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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 μTAS are presented in the current article, with special
attention to the Brazilian contributions.
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INTRODUÇÃO

A comunidade científica tem observado, nas últimas décadas, o
surgimento, o crescimento e a consolidação de uma nova tendência
mundial: a miniaturização. Em diferentes ramificações da ciência é
comum, e cada vez mais necessário, o uso de dispositivos
miniaturizados. Na Química Analítica não é diferente, e o uso de
sistemas miniaturizados é uma realidade em âmbito mundial. Este
trabalho visa a divulgação do estado da arte deste micro-mundo
analítico para a comunidade científica nacional. Os principais as-
pectos relacionados à evolução histórica, incluindo os efeitos e be-
nefícios da miniaturização, tecnologias de microfabricação,
instrumentação e algumas aplicações realizadas em sistemas
microfabricados são abordados nesta revisão. Obviamente, muitas
das informações estarão condensadas no texto. No entanto, há na
literatura artigos de revisão que podem auxiliar como material para
uma leitura complementar e mais aprofundada1-5.

Miniaturização

A miniaturização de dispositivos eletrônicos, a partir da década
de 60, provocou uma verdadeira revolução na eletrônica e na
informática. O rápido desenvolvimento de sistemas miniaturizados,
nos mais diferentes campos de pesquisas, tem dominado o progres-
so da tecnologia moderna. Atualmente, a miniaturização de rádio,
televisão, gravador, telefone, discos rígidos e microcomputadores é
algo comum e presente no cotidiano do ser humano. Nesse contex-
to, indústrias ligadas a setores como o automobilístico, informática,
entretenimento, telecomunicações e medicina têm faturado milhões
de dólares na comercialização de seus produtos6,7.

Da mesma forma que os microchips eletrônicos revolucionaram
o universo dos computadores e da eletrônica, os microchips analíti-
cos têm revolucionado a química analítica nos últimos anos3-5. Ini-

cialmente, a principal razão para a miniaturização era aumentar o
desempenho analítico mais do que reduzir seu tamanho. No entan-
to, com a mudança da escala macro para a micro, outras vantagens
foram obtidas, como a redução do volume de reagentes e amostras
(da ordem de pL-nL), baixo custo de fabricação e análise em tempo
reduzido8.

O primeiro dispositivo analítico miniaturizado foi um sistema
de cromatografia em fase gasosa9, apresentado na década de 70. O
micro-cromatógrafo foi construído em lâmina circular de silício com
diâmetro de 5 cm. Neste substrato, foi construída uma válvula de
injeção e uma coluna de separação de 1,5 m de comprimento. Um
detector de condutividade térmica foi fabricado em um outro
substrato, sendo posteriormente prensado mecanicamente para
integrá-lo ao substrato contendo a coluna de separação. A Figura 1
apresenta uma imagem desse primeiro microdispositivo analítico.

Apesar da capacidade de realizar rápidas separações, o primei-
ro microdispositivo não foi prontamente aceito pela comunidade
científica, devido à falta de experiência tecnológica em métodos de
separação. Com isso, pesquisas relacionadas à miniaturização fica-
ram limitadas, na década de 80, ao desenvolvimento de micro-bom-
bas, micro-válvulas e sensores químicos2.

O renascimento dos microdispositivos analíticos ocorreu no ini-
cio da década de 90, com a apresentação de um microssistema para
cromatografia em fase líquida10. Esse cromatógrafo foi fabricado
em um substrato de silício com dimensões de 5 × 5 cm contendo
uma coluna tubular aberta, um detector condutométrico e conexões
externas para uma bomba de cromatografia líquida e válvulas para
aplicação de pressão.

Simultaneamente à apresentação desse microdispositivo, Manz
e colaboradores11 propuseram o conceito de microssistemas para
análises totais, ou simplesmente µTAS. Com o desenvolvimento
dos µTAS, tornou-se possível integrar várias etapas analíticas, como
introdução da amostra, pré-tratamento da amostra, reações quími-
cas, separação analítica e detecção em um único dispositivo8,11.
Devido à idéia de inserir várias etapas, normalmente desenvolvidas
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em um laboratório, em um chip, os µTAS são também denomina-
dos “lab-on-a-chip” (LOC)12. Os µTAS, ou LOC, transformam in-
formações químicas em sinais elétricos ou ópticos, possibilitando
uma fácil automação. Estes aspectos se tornaram relevantes para o
campo clínico e ambiental em que o termo “point-of-care” vem sen-
do utilizado12,13. Todos estes fatores, aliados à portabilidade, impul-
sionaram o desenvolvimento explosivo e maciço dos sistemas ana-
líticos em micro-escala nos últimos anos4,5. A Figura 2 apresenta a
evolução do número de publicações, relacionada ao uso de
microssistemas analíticos, no período de 1990 a 2006, conforme a
base de dados da “Web of Science”. Muitos destes artigos podem
ser encontrados em periódicos específicos para as áreas de micro e
nanotecnologia como, por ex., “Journal of Micromechanics and
Microengineering, Lab on a Chip, Nano Letters, e Small”. Destes,
os periódicos “Lab on a Chip” e “Nano Letters” apresentam um
elevado fator de impacto (5,2 e 9,8, respectivamente), aspecto que
comprova a expansão e importância desta nova fronteira. Além dis-
so, o periódico “Electrophoresis” também publica anualmente uma
edição especial sobre miniaturização. Adicionalmente, a “Analytical
Chemistry”, principal periódico em Química Analítica, tem publi-
cado bienalmente, desde de 2002, revisões científicas abrangendo
a evolução e consolidação destes microssistemas analíticos.

TECNOLOGIAS DE MICROFABRICAÇÃO

Os µTAS, LOC´s, microchips ou microdispositivos podem ser
fabricados através de tecnologias convencionais ou alternativas,
usando diferentes substratos planares. Nas tecnologias convencio-
nais, há a necessidade do uso de uma fonte energética para fazer a
transferência da imagem dos microcanais para o substrato utiliza-
do. Tipicamente, essa transferência é primeiramente feita para a
superfície de um polímero sensível à radiação utilizada (fotorresiste).
A exposição à radiação promove uma interação entre o feixe inci-
dente e o substrato sólido. Conseqüentemente, a absorção de luz ou
o espalhamento inelástico das partículas pode afetar a estrutura
química do fotorresiste alterando sua solubilidade, permitindo a

revelação da imagem fotogravada. Processos litográficos, como a
litografia por raios-X, a litografia “soft”, a litografia por feixe de
elétrons ou a litografia com radiação ultra-violeta (UV), são os
mais utilizados14.

TECNOLOGIAS CONVENCIONAIS

Processos fotolitográficos

A fotolitografia6 consiste em transferir estruturas micrométricas,
da ordem de 10 a 100 µm, para um substrato sólido com o auxílio
de radiação UV ou raios-X. Este processo foi desenvolvido nas
décadas de 70 e 80 pela indústria microeletrônica e foi adaptado
para fabricação dos primeiros dispositivos microfluídicos, sendo o
silício o substrato pioneiro, devido ao seu amplo emprego na cons-
trução de circuitos integrados. Entretanto, em decorrência do seu
elevado custo e por possuir propriedades físicas, químicas e elétri-
cas limitadas para este tipo de aplicação, o silício vem sendo subs-
tituído por quartzo e vidro. De modo genérico, a Figura 3 apresen-
ta as principais etapas de um processo fotolitográfico para a fabri-
cação de microcanais em vidro. As etapas apresentadas podem ser
também utilizadas para a fabricação de microestruturas em outros
substratos.

Resumidamente, o processo fotolitográfico consiste na escolha
e limpeza do substrato, fotogravação dos microcanais em um polímero
fotossensível (fotorresiste), corrosão do substrato e selagem dos
microcanais. A limpeza das lâminas de vidro (alcalino, borossilicato
ou de sílica), com espessuras inferiores a 10 mm, é realizada com
água, detergentes, solventes orgânicos (isopropanol e acetona) e so-
luções altamente oxidantes, tais como NH
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(solução piranha). Uma fina camada metálica (20-100 nm) pode ser
depositada sobre o substrato (I), através da técnica de “sputtering”
ou evaporação térmica, para atuar como máscara na etapa de corro-
são do substrato. Essa camada metálica é, geralmente, constituída
de Cr/Au, sendo que a camada de Cr é depositada para aumentar a
aderência da camada de Au à superfície. Para a etapa de fotogravação,
inicialmente uma camada de fotorresiste (20-50 µm) é depositada
sobre o filme metálico (I) através da técnica de “spin coating”15. A
radiação UV ou raios-X atinge seletivamente a superfície do
fotorresiste após atravessar uma máscara, posicionada entre a fonte
de radiação e o substrato (II). As máscaras convencionais, com reso-
lução da ordem de 1 µm, são fabricadas em uma placa de vidro
recoberta por filme fino de Cr, no qual é gravado, também por

Figura 1. Ilustração do primeiro microssistema para cromatografia em fase

gasosa fabricado em substrato de silício, com diâmetro de 5 cm, na

Universidade de Stanford, no fim da década de 70. Adaptado da ref. 9

Figura 2. Evolução do número de publicações relacionadas aos
microssistemas analíticos 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”
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fotolitografia, o padrão dos microcanais a serem transferidos para o
substrato. Máscaras com resolução da ordem de 30 μm podem ser
preparadas em fotolitos, cuja tecnologia é mais rápida e economica-
mente mais atrativa. De acordo com a natureza do fotorresiste, as
cadeias poliméricas nas regiões expostas à radiação podem sofrer
uma reticulação e se tornarem insolúveis (fotorresiste negativo) ou
podem sofrer uma degradação e se tornarem solúveis (fotorresiste
positivo). No processo de microfabricação apresentado na Figura 3 é
utilizado fotorresiste negativo, que é o mais utilizado. Dependendo
da característica do fotorresiste, há a necessidade de etapas de trata-
mento térmico antes e depois da fotogravação, de modo a eliminar
qualquer presença de solvente e reduzir o estresse intrínseco do ma-
terial. A imagem fotogravada é revelada (III) com solventes orgâni-
cos específicos para cada tipo de fotorresiste.

Uma vez transferido o padrão dos microcanais para o fotorresiste
é realizada a corrosão da camada metálica exposta (IV). Para corro-
são do Au utilizam-se soluções contendo KI/I

2
 ou HCl/HNO

3
 (água

régia) e para corrosão de Cr solução de K
3
Fe(CN)

6
 ou de

Ce(NH
4
)

2
(NO
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6
. Após a corrosão da camada metálica, a superfície

do substrato torna-se acessível e passa por um processo de corrosão
úmida (usando soluções de HF/NH

4
F ou HF/HNO

3
) ou seca (plas-

ma de íons reativos, RIE, “reactive ion etching”), transferindo a
imagem dos microcanais para o próprio substrato (V). A profundi-
dade dos canais formados pode ser controlada pelo tempo de corro-
são, desde que a taxa de corrosão tenha sido previamente determi-
nada. A taxa de corrosão depende do material do substrato, da com-
posição química da solução, da concentração analítica e da tempe-
ratura. Normalmente utilizam-se canais com profundidades de pou-
cas dezenas de micrometros e larguras de até centenas de
micrometros. Após a formação dos canais, a camada de fotorresiste
é removida com solvente orgânico (acetona), enquanto o filme me-
tálico é retirado com as soluções corrosivas, já mencionadas.

Existem algumas variações menos usuais desta técnica de
microfabricação para vidro, como por ex., a utilização de silício
amorfo ou policristalino como máscara para corrosão16-18. Este tipo
de silício é depositado sobre o vidro por processos envolvendo plas-
ma6. Em alguns processos, não são usados filmes metálicos como
máscara e, nesse caso, apenas o fotorresiste é empregado para essa
função19,20. Além do uso das máscaras convencionais, estudos re-
centes têm demonstrado que uma camada de toner, transferida ter-
micamente para a superfície do substrato, pode ser perfeitamente

utilizada como máscara para corrosão por via úmida21.
As técnicas de microfabricação envolvendo silício são seme-

lhantes às empregadas para o vidro, entretanto há algumas diferen-
ças técnicas. Por ex., enquanto que no vidro não é possível realizar
corrosão anisotrópica (corrosão preferencial em um sentido), no si-
lício isto é obtido empregando-se solução de KOH ou corrosão por
plasma6,22. Outra diferença está na possibilidade da utilização de
óxido de silício como máscara, o qual é crescido a partir do próprio
substrato por oxidação térmica23,24.

Após a transferência dos microcanais para o substrato na etapa
de corrosão, é realizada a etapa de selagem (ou vedação) (VI) dos
microdispositivos, que consiste em vedar os microcanais empre-
gando-se uma cobertura, a qual pode possuir composição idêntica
ou diferente à do substrato. Para dispositivos microfluídicos obti-
dos por métodos fotolitográficos, em que os substratos geralmente
são silício, quartzo ou vidro, a selagem pode ser realizada por pro-
cessos térmicos6,25. Nestes processos, o substrato é colocado em con-
tato com outra lâmina de vidro ou silício e aquecido a temperaturas
superiores a 500 °C, ocasionando a formação de ligações covalentes
entre o substrato e a cobertura. No entanto, a elevada temperatura
empregada neste processo é uma desvantagem, uma vez que pode
causar deformações nos perfis dos microcanais. Processos de sela-
gem conduzidos a temperaturas menores vêm sendo desenvolvidos
e tem ganhado preferência26. Entre estes processos destaca-se a se-
lagem anódica, a qual envolve o aquecimento (200 a 500 °C) e a
simultânea aplicação de uma diferença de potencial (300 a 1000 V)
entre o substrato e a cobertura. A selagem anódica é empregada
para selagem vidro-silício, silício-silício e silício-metal. Outras téc-
nicas de selagem a baixa temperatura envolvem o emprego de um
filme metálico (selagem eutética) ou de silicato entre o substrato e
a cobertura26. Os processos de selagem descritos são considerados
irreversíveis, uma vez que a cobertura não é facilmente removida
após o processo. No entanto, selagens reversíveis podem ser obti-
das através do emprego de coberturas confeccionadas com polímeros
elastoméricos como, por exemplo, o polidimetilsiloxano (PDMS)27.
A vedação ocorre devido à formação de interações de van der Waals
e, dessa forma, não resistem à aplicação de pressões superiores a
30 kPa.

TECNOLOGIAS ALTERNATIVAS

As tecnologias convencionais, propiciam a fabricação de
microestruturas com excelente definição e resolução. No entanto, o
custo de implementação de um laboratório é extremamente alto.
Para a construção de um laboratório de microfabricação contendo
ambiente completamente limpo, estação fotolitográfica, “spinner”,
chapas de aquecimento, perfilômetro, dentre outros, é necessário
um investimento superior a um milhão de reais. Além disso, há a
necessidade de material de consumo como fotorresistes, reveladores,
máscaras metálicas, substratos de vidro, silício e quartzo, os quais
também apresentam custo elevado. Estes fatores desencorajam
muitos pesquisadores a se aventurarem nessa área. No Brasil, há
um laboratório multi-usuários no qual toda a infra-estrutura neces-
sária para a fabricação de microestruturas está disponível aos pes-
quisadores. O Laboratório de Microfabricação (LMF) está localiza-
do no Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS), vinculado
ao Ministério de Ciência e Tecnologia/CNPq, localizado na cidade
de Campinas/SP. Informações sobre o acesso a esta infra-estrutura
podem ser encontradas em http://www.lnls.br.

Apesar dos processos convencionais serem os métodos mais
utilizados na preparação dos µTAS, a pesquisa por métodos alter-
nativos e economicamente viáveis, é um permanente objetivo da
comunidade científica.

Figura 3. Principais etapas da construção de microdispositivos sobre

substrato de vidro através da técnica de fotolitografia: (I) deposição de filmes

metálicos e de fotorresiste sobre o substrato; (II) posicionamento da máscara
e exposição à radiação UV; (III) revelação da imagem fotogravada no

fotorresiste; (IV) corrosão das regiões da camada metálica não protegida

pelo fotorresiste; (V) corrosão do substrato transferindo a configuração dos
microcanais para o vidro e, (VI) remoção das camadas de fotorresiste e metal

e selagem do microdispositivo
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Técnicas de microfabricação por moldagem

Nas técnicas de microfabricação por moldagem, inicialmente
um molde rígido é fabricado contendo a imagem negativa da estru-
tura microfluídica de interesse. Este molde é utilizado na etapa de
replicação dos microdispositivos, a qual consiste em transferir a
estrutura microfluídica do molde para o substrato, através de
moldagem28-30. Geralmente o substrato é um material polimérico,
embora metais e cerâmicas também possam ser utilizados. São pro-
cessos mais rápidos e de menor custo que as técnicas convencio-
nais (fotolitográficas), o que os tornam adequados para produção
de dispositivos microfluídicos em larga escala. A seguir, serão dis-
cutidas as etapas de fabricação do molde, de replicação e selagem
dos microdispositivos.

Fabricação dos moldes
É 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 replicação dos dispositivos microfluídicos.
O material empregado na fabricação dos moldes depende do pro-
cesso de replicação empregado. O molde mais simples, relatado na
literatura31, é aquele no qual se emprega um fio metálico com pou-
cas dezenas de micrometros de diâmetro, para gerar microcanais
sobre substratos poliméricos. No entanto, moldes com estruturas
mais complexas são fabricados sobre substrato de silício ou vidro,
empregando técnicas de fotolitografia com corrosão úmida ou seca
do substrato32,33. Quando o processo de replicação não envolve altas
pressões e temperaturas o molde pode ser confeccionado apenas
com fotorresiste, sem necessidade de corrosão do substrato34. O
fotorresiste SU-8 tem sido o mais empregado para esta finalidade,
devido à sua elevada resistência química, possibilidade de deposi-
ção de filmes espessos e alta fotossensibilidade (menor tempo de
exposição à radiação).

Outro processo de microfabricação bastante difundido envolven-
do confecção de moldes é o LIGA (“Lithography, Galvo and
Abformung”), sigla em alemão que significa litografia, eletroformação
e moldagem. A Figura 4 apresenta as principais etapas do processo
LIGA para obtenção do molde6.

Um filme de fotorresiste é depositado por “spin coating” sobre
a superfície de um substrato. A seguir, uma etapa de fotolitografia é
realizada, em que a estrutura do molde é transferida para o
fotorresiste. A próxima etapa envolve o preenchimento dos
microcanais formados com metal, geralmente níquel, através de
deposição eletrolítica ou não eletrolítica. O molde é finalizado com
a remoção do fotorresiste, formando uma microestrutura de metal
em alto relevo. No início do desenvolvimento da técnica LIGA a
etapa de fotolitografia era conduzida com raios-X provenientes de
uma fonte de radiação síncrotron. A maior penetrabilidade e o
paralelismo desta fonte de radiação garantem a obtenção de
microestruturas com grande razão de aspecto (relação entre a altu-
ra e a largura do canal). No entanto, uma fonte de luz síncrotron
representa um custo elevado e logo o processo foi adaptado para
luz ultravioleta (LIGA-UV), com decorrente perda de resolução35.

Replicação dos dispositivos microfluídicos a partir de moldes
O processo de replicação dos microdispositivos a partir de um

molde é genericamente representado na Figura 5. Os processos de
replicação mais utilizados são a estampagem a frio, estampagem a
quente, moldagem por injeção e litografia macia.

No processo de estampagem a frio o padrão microfluídico, prepa-
rado em um molde, é transferido para o substrato através de prensagem
à temperatura ambiente, enquanto na estampagem a quente o proces-
so é realizado sob aquecimento. Nestes processos, geralmente o

substrato deve apresentar elevada dureza, o que exige grande resis-
tência mecânica dos moldes. Por esse motivo, os moldes são
comumente confeccionados em silício ou metal. Os dispositivos
microfluídicos obtidos por estampagem a quente apresentam dimen-
sões muito próximas às do molde de origem. Por outro lado, os ob-
tidos por estampagem a frio dependem das características do
substrato, da pressão aplicada e do tempo de prensagem28. No entan-
to, o tempo de produção de um microdispositivo por estampagem a
frio é menor que o processo com aquecimento. Os moldes emprega-
dos em estampagem a quente apresentam tempo de vida maior devi-
do à menor pressão utilizada, uma vez que o substrato é aquecido a
uma temperatura próxima à de transição vítrea do material. Os
substratos poliméricos mais empregados em estampagem a frio e a
quente são 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 adquiridos29.

No processo de moldagem por injeção um polímero termoplástico
é fundido e injetado (despejado) sobre o molde28. Como a viscosida-
de do polímero fundido é baixa, o mesmo acaba por recobrir inte-
gralmente o molde. Após o resfriamento, o conjunto molde/substrato
é desmoldado e obtém-se o substrato com a estrutura microfluídica
do molde (uma imagem negativa). Como a pressão envolvida na
moldagem por injeção é menor que a empregada nos processos de
estampagem, o molde não necessita ser confeccionado em metal.
Moldes obtidos a partir de corrosão de silício ou por deposição de
fotorresiste são adequados para este processo. PMMA e PC são os
polímeros mais empregados no processo de microfabricação envol-
vendo moldagem por injeção.

No processo de litografia macia um polímero linear é mistura-
do a um agente reticulador e colocado em contato com um molde.
Após a reticulação, o polímero torna-se sólido e, de maneira análo-
ga ao processo de moldagem por injeção, a estrutura microfluídica
do molde é transferida para o polímero reticulado36,37. O PDMS é o
material mais empregado neste processo, devido às excelentes pro-
priedades ópticas, baixo custo, boa resistência química e alta flexi-
bilidade27,34,38,39. No entanto, outros materiais, tais como a poliuretana

Figura 4. Principais etapas da construção de um molde envolvendo processo

LIGA: (I) deposição de fotorresiste negativo sobre o substrato condutor ou
com condutor depositado; (II) posicionamento da fotomáscara e exposição

à radiação UV; (III) revelação da imagem fotogravada no fotorresiste; (IV)

deposição de metal a partir de processo eletrolítico; (V) obtenção do molde
metálico, após remoção do fotorresiste
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elastomérica40, preparada a partir do óleo de mamona, e resinas
epóxi41 também podem ser empregados na litografia macia. Por não
envolverem altas pressões e temperaturas na etapa de replicação,
os moldes não necessitam apresentar altas resistências mecânica e
térmica, de modo que geralmente são confeccionados em silício ou
fotorresiste reticulado.

Selagem dos microdispositivos fabricados por moldagem
Os microdispositivos obtidos por moldagem em substratos

poliméricos são selados com maior facilidade que os
microdispositivos fabricados sobre substratos de silício e vidro.
Geralmente a cobertura e o substrato apresentam a mesma compo-
sição e as selagens são conduzidas a baixas temperaturas. Um dos
métodos de selagem mais empregados é a térmica, na qual o substrato
e a cobertura são pressionados e aquecidos em temperaturas próxi-
mas à de fusão ou transição vítrea dos materiais42. O aquecimento
pode ser realizado direta ou indiretamente empregando-se ultra-
som, laser, microondas ou radiofreqüência. A temperatura da sela-
gem pode ser consideravelmente reduzida se uma camada de
poliimida, resina epóxi, adesivo termoplástico ou camada de
fotorresiste for colocada entre o substrato e a cobertura. Em alguns
casos esta selagem pode ser realizada à temperatura ambiente, po-
rém um cuidado especial deve ser adotado para evitar a obstrução
dos canais com a camada adesiva. Outro método de selagem bas-
tante difundido emprega polímeros elastoméricos, como o PDMS,
para selagens reversíveis, na qual o polímero é utilizado como co-
bertura e adere ao substrato através de forças de van der Waals27.
No entanto, também é possível realizar selagens irreversíveis com
PDMS com uma prévia ativação da superfície deste polímero por
plasma, de maneira que ocorram ligações covalentes entre substrato
e PDMS34, ou ainda, manter contato direto com uma superfície du-
rante o processo de cura do polímero.

Ablação a laser

Nesta técnica de microfabricação, um laser UV pulsado incide
sobre a superfície de um substrato polimérico, causando
fotodegradação e termodegradação do material28,29. As elevadas tem-
peraturas locais atingidas geram ondas de choque, as quais causam
pequenas explosões na superfície do polímero, de maneira que pe-
quenas partículas e produtos gasosos (CO, CO

2
 etc.) são expelidos.

Empregando-se uma máscara é possível transferir seu padrão
microfluídico para o substrato. No entanto, a máscara pode ser
eliminada realizando-se a escrita (ablação) diretamente sobre o
substrato, através de um laser focalizado e um suporte para o
substrato que permita uma movimentação precisa (programável)
nos eixos x-y, permitindo o desenho da estrutura microfluídica. As
fontes de laser mais empregadas são compostas de ArF (193 nm) e
KrF (248 nm). A profundidade dos canais produzidos depende de
parâmetros, tais como absorção de radiação pelo substrato, potên-
cia do laser, taxa de pulsação do laser e tempo de exposição. Os
substratos poliméricos mais empregados são PMMA, PC, PVC, PET,
PE, politetrafluoretileno e poliimida28,29,43. Como geralmente
substratos poliméricos são empregados na microfabricação por
ablação a laser, a selagem dos microdispositivos pode ser realizada

através dos processos apresentados para a técnica de
microfabricação por moldagem.

Processo de impressão direta

Outro processo alternativo e economicamente atrativo baseia-se
no uso de toner para a fabricação de microdispositivos analíticos. A
história do toner na microfabricação é curta, porém, altamente pro-
missora. Tan e colaboradores44 inicialmente propuseram o uso de
máquinas fotocopiadoras para gerar moldes descartáveis, os quais
foram então empregados para a rápida prototipagem de micro-
estruturas em PDMS. Do Lago e colaboradores45 propuseram um
processo de impressão direta para a rápida produção de micro-
dispositivos. Neste processo, os padrões de imagens são impressos
sobre um filme de poliéster (transparência de retroprojeção) usando
uma impressora laser para depositar seletivamente uma camada de
toner, a qual define as dimensões dos canais microfluídicos. Após
serem impressos, estes padrões são laminados contra uma folha de
transparência limpa ou contra uma imagem especular do padrão, for-
mando canais com simples ou dupla camada de toner, respectiva-
mente. Os padrões de imagem (configuração dos microdispositivos)
podem ser projetados em “softwares” como o Corel Draw ou AutoCad,
sendo impressos na transparência através de uma impressora laser. A
impressora produz a imagem enviada pelo computador através de
uma série de pontos. Conseqüentemente, a resolução é geralmente
expressa em “dpi” (“dots per inch” – pontos por polegada). Esta
tecnologia brasileira resultou no processo mais simples, fácil e rápi-
do, e de menor custo por dispositivo, entre todos os processos de
microfabricação descritos na literatura, até o momento.

A tecnologia de impressão direta tem sido utilizada para con-
fecção de microdispositivos para separações eletroforéticas45-49, para
mistura de soluções50, microeletrodos em discos compactos
(CDtrodos)46,51,52, celas microfluídicas com eletrodos interdigitados53,
além de moldes descartáveis para a rápida prototipagem de micro-
estruturas poliméricas54.

Os microdispositivos fabricados em poliéster-toner têm sido
aplicados para rápidas separações eletroforéticas de ânions46 e
cátions inorgânicos45,49, catecolaminas47 e fármacos48, utilizando
detecção amperométrica (DA)46-48 e detecção condutométrica sem
contato (C4D)45,49. Além dos métodos de detecção eletroquímicos,
do Lago e colaboradores45 também mostraram que a fabricação de
microchips para formação de “eletrospray” para espectrometria de
massas é perfeitamente aplicável.

A tecnologia de impressão direta vem sendo utilizada para fabrica-
ção de microeletrodos de Au em discos compactos regraváveis (CDs)51.
Neste caso, as máscaras são impressas em papel vegetal e posterior-
mente transferidas para a superfície do CD. As máscaras de toner deli-
mitam a área dos eletrodos, enquanto a área não protegida é facilmente
corroída com solução de KI/I

2
. CDtrodos fabricados por este processo

têm sido aplicados para DA em sistemas de CE convencional52 e em
micro-escala46. A combinação das etapas de impressão direta e transfe-
rência térmica também foi usada por do Lago e colaboradores55,56 para
a produção de microestruturas em vidro-toner.

INSTRUMENTAÇÃO

A simples confecção de canais utilizando as técnicas de
microfabricação, já detalhadas, está longe de configurar um
microssistema de análise. Após a etapa de fabricação dos canais,
vários aspectos devem ser levados em consideração para o funcio-
namento do dispositivo. Como exemplos, podem-se citar as estraté-
gias para a manipulação dos fluídos nos canais, para a injeção de
amostra, detecção, dentre outras. De fato, um dos grandes desafios

Figura 5. Processo de replicação de dispositivos microfluídicos a partir de

um molde. (I) e (II) moldagem; (III) desmoldagem
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na construção de microssistemas de análises reside justamente na
comunicação entre o ambiente microscópico e o mundo macros-
cópico, com o qual o analista está habituado e para o qual a maioria
dos métodos de análises está estabelecida. É claro que algumas destas
etapas podem ser implementadas no momento da confecção do dis-
positivo, como, por exemplo, a deposição (integração) de eletrodos
para detecção eletroquímica no canal. Idealmente, todas as etapas
analíticas e processos deveriam estar integradas no dispositivo, mas
poucos exemplos de sistemas completos são encontrados na litera-
tura no presente estágio de desenvolvimento.

A instrumentação necessária aos microssistemas de análises
envolve, de maneira geral, um sistema responsável pelo bombea-
mento dos fluídos pelos canais e um detector estrategicamente
posicionado. Dependendo do tipo de aplicação, outras operações
podem ser incorporadas. Bons exemplos são os μTAS para amplifi-
cação 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 microfabricação.

De acordo com a complexidade das conexões entre os canais,
os esquemas de mobilização dos fluídos podem envolver diversas
concepções e estratégias para o controle seletivo do fluxo, desde a
introdução de válvulas integradas57,58, ou simplesmente usar uma
bomba pneumática posicionada externamente para a mobilização
dos fluídos59.

Bombeamento

A tecnologia de fabricação de micro-válvulas ou microssistemas
eletromecânicos (MEMS) mais sofisticados pode ser empregada
na integração de microbombas para a movimentação dos fluídos60.
Basicamente, as microbombas integradas podem ser de dois tipos:
dinâmicas (centrífuga, eletrodinâmica, eletrosmótica,
magnetodinâmica, ultrassônica e outros efeitos especiais) ou de
deslocamento (diafragma, pistão, rotatória, aperiódica). A Figura
6 mostra como uma bomba pode ser implementada a partir de duas
válvulas e um elemento piezelétrico conectado a um diafragma. A
diferença de potencial aplicada ao piezelétrico pode ser controlada
para causar a sucção do fluído para dentro da câmara (Figura 6a).
A inversão do potencial causa a expansão do piezelétrico e expulsa
o fluído da câmara (Figura 6b). A referência 60 traz uma boa revi-
são dos principais tipos de microbombas e inclui explicações so-
bre os princípios de funcionamento. Uma variação desta estratégia
vem sendo explorada através da integração de uma câmara difusora
com uma membrana acoplada a um cristal piezelétrico61. Neste
caso, o processo de fabricação é simplificado, pois dispensa a in-
corporação das válvulas.

Válvulas de membranas finas elastoméricas (por exemplo, de
PDMS) podem ser posicionadas em série sobre o microcanal e aci-
onadas seqüencialmente, provocando o deslocamento dos fluídos,
de maneira semelhante a uma bomba peristáltica62. De maneira
geral, a introdução destas microbombas de deslocamento aumenta
significativamente o grau de complexidade dos dispositivos, o que

pode requerer um controle cuidadoso dos processos de
microfabricação.

Por não requerer etapas adicionais de microfabricação, o
bombeamento através do fluxo eletrosmótico (EOF) é uma das for-
mas mais empregadas de manipulação dos fluídos em microcanais.
O EOF está relacionado à distribuição não uniforme de íons nas
regiões próximas às paredes dos canais, quando estas possuem ex-
cesso de carga. A magnitude do EOF é dependente, portanto, do
tipo do material utilizado como substrato e das propriedades da
solução que preenche os canais (pH, viscosidade, constante
dielétrica e força iônica). Na prática, este tipo de mobilização do
fluído favorece a aplicação do microssistema em separações
eletroforéticas, como por exemplo, eletroforese de zona (CZE) ou
isotacoforese (ITP), eletrocromatografia (CEC) etc., uma vez que a
fonte de alta tensão já está disponível na integração da plataforma
microfluídica. Este tipo de mobilização do fluxo é muito interes-
sante, pois é possível selecionar facilmente os canais por onde o
fluxo deve passar pela aplicação do potencial nos reservatórios
correspondentes a esses canais (Figuras 7a e 7b). Caso a aplicação
necessite de um fluxo livre do campo elétrico gerado na aplicação
do potencial, pode-se ainda utilizar o EOF gerado em um ou mais
canais auxiliares e acoplar este fluxo ao canal de interesse (Figura
7c)63-66. Outras estratégias podem ser encontradas na literatura, como
por exemplo, a exploração do fenômeno de eletrocapilaridade do
mercúrio para criar um mecanismo de pistão em um capilar
acoplado ao canal67 ou o deslocamento do fluído pela geração de
bolhas de maneira controlada em um microcanal68,69.

Introdução da amostra

O sistema de introdução da amostra é uma das etapas mais im-
portantes do processamento analítico desenvolvido em dispositivos
microfluídicos. Embora em sistemas convencionais a introdução da
amostra seja realizada por ações eletrocinéticas e/ou hidrodinâmicas,
em sistemas miniaturizados, devido à maior facilidade de implemen-
tação, esta etapa se faz predominantemente por processos eletrociné-
ticos70,71. No entanto, alguns artigos relacionados à injeção hidro-
dinâmica em microchips podem ser encontrados na literatura57,72,73. A
importância da introdução de amostra deve-se ao fato de que as ca-
racterísticas da zona de amostra determinam a qualidade da separa-
ção analítica. Além disso, para um estudo quantitativo há a necessi-
dade de uma boa repetibilidade das injeções. O manuseio
eletrocinético do fluído não requer componentes adicionais, além de
eletrodos para aplicação de campo elétrico, eliminando, assim, a ne-
cessidade de acoplar microbombas e microválvulas. Devido à simpli-
cidade instrumental, a eletroforese capilar (CE) é o principal métodoFigura 6. Microbomba de membrana integrada. Adaptada da ref. 60

Figura 7. Bombeamento através do EOF. A direção do fluxo pode ser

facilmente controlada através do chaveamento do potencial aplicado aos

canais (a) e (b); através de uma junção porosa é possível obter o fluxo livre
da influência do campo elétrico aplicado para o bombeamento (c). Na

representação assume-se que o EOF é catódico, ou seja, as paredes dos canais

apresentam carga negativa
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de separação desenvolvido em micro-escala. Com relação à injeção
eletrocinética, há basicamente três métodos freqüentemente utiliza-
dos em microdispositivos. Estes métodos baseiam-se nos modos
“unpinched”74, “pinched”75 e “gated’76.

No modo mais simples de injeção eletrocinética, “unpinched”, a
zona da amostra é determinada basicamente pela geometria dos
microcanais que pode ser na forma de cruz, de um duplo-T, ou ainda,
de um triplo-T. A diferença básica está no volume de amostra forma-
do, determinado pela geometria dos microcanais. Para melhor com-
preensão, a Figura 8 apresenta o esquema do controle eletrocinético
nos microcanais. Na Figura 8 é apresentado um esquema básico da
configuração dos microcanais na geometria de uma cruz. Para reali-
zar a injeção uma diferença de potencial é aplicada no canal de inje-
ção durante 1-10 s, pelos eletrodos posicionados nos reservatórios da
amostra (1) e de descarte da amostra (3) (Figura 8B). Neste curto
período de tempo, a tendência é que o microcanal de injeção fique
completamente preenchido com a amostra (Figura 8C). Após com-
pletar o preenchimento do microcanal de injeção, a etapa de separa-
ção é iniciada pela aplicação de uma diferença de potencial no canal
de separação nos eletrodos posicionados nos reservatórios do tampão
(2) e de descarte do tampão (4), também denominado de reservatório
de detecção. Deste modo, a zona de amostra definida pela intersecção
dos canais (volume de amostra injetada = volume da intersecção dos
canais) é transportada na direção do detector (Figura 8D) e as espéci-
es são separadas de acordo com suas mobilidades eletroforéticas74.

Fontes de alta tensão

Diversas aplicações de microssistemas de análises requerem a
utilização de elevados campos elétricos, tanto para o simples
bombeamento dos fluídos, injeção de amostra ou a separação
eletroforética dos analitos. Tipicamente, duas ou três fontes capa-
zes de fornecer até 4000 V são suficientes para a maioria das apli-
cações, mas é possível utilizar uma única fonte através do
chaveamento manual dos pontos de aplicação do potencial. Segun-
do Jacobson e colaboradores77, a injeção eletrocinética de amostras
nos microcanais pode ser efetuada utilizando-se apenas uma fonte e

o chaveamento da alta tensão entre os reservatórios da amostra e
do tampão. Neste caso, apenas três reservatórios foram suficientes
para a implementação do microssistema.

Há disponíveis no mercado vários tipos de módulos miniatu-
rizados para utilização nestes microssistemas78,79, incluindo módulos
com múltiplas saídas que podem ser controlados por computador
através de uma interface digital/analógica (D/A). Ainda, sistemas
com múltiplas saídas podem ser facilmente construídos a partir de
módulos miniaturizados individuais80.

Métodos de detecção

A redução dos sistemas de análise, com a conseqüente redução
na quantidade de analito injetado, traz à luz uma nova realidade:
como detectar as quantidades ínfimas de material? Como exem-
plo, se a detecção por absorção de luz no ultravioleta-visível (UV-
vis) for empregada em um microcanal de 50 µm para a detecção de
uma espécie com absortividade molar de 1000 L mol-1 cm-1 (que
pode ser considerada alta), na concentração 100 µmol L-1, a
absorbância medida será de apenas 5,0×10-6. Obviamente, o cami-
nho óptico neste caso limita a magnitude do sinal observado. Mas,
indiretamente, a quantidade reduzida de material requer que estra-
tégias que apresentem baixos limites de detecção sejam emprega-
das. Outro ponto a ser considerado é a possibilidade de integração
do detector ao microssistema, uma vez que essa é a idéia central
dos µTAS. Não é raro encontrar na literatura propostas de
microdispositivos de análise onde o detector ocupa um volume
muito maior que a parte microfluídica (por ex., ref. 20).

Encontra-se uma grande variedade de estratégias de detecção
aplicadas a µTAS, sendo esta área foco de intensa atividade de pes-
quisa. Basicamente, as estratégias de detecção podem ser dividi-
das em ópticas, eletroquímicas e acopladas3,4,6,81-84. Aqui serão abor-
dadas as mais comumente empregadas, mas outras estratégias de
detecção específicas, como, por exemplo, para contagem e classi-
ficação de células, medidas de viscosidade, osmolaridade, sensores
de pressão e temperatura, entre outras, também podem ser encon-
tradas na literatura6.

Detecção óptica

Estratégias de detecção baseadas na absorção de radiação na
região do UV-Vis e fluorescência são muito encontradas nos méto-
dos instrumentais de análise. Em particular, a fluorescência tem
sido um dos métodos preferidos, principalmente quando a fonte de
radiação de excitação é do tipo laser (LIF), devido aos baixos limi-
tes de detecção conseguidos com esta técnica. Técnicas modernas
de microscopia confocal têm sido utilizadas com sucesso para
detecção por fluorescência, por simplificarem significativamente
a instrumentação e proporcionarem ótimos resultados. Há, inclusi-
ve disponível comercialmente, um instrumento para processamento
paralelo de amostras de fragmentos de DNA e RNA, além de pro-
teínas e células que opera com LIF e eletroforese85.

Devido ao reduzido caminho óptico, técnicas de absorção
molecular encontram aplicações limitadas a amostras onde o analito
está presente em concentrações relativamente altas. Uma estratégia
que pode ser facilmente implementada em μTAS é a construção de
celas de reflexões múltiplas, através da introdução de camadas refle-
toras. Outro aspecto interessante é a possibilidade de integração de
componentes do espectrofotômetro ou fluorímetro aos microssistemas.
A utilização de diodos emissores de luz (LED) convencionais ou laser,
além da recente introdução dos LED orgânicos (OLED), torna possí-
vel a integração direta da fonte de radiação com os canais com ampla
faixa de opções de comprimentos de onda. Além disso, vários traba-

Figura 8. Esquema de controle eletrocinético nos microdispositivos. (A),
Configuração dos microcanais. 1, 2, 3 e 4 representam os reservatórios para

amostra, tampão, descarte da amostra e descarte do tampão, respectivamente.

I, II e III representam o canal de injeção, o canal de separação e o ponto de
detecção. (B), (C), ilustração do preenchimento do canal de injeção. (D),

separação analítica dos analitos de acordo com sua mobilidade eletroforética
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lhos têm demonstrado a viabilidade de integração de guias de onda
aos microdispositivos. Por outro lado, não há muitos exemplos de
integração do elemento detector, como fotodiodos ou similares. Fi-
bras ópticas também têm sido utilizadas no acoplamento do sistema
de detecção óptico com os microcanais. Outras estratégias de detecção
óptica têm sido aplicadas aos microssistemas de análise, como
absorbância termo-óptica (lentes térmicas), ressonância plasmônica
de superfície, quimiluminescência, infravermelho, Raman, índice de
refração e emissão atômica4-6.

Detecção eletroquímica

Das técnicas de detecção conhecidas, a eletroquímica é a que pos-
sui maior potencial para integração aos microssistemas fluídicos e,
portanto, a que mais se aproxima do conceito de μTAS. Os sistemas
eletroquímicos de detecção podem ser divididos em amperométricos,
voltamétricos, potenciométricos e condutométricos86,87. Além destes,
recentemente tem aumentado a aplicação da espectroscopia de
impedância eletroquímica como estratégia de detecção. De maneira
geral, os detectores eletroquímicos apresentam baixos limites de
detecção e aplicação a uma grande variedade de analitos. A constru-
ção dos detectores eletroquímicos envolve o posicionamento de
microeletrodos de trabalho e referência (em alguns casos podem ser
também utilizados eletrodos auxiliares). Etapas adicionais de deposi-
ção dos eletrodos podem ser incorporadas ao processo de
microfabricação, o que facilita a incorporação do detector e aumenta
consideravelmente a reprodutibilidade do sistema. Outra vantagem
associada a este tipo de detecção relaciona-se ao fato de que na maio-
ria das técnicas a resposta do detector deve-se a reações (ou equilíbri-
os) na superfície do eletrodo, tornando o sistema de detecção indepen-
dente do volume físico da célula de detecção (compare-se com a limi-
tação do caminho óptico imposta nos detectores por absorção de radi-
ação). A detecção amperométrica é uma das mais utilizadas, devido
aos baixos limites de detecção conseguidos, à facilidade e custo de
implementação e à boa seletividade86,87. Aplicações de detectores
condutométricos, principalmente sem contato com acoplamento
capacitivo88,89, têm crescido nos últimos anos.

Métodos acoplados

Em princípio, qualquer estratégia de detecção pode ser utiliza-
da em microssistemas. Além da pequena quantidade de material
analisado, outra limitação refere-se às baixas vazões encontradas
nos microssistemas, que faz com que fluxos auxiliares sejam ne-
cessários. O tamanho físico do detector é outro ponto de conside-
ração: em muitos casos, o detector precisa ser dimensionado para
que o acoplamento possa ser efetuado. Levando em conta estes
aspectos, é impressionante que técnicas como espectrometria de
massas (MS) e ressonância magnética nuclear (RMN) tenham sido
utilizadas em microssistemas de análise4,5.

Devido aos ótimos limites de detecção e à possibilidade de
caracterização estrutural, a MS encontra também grande aceitação
em microssistemas de análise. O acoplamento microchip-MS e as
aplicações destes sistemas são áreas de intensa atividade de pes-
quisa. Recentemente foi lançado no mercado um microssistema
especialmente útil na análise de proteínas e estudos proteômicos,
onde as etapas de tratamento da amostra ocorrem em um
microssistema polimérico complexo. Os analitos são eluídos
cromatograficamente e inseridos em um espectrômetro de massas
através da ionização por “electrospray”90. No caso da RMN, novas
tecnologias de fabricação de micro-enrolamentos tornaram possí-
vel a detecção direta em microcanais91. Mas apesar da RMN ser
uma ferramenta importante, capaz de fornecer informações estrutu-

rais, os limites de detecção alcançados por esta técnica não permi-
tem sua aplicação em microssistemas para a determinação de espé-
cies em baixas concentrações.

APLICAÇÕES

Entre as possíveis aplicações da microfluídica podem-se citar
todas aquelas executadas em sistemas convencionais: separação de
biomoléculas como proteínas, peptídeos, seqüenciamento de DNA,
ensaios enzimáticos, imunoensaios, aminoácidos, aminas biogênicas,
entre outros. Além disso, a versatilidade inerente à construção dos
microdispositivos permite a execução de experimentos baseados
em imobilização de biomoléculas e análises integrando reações
químicas em várias etapas92.

Análise genômica (DNA)

A primeira separação de DNA em um microdispositivo foi publicada
por Effenhauser e colaboradores93, em 1994. Desde então, esse tipo de
análise sofreu um desenvolvimento bastante rápido e se tornou uma
das principais aplicações em sistemas microfluídicos94. Nos microchips,
o efeito Joule desprezível durante a aplicação de altos campos elétri-
cos e a amostragem de volumes reduzidos e bem definidos resultam
em análises de DNA mais eficientes quando comparadas àquelas exe-
cutadas em eletroforese capilar convencional ou em gel. Assim,
seqüenciamentos de DNA, bem como rápidas e eficientes separações
de oligonucleotídeos, fragmentos de DNA e RNA, têm sido extensiva-
mente realizadas nesses microssistemas95. A análise de DNA envolve
várias etapas: classificação e separação de células, digestão de células
e purificação do DNA, amplificação do DNA, separação eletroforética
e detecção. Encontram-se na literatura vários sistemas microfluídicos
que possibilitam realizar uma, várias ou todas as etapas de uma análi-
se genética96.

Classificação e separação de células
É a primeira etapa da análise e pode ser considerada a prepara-

ção da amostra. Como as amostras biológicas são, na maioria das
vezes, de matriz muito complexa, é crucial que as células que con-
têm o DNA de interesse sejam separadas do material biológico.
Várias técnicas de separação e classificação de células têm sido
desenvolvidas em microdispositivos, incluindo separação por ati-
vação com fluorescência ou magnetismo, separação mecânica e se-
paração através de aplicação de campo elétrico97.

Os trabalhos que envolvem separação mecânica de células em
microfluídica são, na maioria dos casos, baseados em filtração.
Wilding e colaboradores98 usaram um microdispositivo contendo
uma série de filtros em formato de ponte, com 3 μm de largura, para
separar células de glóbulos brancos de todo o material biológico
contido em amostras de sangue. Nesse sistema, através de
bombeamentro hidrodinâmico dos fluídos, as células foram sepa-
radas e, em seguida, o DNA foi amplificado usando PCR na mesma
plataforma.

A grande diversidade das propriedades físicas dos diferentes ti-
pos de partículas biológicas pode ser usada para o desenvolvimento
de separadores de células. Células de glóbulos brancos, por ex., são
extremamente aderentes, enquanto que células de glóbulos verme-
lhos são muito pouco aderentes. Valendo-se dessa diferença de pro-
priedades, Carlson e colaboradores99 usaram força hidrodinâmica para
bombear amostras de sangue através de microcanais empacotados
com fase porosa para separar células de glóbulos vermelhos de célu-
las de glóbulos brancos. Enquanto as células de glóbulos vermelhos
rapidamente penetravam e passavam pelos microcanais, o retarda-
mento, e eventualmente a aderência, das células de glóbulos brancos
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permitiram a separação. Além disso, o sistema também possibilitou
o fracionamento de diferentes tipos de células de glóbulos brancos.

Entre os diferentes tipos de separadores de célula, aqueles base-
ados em aplicação de campo elétrico são os mais convenientes para
sistemas miniaturizados devido, principalmente, à relativa facilida-
de de gerar e estruturar o campo elétrico no microdispositivo97. Como
a maior parte das células possui mobilidades eletroforéticas seme-
lhantes, o emprego da eletroforese para separação de células é bas-
tante limitado. Entretanto, a dieletroforese (DEP) tem sido empre-
gada com sucesso na separação de vários tipos de células.

DEP é definida como um movimento lateral concedido a partí-
culas não carregadas, como resultado da polarização induzida por
campos elétricos não uniformes. Utilizando as interações entre as
propriedades dielétricas intrínsecas das células e o campo AC apli-
cado, DEP tem sido bastante usada como ferramenta de separação
de células. Usando DEP, uma grande variedade de células, incluin-
do bactérias, células cancerosas, células tronco e subpopulações
de leucócitos, foram separadas. Huang e colaboradores100 demons-
traram um microchip para DEP, com microcanais construídos em
acrílico, para separar diferentes simuladores de agentes de guerra
biológica denominados B. cereus, E. coli e L. monocytognens con-
tidos em amostras de sangue. Cui e colaboradores101 desenvolve-
ram dispositivos dieletroforéticos construídos em fotorresiste SU-
8 formados por multicamadas, como guias para separação de dife-
rentes tipos de células.

Digestão de células e purificação do DNA
Após a separação das células de interesse, por meio de uma das

técnicas mencionadas anteriormente, sua digestão é a próxima etapa
da análise total. Vários grupos têm apresentado dispositivos
microfluídicos, principalmente fabricados em materiais poliméricos,
com propósito da digestão celular através de agentes químicos102-104,
força mecânica105 ou pulsos elétricos106,107.

Métodos químicos são bastante comuns para digerir células.
Como a membrana celular consiste em uma dupla camada lipídica,
eletrólitos contendo surfactantes podem facilmente rompê-las. Vári-
os microdispositivos foram desenvolvidos para a digestão química
celular. Irimia e colaboradores103 construíram um microdispositivo
em PDMS que integrava a captura e a digestão de uma única célula
em um volume de 50 pL. Nesse trabalho, a digestão celular foi rea-
lizada com o uso de dodecil sulfato de sódio (SDS). Carlo e colabo-
radores104 apresentaram um novo microdispositivo construído em
PDMS para a digestão celular com íons hidróxido eletro-gerados in
situ. Três diferentes tipos de células foram eficientemente digeridas
usando esse método.

Um segundo método bastante comum empregado na digestão de
células é a “lise” mecânica. Taylor e colaboradores105 desenvolveram
um minissonicador construído em conjunção com um microdispositivo
para PCR. Células provenientes de diferentes bacilos foram digeridas
no minissonicador em menos de 30 s e, em seguida, o DNA provenien-
te das mesmas passou para a etapa de amplificação.

A aplicação de pulsos elétricos para a digestão celular é conhe-
cida também como eletroporação106,107. Lu e colaboradores106 desen-
volveram um microdispositivo em SU-8 para digestão celular por
eletroporação. Nesse sistema, com a aplicação de campos elétricos
de 1 kV/cm e um potencial AC de 10 V, células cancerígenas foram
digeridas com o material genético pronto para análise subseqüente.

O isolamento do DNA altamente purificado é muito importan-
te para a maioria das aplicações biotecnológicas subseqüentes, so-
bretudo no que diz respeito ao desenvolvimento de novas aplica-
ções terapêuticas. Dessa maneira, o desenvolvimento de métodos
efetivos para a extração e purificação de DNA é bastante explorado
na microfluídica. A maior parte dos procedimentos usados para ex-

tração de DNA depende da utilização de lisozima ou outras enzimas
lipofílicas ou proteolíticas. Entretanto, várias bactérias são resis-
tentes à ação da lisozima e, portanto, outros protocolos são neces-
sários. A extração de DNA tem sido feita eficientemente com o uso
de um sistema tampão e extração em fase sólida108. A extração de
DNA usando fases sólidas é baseada em interações iônicas entre o
DNA e elementos catiônicos imobilizados ou não. Chung e cola-
boradores109 construíram um microchip em PMMA com fase sóli-
da imobilizada para uma extração eficiente de DNA em células
digeridas de E. coli. Quando o número de células usadas na extra-
ção foi de 103 a 104 em 25 μL de amostra, a eficiência da extração
foi bem maior (100 a 1000 vezes) no microchip quando comparada
a outros métodos que usam fases sólidas não imobilizadas.

Amplificação do DNA
Atualmente, o método usado para amplificação de DNA é a

PCR, que é uma metodologia in vitro que possibilita a reprodução
de milhares de cópias de um determinado fragmento de DNA. Atra-
vés desta técnica, uma seqüência particular de interesse pode ser
amplificada, tornando-se majoritária na amostra de DNA. Deste
modo, dois pequenos fragmentos de DNA, normalmente de 20 pa-
res de bases (“primers”), são sintetizados in vitro. Estes primers
são complementares às extremidades da região de DNA que se pre-
tende amplificar110.

A PCR é realizada através de vários ciclos que possuem três
estágios de temperatura cada: desnaturação das duas fitas das mo-
léculas de DNA a 95 ºC; hibridização dos “primers” às regiões
complementares das moléculas de DNA que estão separadas a
55 ºC e, extensão de um novo DNA, começando pelas regiões em
dupla fita, local onde cada um dos “primers” se ligou ao molde da
amostra de DNA a 72 ºC. Após isso, um novo ciclo é iniciado com a
temperatura elevada a 95 ºC novamente. Ao final de 30-35 ciclos de
amplificação existe, tipicamente, 1 milhão de cópias do segmento
de DNA de interesse para cada molécula molde original da amostra
inicial110.

Vários microdispositivos têm sido construídos para aplicação
em amplificação de DNA através da PCR94-96. Roper e colaborado-
res110 publicaram recentemente um trabalho de revisão que apre-
senta os avanços nessa área. Existem duas maneiras de executar a
PCR em microchips. A mais comum delas é dependente do tempo
requerido para atingir as diferentes temperaturas do ciclo. Ou seja,
a mistura que contém os componentes da PCR é mantida em estado
estacionário, enquanto a câmara de reação atinge as temperaturas
requeridas. Esse método requer uma otimização bastante cuidadosa
da taxa de transferência de calor para o sistema111. A segunda ma-
neira é realizada em sistemas de fluxo contínuo, nos quais as tem-
peraturas requeridas para o ciclo foram fixadas nas várias regiões
do microdispositivo112.

Legendre e colaboradores111 desenvolveram um microdispositivo
que integra as etapas de extração em fase sólida (SPE) e PCR na aná-
lise de DNA. O processo de SPE foi realizado usando partículas de
sílica híbrida na fase sol-gel e a PCR em uma câmara de reação de
apenas 1,6 μL aquecida através da radiação infravermelha. O
microdispositivo, fabricado em vidro através da técnica fotolitográfica,
permitiu a purificação e PCR de amostras contendo DNA de interesse
em um tempo total de análise de 25 min. A Figura 9 apresenta o dese-
nho do microdispositivo, bem como as representações. Todos os
microcanais foram construídos com 200 μm de profundidade. O DNA
purificado no canal da SPE, com 1,0 cm de comprimento e 140 μm de
largura, foi eluído para a câmara de PCR juntamente com os reagentes
adicionados para PCR adicionados através de um microcanal de 2,25
cm de comprimento e 20 μm de largura. As restrições representadas no
desenho foram construídas para restringir o fluxo no canal de adição
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dos reagentes e reter a fase sólida no canal da SPE. A eluição do DNA
na fase sólida extratora, bem como a adição dos reagentes necessários
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 oC/s. Essa taxa é 10 vezes
mais rápida para aquecimento e 3 vezes mais rápida para resfriamento,
quando comparada aos termo-cicladores convencionais.

Separação de DNA
O uso da eletroforese para análise de DNA, também conhecida

como análise genética, pode ser dividido em categorias mais co-
muns: seqüenciamento de DNA e genotipagem. Qualquer que seja
o caso, a separação é feita por tamanho.

O seqüenciamento de DNA é uma análise que permite determinar
a ordem das bases nitrogenadas (ou nucleotídeos) adenina, guanina,
timina e citosina, em um fragmento de DNA. Isso pode ser feito através
da marcação de cada nucleotídeo com um marcador fluorescente ou
radioativo diferente. As análises de genotipagem fundamentam carac-
terizar diferenças genéticas entre genomas individuais. Essas diferen-
ças são usadas para analisar herança de genes, identificar pessoas que
possuem variantes de genes (alelos) que predizem doenças e clara-
mente identificar diferentes pessoas em aplicações forenses.

Emrich e colaboradores113 demonstraram todo o potencial da
microfluídica em análises genéticas simultâneas no desenvolvimento
de um microdispositivo com arranjo de microcanais para análise si-
multânea de 384 amostras. Após amplificação usando PCR e diges-
tão enzimática, o DNA de 384 indivíduos foi seqüenciado usando um
único microdispositivo. O sistema (Figura 10A), de 200 mm de diâ-
metro, é constituído por quatro quadrantes com 24 quartetos de
microcanais distribuídos radialmente em volta de um reservatório
central anódico comum. Cada quarteto (Figura 10B) consiste em quatro
microcanais com reservatórios de amostras individuais e interligados
a um reservatório catódico em comum. As distâncias entre cada re-
servatório de amostra e o respectivo reservatório catódico comum
são idênticas (Figura 10C). Os reservatórios possuem 1,5 mm de di-
âmetro e a distância entre eles é de 1,2 mm. Cada amostra é adiciona-
da no respectivo reservatório, seqüenciada no microcanal (60 μm de
largura, 30 μm de profundidade e 8 cm de comprimento) preenchido
com poli(di)metilacrilamida (PDMA) e detectada com um sistema
confocal de fluorescência induzida a laser. A aplicabilidade desse
bioanalisador foi demonstrada na genotipagem de uma mutação co-
mum do gene humano HFE em 384 indivíduos em apenas 325 s.

Sistemas integrados
A integração das várias etapas da análise de DNA em um único

microdispositivo tem sido objeto de estudo de vários grupos de
pesquisa114-116. Nesse ponto, vários trabalhos poderiam ser citados
mas nos limitaremos a apenas dois, que são de grande destaque.
Ferrance e colaboradores114, além do trabalho discutido anterior-
mente de integração das etapas de purificação e PCR na análise
DNA111, também desenvolveram um microdispositivo que integra
as etapas de PCR e separação dos fragmentos de DNA. O micro-
dispositivo fabricado em vidro foi aplicado para diagnóstico de
mutação genética em pacientes com distrofia muscular de
Duchenne. Após purificadas em outro microdispositivo de SPE, as
amostras contendo o DNA de interesse foram introduzidas na câ-
mara de PCR de apenas 630 nL e, em seguida, separadas em um
microcanal (50 μm de profundidade) e detectadas por LIF.

Um microdispositivo fabricado em PC que integra todas as etapas
de uma análise de DNA foi desenvolvido por Liu e colaboradores116,
do laboratório de microfluídica da Motorola. A preparação da amos-
tra, incluindo captura magnética, pré-concentração, purificação e di-
gestão de células, PCR, separação e detecção de DNA, foi executada
em uma única plataforma. O bombeamento dos fluídos nos microcanais
foi feito através do uso de microbombas termopneumáticas e, para re-
gular o fluxo, microválvulas termicamente acionadas, construídas em
parafina, foram acopladas ao sistema. Aplicações desse sistema foram
demonstradas para detecção de polimorfismo de nucleotídeos indivi-
duais diretamente de amostras de sangue.

Análise proteômica (proteínas e peptídeos)

O método mais usado atualmente para analisar proteínas inclui

Figura 9. Microdispositivo usado para análises genéticas acoplando

purificação e PCR de DNA. (A) Mostra os componentes do microssistema:

entrada da amostra e reagentes, pontes restritoras de fluxo e da fase sólida da
SPE, câmara de reação da PCR e acoplador térmico. (B) Fotografia do

microdispositivo construído em vidro; (B
1
) movimento dos fluídos na intersecção

dos microcanais e (B
2
) fase sólida da SPE. Reproduzido da ref. 111, com

permissão da American Chemical Society

Figura 10. (A) Microdispositivo (200 mm de diâmetro) com 384 microcanais

para análises genéticas simultâneas. Microcanais com 60 μm de largura, 30

μm de profundidade e 8 cm de comprimento. (B) Desenho expandido de apenas
um microcanal mostrando reservatórios e ponto de detecção. (C) Reservatórios

para tampão de corrida (T) e amostras (A
1
 a A

4
) em cada microcanal.

Reproduzido da ref. 113, com permissão da American Chemical Society



1996 Quim. NovaColtro et al.

sua extração da célula, separação por eletroforese em gel (uni ou bi-
dimensional), digestão das proteínas separadas e análise dos peptídeos
resultantes por espectrometria de massas (MS). Essa tradicional
metodologia, embora bastante útil e poderosa, exige muito tempo e
trabalho laboratorial. Nesse contexto, os microdispositivos oferecem
novas oportunidades que não existem nas técnicas tradicionais de
análise proteômica: rapidez, análise simultânea de amostras e poten-
cial para controle e automação das várias etapas da análise117.

A maior parte dos desenvolvimentos recentes em microfluídica apli-
cada à análise proteômica está voltada para a combinação, em um único
microdispositivo, da separação por eletroforese uni ou multi-dimensional
e detecção por MS. Uma vez que a espectrometria de massas é a técnica
mais usada para análise e caracterização de proteínas, vários trabalhos
voltados ao acoplamento de microdispositivos com MS têm sido relata-
dos26. Como o acoplamento microchip-MS já foi abordado anteriormen-
te, os exemplos de aplicação que apresentaremos a seguir serão mais
voltados para eletroforese bidimensional (2D) em microdispositivos.

Os primeiros trabalhos envolvendo a análise de proteínas ou
peptídeos em microdispositivos usando a eletroforese 2D foram pu-
blicados por Ramsey e colaboradores118,119. Ambos os trabalhos inte-
graram a cromatografia eletrocinética micelar (MEKC) e eletroforese
capilar em zona (CZE), respectivamente, como primeira e segunda
dimensão da eletroforese em 2D. Amostras de digeridos protéicos
(peptídeos) foram separadas em ambos os sistemas.

O trabalho mais recente envolvendo o uso de eletroforese 2D em
microdispositivos para separação de proteínas foi publicado por
Shadpour e Soper120. Eletroforese capilar em gel usando dodecil sul-
fato de sódio (SDS μ-CGE) e MEKC foram usadas como modos de
separação para eletroforese em microcanais para a primeira e para a
segunda dimensão, respectivamente. O microdispositivo (Figura 11A)
foi construído em PMMA usando a técnica de estampagem a quente,
com microcanais de 20 μm de largura e 50 μm de profundidade.
Como pode ser observada, a separação por SDS μ-CGE foi executa-
da na primeira dimensão em um microcanal de 30 mm e a separação
por MEKC em um microcanal de 10 mm na segunda dimensão. A
separação por SDS μ-CGE ocorre pela diferença de tamanho das pro-
teínas, que possuem mobilidades diferentes através dos poros do gel,
enquanto que a separação por MEKC ocorre pela diferença de
interação entre as proteínas e o surfactante SDS presente no tampão
de corrida em concentração acima da micelar crítica.

A operação do microdispositivo é bastante interessante, primei-
ramente os microcanais e reservatórios são preenchidos com as res-
pectivas soluções: (A) amostra; (B) descarte amostra; (C) tampão
para SDS μ-CGE; (D) descarte da SDS μ-CGE; (E) tampão para
MEKC e (F) descarte da MEKC. Através da aplicação de um poten-
cial entre os reservatórios (A) e (B), a amostra (uma mistura de 10
proteínas) foi introduzida no canal de separação da SDS μ-CGE e
separadas por tamanho através da aplicação do campo entre os reser-
vatórios (C) e (D). Os fluídos resultantes da separação 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 reservatórios (E) e (F). A detecção através de
LIF em dois pontos do microdispositivo, d

1
 e d

2
, monitorou as separa-

ções por SDS μ-CGE e CGE, respectivamente. A Figura 11B apre-
senta um gráfico tridimensional resultante da análise das proteínas
mostrando o número de ciclos (separação por SDS μ-CGE) versus o
tempo de migração 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 análise de proteínas ou peptídeos
em microdispositivos usando a eletroforese 2D foram realizados
integrando focalização isoelétrica capilar (CIEF) com CZE121 e SDS-
CGE com CIEF122.

Ensaios enzimáticos

Enzimas podem converter em produtos, de maneira específica,
102-105 moléculas de um substrato em um intervalo de tempo bastan-
te pequeno. As propriedades catalíticas e seletivas têm conferido às
enzimas uma ampla utilização em Química Analítica. Os ensaios
enzimáticos são usados principalmente para dois propósitos distin-
tos: determinar a atividade de uma enzima ou quantificar compostos
que são substratos ou inibidores de uma reação enzimática123.

Em microfluídica, os ensaios enzimáticos são mais freqüentemente
usados para derivação de analitos. Ou seja, uma espécie não detectável
é convertida em uma espécie detectável após sofrer uma reação
enzimática. Embora os primeiros experimentos de derivação/separa-
ção em microdispositivos tenham sido conduzidos com uso de rea-
ções químicas, o uso de reações enzimáticas também foi desenvolvido
nesses sistemas, o que possibilitou a expansão do alcance e seletividade
nas análises de diversas classes de compostos de interesse analítico124.

O desempenho de um ensaio enzimático “on-chip” depende do
equilíbrio apropriado entre as condições de ocorrência da reação
enzimática, da separação eletroforética e da detecção. O pH apro-
priado para ocorrência da reação enzimática pode, por exemplo,
não ser o mais favorável para uma separação eficiente dos produ-
tos. Assim, as condições devem ser ajustadas para que exista o
melhor intercâmbio possível entre a alta taxa de conversão
enzimática e a eficiência de separação125.

Existem várias maneiras de conduzir um ensaio enzimático
usando eletroforese em microdispositivos. Os protocolos bio-
analíticos podem ser primeiramente diferenciados pelo uso de
enzimas solubilizadas ou imobilizadas. Devido à versatilidade e
principalmente ao consumo reduzido de reagentes, os ensaios
enzimáticos em microdispositivos têm sido conduzidos preferenci-
almente com o uso de enzimas solubilizadas. Nesse sentido, a rea-
ção enzimática pode ocorrer antes, durante ou depois da separação
eletroforética124.

Figura 11. (A) Microdispositivo usado para eletroforese 2D de proteínas. O

microdispositivo foi construído usando estampagem a quente com

microcanais de 20 μm de largura e 50 μm de profundidade. Representações:
d

1
 e d

2
, pontos de detecção LIF; (A) amostra; (B) descarte amostra; (C) tampão

para SDS μ-CGE; (D) descarte da SDS μ-CGE; (E) tampão para MEKC e

(F) descarte da MEKC. (B) Gráfico em 3D da análise mostrando o número
de ciclos versus o tempo de migração da MEKC. Conjunto de proteínas:

aglutinina (WG, 38 kDa), actina (AC, 43 kDa), ovalbumina (OV, 45 kDa),

proteína 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 permissão da American
Chemical Society
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Em todos os sistemas podem ser introduzidos misturadores para
que a reação enzimática seja mais eficiente. No módulo em que a
reação enzimática ocorre durante a separação eletroforética, a mes-
ma ocorre no canal de separação de um microdispositivo conven-
cional em cruz com a enzima presente no próprio eletrólito de cor-
rida125. Nos módulos em que a reação ocorre antes ou depois da
separação eletroforética, microcanais adicionais são fabricados em
junção com os microcanais do microdispositivo convencional.

Os primeiros trabalhos envolvendo ensaios enzimáticos “on-
chip” foram realizados por Ramsey e colaboradores125,126. Nesses
ensaios foram feitos estudos de inibição da atividade das enzimas
β-galactosidase (β-Gal)125 e AchE126 em microdispositivos construí-
dos em vidro. Concentrações precisas de substrato, enzima e inibidor
foram misturadas, em volumes da ordem de nanolitros, usando
controle eletrocinético dos fluídos. Em ambos os sistemas, reali-
zou-se a determinação das constantes de Michaelis-Menten bem
como a análise química dos inibidores.

Wang e colaboradores127 publicaram recentemente um traba-
lho, no qual um microdispositivo foi usado na determinação si-
multânea de glicose e insulina através da integração de ensaios
enzimático e imunológico. A determinação simultânea de insulina
e glicose e, conseqüentemente, a proporção insulina/glicose, é 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 reações químicas ocorrendo antes (“pre-
column”) e depois (“post-column”) da separação eletroforética.

A operação do microdispositivo inicia-se com duas reações pré-
coluna: insulina (antígeno) com a anti-insulina (anticorpo) derivada
com a enzima fosfatase alcalina e glicose (substrato) com glicose
desidrogenase (enzima) na presença do cofator NAD+. Essas reações
pré-coluna são seguidas da separação eletroforética do anticorpo li-
vre, do complexo insulina-anticorpo e do NADH formado na reação
enzimática. Após separação, em uma reação pós-coluna, a anti-insu-
lina livre derivatizada com a enzima fosfatase alcalina recebe o
reagente p-nitrofenil fosfato (p-NPP), formando o produto detectável
p-aminofenol. Os produtos finais das reações “on-chip”, NADH e p-
aminofenol, foram monitorados amperometricamente usando como
eletrodo de trabalho (ET), eletrodos de carbono “screen-printed”.
Finalmente, as concentrações quantificadas de NADH e p-aminofenol
foram usadas para determinar as concentrações de glicose e insuli-
na, respectivamente.

Análise de pequenas moléculas

Além das aplicações apresentadas anteriormente em análises
genéticas, proteômicas e ensaios enzimáticos, a análise de moléculas
pequenas como catecolaminas, aminoácidos, carboidratos, fenóis,
fármacos em geral, pesticidas, enantiômeros, cátions, ânions, entre
outros, tem sido extensivamente estudada usando eletroforese em
microdispositivos construídos no formato convencional em cruz. Vá-
rios artigos de revisão podem ser encontrados na literatura92,123,128-130

e, a seguir, discutiremos somente alguns exemplos.
Uma das classes de compostos mais estudadas em separações

eletroforéticas em microdispositivos são as catecolaminas. Essa clas-
se de compostos desempenha um papel fundamental no sistema
nervoso central atuando como neurotransmissores. Trabalhos que
têm como objetivo apresentar novas técnicas de microfabricação ou
sistemas de detecção geralmente apresentam separações de
catecolaminas como compostos modelos131-133. A determinação si-
multânea de dopamina, norepinefrina, L-DOPA, DOPAC e ácido
ascórbico em amostras de plasma, foi realizada por Johirul e cola-
boradores134 usando eletroforese de zona em microdispositivos
construídos em vidro. Com detecção amperométrica utilizando ele-

trodos de carbono modificados com celulose-DNA, limites de
detecção em torno de 1 μmol L-1 foram obtidos nesse trabalho.

Aminoácidos constituem outra classe de compostos de grande
relevância em bioquímica que também tem sido foco de extensa apli-
cação da eletroforese em microdispositivos. Vários trabalhos têm
sido desenvolvidos, sempre mostrando as potencialidades dos dife-
rentes modos de separação e detecção135-139. Munro e colaboradores135

apresentaram uma eficiente separação de vários aminoácidos, 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 detecção usado foi LIF indi-
reto, obtendo limites de detecção em torno de 30 μmol L-1. Outro
exemplo da aplicação de microdispositivos na análise de amino áci-
dos foi publicado por Throckmorton e colaboradores136 usando
eletrocromatografia como modo eletroforético de separação. Sepa-
rações mais eficientes e bem mais rápidas, quando comparadas à CE
convencional, foram obtidas usando microdispositivos em vidro com
fase estacionária polimérica e LIF como detecção. Trabalhos envol-
vendo a separação de aminoácidos usando detecção amperométrica
normal137, amperométrica pulsada138 e condutométrica sem contato139

foram propostos por diversos grupos.
A análise de carboidratos também tem sido intensamente ex-

plorada usando eletroforese em microdispositivos. São as biomo-
léculas mais abundantes da natureza, desempenham uma ampla
variedade de funções e, dessa maneira, o desenvolvimento de
metodologias para sua determinação é bastante importante. Vários
trabalhos já foram publicados usando diferentes modos de separa-
ção e detecção. Entre os métodos de detecção usados para a análise
de carboidratos em microdispositivos, a detecção por LIF e eletro-
química são as mais comuns140.

Quando comparada à LIF, a grande vantagem do uso da detecção
eletroquímica na análise de carboidratos está na não necessidade
de derivação das moléculas de açúcar141-144. Garcia e Henry141 usa-
ram amperometria pulsada em eletrodo de trabalho de ouro para a
determinação de açúcares em um microdispositivo construído em
PDMS. Em condições otimizadas, obtiveram limites de detecção
em torno de 1,2 μmol L-1. Nesse trabalho, para melhores resultados
de eficiência e detectabilidade, a separação e detecção foram reali-
zadas em diferentes pHs. Usando amperometria normal, a detecção
de carboidratos somente é possível com o uso de eletrodos de co-

Figura 12. Microdispositivo usado para determinação simultânea de glicose

e insulina através de ensaios enzimático e imunológico. (T) tampão de corrida,

(ENZ) enzima glicose desidrogenase, (ANT) anti-insulina marcada com
fosfatase alcalina, (GLI) glicose, (INS) insulina, (CR) câmara de reação, (p-

NPP) p-nitrofenil fosfato, (ET) eletrodo de trabalho, (CE) contra eletrodo e

(RE) eletrodo de referência. Reproduzido da ref. 127, com permissão da
American Chemical Society
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bre142,143 e níquel144 em meio fortemente alcalino. Separações efici-
entes de carboidratos, como glicose, galactose, frutose e sacarose,
usando hidróxido de sódio como eletrólito de corrida em
microdispositivos de vidro, foram obtidas usando esse tipo de
detecção por diferentes grupos de pesquisa. Limites de detecção
da ordem de 20 μmol L-1 foram obtidos143.

Dang e colaboradores145 separaram misturas complexas de
oligossacarídeos derivados de glicoproteínas usando eletroforese
de zona em microdispositivos construídos em PMMA. Os
oligossacarídeos provenientes das glicoproteínas fetuína, ribo-
nuclease B e α

1
-ácido glicoproteína foram separados em menos de

100 s em um microcanal de 30 mm e detectados por LIF. Usando
dextrano clivado enzimaticamente como padrão, o propósito das
análises foi mapear os tipos de oligossacarídeos presentes nas
glicoproteínas digeridas com uma enzima específica. Trabalhos en-
volvendo a determinação de carboidratos derivados de glicoproteínas
usando microdispositivos com detecção por espectrometria de mas-
sas146 e absorção no UV147 também foram desenvolvidos e podem
ser encontrados na literatura.

Finalmente, outra possibilidade de aplicação da eletroforese
em microdispositivos é a separação de compostos quirais. Esse tipo
de separação em CE ocorre pelo estabelecimento de um equilíbrio
dinâmico de interação entre os enantiômeros e um seletor quiral
adicionado no eletrólito de separação. Entre os vários seletores
quirais já propostos para separações em CE, as ciclodextrinas são
as mais comumente empregadas148. A seletividade nas interações
com o seletor quiral geralmente é bastante baixa devido a grande
semelhança entre os compostos. Em CE convencional esse tipo de
análise geralmente é feita em capilares com comprimentos gran-
des e, em grande parte, na ausência de EOF. Assim, as separações
quirais em microdispositivos são um desafio bastante grande e rela-
tivamente poucos trabalhos são encontrados na literatura149,150. Por
ex., Schwarz e Hauser149 desenvolveram um método para separa-
ção de uma mistura de compostos isômeros, relevantes em
neurociências, usando um microdispositivo construído em vidro
no formato convencional em cruz.

Hutt e colaboradores150 separaram isômeros quirais de aminácidos
como alanina, lisina, serina e valina usando como seletor quiral a γ-
ciclodextrina. O microdispositivo, construído através de fotolitografia
em uma placa de vidro com dimensões de 10 × 10 cm, teve um
microcanal de separação no formato de serpentina com 19 cm de
comprimeto efetivo. Usando como eletrólito de corrida tampão car-
bonato com SDS/γ-ciclodextrina e campo elétrico de separação de
550 V cm-1 em 10 oC (para evitar efeito Joule), obtiveram a separação
dos enantiômeros com boa resolução em apenas 4 min. A detecção
dos aminoácidos derivados foi feita através de LIF. Outros trabalhos
de aplicações de microdispositivos em separações quirais foram de-
senvolvidos e podem ser encontrados na literatura151-153.

CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS

Este trabalho aborda o estado da arte referente aos micros-
sistemas de análises químicas. De acordo com as abordagens apre-
sentadas não há dúvidas sobre a viabilidade dos processos de
microfabricação, nem sobre a ampla aplicabilidade destes
microdispositivos. Esta nova tendência pode ser aplicada a qual-
quer laboratório químico, nas suas mais diferentes ramificações.

As vantagens relacionadas à confecção dos microchips (tempo
de fabricação, ampla variedade de materiais e custo por protótipo),
usando diferentes tecnologias de microfabricação (convencionais
ou alternativas), bem como ao manuseio de pequenos volumes (pL
– nL), à possibilidade de integração de múltiplas etapas analíticas
em um único substrato e, principalmente, à portabilidade são fato-

res que estimulam todos os pesquisadores atuantes nesta ramifica-
ção científica. No entanto, os obstáculos que existem na interface
entre os mundos macro e microscópio são os desafios a serem supe-
rados, de modo a tornar estes dispositivos como ferramentas analí-
ticas efetivas para análise no campo, ou no “point-of-care”.

Em resumo, pode-se concluir que os microchips químicos re-
presentam uma nova realidade na Química Analítica em âmbito
mundial. Um dos propósitos deste trabalho é divulgar esta nova
fronteira analítica para a comunidade científica nacional, com a
perspectiva de que um número maior de pesquisadores possa con-
tribuir para o progresso desta importante linha de pesquisa no país.
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