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LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIAQOES

BN —Borracha natural

BNCaq — Borracha natural preparada com latex centrifugado
BNwvuic — Borracha natural preparada com latex pré-vulcanizado
PVC- Policloreto de vinil

BN/PVC — Membrana de borracha natural recoberta com PVC
PDMS — Poli (dimetilsiloxano)

PMMA — Poli-metilmetacrilato

RRIM 600 Rubber Research Institute of Malasia 600

AUNPs — Nanoparticulas de ouro

Tg — Transicao vitrea

Fe304-NPs — Nanoparticulas de magnetita

Fe304-AuNPs — Nanoparticulas de magnetita decoradas com nanoparticulas de ouro
UV-Vis — Ultravioleta-visivel

ASTM- American Society for Testing and Materials

HAuCI, — Acido cloroaurico

(Fe?*-Fe*")— Solucdo equimolar de Hexacianoferrato de Potassio (Ks[Fe(CN)e]) e
Hexacianoférrico de Potassio (K4[Fe(CN)g])
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Figura 36:

(a) Imagem do dispositivo de borracha natural contendo o sistema
de separacdo magnético (b) Preenchimento do dispositivo com
suspensdo de Fe;O,-NPs em concentragdo de 0,42 mg.mL™ (c)
Esquema demonstrativo do funcionamento do sistema de separacao
magnética interna (d) Imagem do sistema de separacdo magnética
interna em funcionamento a uma disténcia de 2,5 mm (entreoima e
0 reservatorio) e (e) distancia de 4,5 mm (entre o ima e o
reservatério) (f) Imagem de microscopia eletronica de varredura
apresentando a morfologia do reservatério donut (g) Esquema
demonstrativo da metodologia utilizada para as anélises por
espectroscopia UV-Vis, de modo que o feixe de luz incidente
atravesse 0 microdispositivo diretamente na camara de analises,
apresentada na imagem por microscopia e etrénica de varredura.
(h) Medida de transmitancia em 600 nm, procedimento realizado no
dispositivo (in situ) preenchido com agua e suspensdo de FesOg4-
NPs, definindo assim os limites de transmissao, medidos sem fluxo
(stopping flow), bem como a avaliacdo do processo de separacao
magnética interna, que utiliza suspensao de Fe;O,-NPs em vazdo
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Resumo

Esta tese apresenta um novo conceito de dispositivo microfluidico flexivel,
utilizando a borracha natural como material alternativo, de baixo custo, flexivel e
elastico, para a preparacdo de plataformas lab-on-a-chip. A preparacdo do
dispositivo € realizada com a dispersdo do latex sobre o molde. Este é construido em
placas de acrilico (PMMA — Poli-metilmetacrilato) contendo a configuragdo do
dispositivo. O latex deve recobrir toda a estrutura, utilizando o método casting.
Posteriormente, 0 molde contendo latex é submetido a tratamento térmico para a
formagdo das membranas de borracha natural. As membranas retiradas do molde
replicam a configuracdo do dispositivo em sua superficie. Filmes de policloreto de
vinil (PVC) séo utilizados como recobrimento interno a fim de evitar a absor¢édo de
agua e a liberacdo de composicdo proteica das membranas de borracha natural. Os
dispositivos flexiveis de borracha natural foram implementados como sensores
optico e eletroquimicos, utilizando fibras de carbono flexiveis como eletrodos
internos. Torna-se importante ressaltar que as membranas de borracha natural séo
transparentes (quando considerada a regido visivel do espectro eletromagnético),
bem como biocompativeis, possibilitando a combinacdo de propriedades mecanicas,
Opticas e bioldgicas num Unico dispositivo. Por meio das analises eletroquimicas,
demonstrou-se que os dispositivos possuem boa estabilidade e resisténcia quando
submetidos a testes prolongados, mantendo a caracteristica da curva de potencial,
bem como o curto intervalo de tempo necessario para atingir a corrente estacionaria
durante os processos eletroquimicos. Em segunda instancia, utilizaram-se o0s
microdispositivos de borracha natural como microreatores para a sintese de
nanoparticulas de magnetita (FesO4) decoradas com nanoparticulas de ouro (Fe3Os-
AUNPs). A sintese de particulas decoradas (Fe3;O4-AuNPs) mostrou-se efetiva,
obtendo relativo grau de homogeneidade na distribuicdo das nanoparticulas de ouro

na superficie das particulas de magnetita com tamanhos médios de 6,3 nm.

Palavras-Chave: Lab-on-a-chip; Dispositivo Microfluidico; Borracha Natural; Fibras
Flexiveis de Carbono.



Abstract

This thesis reports a new concept of flexible microfluidic device, using natural
rubber as alternative material, flexible and stretchable, for based-platforms of lab-
on-a-chip devices. The device preparation is carried out dropping the latex over the
mold, supported on acrylic dishes, containing the configuration of the device. The
latex should cover the entire structure by casting method and, subsequently
subjecting it to thermal treatment to form the natural rubber membranes. The
membranes demolded should replicate the configuration of the device on its surface.
Poly(vinyl chloride) (PVC) films are implemented as covering layer on internal
surface, avoiding thw water absorption e protein compounds leaching from natural
rubber membranes. The flexible devices of natural rubber were implemented as
optical and electrochemical sensors, using flexible carbon fibers as electrodes
internal electrodes. Become important emphasize, that the natural rubber
membranes are transparent when considering the visible region in the
electromagnetic spectrum as well as it is biocompatible, allowing the combination
of mechanical, optical and biological properties in a single device. Rely on
electrochemical analysis devices demonstrate good stability and resistance for long
term stability tests maintaining the characteristic curve of potential as well as a short
interval of time necessary to reach the stationary current for each electrochemical
process. In a second instance, we used the natural rubber-based microfluidic as
microreactor for the synthesis of magnetite nanoparticles (FesO4) decorated with
gold nanoparticles (Fe3O4-AuNPs). The synthesis of decorated nanoparticles
(FesO4-AuNPs) shows effectiveness in order to obtain high degree of homogeneity
on gold nanoparticles distribuition over the surface of magnetite particles, reaching

averages sizes of 6.3 nm.

Keywords: Lab-on-a-chip; Microfluidic device; Natural rubber; Flexible Carbon Fibers.
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Apresentacao

No primeiro capitulo da tese, apresenta-se a caracterizacdo das principais
propriedades Opticas, mecanicas e estruturais, requisito para a implementacdo de
borracha natural na preparagdo de plataformas para a construcdo de dispositivos
microfluidicos. Propbe-se o uso da borracha natural (BN) como um polimero
alternativo, de baixo custo, flexivel e elastico, possibilitando e.g. maiores niveis de
deformacdo mecanica (estiramento) do que quando comparado ao poli(dimetilsiloxano)
(PDMS), bem como sendo ecologicamente correto (ndo proporciona a geracdo de
residuos).

Os testes avaliam as propriedades das membranas de borracha natural,
preparadas a partir de latex estabilizado em 2% de hidroxido de aménio, latex
centrifugado (utilizando agua como solvente) e latex pré-vulcanizado, comparando-as a
membranas de poli (dimetilsiloxano) (PDMS) comumente utilizadas como plataforma
para a preparacdo de microdispositivos. Alem disso, filmes de policloreto de vinil
(PVC) sdo propostos como alternativa para o recobrimento da superficie interna dos
microdispositivos de borracha natural. O recobrimento interno de PVC mostrou-se
efetivo, evitando o processo de absorcdo de dgua e a liberacdo da composicdo proteica
das membranas de borracha natural, sem interferir nas propriedades Opticas dos
microdispositivos.

A caracterizacdo das membranas de borracha natural tornou-se indispensavel
apos a construcdo dos sensores Gpticos e eletroquimicos bem como do microreator para
sintese de nanoparticulas decoradas, apresentados nos capitulos posteriores. Além disso,
opta-se por utilizar o latex sem beneficiamento (processo de centrifugacdo ou
vulcanizacdo) visando simplificar o preparo dos microdispositivos.

No segundo capitulo, apresenta-se a metodologia empregada na construcdo dos
dispositivos microfluidicos de borracha natural (Iab-on-a-chip), atingindo o principal
objetivo desta tese, i.e. introduzir o conceito de dispositivo microfluidico flexivel,
utilizando a borracha natural como material alternativo, de baixo custo, biocompativel,
flexivel e eléstico, para a preparacdo de plataformas lab-on-a-chip. Além disso,
apresenta-se 0s testes dos dispositivos como sensores épticos e eletroquimicos.
Utilizou-se fibras flexiveis de carbono, inseridas na janela 6ptica como eletrodos para as
medidas eletroquimicas. Torna-se relevante ressaltar que tanto a borracha natural quanto
as fibras de carbono sdo flexiveis. Este fato corrobora atingir as fronteiras de

conhecimento, em especial a construgdo de microdispositivos implantaveis.



A espectroscopia UV-Vis € utilizada para avaliar a cinética de crescimento em
fluxo (aumento na concentracdo) de solugdo equimolar de hexacianoferrato de potassio
(Ks3[Fe(CN)s]) e hexacianoférrico de potassio (K4Fe(CN)g]), por método de
transmitancia aplicado diretamente na janela (camara) de analise do dispositivo. A
banda observada em 420 nm, associada a transferéncia de carga metal-ligante, é
avaliada durante o estudo de cinética, de modo que a cada variacdo na concentracao,
observa-se um desvio na linha de base, atingindo intensidades relativas de absorbancia
iguais para alteracGes de concentracdo analogas.

A avaliacdo da cinética de crescimento (aumento na concentragio) de Fe?*-Fe®*
também foi avaliada por meio de técnicas eletroquimicas. Para cada inje¢cdo (aumento
na concentracdo), os eletrodos respondem com um aumento na densidade de corrente
gerada por reacOes redox do eletrolito na superficie dos eletrodos. Os dispositivos
apresentam boa estabilidade e resisténcia quando submetidos a testes exaustivos,
mantendo a caracteristica da curva de potencial, bem como o curto intervalo de tempo
necessario para atingir a corrente estacionaria durante 0s processos eletroquimicos.
Esses resultados demonstram a implementacdo eficiente da matriz polimérica de
borracha natural como dispositivo lab-on-a-chip, baseado em medidas Opticas e
eletroquimicas.

No terceiro capitulo, utilizamos o microdispositivo de borracha natural como
microreator na sintese de nanoparticulas de magnetita decoradas com ouro (FeszOs-
AUNPs). A principal contribuicdo do microreator é a possibilidade de sintetizar fresh
nanoparticles, para uso imediato, e com consideravel homogeneidade de tamanhos.
Para tanto, a estrutura dos dispositivos foi melhor elaborada, possibilitando o fluxo em
trés dimensGes sem alterar as dimensdes originais. Além disso, introduziu-se um
sistema de separacdo interna, que empregou imas em escalas milimétricas, inseridos nos
microdispositivos. As particulas de magnetita sintetizadas tém tamanhos médios em
torno de 10,0 nm e foram decoradas com nanoparticulas de ouro de tamanhos médios
em torno de 6,0 nm. E importante ressaltar que a sintese relatada foi realizada sem o uso
de surfactantes ou solventes organicos, o que enquadra a rota como quimica verde,

mantendo o apelo ambiental dos dispositivos de borracha natural.



CAPITULO 1- Avaliacdo das propriedades das membranas de
borracha natural aplicadas como plataforma na
construgdo de microdispositivos

Introducéo

Materiais poliméricos tém se tornado matéria-prima, tanto para inovacdes na
producdo de tecnologia, quanto nos avangos da ciéncia fundamental. Denomina-se
“polimero” o material proveniente da unido de determinado nimero de unidades de
repeticdo, formando uma macromolécula, em geral, de elevado peso molecular e
extensa cadeia carbonica.

Os polimeros séo ainda classificados como plasticos, borrachas e fibras em
funcdo dos tipos de mondmero, das ligacdes formadas e do numero medio de
mondmeros na cadeia polimérica [1]. O termo “elastébmero” é comumente utilizado para
definir polimeros como borrachas, i.e. materiais que podem ser deformados
repetidamente, atingindo pelo menos o dobro do seu comprimento original sem sofrer
alteracdes estruturais permanentes [1].

Dentre os inimeros elastbmeros existentes, categorizados entre sintéticos e
naturais, destaca-se a borracha natural, polimero de elevado grau de elasticidade e
flexibilidade e de baixo custo, proveniente do latex extraido principalmente de arvores
do género Hevea brasiliensis. As propriedades mecanicas exibidas pela borracha natural
sdo essencialmente atribuidas as rotacGes das ligacGes simples C-C, que permitem
diferentes conformacdes das cadeias e definem a temperatura de transicdo vitrea (Tg)
delimitada abaixo da temperatura ambiente [2,3,4].

Além das propriedades anteriormente citadas, a borracha natural é factivel a
implementacdo de metodologias de vulcanizacdo ou incorporacdo de cargas, que
aumenta tanto a resisténcia quimica/ambiental, quanto a resisténcia mecanica
(resisténcia a desgaste, estiramento, etc.), amplamente estudada ao longo dos anos [5,6].

Ainda em relacéo as propriedades fisicas, destacam-se estudos relacionados a
biocompatibilidade [7] e indugdo de angiogénese (formagdo de vasos sanguineos) [8,9],
atribuidas as membranas de borracha natural. No entanto, ao longo dos anos, um
aumento considerdvel no nimero de casos de reacGes alérgicas relacionadas ao contato
com produtos de borracha natural tem incentivado pesquisadores a avaliarem a
composicdo do latex, atribuindo principalmente aos constituintes proteicos a

responsabilidade por tais reagdes adversas [10,11]. Metodologias como a centrifugacao



ou o tratamento enzimético [12] sdo reportadas como alternativa para reduzir a
quantidade de proteinas do latex e consequentemente evitar as respostas alérgicas.

Atualmente, a borracha natural tem se tornado de grande interesse no
desenvolvimento de inovagfes tecnoldgicas, como a geracdo de nanocompositos
aplicados como barreira de gases [13], como atuadores mecénicos (respondendo a
estimulos elétricos ou térmicos, comparados a musculos artificiais) [14], bem como a
fabricacdo de materiais denominados ‘“‘shape memory”, que respondem a estimulos
como temperatura [15] ou gases presentes no ambiente [16,17], mudando de forma e
podendo reassumir a forma original assim que cessado o estimulo externo. Além disso,
compositos poliméricos contendo sais de fosfonio quaternario [18] e nanoparticulas de
prata [19] tém sido implementados como materiais bactericidas.

A obtencdo da borracha natural requer processos de extracdo do conteltdo
liguido (ndo-borracha), contido na composicdo do latex, utilizando principalmente
agentes coagulantes e/ou tratamento térmico. O latex é definido como uma disperséo
coloidal polifasica, constituido de particulas de borracha (monémeros cis-1,4-isopreno),
proteinas, fosfolipidios, lutdides (acidos organicos, sais minerais, proteinas, acgucares,
entre outros) [20] e particulas Frey-Wyssling (organelas contendo lipidios e
carotenoides) [21] dispersos em um meio aquoso [22].

A composicdo do latex pode ser avaliada em trés fases distintas, denominadas:
borracha, soro e fracdo de fundo. A fase borracha ¢ formada, sobretudo, de 96% de
hidrocarbonetos, 1% de proteina e 3% de lipidios, podendo conter alguns tracos de
magnesio, potassio e cobre [23]. A fase soro € constituida de 1,0 a 1,8% de proteinas;
1,0 a 1,2% de carboidratos; 0,4 a 1,1% de lipidios neutros; 0,4 a 0,5% de lipidios
polarizados; 0,4 a 0,6% de inorganicos; 0,4% de aminoacidos, aminas dentre outros;
além de 50 a 60% de agua [24,25,26]. Por fim, a fracdo de fundo contém os lutdides,
bem como 0s compostos associados principalmente a planta e aos insumos do solo, que
possuem mondmeros ligados a ions metalicos.

Neste capitulo, apresentamos os resultados da caracterizacdo das membranas
de borracha natural preparadas a partir do latex estabilizado com hidroxido de amdnio
(BN), latex centrifugado (BNCaq,) e latex pré-vulcanizado (BNwyuic), comparando-os com
as propriedades do PDMS, polimero comumente utilizado na preparacdo de
microdispositivos. A técnica de espectroscopia de absor¢do no UV-Vis foi utilizada a
fim de avaliar as propriedades dpticas das membranas de borracha natural, bem como a



caracterizacdo dos componentes lixiviados em agua, complementando a caracterizagdo

com o uso das espectroscopias FT-IR/ATR e espectroscopia de massa atomica.

1.1 - Materiais e Métodos
1.1.1 - Obtencéo do Latex Natural

O latex é obtido de espécies pertencentes, sobretudo, a familia das
Euforbiaceas, principalmente arvores do género Hevea brasliensis que apresentam
maior grau de produtividade [27,28]. Outras espécies como a mamona (Ricinus
communis|.) e a mandioca (Manihot) podem apresentar a produgéo de seiva, porem em
menor escala. Ha ainda outras familias que contém espécies produtoras de borracha,
como as moraceas (borracha-de-assam), apocinaceas (borracha-de-seda) e as espécies
Dente-de-ledo [29].

A coleta do latex, utilizado como matéria-prima para preparacdo das
membranas de borracha natural, foi realizada em diferentes arvores do género Hevea
brasiliensis (clone RRIM 600 - Rubber Research Ingtitute of Malaysia 600) na Fazenda

Indiana, na regido de Presidente Prudente, conforme apresentado na Figura la.

Figura 1: extracdo do latex de &rvores do género Hevea brasiliensis clone RRIM 600. O latex é
estabilizado logo apés a coleta, utilizando hidroxido de aménio (2% v/v). (b) Representacéo
esguematica da estrutura molecular do latex.

O latex é essencialmente composto pelo monémero cis-1,4-isopreno (Figura
1b). A fim de evitar a coagulagdo esponténea do latex, utilizaram-se procedimentos de
estabilizagdo em 2% (v/v) de hidroxido de amdnio [30].

O processo de estabilizacdo do latex, realizado com hidréxido de aménio, pode
ser explicado baseando-se no modelo atual proposto para a estrutura de particulas de
borracha contidas no latex. O principio desse modelo é que as particulas de latex
apresentam estrutura core-shell, consistindo em moléculas de isopreno em um nicleo

central, envolvido por proteinas e fosfolipidios ligados aos grupos terminais da cadeia



do isopreno [31]. Esses grupos funcionais podem ser estabilizados por interagdo de
cargas quando inserida a composicdo de hidroxido de aménio no latex. Além disso,
sabe-se que a proporc¢do de hidroxido de aménio utilizada desfavorece a proliferacdo de
micro-organismos que poderiam conduzir a coagulagdo do latex [25].

As membranas de borracha natural foram preparadas utilizando o método de
“casting” do latex estabilizado em hidréxido de amdnio, e o tratamento térmico a
temperatura de 65 °C durante 15 horas. O tempo de secagem é definido como o minimo
necessario para a secagem completa do latex. A temperatura de secagem foi delimitada
com base nos estudos desenvolvidos por Ferreira e colaboradores, que descreve a
atividade angiogénica amplificada para membranas tratadas termicamente em
temperaturas entre 65 °C e 85 °C [8]. A definicdo da temperatura em 65 °C possibilita a
consideracdo dos resultados aqui explanados como base comparativa para perspectivas
de estudos com énfase em biomedicina, além de garantir o maior grau de transparéncia

dos microdispositivos.

1.1.2 - Latex Centrifugado

Apos a coleta e estabilizacdo em hidréxido de aménio, o latex foi centrifugado
a fim de reduzir a quantidade de proteinas (compostos ndo-borracha) em sua
composicdo. A fase borracha é obtida por centrifugacdo em um equipamento da marca
Cientec-CT 5000R, numa rotacdo de 6000 rpm, a temperatura de 4 °C durante 90
minutos. A fase borracha é entdo separada e dispersada em agua Milli-Q em
concentracdo de 400,0 mg.mL™. As membranas de BNCaq foram preparadas por
tratamento térmico da fracdo borracha dissolvida em &gua, a temperatura de 55 °C
durante 10 horas, conforme metodologia previamente publicada por nossos
colaboradores [32]. As amostras foram concedidas pelo Prof. Dr. Fabricio L. Faita,

durante o curso de doutorado desenvolvido na Universidade Federal de Santa Catarina.

1.1.3 - Latex Pré-Vulcanizado

O latex pré-vulcanizado foi adquirido na empresa Du Latex Ltda., em S&o
Paulo. A composi¢do da formulacdo utilizada na vulcanizacdo do latex e apresentada na
Tabela 1, sendo 1,0 phr da base de vulcanizac¢do descrita (10,0 g) para 100,0 phr (1000,0
g) de latéx (peso em liquido) bi-centrifugado contendo 60% de composto sélido. As
membranas de borracha natural vulcanizada foram preparadas utilizando o método de

casting do latex, e o tratamento térmico a temperatura de 65 °C, durante 5 horas.



Tabela 1: composicao base para formulacédo de latex pré-vulcanizado

Formulacdo Partes
ZEDC (Acelerador) 1,0
Enxofre (Agente de Reticulacao) 1,0
Oxido de Zinco (Ativador) 1,0
Anchoid (Auxiliar de Processo/Plastificante) 0,2
Agua 2,8
Total 6

1.1.4 - Policloreto de Vinil (PVC)

O policloreto de vinil foi adquirido como adesivo comercial em forma liquida,
transparente, baseado em resina de PVC, utilizando ésteres e cetonas como solventes.
Os filmes de PVC foram depositados manualmente (casting) na superficie interna dos
canais e da janela de analise do dispositivo de borracha natural (Figura 2). O
procedimento de recobrimento superficial com polimeros é por vezes utilizado na
literatura para aumentar a hidrofobicidade ou hidrofilicidade da superficie de

dispositivos de acordo com a aplicacédo definida.

Figura 2: filmes de PVC (17,6 um de espessura) recobrindo a superficie interna dos canais e a
janela de andlise dos dispositivos de borracha natural. Imagens com amplificagdes de (a) 1.000
x e (b) 10.000 x. (c) Imagens da seccédo transversal dos filmes de PVC depositados.

Um importante ponto a ser considerado € que a superficie das membranas de
borracha natural é passivel de modificacdo, ampliando assim as possibilidades de
aplicacdo dos microdispositivos. Os filmes de PVC depositados apresentam espessura
em torno de 17,6 um, recobrindo toda a superficie do polimero (Figura 2c), o que
amplifica o carater hidrofébico da superficie interna do dispositivo. Os filmes nédo
interferem no grau de transparéncia das membranas, demonstrando boa aderéncia a

superficie da borracha natural.



1.1.5 - Poli (dimetilsiloxano) (PDMS)

As membranas de PDMS foram preparadas com elastomero de silicone Sylgard
184, adquirido na empresa Dow Corning - USA por meio da empresa Silimoldes Ltda.,
que revende o material no Brasil. A proporcao de dez partes da base pré-polimero para
uma parte do agente de cura foi utilizada na preparacdo das membranas de PDMS,
tratadas termicamente a 65 °C, durante 3 horas, a fim de acelerar o processo de cura do

polimero.

1.1.6 - Processo de lixiviacdo de borracha natural em agua

A fim de avaliar os componentes das membranas de borracha natural que séo
liberados em solucéo, cerca de 790,0 mg de borracha natural foram preparados a partir
de diferentes latex, sendo imersos em 100 mL de solucdo aquosa, a temperatura de 40
°C, por um periodo de 5 horas. Essa temperatura foi definida em funcdo da temperatura
maxima que o sistema imunolégico humano pode suportar sem risco potencial, mais
comum em um estado febril. Essa avaliacdo é importante baseando-se no fato de que 0s
sensores podem, no futuro, configurar um implante. A caracterizacdo dos componentes
liberados em solugdo, provenientes das membranas de borracha natural, foi realizada
avaliando a solucdo (S,.) apds a retirada das membranas imersas, definidas como S_ -BN
(borracha natural), S|_-BNC6lq (borracha natural preparada a partir de latex centrifugado),
S.-BNvyic (borracha natural preparada a partir de latex pré-vulcanizado) e S_-BN/PVC

(borracha natural recoberta com filme de PVC).

1.1.7 - Liofilizagdo

As solugbes de &gua utilizadas no processo de lixiviagdo dos latex foram
liofilizadas a fim de realizar as analises por espectroscopia FT-IR/ATR. Utilizou-se um
equipamento da marca Edwards, modelo E-C modolyo, disponibilizado pela Prof.2 Dra.
Maria de Lourdes Corradi da Silva, do Departamento de Fisica, Quimica e Biologia da
FCT - UNESP, campus de Presidente Prudente.

1.2 - Técnicas de Caracterizacao
1.2.1 - Espectroscopia de absor¢do no UV-Vis

O espectrofotdmetro da marca Varian, modelo Cary 50, operando numa faixa de
190 a 800 nm, com razdo de scan de 600 nm.min™, foi utilizado para a avaliacdo dos
componentes lixiviados pela borracha natural quando inserida em solugdo aquosa a 40



°C durante 5 horas. O espectrofotdmetro da marca Jasco, modelo V-670, com razéo de
scan de 400 nm.min’, foi utilizado para a avaliagdo 6ptica das membranas de borracha
natural, preparadas a partir de diferentes latex, como descrito no item Materiais e
Meétodos.

1.2.2 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Utilizou-se um equipamento da marca Zeiss LEO 440, detector secundario de
elétrons, com distancia de cerca de 9,0 mm entre o canhéo de elétrons e a amostra; 15,0
kV e amplificacdes de 1.000 e 10.000 vezes. A microscopia eletronica de varredura foi
implementada a fim de avaliar a morfologia dos filmes de PVC depositados sobre a

superficie das membranas de borracha natural.

1.2.3 - Ensaio mecanico: modo tensdo vs. deformacao

Os ensaios de tracdo foram realizados em maquina universal de ensaios da
marca EMIC, modelo DL2000, com velocidade de deformacdo de 500 mm.min™, célula
de carga de 5 kN e um transdutor de deformacdo interno. Para esse ensaio, foram usados
corpos de prova baseados nas determinacdes ASTM D412 [33], modelo C de amostras,

avaliando o comportamento dos corpos de prova (Figura 3) em triplicatas de resultados.

N\ /

10mm 2.5cm

/’; =
S -

30 cm

2.5 ¢cm

Figura 3: modelo de corpos de prova baseado nas determinagdes ASTM D412, modelo C de
amostras, utilizado na avaliagdo das propriedades mecénicas das membranas de borracha
natural, ensaio de tracdo vs. deformacao.

1.2.4 - Espectrometro de Absorcdo no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FT-IR) no modo ATR.

Medidas de espectroscopia FT-IR/ATR foram realizadas com um espectrémetro
da marca Bruker, modelo Vetor 22, com nimero de onda no intervalo de 500 - 4000 cm’
! utilizando 32 scanscom 4 cm™ de resolucdo espectral e um detector DTGS. A técnica
de espectroscopia FT-IR/ATR foi utilizada com o objetivo de identificar a composicao
lixiviada pelas membranas de borracha natural. A solugdo aquosa de lixiviado foi

previamente liofilizada.
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1.2.5 - Espectroscopia de Massa Atomica (ICP)

O equipamento utilizado no estudo de espectroscopia de massa atbmica é um
espectrémetro de emissdo déptica com plasma indutivamente acoplado, marca Perkin
Elmer, Modelo Optima 8000 (dados informados pela empresa Venturo Anélises
Ambientais). A curva analitica realizada esta limitada entre 0,05 e 2,00 mg.L™. Foram
adotados padrdes ISO Guide 34 para as curvas analiticas, e padrdes de rastreabilidade
Nist para verificacdo das mesmas. Todas as amostras passaram por 4 vezes (ciclos) de
pré-concentracdo. A técnica de espectroscopia de massa atdmica foi utilizada com o

objetivo de identificar a composicao lixiviada pelas membranas de borracha natural.

1.2.6 - Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

As imagens obtidas por meio da microscopia de forca atbmica foram coletadas
utilizando um equipamento digital, modelo Nanoscope 1V, da Universidade de Windsor,
no Canada, sob orientacdo do Prof. Dr. Ricardo F. Aroca. O equipamento foi utilizado
com resolucdo de 1024x1024 pixels, operando em modo contato, com ponta de nitreto

de silicio.

1.2.7 - Angulo de contato

As medicbes de angulo de contato estdtico foram realizadas com o
equipamento DM300, Kyowa Interface Science Co. - Japdo, utilizando agua Milli-Q
(destilada e deionizada, 18.2 Qm.cm) como liquido teste, com um volume nominal
depositado de 3,0 puL. As imagens das gotas depositadas sobre a superficie das amostras
de borracha natural foram obtidas por meio de um microscopio equipado com camera
CCD acoplada. A anélise da forma e angulo de contato foi realizada utilizando o

software Image-J°.

1.3 - Resultados e Discussao

1.3.1 - Avaliagdo das propriedades das membranas de borracha natural
utilizadas como plataforma para a construgéo dos sensores

1.3.1.1 - Ensaio Mecéanico modo Tenséo vs. Deformacao

A técnica de ensaio mecéanico (tensdo vs. deformagdo) foi utilizada a fim de
avaliar as propriedades mecanicas, mais especificamente a resisténcia a tracdo, das
membranas de borracha natural preparadas a partir de latex natural, centrifugado e pré-

vulcanizado. O ensaio é ilustrado na Figura 4.



11

1,0
12 - < 081
[a
~~ é 0,61
by o
13 04
S 9 E B
N 0,2
% o
1
- 0,0 . . r .
8 6 0 100 200 300 400
ﬁ Deformagcéo (%) BN
_______________________________ — BN
3 n ag.
Vulc
—— PDMS
O .

0 200 400 600 800 1000 1200
Deformacao (%)

Figura 4: ensaio de tracdo (tensdo vs. deformacdo) utilizado na avaliacdo de membranas de

borracha natural, elaboradas a partir de latex natural, centrifugado e pré-vulcanizado. Os

corpos de prova sdo preparados para os testes seguindo as determinagdes ASTM D412 modelo
C. Os pontos em amarel o definem o limite de deformacao el astica.

Até cerca de 120% de deformacdo em relacdo ao tamanho original das amostras
de borracha natural, observa-se a regido de deformacéo elastica (descrita na figura por
“a”), i.e. 0 polimero pode recobrar a forma original quando cessada a forca de tracdo
aplicada, suportando uma tensdo aplicada de cerca de 0,3 MPa. Esse valor deve ser
levado em consideracdo quando sdo construidas as plataformas para 0s
microdispositivos, como a tensdo maxima suportada pelas membranas de borracha
natural, sem que haja deformacdo irreversivel no dispositivo. Elastdmeros, tais como o
Ecoflex (polimero de silicone), sdo atualmente uma estratégia importante no
desenvolvimento de dispositivos microfluidicos que requerem a habilidade de atingir
percentuais de estiramento maiores do que os obtidos quando o polimero PDMS comum
é implementado[34].

A partir de 120% de estiramento, as membranas passam por um processo de
escoamento das cadeias poliméricas (descrito na figura por “p”) [35], atingindo a regido
de deformacdo plastica (deformacdo permanente), identificada a cerca de 300% de
deformacdo para as amostras de BN e BNCaq, proxima a 400% para a amostra BNy e
em 70% para as membranas de PDMS. Todas as amostras apresentam comportamento

viscoelastico caracteristico de elastomeros.
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A média dos valores de tensdo e deformacdo de ruptura e médulo de Young €
descrita na Tabela 2.

Tabela2: dados obtidos de ensaios mecanicos de tracdo (tensdo vs. deslocamento) apds a
avaliagio das triplicatas das amostras BN, BN, BNy, PDMS.

AMOStras Deformacéo Tensao de Médulo de
(%) Ruptura (MPa) | Young (MPa)
BN, 420,6 0,26 + 0,03 0,4499
BN 452,5 0,37 £ 0,07 0,6035
BNwvulc. 1149,7 14,0 £ 0,76 0,7884
PDMS 200,1 2,13 +0,75 0,8495

O mobdulo de Young (E) [36] é calculado em funcdo da tensdo (a) e
deslocamento (¢) maximos medidos na regido linear da curva de ensaio mecanico de
tracdo (regido de deformacdo elastica), i.e. dos valores da tangente ao aumento da

tensdo vs. deslocamento nessa regido, conforme a equacéo:
a

E =-—

£

Sendo,
[ —1,

Lo

&

Onde “lp” ¢ definido como o comprimento inicial (entre garras) das amostras, e
“l” ¢ o comprimento final, calculado com a soma do valor inicial “lo” ao valor de
deformacao percentual medido no limite linear da curva de tenséo.

As membranas de borracha natural (BN) apresentam uma média de tensdo e
deformacdo de ruptura de 0,37 MPa e 452,5%, respectivamente. O processo de
centrifugacdo do latex (BNCaq) reduz tanto a tensdo quanto a deformacdo de ruptura,
mensurados a 0,26 MPa e 420,6%, respectivamente. Durante o processo de tratamento
térmico (secagem) do latex, as cadeias se organizam paulatinamente, podendo ocorrer
entrelacamentos ou mesmo a formacdo de ligagOes cruzadas naturais. No entanto,
quando implementado o processo de centrifugacdo, a fase borracha é aglomerada, de
modo que a A&gua ndo consiga dissociar totalmente as cadeias poliméricas.

Consequentemente, reduz-se o entrelagamento entre as cadeias poliméricas, diminuindo
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a tenséo e a deformacdo de ruptura para as membranas BNCaq. Apbs 0 processo de
centrifugacdo, obteve-se a fase borracha (dispersdo coloidal), a qual dilui-se em agua,
no intuito de diminuir residuos gerados pelo uso de solventes organicos. No entanto, a
preparacdo de membranas de borracha natural a partir de latex centrifugado, utilizando
tolueno ou cloroférmio como solventes, é reportada por nossos colaboradores [32].

O processo de vulcanizacdo em liquido, implementado para preparacdo das
membranas BNy , proporciona maior resisténcia mecanica a tragdo, ampliando a
tensdo e a deformacdo de ruptura para 14,0 MPa e 1149,7%, respectivamente. Além
disso, 0 uso do latex pré-vulcanizado permite a realizacdo do processo de vulcanizagao
(formacdo de ligagcOes cruzadas) em temperaturas e tempos menores do que quando o
processo de vulcanizacdo a seco (incorporacdo dos agentes de vulcanizacdo em
borracha natural utilizando cilindros de mistura) é implementado.

Atribui-se 0 aumento na deformacédo percentual, em relacdo ao medido para
membranas de borracha natural (BN), ao sistema de wvulcanizacdo convencional
utilizado na preparacdo dos compadsitos, onde ha predominancia de liga¢6es cruzadas do
tipo polissulfidica [37], que contribuem para o aumento da elasticidade da matriz
polimérica.

As membranas de PDMS apresentaram limite de tenséo e deformacéao a cerca de
2,73 MPa e 200,1%, respectivamente. Os indices de resisténcia a tracdo foram muito
superiores aos obtidos para as membranas de BN e BNCaq, e inferiores aos observados
na avaliacdo das membranas preparadas a partir do latex pré-vulcanizado (BNwvuyic). No
entanto, estudos desenvolvidos por I. D. Johnston e colaboradores [38] reportam tensdes
de ruptura entre 3,51 a 7,65 MPa, dependendo da temperatura de cura do polimero. O
aumento na tensdo de ruptura e resisténcia a deformacdo, principalmente quando
considerada a regido de deformacédo elastica (ndo permanente), pode ser conveniente se
a aplicacdo dos microdispositivos requisitarem maior resisténcia a pressdo interna.

A reducdo na habilidade de estiramento (elasticidade) dos dispositivos é
mensurada em funcdo da redugdo no mddulo de Young de 0,7884 MPa referente a
BNwvuic para 0,4499 MPa referente @ BN. Os baixos valores associados as membranas
BN e BNCaq podem ser de interesse quando sdo utilizados materiais poliméricos na
construgdo de microvalvulas. Essas valvulas sdo acionadas (abertas) ao atingir valores
especificos de pressdo, consequentemente permitindo a passagem do fluido, e sédo

caracterizadas como sistemas “switching on/off”.
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1.3.1.2 - Espectroscopia de absorc¢éo no UV-Vis

Na Figura 5, apresenta-se o0 estudo das propriedades dpticas das membranas de
borracha natural preparadas a partir de diferentes latex, e da membrana de PDMS.
Observa-se que as membranas de borracha natural tém consideravel transparéncia (grau
de transmissdo de luz) avaliando a regido espectral entre 800 - 400 nm (visivel). As
membranas preparadas a partir do latex estabilizado com hidroxido de aménio (BN)
possuem transmitancia de cerca de 75%, absorvendo totalmente a luz em comprimentos
de onda abaixo de 300 nm. Esse fato é associado aos componentes ndo-borracha, i.e.
principalmente proteinas e fosfolipidios provenientes dos lutoides e compostos Frey-
Wyssling, presentes na composicdo do latex e que sdo responsaveis pela coloragédo

amarelada das membranas de borracha natural [39,40,41].
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Figura 5: espectroscopia de absorcdo no UV-Vis, razio de scan 400 nmmin™, avaliando as
membranas BN, BNCaq , BNwic € PDMS método de (a) Absorgdo (inset) foto comparativa
demonstrando a transparéncia das membranas de borracha natural e PDMS, (b) Transmissao.

O processo de vulcanizacdo, além de ampliar a resisténsia a tracdo (abordada
anteriormente), melhora o grau de transparéncia, atingindo indices de transmitancia de
cerca de 85% sem comprometer consideravelmente a janela espectral dos dispositivos,
absorvendo totalmente a luz incidente abaixo de 350 nm. Esse deslocamento na janela
espectral pode ser associado as mudancgas estruturais (denaturacdo) das proteinas,
atribuidas aos agentes de vulcanizagdo inseridos no latex.

Finalmente, o processo de centrifugacdo do latex demonstrou excelentes
resultados no conceito de ampliacdo dos indices de transmiténcia, atingindo cerca de
95% (Figura 5b) e, consequentemente, reduzindo a quantidade de proteinas e
fosfolipidios, ao que atribuimos a presenca da banda de absor¢cdo em 279 nm. A grande

quantidade de grupos proteicos, e em geral compostos ndo-borracha, presentes nas
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membranas BN e BNy, causam a saturacgéo, i.e. a total absorcéo de luz, observada nos
estudos por espectroscopia de absor¢do no UV-Vis.

N&o obstante, as membranas de PDMS, atingindo 100% (como esperado),
superam todos os indices de transmitancia obtidos para as membranas de borracha
natural. Além disso, o uso do PDMS amplia a regido espectral nominal, i.e. que pode
ser considerada na implementacdo de microdispositivos baseados em dados
espectroscopicos para regides abaixo de 250 nm.

O recobrimento de PVC, utilizado como camada hidrofébica na superficie das
membranas de borracha natural (BN/PVC), ndo altera significantemente as propriedades
Opticas do polimero (Figura 6). A reducdo na transmitancia pode estar associada ao
efeito de reflexdo total interna na interface de dois materiais de indices de refracdo

diferentes, nesse caso, a borracha natural e o recobrimento de PVC.
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Figura 6: espectroscopia de absor¢do no UV-Vis, razio de scan 400 nmmin™, avaliando as
membranas BN e BN/PVC, comparando espectros de absor¢ao e transmissio.

1.3.1.3 - Angulo de contato

A medida de angulo de contato é realizada para avaliar a molhabilidade do
material, 0 que é essencial para conhecer o comportamento do fluido/fluxo interno de
amostra no microdispositivo. O uso de materiais hidrofobicos diminui a interacdo da
amostra com a parede dos canais, facilitando a condicéo de fluxo laminar no interior do
dispositivo. O angulo de contato foi medido na superficie das membranas de borracha
natural que foram preparadas em contato com as placas de petri, visto que ha diferengas

estruturais e morfoldgicas entre essa superficie e a superficie das membranas que ficam
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em contato com o ambiente durante o tratamento térmico, i.e. 0 processo de secagem do
latex.

O estudo morfolégico de superficie de membranas de borracha natural foi
previamente publicado por nossos colaboradores [32]. As medidas de angulo de contato
nao apresentam modificacGes significativas quando comparadas as membranas de BN,
BNCaq e BNyy, atingindo valores proximos a 75°. A pequena reducdo no angulo de
contato, medido na superficie das membranas de BNCaq, pode estar relacionada ao
processo de centrifugacdo, que diminui a concentracao de proteinas e consequentemente
a quantidade de grupos polares na composicdo das membranas, facilitando assim a
interacdo liquido-superficie.

O uso do filme de PVC como recobrimento da superficie das membranas de
borracha natural (BN/PVC) aumentou o angulo de contato para 83° i.e. reduziu a
interacdo da agua com a superficie da membrana, consequentemente diminuindo o grau
de absorcdo de agua. Esse fato corrobora os resultados que apresentaremos no item
1.3.2, demonstrando a reducdo da quantidade de compostos proteicos liberados em
solucdo relacionada a absorcdo/interacdo de agua com a superficie das membranas.
Como esperado, a membrana de PDMS apresenta superficie hidrofébica, demonstrando
angulo de contato em torno de 100° o que justifica a ampla utilizacdo do polimero em
aplicacdes microfluidicas. A membrana de borracha natural recoberta com PVC € a que

mais se aproxima das condicdes oferecidas pelo uso do polimero PDMS.

BN '

BNC,_ BNy,

|

A O

BN/PVC PDMS

Figura 7: medidas de angulo de contato, avaliando a interacdo superficial das membranas de
BN, BN 4, BNyue, BN/PVC e PDMS em contato com a agua.
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Estudos preliminares foram realizados na Universidade Estadual Paulista
(UNESP), campus de Sorocaba - SP, em parceria com o Prof. Dr. Nilson Cruz. Utilizou-
se 0 tratamento por plasma de hexafluoreto de enxofre (SFg) e avaliou-se o angulo de
contato de superficie das membranas de borracha natural, empregando &gua como

liquido de analise em fun¢do da poténcia do plasma (Figura 8).
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Figura 8: tratamento por plasma de hexafluoreto de enxofre (SF¢), avaliando a superficie da
membrana de borracha natural utilizando agua como liquido de analise.

O éangulo de contato foi ampliado para valores préoximos a 140° o que
representa uma superficie superhidrofobica, facilitando o fluxo interno no dispositivo
microfluidico e possivelmente reduzindo o percentual de absor¢do de agua. Esses
resultados serdo melhor avaliados e posteriormente divulgados em forma de artigo

cientifico.

1.3.2 - Avaliacédo dos compostos lixiviados pelas membranas de borracha
natural em solucéo aquosa

Neste item, estudou-se a solucdo de lixiviado de borracha natural em agua (S.-
BN), borracha centrifugada (SL-BNCaq) e borracha vulcanizada (S.-BNwuic) por meio de
espectroscopia de absorcdo no UV-Vis e espectroscopia de Massa Atdmica (ICP). Para

a realizagé@o dos testes com espectroscopia FT-IR/ATR, as solucGes de lixiviado foram

liofilizadas para a extracdo de agua.



18

1.3.2.1 - Espectroscopia de absorgdo no UV-Vis/ Microscopia AFM

As amostras de lixiviado de borracha natural em solucdo aquosa referentes as
membranas preparadas com Ilatex natural, centrifugado e pré-vulcanizado foram
estudadas por meio de espectroscopia UV-Vis. Este estudo tem por objetivo avaliar a
presenca de compostos ndo-borracha, liberados em solugdo, que possam interferir no

funcionamento dos dispositivos microfluidicos (Figura 9).
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Figura 9: espectroscopia de absor¢ao no UV-Vis utilizada na avaliagdo de solucéo de lixiviado
de membranas de borracha natural preparadas com latex natural (BN), centrifugado (BN%,,) e
pré-vulcanizado (BNyyc).

O espectro atribuido a solucdo de lixiviado de membranas de borracha natural,
preparadas a partir de latex in-natura (S_-BN), apresenta banda de absor¢do em
aproximadamente 264 nm. Estudos realizados por Arlindo e colaboradores [42],
referentes a obtencéo e a caracterizacdo de blendas de coldgeno com latex, apresentaram
bandas de absorcdo em 281 nm para o latex. Esse valor se deve aos compostos ndo-
borracha. A anélise de colageno por espectroscopia UV-Vis reporta bandas de absor¢ao
em 277 nm, resultado gerado por aminoécidos aromaticos. Portanto, atribuem-se as
bandas de absorcdo, obtidas da solucdo de lixiviado de borracha natural, os compostos
organicos principalmente as proteinas e os fosfolipidios, denominados componentes

ndo-borracha. Recentemente, esses componentes tém sido associados a fase soro ou
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aquosa do latex, contendo, em maior quantidade, proteinas, aminoécidos, carboidratos,
lipidios e acidos nucleicos, entre outros [23,43,44].

Tseplin e colaboradores [45] estudaram a identificacdo de estados eletrénicos
de singletos excitados de isbmeros de &cido hidroxibenzoico através das técnicas de
espectroscopia UV-Vis, relacionando as bandas de absorcdo de &cidos benzdicos ao par
orbital envolvido na transicdo eletrdnica. Transicdes envolvendo combinagdes
antiligantes de orbitais 1 (HOMOQOSs) do anel benzeno e pares de elétrons dos &tomos de
oxigénio podem ser relacionados ao comprimento de onda das bandas de absorgéo
obtidas nos estudos de componentes lixiviados de membranas de borracha natural.

A banda de absor¢do em 264 nm para amostras de S, -BN é deslocada para
cerca de 275 nm, quando sdo avaliados os compostos lixiviados de membranas de
BNCaq e BNvuic. Esse deslocamento é associado ao processo de centrifugacdo do latex
utilizado para a preparacdo das membranas de BNCaq e BNwuic, gerando um processo de
separacdo de proteinas (selecdo) de acordo com a densidade (peso), possibilitando assim
a observacdo de duas bandas de absor¢do em vez de apenas uma (S, -BN).

O processo de centrifugacdo demonstrou-se efetivo, diminuindo a quantidade
de proteinas no latex e, consequentemente, a quantidade de compostos ndo-borracha
lixiviados atribuidos a reducdo na intensidade das bandas de absorcdo, quando
comparadas ao espectro obtido da amostra S_ -BN.

O aumento na intensidade relativa das bandas de absorcao, observado para os
compostos lixiviados de borracha natural vulcanizada (BNyyc), é atribuido ao maior
volume de agua, bem como a um aumento na porosidade da superficie das membranas,
associado ao latex pré-vulcanizado. [12] Consequentemente, aumenta-se a quantidade
de grupos proteicos (de baixa densidade molecular) presentes na superficie das
membranas (e posteriormente lixiviados em solugdo) devido ao processo de migracao
desses componentes durante o processo de evaporacdo da &gua presente no latex
(tratamento térmico).

A morfologia das membranas de borracha natural foi avaliada utilizando a
técnica de microscopia de forca atdmica (Figura 10) a fim de comprovar a porosidade
da superficie. Um conjunto de poros é observado, podendo-se atribuir duas classes de
tamanhos, a primeira, em torno de 105,7 nm de largura, e a segunda classe de tamanho
em torno de 313,7 nm de largura. Os poros sao provenientes da evaporacao do contetdo
liquido do latex, gerando acumulo de gases internos que, ao vencerem a tensdo

superficial, configuram os poros na superficie das membranas de borracha natural.
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A superficie porosa é associada ao efeito de absorcdo de &gua, bem como a
lixiviagdo de componentes ndo-borracha por parte das membranas de borracha natural.
Além disso, a liberacdo de amidas provenientes da cadeia polimérica pode estar
relacionada a processos de hidrélise de polimeros em agua [46,47]. Esses componentes
podem ser correlacionados aos grupos a-terminal, i.e. fosfolipidios presentes na cadeia

polimérica da borracha natural [48].
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Figura 10: microscopia de forga atbmica (AFM) utilizada na avaliacdo da morfologia de
superficie das membranas de borracha natural (BN), equipamento Digital, modelo Nanoscope
IV, modo contato.

Para melhor avaliar o processo de lixiviagdo de componentes da borracha
natural, realizaram-se ciclos de lixiviacdo, i.e. foram executados, para cada ciclo,
processos de imersdo em agua durante 5 horas a 40 °C, seguidos de tratamento térmico
para a secagem das membranas de borracha natural a 65 °C (devido a absorcdo de agua)
(Figura 11).
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Figura 11: espectroscopia de absorcéo no UV-Vis avaliando (a) processos consecutivos de
lixiviacdo e secagem das membranas de borracha natural (ciclos) (b) avaliacdo da banda de
absorcéo em 270 nm em funcéo do nimero de ciclos de lixiviacdo. Cada ciclo é realizado por
imersdo em dgua MilliQ a 40 °C durante 5 horas. Apés cada ciclo, a membrana é submetida a
tratamento térmico para secagem (65 °C).

Apos o primeiro ciclo de lixiviacdo, observa-se uma reducdo significativa na
concentracdo de componentes ndo-borracha liberados em solucdo (Ciclos II, 111 e 1V).
No entanto, apesar da reducdo dos componentes lixiviados, o processo de lavagem
(aplicado para a avaliacdo dos componentes lixiviados) ndo reduz a absorcéo de agua, o
que, consequentemente, inviabiliza o uso das membranas de borracha natural para a
construcdo de dispositivos opticos (ao absorver agua, a borracha natural torna-se opaca).
A fim de solucionar esse conflito, filmes de PVC foram utilizados como camada de
recobrimento interno nos microdispositivos de borracha natural.

Na Figura 12, avalia-se a influéncia dos filmes de PVC depositados na
superficie das membranas de borracha natural em relacdo aos componentes lixiviados
em solucdo. O estudo foi realizado em solucdo aquosa, a temperatura de 40 °C, medindo
a liberacdo de componentes apos 3 e 5 horas de imersdo (BN/PVC). Observa-se a
reducdo consideravel na liberacdo de componentes, principalmente quando examinado o
tempo de lixiviacdo de 3 horas. Além disso, é importante ressaltar que os experimentos
envolvendo os microdispositivos sdo realizados em temperatura ambiente, 0 que evita
ainda mais a liberagdo de componentes (Figura 12 (inset)) quando os filmes de PVC séo
depositados, visto que o aquecimento favorece a dilatacdo dos poros dos filmes (Figura

2), favorecendo a lixiviacao.
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Figura 12: espectroscopia de absor¢do no UV-Vis avaliando os componentes lixiviados das
membranas de borracha natural (S -BN) e os efeitos gerados pela deposicao de filme de PVC
sobre a superficie da membrana (S_-BN/PVC).

1.3.2.2 - Espectroscopia de absorcao no infravermelho (FT-IR/ATR)

Utilizou-se a espectroscopia FT-IR/ATR a fim de identificar os componentes
liberados no processo de lixiviacdo, bem como comparar as estruturas quimicas obtidas
dos diferentes latex empregados. A Figura 13 mostra 0s espectros dos componentes
liberados em solucdo a partir de membranas preparadas com latex natural (S -BN),
centrifugado (SL-BNCaq) e pré-vulcanizado (S_-BNwuic), apos a liofilizacdo das solugdes
de lixiviado. A caracteristica do espectro é associada aos compostos isoprénicos (Cis-
1,4-isopreno), presentes na cadeia polimérica da borracha natural, o que corrobora a
ideia do processo de hidrélise. A atribuicdo dos picos € realizada na Tabela 3
[24,49,50].
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Figura 13: espectroscopia FT-IR (ATR) utilizada na avaliacdo de solucdo de lixiviado de
membranas de borracha natural preparadas com latex natural (S -BN), centrifugado (S_—BNCaq)
e pré-vulcanizado (S -BNywyc), apds processo de liofilizacao.

ModificacBes significativas sdo associadas aos picos observados em 1394,
1580 e 3261 cm™. O pico em 1394 cm™ (S.-BN) é relacionado a grupos contendo
compostos de -CHs-: deslocado para 1402 cm™ para a composicdo de lixiviado de S, -
BNCaq, e para 1397 cm™ para a composicdo de S.-BNyyc . Essa associagdo é atribuida a
mudangas estruturais nos grupos de fosfolipidios (a-terminal) contidos nas cadeias
poliméricas de menor densidade de lixiviados em solucdo. Os picos em 1580 cm™,
causados pelo estiramento de compostos C-N ou pela deformacdo N-H, estdo em
nameros de onda deslocados nos compostos lixiviados de S|_-BNCaq (1569 cm™) e S,-
BNvue (1559 cm™). Igualmente, observa-se o deslocamento do pico em 3261 cm™
(estiramento simétrico de ligacdo N-H) obtidos para lixiviado de borracha natural (BN).
Esses picos sdo caracterizados em 3294 cm™ para S|_-BNCaq e em 3292 cm™ para Ls-
BNwuic. Deslocamentos associados a compostos que envolvem amidas séo relacionados
a modificacdo estrutural de proteinas (denaturacdo), [51] corroborando os resultados da

espectroscopia de absorcdo no UV-Vis.
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Tabela 3: espectroscopia FT-IRIATR dos componentes lixiviados, provenientes das
membranas de borracha natural (BN) ap0s o processo de liofilizacao.

Compostos lixiviados de BN

EXp?g;nrﬁ‘;”ta' '-'t(i:z‘_tf; ra Atribuicdo [24,49,50]

760 765 CH> rocking
=CH bending fora do plano ou
861 837 deformggéo C:Cp—H
910 921 Estiramento C-C
1013 1015 Estiramento C-CH,
1044 1040 - 1080 Estiramento C—O de éster
1100 1091 - 1095 Estiramento C—CH, ou CH, twisting
1134 1128 - 1131 CH, wagging ou Estiramento C-C
1215 1220 Amida Terciaria (N-H)
1314 1309 -CH, twisting
1394 1375 Deformacao simétrica de -CHjs
1456 1451 Deformacdo de -CH,-
1580 1530 - 1560 Estiramentg\ nC]:i-dNa;e[C)Sl;odrémr;'?éo N-H de
1644 1645 - 1650 Estiramento C=0 de amida primaria
2915 2912 Deformacdo simétrica de C—H em -CH3
3261 3275 Estiramento simétrico de N-H
3960 — 3490 Estiramento simétrico de O-H

1.3.2.3 - Espectroscopia de Massa Atémica

As solucbes de lixiviados de borracha natural em solucdo aquosa, avaliadas

para as membranas preparadas com latex natural, centrifugado e pré-vulcanizado, foram

estudadas por meio de um espectrémetro de emissdo Optica com plasma indutivamente

acoplado. O objetivo era avaliar a composicdo elementar relacionada a materiais que

ndo poderiam ser identificados por meio das técnicas de espectroscopia até entdo

utilizadas e que, por sua vez, poderiam influenciar nos futuros estudos de sensoriamento

dos dipositivos microfluidicos. Os resultados sao ilustrados na Tabela 4.
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Tabela4: dados obtidos utilizando um espectrometro de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado na avaliacdo de solucdo de lixiviado de membranas
preparadas com latex natural, centrifugado e pré-vulcanizado. Os el ementos enxofre
e zinco foram avaliados apenas para os compostos lixiviados de BNyy.. Os dados
descritos como “LD” sdo utilizados quando o elemento ndo estd presente no
lixiviado ou ndo atinge o limite de deteccdo do equipamento.

SMEmrg?(:SESSO £ | Resultados (mg.L™ ou ppm)
Elemento SL.-BN | S.-BN | SL-BNyuyic

Faosforo LD LD LD
Enxofre - - LD

Potéssio 0,865 LD 5,289
Calcio LD 0,200 LD
Manganés LD LD LD

Magnésio LD 0,058 0,6975
Ferro LD 0,043 LD
Zinco - - LD
Sodio 2,5 LD 3,1

*] ppm ~ 0.999999998 mg.L™

Martins avaliou a borracha natural preparada a partir do latex coletado de

arvores do clone RRIM 600 [52]. A Tabela 5 ilustra a composicéo obtida por meio de

analise quimica elementar reportada na literatura.

Tabela 5 [apud.52]: analise quimica elementar de borracha natural (Clone RRIM 600).

Elemento Média (ppm)
Cobre 2607
Célcio 75,7x221.3

Manganés 244 + 1,1

Cobalto 0,05 =004
Sdodio 1020+412
Ferro 109 =759

Potdssio 1021 28 = 5176
Zinco 719+20
Niquel 052+045

Magnésio 51833 +2244
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Como comparativo, todos os valores mensurados analisando 0s componentes
lixiviados das membranas de borracha natural séo inferiores aos referidos por Martins e
colaboradores. Os elementos enxofre e zinco ndo foram avaliados para as membranas de
BN e de BNCaq, visto que sdo provenientes principalmente da composicao utilizada na
vulcanizagdo das membranas de borracha natural (BNwuc).

Com base nos resultados reportados por Martins e colaboradores, foram
definidos os elementos que seriam investigados na analise por meio de espectroscopia
de massa atdbmica, com excecdo do cobalto, que aparece com uma concentragdo muito
pequena nas analises elementares. Os elementos fosforo (P) e enxofre (S) foram
incluidos nas avaliacdes devido a composicdo do latex pre-vulcanizado e aos resultados
complementares desenvolvidos por Rippel [25], que estudou a composicdo do latex por
meio da tecnica de fluorescéncia de raios-X.

As membranas de borracha natural (BN) apresentam lixiviacdo de potassio a
0,865 mg.L™ e de sodio a 2,5 mg.L™, principalmente por causa da composic&o do solo e
dos insumos agricolas utilizados na producdo de latex. A concentracdo de potassio e
calcio aumenta consideravelmente quando é avaliada a S_-BNyyc atingindo
concentracdes de 5,289 mg.L™ e 3,1 mg.L™, respectivamente. Esse aumento é atribuido
a composicdo dos agentes de vulcanizacdo implementados no latex pré-vulcanizado,
podendo ser explicado também pelo aumento da concentracdo de magnésio, medido em
0,6975 mg.L™ (S.-BNwyic). Além disso, a composicdo lixiviada de potéssio, calcio e
magneésio, pode ser associada aos compostos do latex (provenientes do solo ou insumos
agricolas), visto que o latex pré-vulcanizado é adquirido comercialmente, possuindo
composicdo diferente da do latex utilizado na preparacdo das membranas de BN e
BN

A composicéo de zinco e enxofre analisada para os componentes lixiviados de
BNvuic ndo atingiu o limite de deteccdo do espectrometro de massa, comprovando a
eficiéncia do processo de vulcanizagdo em liquido (latex). A formulacdo empregada
neste projeto é similar a composi¢do implementada em materiais utilizados em contato
com sistemas biologicos vivos (formulacdo base aplicada na preparagdo de
preservativos) [53] que ndo apresentam reacOes adversas, tornando plausiveis o0s
resultados de espectroscopia de massa atdmica.

Por meio de espectroscopia de massa atdmica, os resultados para a amostra de
SL-BNCaq apresentam concentracdes de 0,058 mg.L” de magnésio, além de célcio
(0,200 mg.L™) e ferro (0,043 mg.L™), que podem ser associadas ao processo de
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centrifugacdo. Este separa as diferentes composi¢cdes em fungdo da massa molar.
Observa-se também a reducdo na quantidade de sédio e potassio para a composicdo de
SL-BNCaq, quando comparada aos compostos inorganicos obtidos da avaliagdo do
lixiviado de borracha natural (S_-BN).

A identificagdo dos componentes lixiviados em solugdo, provenientes das
membranas de borracha natural, é essencial quando dispositivos microfluidicos sdo
preparados, i.e. evitam erros associados ao sensoriamento devido a componentes
lixiviados. No entanto, conclui-se que a concentracdo de componentes ndo atinge niveis
quantidades significativos dentro do dispositivo, visto que as medidas sdo feitas em
fluxo continuo. Além disso, quando foram considerados os testes em temperatura
ambiente, o recobrimento de PVVC mostrou-se eficiente em evitar a absor¢do de agua e a

lixiviacdo de componentes provenientes das membranas de borracha natural.
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CAPITULO 2 - Construc&o do dispositivo microfluidico

Introducéo

A tecnologia microfluidica, denominada lab-on-a-chip, permite replicar testes
laboratoriais em escala miniaturizada, manipulando com grande precisdo o volume dos
fluidos de analise. Analogamente, sistemas microfluidicos exibem dimensGes e volumes
caracteristicos, restringidos entre 10° m e 10° m ou 1,0 fL e 1,0 pL [54].
Eventualmente, a miniaturizagcdo proporciona portabilidade ao sensor, reduzindo tanto o
custo efetivo de manufatura quanto o desperdicio do conteddo amostral. Este ultimo €
atribuido ao menor volume de analito requerido pelo dispositivo [55].

Atualmente, a tecnologia microfluidica possibilita a geracdo de dispositivos
controlados por microvalvulas e microbombas integradas, vislumbrando a autonomia
desses dispositivos. Na literatura, sdo propostos desafios que envolvem o uso de fluidos
de diferentes fases (liquido-gas) ou viscosidades e o uso de particulas solidas em
suspensdo, bem como a descoberta de novas rotas de sintese de moléculas de interesse
quimico/biologico realizadas inteiramente por tecnologia microfluidica [56].

Recentemente, pesquisas sistematizadas tém  contribuido para o
desenvolvimento da ciéncia em microescala, envolvendo dispositivos microfluidicos
aplicados em diagndsticos point-of-care [57,58], sensores imunologicos [59,60] e
enzimaticos [61], separacdo de componentes de plasma sanguineo [62], bem como a
manipulacdo de DNA [63] e de conjuntos celulares [64,65]. Além disso,
microdispositivos inteiramente flexiveis tém sido implementados como células
biocombustiveis [66].

Consequentemente, ha uma amplificacdo no nimero de materiais, sobretudo
poliméricos, empregados na construcdo de plataformas suporte para dispositivos
microfluidicos. Dentre os polimeros empregados, destacam-se 0s copolimeros oleofinas
ciclicas (COC) [55], o polimetilmetacrilato (PMMA) [62], o poliestireno (PS) [67], 0
polidimetilsiloxano (PDMS) [63,66,68] e o poliuretano metacrilato (PUMA) [69]. A
utilizacdo de plataforma construida em papel também é reportada na literatura [70].

A maioria dos polimeros utilizados em dispositivos microfluidicos oferece
vantagens especificas como baixo custo; excelentes propriedades mecénicas, como a
flexilidade, a elasticidade e a resisténcia ao desgaste; facil conexdo com outros
dispositivos ou sistemas de analise; bem como a transparéncia. Em suma, a borracha

natural possui todas essas propriedades contidas em um Gnico material, além de
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apresentar vantagens por ser um polimero organico, biodegradavel e biocompativel
[8,71], o que qualifica o elastdmero cis-1,4-polisopreno como um material promissor na
construcdo de plataformas para dispositivos portateis.

O desenvolvimento de dispositivos microfluidicos flexiveis possibilita
aplicacdes como a fabricacdo de biosensores implantaveis, evitando o risco de quebra
do dispositivo, alem de reduzir os indices de oclusdo em seus canais. Microdispositivos
flexiveis também oferecem vantagens como a construcdo de mecanismos para a
manipulacdo do fluxo, utilizando, por exemplo, valvulas de controle (switch-on/switch-
off) [72]. Além disso, esses tipos de dispositivos tém sido aplicados no desenvolvimento
de sistemas eletronicos flexiveis [73,74], assim como em dispositivos implantaveis,
permitindo medidas de condi¢des fisiologicas in vivo, como a glicose ou mesmo a
avaliacdo da atividade neural, em tempo real [75,76].

A escolha dos eletrodos de carbono como unidade sensorial é baseada nas
propriedades mecanicas (flexibilidade), elétricas (alta condutividade) e na
biocompatibilidade, com o objetivo de gerar um dispositivo lab-on-a-chip totalmente
flexivel. O emprego de eletrodos de carbono na construcdo de microdispositivos
totalmente flexiveis é encontrado na literatura como uma nova metodologia em termos
de células biocombustivel. Em 2013, o grupo coordenado pelo Prof. Dr. Frank N.
Crespilho publicou um artigo no Journal Lab-on-a-Chip [77], relatando a utilizacdo de
microeletrodos flexiveis de carbono, como um bioanodo enzimatico, atuando em uma
célula biocombustivel implantada. Por meio dos testes in vivo, 0s pesquisadores
obtiveram uma densidade de energia de 95 mW.cm? a 80 mV para células
biocombustiveis enzimaticas, resultado inédito até aquele momento.

Neste capitulo, apresentamos o desenvolvimento de um dispositivo
microfluidico flexivel, adotando a borracha natural como plataforma. A configuracdo do
dispositivo foi transferida do molde, placas de acrilico (PMMA) contendo os padrbes
em metal, para a membrana de borracha natural por meio do tratamento térmico do
latex, utilizando o método casting,. Dessa forma, o fluxo da amostra é transmitido
através dos canais até a janela de analise onde estdo fixados os eletrodos de carbono
flexivel. Esses eletrodos foram implementados a fim de comprovar a aplicacdo dos

microdispositivos de borracha natural como sensores eletroquimicos.
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2.1 - Materiais e Métodos
2.1.1 - Preparagéo do Dispositivo

As placas de acrilico, que contém as configuragfes de moldes utilizadas na
preparacdo dos microdispositivos de borracha natural, sdo apresentadas na Figura 14.
As dimensfes dos moldes (canais e janelas de analise) sdo apresentadas na Tabela 6.
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Figura 14: (a) esquema do molde acrilico com cilindros metalicos a fim de replicar os canais
nas membranas de borracha natural. (b) Configuracéo final do dispositivo lab-on-a-chip. Os
eletrodos de carbono flexiveis sdo inseridos entre as camadas do dispositivo, ficando em
contato com a janela de andlise. O dispositivo é selado utilizando o préprio latex como adesivo.
(c) Apresentacéo dos quatro diferentes moldes empregados na preparacéo dos dispositivos de
borracha natural. (d) Configuracéo dos conectores permanentes utilizando cateteres.

Os padrdes do molde foram preparados em placas de acrilico de forma
retangular. A janela de andlise é fixada permanentemente com cantos arredondados, a
fim de diminuir o volume morto de fluido, quando replicado na superficie de
membranas de borracha natural (Figura 14a). Cilindros metélicos foram fixados na

superficie das placas de acrilico para replicar os canais do dispositivo na superficie das
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membranas de borracha natural. A configuracdo final do dispositivo é apresentada na
Figura 14b. Os eletrodos de carbono flexiveis sdo inseridos entre as camadas do
dispositivo, em contato com a janela de analise. Em seguida, o dispositivo € selado
utilizando o proprio latex como adesivo. Quatro configuragdes diferentes foram
preparadas e implementadas de acordo com a requisicdo do dispositivo nesta fase de
desenvolvimento (Figura 14c). Para exemplificar, a configuragcdo 1V, que pode ser
aplicada como sistema misturador, contém duas portas de entrada e canais espiralados, o
que favorece a mistura da solucdo. Todos os moldes foram construidos em acrilico
contendo partes metalicas (ago inoxidavel), no entanto, outros materiais podem ser
manipulados, desde que tenham resisténcia a temperatura necessaria para a secagem do
latex e desde que ndo apresentem reacdes ao entrar em contato com o latex ou com o
hidroxido de amonio, utilizado no processo de estabilizacdo. A Figura 14d apresenta a
configuracdo dos conectores permanentes desenvolvidos com cateteres e que foram

fixados nas portas de entrada e saida do dispositivo.

Tabela 6: parametros dos padrdes dos moldes apresentados na Figura 14a: largura,
comprimento e espessura da janela de analise, bem como didmetros dos cilindros utilizados
para replicar os canais na superficie das membranas de borracha natural.

Dispositivo de borracha natural

Configuracio Largura  Comprimento Djémetro do Espessura_ da Janela
(mm) (mm) Cilindro (um) de Analise (mm)
I 1,8 1,9 150 0,2
I 2,0 3,0 300 0,6
Il 3,4 3,7 700 1,0
v 1,8 2,4 700 0,7

A Tabela 6 mostra as dimensdes dos moldes empregados para replicar as
diferentes configuracGes de canais, bem como as dimensdes das janelas de analise a
serem construidas na superficie das membranas de borracha natural. O procedimento
utilizado neste projeto pode ser comparado a modelagem de protétipos microfluidicos
denominados lab-on-a-foil [78]. No entanto, nosso sistema de prepara¢do ndo requer a
aplicacdo de presséo externa para a moldagem ou extragdo do molde.

O procedimento para replicar a configuracdo do molde na superficie das
membranas de borracha natural é apresentado na Figura 15. Apds a preparacdo do
molde (canais e janela de analise sdo fixados na placa de acrilico) (Figura 15a), o latex é
disperso recobrindo toda a sua superficie (Figura 15b). As matrizes recobertas sdo entéo

submetidas a tratamento térmico em estufa a 65 °C por 10 horas (Figura 15c).
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A temperatura e o tempo de tratamento foram definidos a fim de garantir o
maximo de transparéncia na janela de analise, bem como a secagem completa das
membranas. O grau de transparéncia pode ser controlado em funcéo da espessura das
membranas de borracha natural, o que esta diretamente ligado a configuracdo do
dispositivo a ser moldado, como a espessura da janela Optica ou o didmetro dos canais
que, por sua vez, devem ser recobertos durante o procedimento de modelagem. Além
disso, o tempo de duracdo do tratamento térmico pode requerer ajustes proporcionais a
quantidade de &gua contida na composicdo do latex, isso pode variar em funcdo do
periodo do ano em que o latex é coletado.

*

(a) Preparacao do molde (b) Método castingde latex em molde

Aguecimento

+ *

(d) Retiradada membrana contendoa

¢) Tratamentotérmico )
© réplicado molde

S ———

Figura 15: procedimento utilizado para replicar a configuracdo do dispositivo na superficie
das membranas de borracha natural. (a) Molde fixado em placas de acrilico. (b) Dispersdo do
l4tex sobre o molde, recobrindo a configuracdo de canais e a janela de andlise. (c) Tratamento
térmico para a secagem do latex, realizado a 65 °C durante 10 horas. (d) Retirada da
membrana de borracha natural contendo a réplica do molde do dispositivo. (€) Insercdo dos
eletrodos entre as camadas do dispositivo; procedimento para fechar o microdispositivo
utilizando a membrana de borracha natural e o latex como adesivos.
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Um volume de 2,5 mL de latex é utilizado para preparar cada membrana de
borracha natural contendo a réplica do microdispositivo, sendo que cada uma possui
espessura de aproximadamente 0,7 mm. Apds a secagem completa do latex, as
membranas de borracha natural foram removidas dos moldes, reproduzindo o padréo do
dispositivo (Figura 15d). A fim de aplicar o dispositivo flexivel em sensoriamento
eletroquimico, eletrodos de carbono foram inseridos entre as camadas de borracha
natural (Figura 15e), em contato direto com a janela de andlise, antes de realizar o
fechamento do dispositivo.

O dispositivo € fechado utilizando outra membrana de borracha natural, com
espessura de 0,5 mm (1,5 mL de latex), e o latex (Figura 15e), que sdo dispersos ao
redor da janela de andlise e dos canais do dispositivo, servindo como adesivo entre as
camadas. Estas sdo unidas manualmente. Durante a secagem, o latex polimeriza as
superficies de ambas as membranas de borracha natural unindo as duas camadas do
dispositivo. A secagem do dispositivo € realizada em estufa a 65 °C durante 2 horas.
Cateteres sdo empregados como conectores permanentes. Eles sdo fixados nas entradas

e saidas dos dispositivos, utilizando cianoacrilato como adesivo.

2.1.2 - Tratamento dos eletrodos flexiveis de carbono

As fibras flexiveis de carbono (FFC) foram obtidas na forma de tecido de
carbono (PWB-3, Stackpole, USA) e utilizadas nos dispositivos como eletrodos para
medidas eletroquimicas. Elas foram selecionadas no tecido de carbono de modo a
configurar os eletrodos flexiveis internos no dispositivo microfluidico. Os eletrodos de
carbono sdo resistentes ao estiramento e a flexdo (Figura 20a), reduzindo os riscos de
ruptura e, portanto, a sua inutilizacdo. Esses eletrodos foram previamente tratados com
uma solucdo de 464,0 mg de &cido sulfdrico (H.SO,) em 1,0 mol.L™ de permanganato
de potassio (KMnQO,) conforme descrito por Kovtyukhova e colaboradores [79]. Cerca
de 500,0 mg de fibras de carbono foram imersos em 120,0 mL da solugdo de
H,SO4/KMnO,, sob banho ultrassdnico, durante 3 horas. Finalmente, as fibras foram
submetidas a um processo de lavagem utilizando acido cloridrico (HCI) concentrado e,
posteriormente, dgua destilada ultrapura, a fim de remover os 6xidos (MnO;) formados
na superficie dos eletrodos. Apo6s a limpeza, os eletrodos foram posicionados sobre a
camara de andlise dos dispositivos (antes de fechar o dispositivo), permitindo o contato

com o fluido/amostra e portanto, com as analises eletroquimicas em fluxo.
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2.1.3 - Solugdo equimolar de Hexacianoferrato de Potéssio (Ks[Fe(CN)e¢]) e
Hexacianoférrico de Potéssio (Ks[Fe(CN)s]) (Fe**-Fe**)

A solucdo equimolar de hexacianoferrato de potéssio (Ks[Fe(CN)¢] - 99%) e
hexacianoférrico de potassio trihidratado (Ks[Fe(CN)e] - 99%) foi preparada em solucao
tampéo fosfato, em concentracdo de 0,1 mol L™ (pH 7,0), sendo utilizada na avaliagdo
eletroquimica. Essa solugdo foi denominada como Fe**-Fe** a fim de viabilizar o uso

dos termos. Os reagentes foram adquiridos na empresa Sigma-Aldrich.

2.1.4 - Solucéo de Hexacianoferrato de Potassio (Ks[Fe(CN)s])

A solucdo de hexacianoferrato de potassio (Ks[Fe(CN)g] - 99%) foi preparada
em solucdo tampdo fosfato, em concentracdo de 0,1 mol L™ (pH 7,0); sendo utilizada

nos experimentos de espectroscopia de absorcdo no UV-Vis.

2.2 - Técnicas de caracterizagao
2.2.1 - Espectroscopia de absor¢do no UV-Vis

Os espectrofotobmetros utilizados sdo das marcas Jasco V-670 e Avantes
(AvaLight-D(H)-S), ambos trabalnam com fontes de luz de deutério-halogénio. O
espectrofotbmetro da Avantes possibilita 0 acoplamento de um médulo de fibra Optica,
0 que permite uma analise pontual no microdispositivo de borracha natural. Ambos

operam numa faixa de 190 a 800 nm e numa razio de scan de 400 nm.min™.

2.2.2 - Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Utilizou-se um equipamento da marca Zeiss LEO 440 (detector secundario de
elétrons) operando a uma voltagem de aceleracdo de 15.0 kV e numa distancia de

trabalho de 9.0 mm.
2.2.3 - Microfluidica

Uma bomba peristéltica (Millifluidica SCMD-1008) e uma bomba seringa (KDS
100) foram utilizadas para avaliar a microfluidica dos dispositivos e para promover a
microfluidica das amostras nos dispositivos.

2.2.4 - Microscopia Optica

A avaliagdo estrutural dos canais e janelas de anélise, replicados na superficie

das membranas de borracha natural, foi realizada com um equipamento da marca
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Biofocus, modelo BIO1600TA-L-BI, acoplado a uma lente ocular digital, modelo MEM
1300 Digital Eyepiece.

2.2.5 - Anélise Eletroquimica

O estudo eletroquimico do dispositivo foi realizado utilizando um
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT204. Os eletrodos de referéncia e o contra-

eletrodo foram ligados em curto-circuito e a velocidade de varredura foi de 50 mV.s™.

2.3 - Resultados e Discussao

2.3.1 - Avaliagéo estrutural do dispositivo

Canais lineares e espirais foram construidos na superficie das membranas de
borracha natural, gerando quatro diferentes configuracdes de microdispositivos. Trés
diametros de canais lineares foram testados: 142,0 um, 327,0 um e 715,0 um. Como
misturadores de fluxo, foram introduzidos canais espirais com diametros medios de
665,0 um devido a possibilidade de geracdo de fluxo turbulento no interior do
dispositivo. Imagens de microscopia dptica de diferentes configuracdes dos dispositivos

flexiveis de borracha natural sdo apresentadas na Figura 16.
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Figura 16: diferentes configuracfes dos microdispositivos flexiveis. Canais foram preparados
em formas lineares e espirais. (1) Dispositivo preparado com canais espirais com diametros de
cerca de 665,0 um que transferem o fluido de analise para um canal linear de diametro
aproximado de 142,0 um, conduzindo a janela de andlise de 0,2 mm. (II) Dispostivo
constituido de canais lineares com didmetro médio de 327,0 um e cdmara de andlise com
espessura de 0,6 mm (l11) Dispositivo constituido de canais lineares com didmetro médio de
715,0 um e janela de andlise de 1,0 mm de espessura (1V) Dispositivo preparado com canais
espirais com diametros aproximados de 665,0 um, designados a funcionar como misturador,
transferindo os fluidos de andlise para um canal linear de diametro médio de 715,0 um. Essa
configuragéo possui uma janela de andlise de 0,7 mm de espessura.

2.3.2 - Avaliacdo microfluidica do dispositivo

A avaliacdo microfluidica do dispositivo foi realizada por meio de medidas de
vazdo (uL.min™) em funcdo do tempo de trabalho do dispositivo de configuragdo |
(inset) (Figura 17). Vazdes de entrada de 8,0 e 80,0 pL.min™ foram analisadas por meio
de uma bomba seringa. O volume interno do dispositivo foi medido em torno de 15,0
pL.
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Figura 17: avaliacdo microfluidica do dispositivo de configuracéo | (inset), utilizando vazao de
entrada de 8,3 e 80,0 uL.min™* (bomba seringa). Demonstra-se um fluxo continuo, visto que o
desvio dos pontos experimentais, quando comparado ao fit linear, ndo € considerado devido
aos valores superiores dos erros associados a microbalanca. O volume interno do
microdispositivo é de 15,0 uL.

Os resultados, para ambos os fluxos de entrada, demonstraram que a vazédo do
dispositivo é continua, i.e. a estrutura do microdispositivo ndo apresentou alteracdes
evidentes (expansdo volumeétrica, absor¢do de agua ou obstrucdo dos canais) para gerar
mudancas consideraveis em seu fluxo interior. A microfluidica do dispositivo flexivel
foi avaliada em funcdo da deformacdo angular das membranas de borracha natural
(Figura 18).

Observa-se uma tendéncia decrescente no fluxo quando medido em funcéo do
aumento no angulo de fechamento/deformacdo, em relacdo ao eixo horizontal do
dispositivo (diminuindo de 90° para cerca de 2°) (Figura 18 (inset)). No entanto, quando
se consideram o0s erros associados as medigcdes sucessivas realizadas e 0s erros
relacionados ao limite de medicdo da balanca de preciséo, é plausivel afirmar que néo
ha variagdo consideravel no fluxo, i.e., ndo ha variagdo que desqualifique o dispositivo

flexivel para aplicacdo em fluxo continuo.
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Figura 18: avaliacdo microfluidica dos dispositivos utilizando vazéo de entrada em 9,8 pL.min
! (bomba seringa), em funcdo da deformacdio angular (angulo de fechamento) dos
microdispositivos de 90°; 27,2°; 12,3° e 2,4° (inset).

2.3.3 - Avaliacéo das propriedades dpticas do dispositivo

No intuito de desenvolver um dispositivo flexivel com aplicacdes Opticas,
testamos a configuracdo | (Figura 16), que apresentou a menor janela de analises, i.e. a
menor espessura (0,2 mm), equivalente ao caminho Optico nas medidas de
espectroscopia eletrénica. A avaliacdo espectroscopica das membranas de borracha
natural demonstrou que o polimero ndo absorve luz na regido espectral do visivel,
exibindo apenas uma banda de absor¢do em torno de 280 nm, esse fendmeno ¢ atribuido
a composicdo proteica do latex.

Os testes opticos (Figura 19) foram entdo realizados na faixa de comprimento
de onda na regido do visivel, utilizando a vazdo de 80 pL.min™ de solucdo de
hexacianoferrato de potassio Ks[Fe(CN)s], em concentracdo de 0,1 mol.L™. Os
experimentos mensuraram a variacdo na absor¢do da banda em 420 nm, em fungdo do
aumento na concentracdo de Ks[Fe(CN)g] em fluxo continuo (Figura 19b). O setup
experimental é apresentado na Figura 19a (inset), posicionando o dispositivo de modo
que a luz atravesse a janela de analise contendo a solucdo de Kj[Fe(CN)s], 0 que
demonstrou condicbes favordveis a detecgdo das bandas de absorcdo referentes ao

fluido interno de anélise.
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Figura 19: (a) avaliacdo da banda de absorcdo da solucdo de hexacianoferrato de potassio
(curva em vermelho) comparada ao espectro de referéncia medido na janela preenchida com
agua. (curva em preto). O setup dos experimentos de espectroscopia (inset) demonstra a luz
passando através da janela de analise do dispositivo utilizando o modulo de fibra éptica
acoplado (Equipamento Avantes - AvaLight-D(H)-S). (b) Absorbancia de ks[re(cN)) em funcao
do aumento na concentracdo injetada no dispositivo; primeira derivada da curva de cinética da
solucdo de ks[Fe(cN)] em fluxo (inset). InjecBes sucessivas nas concentracdes de 0,4;0,4; 0,8;
0,8; 1,8; 3,2 4,6 mmol.L™ foram realizadas (Jasco espectrdmetro, modelo V-670).

Cada injecdo de solucdo de Ks[Fe(CN)g], gera crescimento na concentracao,
propiciando observar um aumento na absorcdo em relacdo a baseline. Nos compostos
[Fe(CN)g]®, os atomos de Fe tém configuracdo d°, permitindo a transferéncia de carga
proveniente do ligante de campo forte (CN") para o metal. Portanto, a banda em torno de
420 nm no espectro eletrdnico para solucdo de Ks[Fe(CN)g] é associada a transferéncia
de carga do ligante para o metal. Esse fenémeno de transferéncia de carga é comumente
observado na regido eletronica, no nivel ty;, para metais de transicdo [80,81]. Além
disso, a cada aumento na concentracdo de Kj3[Fe(CN)g] em fluxo, picos de absorc¢éo
com intensidades relativas similares sdo observados (Figura 19b), comprovando a
reprodutibilidade dos resultados. Esse fato corrobora a afirmagéo de que a solucdo nédo
foi absorvida pelas paredes internas da janela de andlise, demonstrando que 0s
dispositivos flexiveis de borracha natural podem ser implementados como sensores

microfluidicos baseados em medidas Opticas.

2.3.4 - Aplicacdo do microdispositivo em estudos eletroquimicos

Antes de implementar as fibras flexiveis de carbono como eletrodos nos
dispositivos, avaliou-se a flexibilidade dos eletrodos, manipulando uma Gnica fibra, bem
como um conjunto de fibras, por meio da formagdo de nés, estudados por microscopia

Optica (Figura 20).
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Figura 20: (a) Imagens de microscopia Optica apresentando a flexibilidade de diferentes
configuracdes de fibras de carbono flexivel. (b-c) Avaliacdo do processo redox para solucéo de
(F€*"-Fe*) sam fluxo (medic8io estatica). O eletrdlito suporte utilizado foi solucdo tampéo
fosfato, pH 7,0. (b) Voltametria ciclica utilizando Ag/AgCls: como eletrodo de referéncia e
fibras flexiveis de carbono como eetrodos de trabalho e contra-eletrodo. (C) Voltametria
ciclica utilizando apenas fibras flexiveis de carbono como eletrodo de trabalho e contra-
eletrodo em curto-circuito com o eletrodo de referéncia. Velocidade de Varredura de 100 mV.s

1

Os eletrodos de carbono apresentam alta condutividade e alta resisténcia a
tracdo (tensdo aplicada paralelamente ao comprimento das fibras), fatos que qualificam
a implementacdo dos eletrodos no microdispositivo flexivel, pois minimizam a
possibilidade de ruptura dos eletrodos durante solicitagdes mecanicas as quais se
submetem os dispositivos lab-on-a-chip.

A Figura 20b apresenta a curva de voltametria ciclica, proveniente de solugédo
de Fe**-Fe**, utilizando Ag/AgCl como eletrodo de referéncia e fibras de carbono como
eletrodos de trabalho e contra eletrodo. Dois picos, observados em 0,2 V e 0,36 V, sdo

associados ao processo redox, como exposto abaixo:

[Fe(CN)s]* + & > [Fe(CN)]*
[Fe(CN)e]* > [Fe(CN)e]* + €
Quando foram testados os eletrodos de trabalho e referéncia empregando

apenas fibras de carbono (Figura 20c), i.e., sem o eletrodo de Ag/AgCl e utilizando o

eletrodo de referéncia e o contra eletrodo em curto-circuito, notou-se um deslocamento
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nos picos, atribuido ao processo redox, em -0,14 V e 0,13 V, respectivamente.

A fim de avaliar a aplicacdo do dispositivo como sensor eletroquimico, 0s
eletrodos foram inseridos nos dispositivos flexiveis, utilizando a configuragdo IV
(Figura 16). Estudou-se a cinética de reacdo de Fe®*-Fe** em fungdo do aumento da
concentragdo em fluxo (Figura 21).
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Figura 21: andlises por cronoamperometria do dispositivo microfluidico em fungdo da
concentracdo de Fe**-Fe*. Potencial aplicado em 0,2 V. (inset) primeira derivada da curva
amperométrica, a fim de avaliar 0 aumento proporcional nas concentragdes de Fe**-Fe** em
fluxo. Sucessivas injectes foram realizadas em concentragdes de: 0,4; 0,4; 0,8; 0,8; 1,8; 1,8;
3,5; 6,5: 8,3 e 9,7 mmol.L™. O dispositivo utilizado foi de confi guracéo IV (inset), avaliado em
vaz&o de 670 pL.min"* com bomba peristaltica.

Os testes eletroquimicos foram realizados em funcdo da concentracdo da
solugdo de Fe?*-Fe**, aumentada em proporcdes iguais a 0,4; 0,8 e 1,8 mmol.L™ (Figura
21). A medida de variacdo na corrente (dl/dt) responde atingindo o mesmo nivel de
intensidade relativa quando é ampliada em propor¢Bes iguais a concentracdo em
solugdo. Esses resultados demonstraram a especificidade (calibragdo) do dispositivo,
bem como a reprodutibilidade no desempenho dos eletrodos de carbono.

A cinética de reacdo foi avaliada em funcdo do aumento na concentracdo de
Fe?*-Fe** de 0,4 até 34,2 mmol.L™ (considerando a concentracdo final apés cada
injecdo), observando a resposta do sensor, que atingiu densidades de corrente de 49 até
3392,0 pA.cm’, respectivamente.

Durante o segundo estagio do teste (Il), apresentado na Figura 21, a bomba



42

peristéltica foi brevemente desligada e uma solucdo de tampdo fosfato (pH 7,0) foi
inserida no dispositivo para realizar a limpeza do sistema (ligando a bomba peristaltica
novamente). Apés o inicio do fluxo contendo a solucdo para limpeza, a densidade de
corrente atingiu novamente os niveis anteriormente observados (3370,0 pA.cm?), 0 que
pode ser atribuido ao volume de solugcdo ainda presente dentro dos canais, janela de
analise e tubos de conexdo. Além disso, menos de 2 minutos foram suficientes para que
0 sistema fosse limpo, revertendo-o a condicdo inicial, ou seja, sem o acumulo de
espécies de andlise, associado a densidade de corrente que assume valores proximos a
zero, 0 que comprova a reversibilidade do sistema de sensoriamento.

A fim de determinar a estabilidade do dispositivo quando submetido a testes
prolongados e sob vazdo de fluxo alta (670 upL.min™), a avaliagdo por
cronoamperometria foi realizada para sucessivos aumentos na concentracdo de Fe®'-

Fe** em fluxo (Figura 22).
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Figura 22: andlise da densidade de corrente em fungdo do tempo de funcionamento do
dispositivo. () Avaliacdo de diferentes concentraces de Fe**-Fe**, entre 0,8 e 2,4 mmol.L™
(concentracdo inicial de 0,4 mmol.L™). (1) Avaliagdio da influéncia do fluxo sobre o
comportamento do dispositivo depois de a densidade de corrente de 250 pA.cm? ser atingida
no primeiro estagio. (I11) Avaliacdo de diferentes velocidades de fluxo de injecdo: V;= 670
pL.min?, Vo= 335 pL.min?, Va= 167,5 uL.min™. (1V) e (V) Testes de reversibilidade do sistema
repetindo as analises descritas nos estagiosiniciais (1) - (111).

No primeiro estégio (l), foi avaliada a reprodutibilidade na operagdo do sensor,
aumentando a concentracio de Fe®*-Fe** em duplicatas, atingindo intensidades relativas
similares, i.e., sem espécies (reduzidas/oxidadas) sobre a superficie dos eletrodos. Aléem
disso, o sensor flexivel exibiu uma velocidade de resposta satisfatdria, alcangando a
densidade de corrente de estado estacionario imediatamente apds cada mudanca na
concentracdo de Fe?*-Fe** em solugdo.

O segundo estagio da curva de cronoamperometria demonstrou a

reversibilidade do dispositivo. Durante essa fase, a bomba peristaltica foi desligada a
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fim de avaliar a resposta dos eletrodos de carbono que, por sua vez, exibem a
diminuicdo da densidade de corrente, como se espera em testes de cronoamperometria
(estéticos). Quando o fluxo foi novamente ativado , a densidade de corrente retornou a
nivel similar atingido no estagio anterior. Como complemento, diferentes velocidades
de fluxo (vazdo) foram testadas, variando apenas a intensidade relativa de densidade de
corrente e, portanto, sem alterar as caracteristicas eletroquimicas do sistema (estagio
I11). VariagOes posteriores na concentragdo em fluxo demonstraram que, mesmo apos
ciclicos testes, os eletrodos continuaram funcionando como o esperado (estagios IV e
V). A resiliéncia do sistema é notada como resultado de numerosos testes realizados em

um breve intervalo de tempo (cerca de 25 min.) e sob alta vazio (670 pL.min™).

Os resultados apresentados neste capitulo estdo publicados no artigo: CABRERAF. C.,
SOUZA J. C. P,, JOB A. E., CRESPILHO F. N. (2014) Natural-rubber-based flexible
microfluidic device. RSC Advances. an international journal to further the chemical
sciences, V. 4, p. 35467-35475.
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CAPITULO 3 - Aplicacdo do microdispositivo flexivel na sintese de
nanoparticulas de FesO4-Au

Introducéo

A tecnologia microfluidica implementada pelo uso de microreatores,
designados para a sintese de nanomateriais, tem atraido atencdo, principalmente por
proporcionar eficiéncia de mistura. Desse modo, reduz-se o tempo de difusdo das
espécies quimicas acelerando a reacdo nas sinteses. Além disso, novos parametros séo
adicionados a rota de sintese, como a velocidade de fluxo, a sequéncia de adi¢do de
reagentes ou o ambiente de reacdo controlado, possibilitando assim um maior controle
sobre a reagdo e, consequentemente, sobre a morfologia das nanoestruturas sintetizadas
[82,83]. Essas caracteristicas conduzem pesquisas envolvendo dispositivos em
microescala para a preparacdo de nanoparticulas de oxido de ferro, o que promove
sinteses de fluxo continuo, baixa polidispersdo e reprodutibilidade de morfologias das
nanoestruturas sintetizadas [84,85,86].

Paralelo ao crescimento da nanociéncia, uma grande demanda de estruturas de
oxidos de ferro modificadas, utilizando platina (Pt) [87], por exemplo, tem sido
implementada na construcdo de células a combustivel, assim como as particulas
modificadas com carbono (C) [88], que sdo designadas a preparacdo de anodos para
baterias de litio, bem como as estruturas modificadas com ouro-prata (AuAg) na forma
alloy core shell [89], que sdo desenvolvidas para uso em estudos relacionados a
fendmenos de ampliacdo de superficie em espectroscopia Raman (Surface Enhanced
Raman Spectroscopy — SERS). Outras configuracdes de nanoestruturas preparadas com
oxidos de ferro sdo reportadas pela utilizacdo de silica (SiO;) [90], sendo aplicadas em
sistemas de liberacdo controlada de drogas, além de compostos contendo prata (Ag)
[91], que sdo implementados no desenvolvimento de fototerapias.

Recentemente, pesquisas sistematicas envolvendo o uso de nanoestruturas de
Oxido de ferro modificadas com nanoparticulas de ouro tém mencionado aplicagdes
como imunossensores [92], SERS [93], bem como agentes de contraste para
diagnosticos por imagem [94,95] e ablacdo fototérmica de células cancerigenas [96].

Nos capitulos iniciais desta tese, introduziu-se os conceitos de propriedades e
design de microdispositivos flexiveis de borracha natural. Neste capitulo, a fabricagdo
de microdispositivos foi ampliada, possibilitando o fluxo em trés dimensdes e
apresentando geometrias mais sofisticadas, que foram implementadas na sintese de

nanoparticulas de magnetita decoradas com ouro (Fe3O4-Au).
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3.1 - Materiais e Métodos

3.1.1 - Reagentes

O cloreto férrico hexahidratado 99% (FeCl;6H,0), o cloreto de ferro
tetrahidratado 99% (FeCl,.4H,0), o hidroxido de sédio 98% (NaOH), o &cido cloridrico
37% (HCI), o acido tetracloroaurico trihidratado (HAuCIL.3H,O) e o borohidreto de
sodio (BH4Na) foram adquiridos com a empresa Sigma-Aldrich. Todas as
solucdes/suspensdes utilizadas para a sintese de nanoparticulas foram preparadas com

agua ultrapura deionizada.

3.1.2 - Técnicas de caracterizacao

Neste capitulo, utilizou-se os equipamentos listados no capitulo 2. Dentre eles
estdo: a bomba seringa, utilizada para geracdo do fluxo interno; os espectrofotémetros

UV-Vis; 0 microscopio eletrdnico de varreduta (MEV) e 0 microscopio optico.

3.1.2.1 - Microscopia Eletrénica de Transmissao (TEM)

As imagens de microscopia eletrénica de transmissdo (TEM) das nanoparticulas
de Fe;0,-Au foram obtidas utilizando um equipamento FEI Tecnai G2 F20, operando a
200 kV. As medidas foram realizadas com o deposito (dropping) da suspensdo de
particulas sobre uma grade suporte de carbono/cobre com 300 mesh, que foi adquirida

na empresa Electron Microscopy Science.

3.2 - Resultados e Discussao

3.2.1 - Sintese de nanoparticulas de Fe;O4

As nanoparticulas de FezO, foram sintetizadas por meio do método descrito
por Santos e colaboradores [97]. Desta forma, 5,4 g de FeCl;-6H,0 e 2,0 g de
FeCl,-4H,0 foram dissolvidos em 25 mL de uma solucdo de 10 mmol L™ de HCI, e
entdo 250 mL de uma solucdo de 1,5 mol L™ de hidroxido de sddio (NaOH) foram
adicionados a essa primeira solugdo contendo os sais de cloreto de ferro. Essa mistura
foi produzida sob vigorosa agitacdo (20 rpm) na temperatura de 80 °C, em atmosfera de
nitrogénio (N,). A suspensdo de nanoparticulas de Fe;O, foi separada magneticamente e
redispersa em agua, como processo de lavagem, até atingir o pH de 6,4.

Apos a realizacdo do processo de lavagem, uma suspensdo de nanoparticulas
de FesO, (0,42 mg mL™) foi obtida em 0,01 mol L™ de HCI. As nanoparticulas

adquiridas apresentam formas cubicas de tamanhos em torno de 10,4 nm (levando em
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consideracdo a distribuicdo de tamanhos em fungdo do numero de particulas
mensurados para cada tamanho), conforme avaliado por meio da técnica de microscopia

eletronica de transmissdo (Figura 23).
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Figura 23: microscopia eletrénica de transmissdo (MET) de nanoparticulas de magnetita
(FesO4) com tamanhos em torno de 10,4 nm. Histograma de distribuicdo dos tamanhos de
nanoparticulas medidos com o programa I mageJ.

Para obter as nanoparticulas de Fe;O, decoradas com nanoparticulas de ouro
(AuNPs), aliquotas da suspensédo estoque de Fe3Oq4, nos volumes de 50, 100, 150, 200 e
300 pL, receberam adicdo de agua a fim de atingir um volume final de 1,0 mL para cada
aliquota, ou seja, concentragdes de 0,021; 0,042; 0,063; 0,084 e 0,126 mg.mL™,
respectivamente. Ap0Os a preparacdo das aliquotas, cada amostra foi submetida a
decantacdo por acdo de campo magnético durante 2,0 minutos, separando as
nanoparticulas e descartando o sobrenadante. Esse processo foi realizado para lavar as
nanoparticulas, i.e, retirar o excesso de acido cloridrico contido nas amostras. Por fim,
cada aliquota de nanoparticulas de Fe3O4, separadas magneticamente, foi redispersa em
1,0 mL de agua. O processo de sintese de nanoparticulas € descrito na Figura 24.
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Figura 24: metodologia utilizada para a sintese microfluidica de nanoparticulas de FesO,-
AuNPs e para a avaliacdo da eficiéncia das sinteses de nanoparticulas decoradas, ambas
realizadas por meio de espectroscopia UV-Vis.

3.2.2 - Sintese de nanoparticulas de ouro

O estudo da cinética de formacdo das nanoparticulas de ouro, realizado por
meio de espectroscopia de absorcdo no UV-Vis, é apresentado na Figura 25. As
nanoparticulas de ouro foram sintetizadas conforme o estudo de Martin e colaboradores
[98]. Para tanto, uma aliquota de 10 L, proveniente da solucéo estoque de 50 mmol.L™
de AuCl,/H" (Figura 25a), foi adicionada a 960 pL de agua e, posteriormente, a 30 uL
da solugéo de agente redutor BH,/OH", na concentragdo de 50 mmol.L™, obtendo assim
um volume final de 1,0 mL de nanoparticulas de ouro (suspensdo). As nanoparticulas de
ouro sintetizadas (suspensédo estoque) possuem formato esférico, com tamanhos médios
de 3,9 nm, como apresentado na Figura 26.

A cinética de reducdo das nanoparticulas de ouro € avaliada em funcdo do
tempo de reacdo apds a adicdo do agente redutor. Um aumento na intensidade das
bandas de absorcdo é notado até 26 minutos apds o inicio da reagdo, bem como o
deslocamento no comprimento de onda das bandas de absorcéo (red shift), atribuido a
nucleacdo e ao crescimento das nanoparticulas de ouro. No entanto, apds 26 minutos,
observa-se a reducdo na intensidade das bandas de absorcdo, paralelamente ao
deslocamento da banda de absorgdo para menores comprimentos de onda (blue shift),
que é associado a reducdo na dispersdao de tamanhos de particulas em suspensdo,

atingindo menor energia de superficie.
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Figura 25: (a) Espectro de absorc¢do de solucéo de acido cloroaurico (HAUCI,), concentracao
de 0,51 mmol.L™* (b) Cinética de crescimento de nanoparticulas de ouro. De 0 a 26 minutos, o
aumento da absorc¢éo é atribuido a formag&o de nanoparticulas (curvas em preto). De 26 a 40
minutos, a reducdo na intensdade de absorcdo € atribuida a formacdo de agregados de
nanoparticulas (curvas em vermelho) (¢) Ampliacdo da banda de absor¢ao das nanoparticulas
de ouro (d) Grafico da cinética de crescimento, aumento na absorcéo vs. tempo de reacao.

Na literatura, as nanoparticulas de ouro sdo descritas por possuirem alta energia
de superficie [99,100], comumente associada ao tamanho da particula, i.e. a energia de
superficie aumenta em funcdo da reducdo no tamanho da particula [101]. Portanto,
atribui-se o processo de decoracdo das nanoparticulas de ouro na superficie das
nanoparticulas de Fe3O4 a um fendmeno de adsorcao fisica, causado pela alta energia na

superficie das nanoparticulas de ouro.
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Figura 26: microscopia eetronica de varredura (MEV) de nanoparticulas de ouro (Au), com
tamanhos em torno de 3,9 nm. Histograma de distribuicdo dos tamanhos de nanoparticulas
medidos com o programa Imagel.

3.2.3 - Construcao do dispositivo

A construgdo do dispositivo segue 0 mesmo protocolo descrito no item 1.2.3,
utilizando o método de “casting” do latex e modificando apenas a configuracdo do
molde do dispositivo (Figura 27). Além disso, o dispositivo empregado na sintese de
nanoparticulas de magnetita decoradas apresenta a combinacdo de trés membranas de
borracha natural, possibilitando o fluxo entre as camadas, i.e. o dispositivo foi

melhorado para fluidica em trés dimensdes.

/‘f & N
"

Figura 27: apresentacéo dos moldes preparados em acrilico, utilizando cilindros metélicos a
fim de configurar os canais empregados na preparacao dos dispositivos de borracha natural .
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A Figura 28 apresenta o esquema do dispositivo microfluidico construido em
trés camadas. A primeira camada inclui duas portas de entrada de fluxo, conduzindo as
amostras para serem misturadas nos canais que contém morfologia interna em espiral.
(Figura 29a). A mistura entre os fluxos provenientes das duas portas de entrada, i.e.
entre a suspensdo de ouro e a suspensao de nanoparticulas de Fe;O,, é conduzida por
meio de uma microvalvula, forcando a mistura até preencher completamente o canal.
Cateteres foram inseridos nas portas de entrada dos dispositivos, configurando
conectores permanentes. Apos a mistura das amostras em fluxo, o fluido atinge o reator
snail (Figura 29b), onde a reagdo quimica se completa. Uma membrana de borracha
natural com espessura de 0,5 mm, que contenha apenas a configuracdo do sistema de
separacdo magnética (suporte para imd) e um furo para a conducéo do fluxo da primeira
para a terceira camada, € representada na segunda camada da Figura 28. O latex é
utilizado como adesivo e para cada camada adicionada, 0 processo de tratamento
térmico a 65 °C durante 2 horas é realizado.

Na terceira camada (Figura 28), o sistema de separacdo magneética é
introduzido, de modo que um ima com dimensdes de 2,0 mm de diametro e 1,5 mm de
espessura € inserido na camara construida no dispositivo (Figura 29). Esse ima
(Neodimio Ferro Boro - especificacdo N35 — adquirido com a MagTek Ltda.) pode ser
movimentado manualmente mesmo apdés o fechamento do dispositivo, utilizando um
contato metalico sobre a superficie da membrana de borracha natural, . A aproximacéo
do imd do reservatério de formato donut (Figura 29c) possibilita o processo de
separacdo magnética das particulas em fluxo. O formato do reservatério foi escolhido
com base nos estudos realizados por Garcia e colaboradores [102], que pesquisaram 0S
efeitos de vortices locais em diferentes geometrias de reservatérios, demonstrando que o

formato donut favorece a separacdo de nanoparticulas em microfluidica.
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Figura 28: esquema da estrutura do dispositivo construido em trés camadas de membranas de
borracha natural. A primeira camada inclui canais com morfologia interna em espiral,
auxiliando na mistura das amostras em fluxo. O fluxo no misturador é controlado por uma
valvula passiva posicionada no final do canal. Apés a mistura, o fluido atinge o reator snail,
onde a reacdo é completa, fluindo através da segunda camada até o sistema de separacao
magnética interna. O ima é posicionado, possibilitando a aproximacéo do reservatério de
formato donut a fim de atrair as particulas em suspensdo. Dois canais sdo construidos em
contato com o reservatério, de modo que a amostra preencha, em periodos diferentes, um e
outro canal, atingindo as janelas de analise.
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)

Figura 29: (a) Sstema misturador posicionado na juncao entre as portas de entrada, contendo
morfologia interna espiral. (b) Reator snail, fase de reacdo no dispositivo. () Sstema de
separacdo magnética interna. O imd é posicionado, possibilitando a aproximagdo do
reservatorio de formato donut a fim de atrair as particulas em suspensao. (d-e) Dois canais sao
construidos em contato com o reservatério, de modo que a amostra preencha, em periodos
diferentes, um e outro canal, atingindo as janelas de anélise.

Durante o processo de separacdo magnética, a valvula passiva (Figura 29d),
posicionada entre o canal e o reservatorio donut, certifica que o fluido preencha
primeiramente a janela inferior (Figura 29e). Esse método possibilita a configuracdo de
uma linha de base entre as duas janelas de andlise durante o processo de separagdo

magnética.

3.2.4 - Avaliacé@o microfluidica do dispositivo

O comportamento do fluxo no dispositivo flexivel foi avaliado em funcéo da
deformac&o angular das membranas de borracha natural (Figura 30).

Novamente, assim como avaliado para os dispositivos de fluxo bidimensional,
uma tendéncia decrescente no fluxo € medida em funcdo do aumento no angulo de
fechamento do dispositivo considerando o eixo horizontal, que diminui de 90° para
cerca de 0° (Figura 30 (inset)). A variacdo no fluxo mensurado no dispositivo ndo é
relevante quando séo considerados os erros associados tanto as medicBes sucessivas,

quanto aos erros relacionados ao limite de medigdo da balanga de preciséo.
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Figura 30: avaliacdo microfluidica dos dispositivos utilizando vazio de entrada em 100,0
uL.min™ (bomba seringa), em funcdo da deformagdo angular (angulo de fechamento) dos
microdispositivos de 90°, 47°, 19,4° e 0° (inset).

3.2.5 - Sintese de nanoparticulas de Fe;O4 decoradas com ouro (Au)

A fim de obter as nanoparticulas de Fe;O, decoradas com nanoparticulas de
ouro, as suspensdes estoque preparadas em volume de 1,0 mL (suspensdo de Fe;O4 e
suspensdo de nanoparticulas de ouro preparadas conforme metodologia detalhada nos
itens 3.2.1 e 3.2.2) foram injetadas no dispositivo a uma vazdo de 100 pL.min.™.
Diferentes concentracfes de suspensdo de nanoparticulas de Fe3O,4 foram testadas (Ci-
Cs). O volume interno do dispositivo ¢ de aproximadamente 94,0 uL e o tempo de
residéncia é de cerca de 1,0 minuto. A sintese foi realizada sem a agitacdo e sem o
aquecimento. Apods passar pelo dispositivo, i.e. a mistura microfluidica da suspensao de
ouro e das suspensdes de Fez0g, a suspensao de nanoparticulas de magnetita decoradas
com ouro foi submetida a decantacdo por meio de separacdo magnética, durante 5,0
minutos (Figura 24). A microscopia eletrdnica de varredura foi escolhida para avaliar a
morfologia das nanoparticulas sintetizadas para as diferentes concentragcbes de
magnetita.

A principio, a separacdo magnética das particulas sintetizadas foi realizada fora
do microdispositivo, i.e., apds a reacdo interna da suspensao de nanoparticulas de ouro e
da suspensdo de nanoparticulas de FesO4. As particulas decoradas foram coletadas em
eppendorfs e foram submetidas a decantacdo por acdo de campo magnético (contato
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com imd). Desse modo, quando o sobrenadante das amostras € avaliado, percebe-se que
quanto menor a quantidade de ouro presente, maior serd a quantidade de ouro que
reagiu com as nanoparticulas de magnetita (particulas decoradas), Esse processo foi
mensurado utilizando a espectroscopia UV-Vis (Figura 31).

Na Figura 3la, observa-se o decréscimo na intensidade das bandas de
absorcdo, relacionadas a ressonancia plasmonica de superficie das nanoparticulas de
ouro, em funcdo do aumento na concentracdo de nanoparticulas de magnetita
(concentracdes variando de 0 a 126,0 pg.mL™). A partir da concentracdo de 84,0
ng.mL™? de Fes;O,, percebe-se que toda a composicdo de ouro inserida no dispositivo é
consumida no processo de decoracdo (Figura 31b). Esse resultado pode ser atribuido a
supressdo das bandas plasménicas, i.e, a auséncia das nanoparticulas de ouro no

sobrenadante.
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Figura 31: espectroscopia de absor¢do no UV-Vis do sobrenadante da suspensdo de
nanoparticulas de Fe;O,-Au (decoradas), apos 0 processo de separacdo magnética externa.
Sintese utilizando concentragBes de suspensdo de nanoparticulas de Fe;O4 entre 0 e 126,0
ug.mLt (b) Avaliagiio da intensidade da banda plasmbnica de ouro em funcdo da
concentracéio de nanoparticulas de magnetita. Sintese realizada com vaz&o de 100 pL.min. ™.

Baseado nos resultados da espectroscopia de absor¢do no UV-Vis, as
nanoparticulas sintetizadas com as concentracdes de 63,0; 84,0 e 126,0 pg.mL™ de
Fe;0, foram estudadas por meio de microscopia eletrénica de transmissdo (Figura 32).
As particulas de ouro foram identificadas em preto (em formato esférico), e as particulas
de magnetita foram identificadas nas imagens em escala de cinza.

Observa-se que a homogeneidade na distribuicdo ou recobrimento de
nanoparticulas de ouro sob as particulas de magnetita diminui em funcdo do aumento na
concentracdo da suspensdo de FesO,, de 63,0 a 126,0 pg.mL™. Quando s&o avaliadas as
amplificagdes de imagens na Figura 32d e Figura 32f, fica evidente que algumas areas
da superficie das nanoparticulas de magnetita ndo foram recobertas por particulas de
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ouro. Dessa forma, a concentracdo idealizada para a sintese de magnetita decorada com
nanoparticulas de ouro foi definida em 63,0 pg.mL™. Os tamanhos das nanoparticulas
de ouro que decoram as particulas de magnetita sdo de cerca 6,3 nm (Figura 33) para
concentracdes de magnetita de 63,0 ug.mL™. Os tamanhos das nanoparticulas de ouro
apresentados no histograma, referidos na Figura 32(a-b), foram mensurados utilizando o

programa ImageJ.

Figura 32: microscopia eetronica de transmissdao (MET) de nanoparticulas de magnetita
decoradas com ouro (Fe;0,-Au). As concentragdes de magnetita sdo de (a-b) 63,0 ug.mL™ (b-c)
84,0 pg.mL™* e (ef) 126,0 pg.mL™. As nanoparticulas de ouro foram identificadas por pontos
esféricos em preto, ja as nanoparticulas de magnetita (em segundo plano) foram destacadas em
tons de cinza.



56

Contagem de Nanoparticulas
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Figura 33: histograma dos tamanhos de nanoparticulas de ouro decorando nanoparticulas de
Fes0,4. Os tamanho foram mensurados utilizando o software Imagel, referente a Figura 21(a-
b). A sintese de nanoparticulas decoradas foi realizada utilizando a concentracao de 63,0 pg.mL”
! de magnetita.

Torna-se importante destacar que foi avaliada a influéncia da vazdo no

processo de decoracdo de nanoparticulas de FesO,4 (Figura 34).
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Figura 34: espectro ultravioleta-visivel obtido a partir de sobrenadantes de Fe;O,-AuNPs
decorados com a concentracdo de 63,0 pg mL™’ de suspensdo de Fe;O,-NPs, avaliando a
sintese em diferentes fluxos: 25, 50 e 100 uL min™. A sintese foi avaliada em diferentes fluxos:
25, 50 € 100 pL min™.

Analisou-se o fluxo definido em 25, 50 e 100 uL.min™ (Figura 34), obtendo
resultados similares independente da vazdo. Dessa forma, a vazdo a 100 uL.min™ foi
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utilizada a fim de maximizar o rendimento da sintese, i.e. a quantidade de
nanoparticulas decoradas que podem ser preparadas em um menor intervalo de tempo.

Demonstrou-se ainda a estabilidade das nanoparticulas decoradas (Fe3Os-
AuNPs), i.e. que as nanoparticulas de ouro sdo estaveis e ndo se desprendem da
superficie das particulas de Fe3O4-NPs. Para tanto, as nanoparticulas decoradas foram
submetidas a separagdo magnética (seis ciclos, indicados de | a VI). Para cada ciclo, a
suspensdo de Fe3O4-AuNPs foi reinjetada no microdispositivo, em seguida, ela foi
submetida a separacdo magnética apos a coleta nas portas de saida do dispositivo,
analisando o sobrenadante de cada ciclo (Figura 35).

A analise das particulas de ouro em suspensdo, provenientes da dissociacao da
superficie das particulas decoradas, foi realizada monitorando a banda de ressonancia
plasménica em 510 nm, atribuida as AuNPs. O valor de 100% de absorcdo é
considerado para a suspensdo de ouro original (solucdo estoque) utilizada na sintese de
particulas decoradas (curva em preto), definindo a concentragdo maxima possivel de
AUNPs no sobrenadante. Observa-se que para todos os ciclos, as nanoparticulas de ouro
ndo se desprendem, atribuido devido a auséncia de bandas plasmdnicas quando avaliado
0 sobrenadante. Desta forma, assumimos que as nanoparticulas de ouro ainda estejam

decorando a superficie das nanoparticulas de Fe3O,.
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Figura 35: a) Espectro UV-Vis obtido a partir de AuNPs sintetizadas com HAuCl, (0,51
mmol.L™") (curva em preto); Espectro obtido a partir de sobrenadantes apés seis ciclos de
reinjecdo das particulas decoradas no microdispositivo e posterior separacdo magnética. b)
Dados referentes & absorbancia normalizada em 510 nm por ciclo, considerando 100% de
absorcéo para a suspensao estoque de AUNPs e comparado ao sobrenadante obtido para cada
ciclo de injecéo e separacdo magnética.

3.2.6 - Avaliacdo do sistema de separacdo magnética interna

Testes envolvendo a utilizacdo do sistema de separacdo interna do

microdispositivo, aplicados a particulas de magnetita, sdo apresentados na Figura 36. A
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suspensdo estoque de nanoparticulas de Fe;O, (0,42 mg.mL™) foi utilizada nos testes de
separacdo interna nos microdispositivos de borracha natural a fim de facilitar a
avaliacdo da efetividade do sistema proposto. A separacdo magnética, posterior a sintese
de nanoparticulas, € comumente realizada na literatura com o objetivo de retirar o
excesso de reagentes ou surfactantes (por exemplo, NaOH). Ela pode ser comparada a
um processo de lavagem das nanoparticulas e pode ser uma aplicacdo para 0s
microdispositivos apresentados nesta tese.

Na Figura 36, apresenta-se o microdispositivo vazio (Figura 36a) e preenchido
com a suspensdo de particulas de magnetita (Figura 36b), bem como o sistema de
separacdo magnética desligado (switch off), i.e. 0 ima esta posicionado a meia distancia
em relacdo ao reservatério donut e ao canal de ligacdo com o reator snail. Nessa
condicdo, as particulas ndo sdo atraidas pelo campo magnético do ima, inserido no
microdispositivo, que atua sobre as particulas conforme o imad é aproximado do
reservatorio donut. Esse processo € descrito na Figura 36¢c. O ima é inserido no
dispositivo durante o processo de fechamento, de modo que a aproximacdo e o
afastamento do ima em relacdo ao reservatorio sdo realizados utilizando qualquer

acessorio metalico externo.
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Figura 36: (a) Imagem do dispositivo de borracha natural contendo o sistema de separacgdo
magnético (b) Preenchimento do dispositivo com suspenséo de Fe;O,-NPs em concentracéo de
0,42 mg.mL™ (c) Esquema demonstrativo do funcionamento do sistema de separagio magnética
interna (d) Imagem do sistema de separacdo magnética interna em funcionamento a uma
distancia de 2,5 mm (entre o0 ima e o reservatério) e (e) disténcia de 4,5 mm (entreoima eo
reservatorio) (f) Imagem de microscopia eletronica de varredura apresentando a morfologia do
reservatério donut (g) Esguema demonstrativo da metodologia utilizada para as analises por
espectroscopia UV-Vis, de modo que o feixe de luz incidente atravesse o microdispositivo
diretamente na camara de andlises, apresentada na imagem por microscopia eletrénica de
varredura. (h) Medida de transmitancia em 600 nm, procedimento realizado no dispositivo (in
situ) preenchido com agua e suspensdo de Fe;O,-NPs, definindo assim os limites de
transmissdo, medidos sem fluxo (stopping flow), bem como a avaliacdo do processo de
separacdo magnética interna, que utiliza suspensado de Fe;0O,-NPs em vazdo de 20 e 50 pL.min’
1
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O sistema de separacdo magnética é constituido de uma abertura retangular na
superficie das membranas de borracha natural, feita sob molde para os imas,
possibilitando a movimentacdo deles e, consequentemente, a separacao das particulas de
magnetita do sobrenadante. O sistema de nanoparticulas é ativado em duas condi¢des de
intensidade de separacdo de acordo com a reducdo na distancia (d) entre o imd e o
reservatorio donut, apresentado na Figura 36d (distancia de 4,5 mm) e na Figura 36e
(distancia de 2,5 mm). A morfologia do reservatorio donut é exibida na Figura 36f,
previamente desenvolvida por Garcia e colaboradores [102] para facilitar a separacao
das particulas.

Os testes de separacdo magnética em fluxo, com vazdes de 20 e 50 pL.min™,
sdo apresentados na Figura 36h (Espectroscopia UV-Vis). As medicdes foram
realizadas por método de reflexdo do feixe, utilizando um substrato de ouro, de modo
que a luz atravessasse o microdispositivo diretamente na janela de analise, conforme
exposto no esquema da Figura 36g. Quando preenchido com agua (baseline), o
dispositivo apresenta cerca de 99,5% de transmitancia, medida no comprimento de onda
de 600 nm, definindo assim o limite maximo de transmitancia através do dispositivo. O
limite minimo, ou seja, 0 maximo de particulas em suspensdo no interior da camara de
analise (impedindo a passagem de luz), é mensurado quando a suspensdo concentrada
de Fe;0,4 € utilizada, de modo que a transmitancia seja reduzida para cerca de 12,8%.

Quando o fluxo interno a 50 pL.min™ é iniciado e o imd é movimentado até
uma distancia d = 2,5 mm, observa-se que o percentual de transmitancia aumenta para
valores a cerca de 40%, atribuidos a separacdo parcial das particulas em suspenséo.
Quando a vazdo microfluidica é reduzida para 20 pL.min™, percebe-se o aumento na
transmitancia para valores proximos a 80%, justificados pelo aumento no percentual de
particulas atraidas pela acdo do campo magnético e, portanto, diminuindo as particulas
em suspensdo no interior do dispositivo. O percentual de separagdo de 80% é
considerado como efetivo no processo de separacdo magnética interna, implementada

nos microdispositivos flexiveis.

Os resultados apresentados neste capitulo estdo publicados no artigo: CABRERA F. C.,
MELO A. F. A. A, SOUZA J. C. P,, JOB A. E., CRESPILHO F.N. (2015) A flexible
lab-on-a-chip for the synthesis and magnetic separation of magnetite decorated with
gold nanoparticles, Lab Chip, DOI: 10.1039/c4lc01483a.
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Conclusao

A metodologia para construgdo dos dispositivos microfluidicos de borracha
natural (lab-on-a-chip), principal objetivo desta tese, foi desenvolvida com sucesso. O
processo de preparacdo dos dispositivos é relativamente simples, de baixo custo e ndo
requer equipamentos de dificil acesso ou conhecimentos aprofundados para a
manipulacdo do polimero. A evolugdo do dispositivo é vislumbrada pelo uso de
diferentes composigdes de latex utilizado como matéria prima. O latex pré-vulcanizado
é eficiente se for requerida uma maior resisténcia a tragcdo, ndo interferindo
consideravelmente nas propriedades Opticas (percentual de transmitancia). O processo
de centrifugacdo do latex mostrou-se eficiente, reduzindo a composicao de proteinas e
fosfolipidios (compostos ndo-borracha) lixiviados em solugdo, bem como ampliando o
grau de transmitancia (atingindo cerca de 95%).

Em relacdo a microfluidica, o dispositivo demonstrou-se qualificado, pois ndo
apresentou interferéncia consideravel no fluxo quando foi submetido a deformactes
angulares proximas aos 360° de defleccdo interna. As propriedades Opticas avaliadas
demonstraram a possibilidade, tanto do uso dos dispositivos na regido visivel do
espectro eletromagnético, quanto do uso continuo, baseado na condi¢do de limpeza e
reprodutibilidade do sistema microfluidico. A insercdo dos eletrodos flexiveis de
carbono foi bem sucedida. Quando submetidos aos testes eletroquimicos, os eletrodos
foram capazes de mensurar as reac@es redox do eletrolito, gerando um aumento na
densidade de corrente como resposta, bem como apresentando curto intervalo de tempo
para atingir a corrente estacionaria durante os processos eletroquimicos.

Por fim o uso dos microdispositivos de borracha natural como reatores na
sintese de nanoparticulas decoradas de Fe;O4-AuNPs foi introduzido. Particulas de
magnetita decoradas com particulas de ouro de tamanhos médios de 6,3 nm foram
obtidas. A concentracdo da suspensdo de nanoparticulas de 63,0 ug.mL™ de FesO4
proporcionou melhores resultados em termos de homogeneidade de distribuicdo das
nanoparticulas de ouro decoradas na superficie das nanoparticulas de magnetita. Além
disso, a fim de possibilitar o processo de sintese interna, melhorias foram
implementadas no dispositivo, o que possibilitou a microfluidica em trés dimensoes e,

consequentemente, manteve as dimensdes originais dos dispositivos.
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Per spectivas

Como perspectivas, propomos o estudo aprofundado do tratamento por
plasmas, aplicado a superficie das membranas de borracha natural, para obter
superficies hidrofébicas, essenciais no desenvolvimento dos microdispositivos,
avaliando ainda a influéncia em suas propriedades Opticas e mecanicas. Sugerimos
também o desenvolvimento de estudos envolvendo a preparacdo de moldes em escala
micromeétrica, utilizando impressora tridimensional (3D), bem como a impressédo com o
latex como matéria-prima, eventualmente, uma opc¢do para o aperfeicoamento dos
microdispositivos de borracha natural. O tratamento de superficie utilizando
hexametildissilazano sera oportunamente estudado com o objetivo de obter superficies
hidrofobicas, melhorando o fluxo no interior dos dispositivos.

Além das perspectivas apresentadas, os microdispositivos de borracha natural
vislumbram aplicacfes biomeédicas como sensores implantaveis, visto que a borracha
natural é biocompativel, aspecto favorecido pela reducdo das dimensbGes dos
dispositivos utilizando impressoras 3D. Além disso, a implementacdo do latex
centrifugado possibilitara melhorias nas propriedades Opticas e biologicas dos
microdispositivos. A avaliacdo do processo de lixiviagdo em meios como soro ou
plasma sanguineo, bem como o estudo in vitro/in vivo da biocompatibilidade e da
funcionalidade do dispositivo serdo realizados em momento oportuno. Por fim, os
resultados apresentados nesta tese serdo adotados como suporte experimental para o

desenvolvimento, no futuro, de sensores bioldgicos.
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