no que diz respeito ao desenvolvimento de novas aplica-
¢des terapéuticas. Dessa maneira, o desenvolvimento de métodos
efetivos para a extragdo e purificacdo de DNA ¢ bastante explorado
na microfluidica. A maior parte dos procedimentos usados para ex-
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tragdo de DNA depende da utilizacéo de lisozima ou outras enzimas
lipofilicas ou proteoliticas. Entretanto, vdrias bactérias sdo resis-
tentes a acdo da lisozima e, portanto, outros protocolos sdo neces-
sdrios. A extracdo de DNA tem sido feita eficientemente com o uso
de um sistema tampdo e extra¢do em fase sélida!®. A extragdo de
DNA usando fases sélidas € baseada em interagdes i0nicas entre o
DNA e elementos catidnicos imobilizados ou ndo. Chung e cola-
boradores'” construiram um microchip em PMMA com fase sdli-
da imobilizada para uma extragio eficiente de DNA em células
digeridas de E. coli. Quando o niimero de células usadas na extra-
¢do foi de 10°a 10* em 25 pL. de amostra, a eficiéncia da extragdo
foi bem maior (100 a 1000 vezes) no microchip quando comparada
a outros métodos que usam fases sdlidas ndo imobilizadas.

Amplificagdo do DNA

Atualmente, o método usado para amplificagdo de DNA € a
PCR, que é uma metodologia in vitro que possibilita a reproducéo
de milhares de cépias de um determinado fragmento de DNA. Atra-
vés desta técnica, uma seqiiéncia particular de interesse pode ser
amplificada, tornando-se majoritdria na amostra de DNA. Deste
modo, dois pequenos fragmentos de DNA, normalmente de 20 pa-
res de bases (“primers”), sdo sintetizados in vitro. Estes primers
sdo complementares as extremidades da regido de DNA que se pre-
tende amplificar''.

A PCR ¢ realizada através de vdrios ciclos que possuem trés
estdgios de temperatura cada: desnaturacdo das duas fitas das mo-
léculas de DNA a 95 °C; hibridizacdo dos “primers” as regides
complementares das moléculas de DNA que estdo separadas a
55 °C e, extensdo de um novo DNA, comecando pelas regides em
dupla fita, local onde cada um dos “primers” se ligou ao molde da
amostra de DNA a 72 °C. Apds isso, um novo ciclo € iniciado com a
temperatura elevada a 95 °C novamente. Ao final de 30-35 ciclos de
amplificacdo existe, tipicamente, 1 milhdo de cépias do segmento
de DNA de interesse para cada molécula molde original da amostra
inicial'',

Varios microdispositivos tém sido construidos para aplicacio
em amplificacdo de DNA através da PCR***°. Roper e colaborado-
res''® publicaram recentemente um trabalho de revisdo que apre-
senta os avangos nessa drea. Existem duas maneiras de executar a
PCR em microchips. A mais comum delas € dependente do tempo
requerido para atingir as diferentes temperaturas do ciclo. Ou seja,
a mistura que contém os componentes da PCR € mantida em estado
estaciondrio, enquanto a camara de reagdo atinge as temperaturas
requeridas. Esse método requer uma otimizacdo bastante cuidadosa
da taxa de transferéncia de calor para o sistema'''. A segunda ma-
neira € realizada em sistemas de fluxo continuo, nos quais as tem-
peraturas requeridas para o ciclo foram fixadas nas vdrias regides
do microdispositivo''2.

Legendre e colaboradores'!! desenvolveram um microdispositivo
que integra as etapas de extracdo em fase sélida (SPE) e PCR na and-
lise de DNA. O processo de SPE foi realizado usando particulas de
silica hibrida na fase sol-gel e a PCR em uma cimara de reacdo de
apenas 1,6 nL aquecida através da radiag¢do infravermelha. O
microdispositivo, fabricado em vidro através da técnica fotolitografica,
permitiu a purificagdo e PCR de amostras contendo DNA de interesse
em um tempo total de andlise de 25 min. A Figura 9 apresenta o dese-
nho do microdispositivo, bem como as representacdes. Todos os
microcanais foram construidos com 200 pum de profundidade. O DNA
purificado no canal da SPE, com 1,0 cm de comprimento e 140 um de
largura, foi eluido para a cAmara de PCR juntamente com os reagentes
adicionados para PCR adicionados através de um microcanal de 2,25
cm de comprimento e 20 wm de largura. As restri¢des representadas no
desenho foram construidas para restringir o fluxo no canal de adi¢do
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dos reagentes e reter a fase sélida no canal da SPE. A eluicao do DNA
na fase sélida extratora, bem como a adigéo dos reagentes necessarios
para a PCR, foram feitas utilizando uma bomba seringa. O sistema de
infravermelho permitiu desenvolver os ciclos de aquecimento e
resfriamento para a PCR com taxa de 10 °C/s. Essa taxa € 10 vezes
mais rapida para aquecimento e 3 vezes mais rapida para resfriamento,
quando comparada aos termo-cicladores convencionais.

(A) REAGENTES (B)

PCR

l PONTES
/ 0 By REAGENTES i B,

-— PCR

AMOSTRA :
| | :
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H SPE

Figura 9. Microdispositivo usado para andlises genéticas acoplando

ACOPLADOR
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purificagdo e PCR de DNA. (A) Mostra os componentes do microssistema:
entrada da amostra e reagentes, pontes restritoras de fluxo e da fase solida da
SPE, camara de rea¢do da PCR e acoplador térmico. (B) Fotografia do
microdispositivo construido em vidro; (B,) movimento dos fluidos na intersec¢do
dos microcanais e (B,) fase solida da SPE. Reproduzido da ref. 111, com
permissdo da American Chemical Society

Separagdo de DNA

O uso da eletroforese para andlise de DNA, também conhecida
como andlise genética, pode ser dividido em categorias mais co-
muns: seqlienciamento de DNA e genotipagem. Qualquer que seja
0 caso, a separacdo € feita por tamanho.

O seqiienciamento de DNA ¢ uma andlise que permite determinar
a ordem das bases nitrogenadas (ou nucleotideos) adenina, guanina,
timina e citosina, em um fragmento de DNA. Isso pode ser feito através
da marcacdo de cada nucleotideo com um marcador fluorescente ou
radioativo diferente. As analises de genotipagem fundamentam carac-
terizar diferencas genéticas entre genomas individuais. Essas diferen-
cas sdo usadas para analisar heranga de genes, identificar pessoas que
possuem variantes de genes (alelos) que predizem doencas e clara-
mente identificar diferentes pessoas em aplicagdes forenses.

Emrich e colaboradores'® demonstraram todo o potencial da
microfluidica em andlises genéticas simultdneas no desenvolvimento
de um microdispositivo com arranjo de microcanais para andlise si-
multanea de 384 amostras. Apds amplificacdo usando PCR e diges-
tdo enzimadtica, o DNA de 384 individuos foi seqiienciado usando um
unico microdispositivo. O sistema (Figura 10A), de 200 mm de dia-
metro, € constituido por quatro quadrantes com 24 quartetos de
microcanais distribuidos radialmente em volta de um reservatdrio
central anédico comum. Cada quarteto (Figura 10B) consiste em quatro
microcanais com reservatorios de amostras individuais e interligados
a um reservatdrio catédico em comum. As distancias entre cada re-
servatério de amostra e o respectivo reservatério catédico comum
sdo idénticas (Figura 10C). Os reservatdrios possuem 1,5 mm de di-
ametro e a distincia entre eles € de 1,2 mm. Cada amostra € adiciona-
da no respectivo reservatdrio, seqiienciada no microcanal (60 um de
largura, 30 um de profundidade e 8 cm de comprimento) preenchido
com poli(di)metilacrilamida (PDMA) e detectada com um sistema
confocal de fluorescéncia induzida a laser. A aplicabilidade desse
bioanalisador foi demonstrada na genotipagem de uma mutacao co-
mum do gene humano HFE em 384 individuos em apenas 325 s.

Sistemas integrados
A integracdo das vdrias etapas da andlise de DNA em um unico
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Figura 10. (A) Microdispositivo (200 mm de diametro) com 384 microcanais
para andlises genéticas simultdneas. Microcanais com 60 Wm de largura, 30
Wwm de profundidade e 8 cm de comprimento. (B) Desenho expandido de apenas
um microcanal mostrando reservatorios e ponto de detecgdo. (C) Reservatorios
para tampao de corrida (T) e amostras (A, a A,) em cada microcanal.
Reproduzido da ref. 113, com permissdo da American Chemical Society

microdispositivo tem sido objeto de estudo de vdrios grupos de
pesquisa''*!'®. Nesse ponto, vdrios trabalhos poderiam ser citados
mas nos limitaremos a apenas dois, que sdo de grande destaque.
Ferrance e colaboradores', além do trabalho discutido anterior-
mente de integragdo das etapas de purificagdo e PCR na analise
DNA"!, também desenvolveram um microdispositivo que integra
as etapas de PCR e separacdo dos fragmentos de DNA. O micro-
dispositivo fabricado em vidro foi aplicado para diagndstico de
mutagdo genética em pacientes com distrofia muscular de
Duchenne. Apés purificadas em outro microdispositivo de SPE, as
amostras contendo o DNA de interesse foram introduzidas na ca-
mara de PCR de apenas 630 nL e, em seguida, separadas em um
microcanal (50 um de profundidade) e detectadas por LIF.

Um microdispositivo fabricado em PC que integra todas as etapas
de uma andlise de DNA foi desenvolvido por Liu e colaboradores!'®,
do laboratério de microfluidica da Motorola. A preparacdo da amos-
tra, incluindo captura magnética, pré-concentragdo, purificacdo e di-
gestdo de células, PCR, separagdo e detecgdo de DNA, foi executada
em uma Unica plataforma. O bombeamento dos fluidos nos microcanais
foi feito através do uso de microbombas termopneumdticas e, para re-
gular o fluxo, microvélvulas termicamente acionadas, construidas em
parafina, foram acopladas ao sistema. Aplicacdes desse sistema foram
demonstradas para detec¢do de polimorfismo de nucleotideos indivi-
duais diretamente de amostras de sangue.

Andlise protedmica (proteinas e peptideos)

O método mais usado atualmente para analisar proteinas inclui
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sua extragdo da célula, separacdo por eletroforese em gel (uni ou bi-
dimensional), digestdo das protefnas separadas e andlise dos peptideos
resultantes por espectrometria de massas (MS). Essa tradicional
metodologia, embora bastante ttil e poderosa, exige muito tempo e
trabalho laboratorial. Nesse contexto, os microdispositivos oferecem
novas oportunidades que ndo existem nas técnicas tradicionais de
andlise protedmica: rapidez, andlise simultanea de amostras e poten-
cial para controle e automacao das vdrias etapas da analise'"’.

A maior parte dos desenvolvimentos recentes em microfluidica apli-
cada a andlise protedmica estd voltada para a combinacdo, em um tinico
microdispositivo, da separaco por eletroforese uni ou multi-dimensional
e deteccdo por MS. Uma vez que a espectrometria de massas € a técnica
mais usada para andlise e caracterizac@o de proteinas, vérios trabalhos
voltados ao acoplamento de microdispositivos com MS tém sido relata-
dos*. Como o acoplamento microchip-MS ja foi abordado anteriormen-
te, os exemplos de aplicacdo que apresentaremos a seguir serdo mais
voltados para eletroforese bidimensional (2D) em microdispositivos.

Os primeiros trabalhos envolvendo a andlise de proteinas ou
peptideos em microdispositivos usando a eletroforese 2D foram pu-
blicados por Ramsey e colaboradores!'®!"°. Ambos os trabalhos inte-
graram a cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) e eletroforese
capilar em zona (CZE), respectivamente, como primeira e segunda
dimensdo da eletroforese em 2D. Amostras de digeridos protéicos
(peptideos) foram separadas em ambos os sistemas.

O trabalho mais recente envolvendo o uso de eletroforese 2D em
microdispositivos para separacdo de proteinas foi publicado por
Shadpour e Soper'®. Eletroforese capilar em gel usando dodecil sul-
fato de sédio (SDS n-CGE) e MEKC foram usadas como modos de
separagdo para eletroforese em microcanais para a primeira e para a
segunda dimensdo, respectivamente. O microdispositivo (Figura 11A)
foi construido em PMMA usando a técnica de estampagem a quente,
com microcanais de 20 um de largura e 50 pum de profundidade.
Como pode ser observada, a separacdo por SDS p-CGE foi executa-
da na primeira dimensao em um microcanal de 30 mm e a separacio
por MEKC em um microcanal de 10 mm na segunda dimensdo. A
separagao por SDS U-CGE ocorre pela diferenca de tamanho das pro-
tefnas, que possuem mobilidades diferentes através dos poros do gel,
enquanto que a separacdo por MEKC ocorre pela diferenga de
intera¢d@o entre as proteinas e o surfactante SDS presente no tampao
de corrida em concentracdo acima da micelar critica.

A operacdo do microdispositivo € bastante interessante, primei-
ramente 0s microcanais e reservatorios sao preenchidos com as res-
pectivas solucdes: (A) amostra; (B) descarte amostra; (C) tampao
para SDS u-CGE; (D) descarte da SDS p-CGE; (E) tampéo para
MEKC e (F) descarte da MEKC. Através da aplicacdo de um poten-
cial entre os reservatorios (A) e (B), a amostra (uma mistura de 10
proteinas) foi introduzida no canal de separagdo da SDS p-CGE e
separadas por tamanho através da aplicacdo do campo entre os reser-
vatérios (C) e (D). Os fluidos resultantes da separa¢do por SDS m-
CGE foram repetidamente introduzidos, em intervalos de 0,5 s (cha-
mados pelos autores de ciclos), no microcanal da MEKC aplicando-
se potenciais entre os reservatorios (E) e (F). A detec¢@o através de
LIF em dois pontos do microdispositivo, d, € d,, monitorou as separa-
¢des por SDS u-CGE e CGE, respectivamente. A Figura 11B apre-
senta um gréfico tridimensional resultante da andlise das proteinas
mostrando o nimero de ciclos (separacio por SDS u-CGE) versus o
tempo de migragdo da MEKC. O tempo total de corrida para MEKC
de cada ciclo foi de 10 s e o tempo total da eletroforese em 2D foi de
aproximadamente 12 min, com uma capacidade total de 1000 picos.

Outros trabalhos envolvendo a andlise de proteinas ou peptideos
em microdispositivos usando a eletroforese 2D foram realizados
integrando focalizagéo isoelétrica capilar (CIEF) com CZE™! e SDS-
CGE com CIEF'%,
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Figura 11. (A) Microdispositivo usado para eletroforese 2D de proteinas. O
microdispositivo foi construido usando estampagem a quente com
microcanais de 20 Wwm de largura e 50 Wm de profundidade. Representagoes:
d, e d,, pontos de detecg¢do LIF; (A) amostra; (B) descarte amostra; (C) tampdo
para SDS u-CGE; (D) descarte da SDS \-CGE; (E) tampdo para MEKC e
(F) descarte da MEKC. (B) Grdfico em 3D da andlise mostrando o niimero
de ciclos versus o tempo de migracao da MEKC. Conjunto de proteinas:
aglutinina (WG, 38 kDa), actina (AC, 43 kDa), ovalbumina (OV, 45 kDa),
proteina A (PA, 45 kDa), estreptavidina (ST, 53 kDa), albumina sérica bovina
(BSA, 66 kDa), lectina helix pomatia (HPL, 70 kDa), transferrina (TR, 80
kDa), concanavalina A (CO, 104 kDa) e lectina-aglutinina de amendoim
(PNA, 110 kDa). Reproduzido da ref. 120, com permissdo da American
Chemical Society

Ensaios enzimaticos

Enzimas podem converter em produtos, de maneira especifica,
10%-10° moléculas de um substrato em um intervalo de tempo bastan-
te pequeno. As propriedades cataliticas e seletivas t€ém conferido as
enzimas uma ampla utilizacdo em Quimica Analitica. Os ensaios
enzimadticos sdo usados principalmente para dois propdsitos distin-
tos: determinar a atividade de uma enzima ou quantificar compostos
que sdo substratos ou inibidores de uma reacdo enzimatica'>.

Em microfluidica, os ensaios enzimdticos sdo mais freqiientemente
usados para derivacdo de analitos. Ou seja, uma espécie ndo detectivel
¢é convertida em uma espécie detectdvel apds sofrer uma reacio
enzimdtica. Embora os primeiros experimentos de derivacio/separa-
¢do em microdispositivos tenham sido conduzidos com uso de rea-
¢des quimicas, o uso de reagdes enzimdaticas também foi desenvolvido
nesses sistemas, o que possibilitou a expansao do alcance e seletividade
nas andlises de diversas classes de compostos de interesse analitico'.

O desempenho de um ensaio enzimatico “on-chip” depende do
equilibrio apropriado entre as condi¢des de ocorréncia da reacio
enzimadtica, da separacdo eletroforética e da detec¢do. O pH apro-
priado para ocorréncia da reagdo enzimdtica pode, por exemplo,
ndo ser o mais favoravel para uma separagdo eficiente dos produ-
tos. Assim, as condi¢des devem ser ajustadas para que exista o
melhor intercAmbio possivel entre a alta taxa de conversdo
enzimdtica e a eficiéncia de separagdo'”.

Existem vdrias maneiras de conduzir um ensaio enzimdtico
usando eletroforese em microdispositivos. Os protocolos bio-
analiticos podem ser primeiramente diferenciados pelo uso de
enzimas solubilizadas ou imobilizadas. Devido a versatilidade e
principalmente ao consumo reduzido de reagentes, os ensaios
enzimdticos em microdispositivos tém sido conduzidos preferenci-
almente com o uso de enzimas solubilizadas. Nesse sentido, a rea-
¢do0 enzimdtica pode ocorrer antes, durante ou depois da separacio
eletroforética'®.
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Em todos os sistemas podem ser introduzidos misturadores para
que a reacdo enzimdtica seja mais eficiente. No mddulo em que a
reagdo enzimadtica ocorre durante a separagdo eletroforética, a mes-
ma ocorre no canal de separa¢do de um microdispositivo conven-
cional em cruz com a enzima presente no préprio eletrélito de cor-
rida'®. Nos mddulos em que a reacéio ocorre antes ou depois da
separacdo eletroforética, microcanais adicionais sdo fabricados em
juncdo com os microcanais do microdispositivo convencional.

Os primeiros trabalhos envolvendo ensaios enzimdticos “on-
chip” foram realizados por Ramsey e colaboradores'>!'%, Nesses
ensaios foram feitos estudos de inibicdo da atividade das enzimas
B-galactosidase (B-Gal)'* e AchE'*® em microdispositivos construi-
dos em vidro. Concentragdes precisas de substrato, enzima e inibidor
foram misturadas, em volumes da ordem de nanolitros, usando
controle eletrocinético dos fluidos. Em ambos os sistemas, reali-
zou-se a determinag@o das constantes de Michaelis-Menten bem
como a analise quimica dos inibidores.

Wang e colaboradores'”’ publicaram recentemente um traba-
lho, no qual um microdispositivo foi usado na determinagdo si-
multinea de glicose e insulina através da integracdo de ensaios
enzimdtico e imunoldgico. A determinacdo simultanea de insulina
e glicose e, conseqiientemente, a propor¢ao insulina/glicose, € bas-
tante relevante para o controle de diabetes e hipoglicemia. Como
pode ser observado na Figura 12, o bio-ensaio foi realizado em um
microdispositivo com rea¢des quimicas ocorrendo antes (“pre-
column”) e depois (“post-column”) da separacdo eletroforética.

A operagdo do microdispositivo inicia-se com duas reagdes pré-
coluna: insulina (antigeno) com a anti-insulina (anticorpo) derivada
com a enzima fosfatase alcalina e glicose (substrato) com glicose
desidrogenase (enzima) na presenca do cofator NAD*. Essas reagdes
pré-coluna sdo seguidas da separagdo eletroforética do anticorpo li-
vre, do complexo insulina-anticorpo e do NADH formado na reacéo
enzimdtica. Apds separacdio, em uma reagdo pds-coluna, a anti-insu-
lina livre derivatizada com a enzima fosfatase alcalina recebe o
reagente p-nitrofenil fosfato (p-NPP), formando o produto detectavel
p-aminofenol. Os produtos finais das rea¢des “on-chip”’, NADH e p-
aminofenol, foram monitorados amperometricamente usando como
eletrodo de trabalho (ET), eletrodos de carbono “screen-printed”.
Finalmente, as concentracdes quantificadas de NADH e p-aminofenol
foram usadas para determinar as concentragdes de glicose e insuli-
na, respectivamente.

Analise de pequenas moléculas

Além das aplicagdes apresentadas anteriormente em andlises
genéticas, protedmicas e ensaios enzimdticos, a andlise de moléculas
pequenas como catecolaminas, aminodcidos, carboidratos, fendis,
farmacos em geral, pesticidas, enantiomeros, cdtions, anions, entre
outros, tem sido extensivamente estudada usando eletroforese em
microdispositivos construidos no formato convencional em cruz. Vi-
rios artigos de revisdo podem ser encontrados na literatura®!2128:130
e, a seguir, discutiremos somente alguns exemplos.

Uma das classes de compostos mais estudadas em separagdes
eletroforéticas em microdispositivos sdo as catecolaminas. Essa clas-
se de compostos desempenha um papel fundamental no sistema
nervoso central atuando como neurotransmissores. Trabalhos que
t&ém como objetivo apresentar novas técnicas de microfabrica¢do ou
sistemas de detecc¢do geralmente apresentam separagdes de
catecolaminas como compostos modelos'"'*. A determinagio si-
multinea de dopamina, norepinefrina, L-DOPA, DOPAC e 4cido
ascorbico em amostras de plasma, foi realizada por Johirul e cola-
boradores'* usando eletroforese de zona em microdispositivos
construidos em vidro. Com deteccdo amperométrica utilizando ele-
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Figura 12. Microdispositivo usado para determinagdo simultdnea de glicose
e insulina através de ensaios enzimdtico e imunologico. (T) tampdo de corrida,
(ENZ) enzima glicose desidrogenase, (ANT) anti-insulina marcada com
fosfatase alcalina, (GLI) glicose, (INS) insulina, (CR) camara de reagdo, (p-
NPP) p-nitrofenil fosfato, (ET) eletrodo de trabalho, (CE) contra eletrodo e
(RE) eletrodo de referéncia. Reproduzido da ref. 127, com permissdo da
American Chemical Society

trodos de carbono modificados com celulose-DNA, limites de
detecgdo em torno de 1 umol L' foram obtidos nesse trabalho.

Aminoécidos constituem outra classe de compostos de grande
relevancia em bioquimica que também tem sido foco de extensa apli-
cacdo da eletroforese em microdispositivos. Varios trabalhos tém
sido desenvolvidos, sempre mostrando as potencialidades dos dife-
rentes modos de separacdo e detecgdo'>!*. Munro e colaboradores'®
apresentaram uma eficiente separacdo de vérios aminodcidos, inclu-
indo lisina, prolina, leucina, histidina, treonina, alanina, serina, glicina
e tirosina, em menos de 90 s, usando eletroforese de zona em
microdispositivos de vidro. O modo de detecgdo usado foi LIF indi-
reto, obtendo limites de detec¢do em torno de 30 pmol L. Outro
exemplo da aplicagdo de microdispositivos na andlise de amino 4ci-
dos foi publicado por Throckmorton e colaboradores'* usando
eletrocromatografia como modo eletroforético de separag@o. Sepa-
ragdes mais eficientes e bem mais rapidas, quando comparadas a CE
convencional, foram obtidas usando microdispositivos em vidro com
fase estaciondria polimérica e LIF como detec¢do. Trabalhos envol-
vendo a separagdo de aminodcidos usando deteccdo amperométrica
normal'”’, amperométrica pulsada'® e condutométrica sem contato'”
foram propostos por diversos grupos.

A andlise de carboidratos também tem sido intensamente ex-
plorada usando eletroforese em microdispositivos. Sdo as biomo-
léculas mais abundantes da natureza, desempenham uma ampla
variedade de fungdes e, dessa maneira, o desenvolvimento de
metodologias para sua determinag@o ¢ bastante importante. Varios
trabalhos ja foram publicados usando diferentes modos de separa-
¢do e deteccdo. Entre os métodos de deteccdo usados para a andlise
de carboidratos em microdispositivos, a detec¢do por LIF e eletro-
quimica sd3o as mais comuns'®.

Quando comparada a LIF, a grande vantagem do uso da detec¢io
eletroquimica na andlise de carboidratos estd na ndo necessidade
de derivagdo das moléculas de agicar'*"'*, Garcia e Henry'*! usa-
ram amperometria pulsada em eletrodo de trabalho de ouro para a
determinacdo de aguiicares em um microdispositivo construido em
PDMS. Em condig¢des otimizadas, obtiveram limites de deteccio
em torno de 1,2 umol L. Nesse trabalho, para melhores resultados
de eficiéncia e detectabilidade, a separagdo e detec¢do foram reali-
zadas em diferentes pHs. Usando amperometria normal, a detec¢do
de carboidratos somente ¢ possivel com o uso de eletrodos de co-
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bre'**!* e niquel'** em meio fortemente alcalino. Separagdes efici-
entes de carboidratos, como glicose, galactose, frutose e sacarose,
usando hidréxido de sédio como eletrélito de corrida em
microdispositivos de vidro, foram obtidas usando esse tipo de
deteccdo por diferentes grupos de pesquisa. Limites de deteccio
da ordem de 20 wmol L' foram obtidos'*.

Dang e colaboradores'* separaram misturas complexas de
oligossacarideos derivados de glicoproteinas usando eletroforese
de zona em microdispositivos construidos em PMMA. Os
oligossacarideos provenientes das glicoproteinas fetuina, ribo-
nuclease B e o -dcido glicoproteina foram separados em menos de
100 s em um microcanal de 30 mm e detectados por LIF. Usando
dextrano clivado enzimaticamente como padrdo, o propésito das
andlises foi mapear os tipos de oligossacarideos presentes nas
glicoprotefnas digeridas com uma enzima especifica. Trabalhos en-
volvendo a determinag@o de carboidratos derivados de glicoproteinas
usando microdispositivos com detecgdo por espectrometria de mas-
sas'* e absor¢do no UV'¥ também foram desenvolvidos e podem
ser encontrados na literatura.

Finalmente, outra possibilidade de aplicagdo da eletroforese
em microdispositivos € a separagdo de compostos quirais. Esse tipo
de separaciio em CE ocorre pelo estabelecimento de um equilibrio
dindmico de interagdo entre os enantidmeros e um seletor quiral
adicionado no eletrdlito de separacdo. Entre os vérios seletores
quirais ja propostos para separacdes em CE, as ciclodextrinas sio
as mais comumente empregadas'*. A seletividade nas interagdes
com o seletor quiral geralmente ¢ bastante baixa devido a grande
semelhanca entre os compostos. Em CE convencional esse tipo de
analise geralmente ¢ feita em capilares com comprimentos gran-
des e, em grande parte, na auséncia de EOF. Assim, as separacdes
quirais em microdispositivos sdo um desafio bastante grande e rela-
tivamente poucos trabalhos sdo encontrados na literatura'*!%, Por
ex., Schwarz e Hauser'” desenvolveram um método para separa-
¢do de uma mistura de compostos isdmeros, relevantes em
neurociéncias, usando um microdispositivo construido em vidro
no formato convencional em cruz.

Hutt e colaboradores'’ separaram isdbmeros quirais de aminacidos
como alanina, lisina, serina e valina usando como seletor quiral a y-
ciclodextrina. O microdispositivo, construido através de fotolitografia
em uma placa de vidro com dimensdes de 10 x 10 cm, teve um
microcanal de separagdo no formato de serpentina com 19 cm de
comprimeto efetivo. Usando como eletrélito de corrida tamp@o car-
bonato com SDS/y-ciclodextrina e campo elétrico de separagdo de
550 V em! em 10 °C (para evitar efeito Joule), obtiveram a separacdo
dos enantidmeros com boa resolu¢do em apenas 4 min. A detecgio
dos aminodcidos derivados foi feita através de LIF. Outros trabalhos
de aplicagdes de microdispositivos em separagdes quirais foram de-
senvolvidos e podem ser encontrados na literatura'>'13,

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este trabalho aborda o estado da arte referente aos micros-
sistemas de andlises quimicas. De acordo com as abordagens apre-
sentadas ndo hd ddvidas sobre a viabilidade dos processos de
microfabricacdo, nem sobre a ampla aplicabilidade destes
microdispositivos. Esta nova tendéncia pode ser aplicada a qual-
quer laboratério quimico, nas suas mais diferentes ramificacdes.

As vantagens relacionadas a confec¢do dos microchips (tempo
de fabricacdo, ampla variedade de materiais e custo por protétipo),
usando diferentes tecnologias de microfabricacido (convencionais
ou alternativas), bem como ao manuseio de pequenos volumes (pL
—nL), a possibilidade de integracdo de multiplas etapas analiticas
em um Unico substrato e, principalmente, a portabilidade sdo fato-

Quim. Nova

res que estimulam todos os pesquisadores atuantes nesta ramifica-
¢do cientifica. No entanto, os obstdculos que existem na interface
entre os mundos macro e microscépio sao os desafios a serem supe-
rados, de modo a tornar estes dispositivos como ferramentas anali-
ticas efetivas para andlise no campo, ou no “point-of-care”.

Em resumo, pode-se concluir que os microchips quimicos re-
presentam uma nova realidade na Quimica Analitica em ambito
mundial. Um dos propdsitos deste trabalho ¢ divulgar esta nova
fronteira analitica para a comunidade cientifica nacional, com a
perspectiva de que um nimero maior de pesquisadores possa con-
tribuir para o progresso desta importante linha de pesquisa no pafs.
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