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BOLA ROLANDO

A vigésima terceira edigdo da ‘Revista IPT, Tecnologia e Inovagdo’ chega até vocé ainda no embalo
global da ‘Copa do Mundo FIFA de Futebol Feminino 2023’ da Australia e Nova Zelandia . As atletas
correndo atrds da bola - e de gols! - enquanto o planeta torcedor segue atento. Por aqui, no jogo da
pesquisa cientifica e tecnoldgica, equipes mistas de pesquisadoras e pesquisadores correm atras de
moléculas invisiveis a olho nu e suas aplicabilidades inovadoras. Quatro artigos entraram em campo
com suas equipes no ‘I Congresso de Bionanomanufatura’ realizado no IPT, Sdo Paulo, em 25 de
novembro de 2022.

carieeditor

Esta partida, ou melhor, edicdo, comeca com o artigo ‘Desenvolvimento e fabricagdo de dispositivos
microfluidicos em PEEK e silicio e vidro para a modificagdo genética de células por hidroporagao’,
tratando de dispositivos microfluidicos como ferramentas para modificagdo genética em linhagens
celulares. Os seguintes autores participam do Programa de Pdés-Graduagado Interunidades em
Biotecnologia, Universidade de Sao Paulo/Instituto Butantan/Instituto de Pesquisas Tecnolégicas: Kelly
Farah Torres Vaver e Henrique da Costa Oliveira, do Laboratério de Biotecnologia Industrial do IPT;
Natdlia Neto Pereira Cerize, da UN Bionanomanufatura do IPT; Beatriz Nogueira Messias de Miranda
e Henrique Reis Wisinewski, ambos do Laboratério de Micromanufatrura do IPT. Wisinewski ndo
participa do referido programa.

No artigo intitulado ‘Avaliacdo da eficacia biocida dos produtos sulfato de tetra (hidroximetil) fosfonio
(THPS), glutaraldeido e isotiazolona frente a Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS) em diferentes escalas
de cultivo de Nimero Mais Provavel (NMP)’, foram avaliadas as atividades antimicrobianas dos produtos
em diferentes situagdes experimentais. Seus autores sdo: Henrique Moreira Simon e Maria Filomena
de Andrade Rodrigues, ambos do Laboratério de Biotecnologia Industrial do IPT.

Em ‘Aplicabilidade da impressdo 3D por estereolitografia em biotecnologia usando dispositivos mili- e
microfluidicos’, os autores propdem desenho, simulagao e manufatura de um micromisturador por uma
das técnicas de mais baixo custo relativo e facilidade de prototipagao. Sao eles: Gabriel Griep, da USP;
Edgar Andres Patino-Narifio, Isabela Aparecida de Araujo Andreotti, e Mario Ricardo Gongora-Rubio,
todos do a Laboratério de Micromanufatura do IPT.

No quarto artigo, intitulado ‘ Técnicas analiticas para o controle de residuos de agrotoxicos em alimentos
citricos’, avaliacdo da qualidade dos citros com estudo de trés métodos de extracao, para quantificagdo
e confirmagdo dos componentes das amostras de suco. Sdo seus autores: Kelly Cristina Manhani,
do Laboratério de Processos Quimicos e Tecnologia de Particulas do IPT; Jodo Paulo Amorim
de Lacerda, do Laboratério de Quimica e Manufaturados do IPT; Viviane Emi Nakano, Lucas
Monteiro Santa Cruz e Alan Roberto Costa, do Nicleo de Contaminantes Organicos/
Centro de Contaminantes do Instituto Adolfo Lutz; e Jose Oscar William Vega Bustillos,
do Centro de Quimica e Meio Ambiente/Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares.

Eduardo Luiz Machado
Diretor Técnico em Ensino Tecnoldgico

Boa leitura!
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Resumo

A insercdo de materiais genéticos exégenos em células, como plasmideos, DNAs ou
RNAs, é um procedimento comum e critico para aplicagdes biotecnolégicas, como
modificagdo de linhagens produtoras utilizadas em bioprocessos, inser¢cao de genes de
interesse e o desenvolvimento de terapias génicas. A internalizacao dessas moléculas
para modificacdo genética é possivel através de metodologias que permitem transpor
a membrana da célula, que tradicionalmente envolvem o uso de carreadores virais,
plasmideos, eletroporagdo, ou métodos bioquimicos. Sdo metodologias que, embo-
ra bem estabelecidas, podem apresentar limitagdes como altos custos de execugao,
toxicidade e baixa escalabilidade, podendo limitar ou impossibilitar a utilizagao des-
sas células em aplica¢des biomédicas. Dispositivos microfluidicos tém sido utilizados
como alternativas interessantes aos métodos tradicionais de modificacdo genética, por
oferecerem maior precisdo de manipulagdo, utilizagdo de menores quantidades de
reagentes e amostras com alta resolucdo. Para internalizagao celular, possibilitam uma
menor manipulagao das amostras, diminuindo taxas de contaminagao e otimizando o
processo. Neste trabalho foram desenvolvidos dispositivos microfluidicos para serem
utilizados como ferramentas para modificagdo genética em linhagens celulares. Os
dispositivos foram fabricados em silicio e vidro por fotolitografia com corrosdo imida
utilizando KOH, e em PEEK pela técnica de microusinagem. Os dispositivos foram
avaliados quanto a sua estanqueidade e pressoes suportadas. Os resultados obtidos
mostraram que ambos os dispositivos operam sem vazamentos e quebras em pressoes
de até 8 bar, e os dispositivos em PEEK suportam pressoes de até 20 bar. Os dispositivos
microfluidicos foram fabricados de maneira satisfatéria, e apresentam potencial para
serem utilizados futuramente em aplicagdes biotecnoldgicas e biomédicas.

Abstract

The insertion of exogenous genetic materials into cells, such as plasmids, DNAs, or
RNAs, is a common and critical procedure for biotechnological applications, such as
modification of production strains used in bioprocesses, insertion of genes of interest
and the development of gene therapies. The internalization of these molecules for
genetic modification is possible through methodologies that allow transposing of the cell
membrane, which traditionally involves the use of viral carriers, plasmids, electroporation,
or biochemical methods. These are methodologies that, although well established, may
have limitations such as high execution costs, toxicity, and low scalability, which may
limit or preclude the use of these cells in biomedical applications. Microfluidic devices
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have been used as alternatives to traditional methods of genetic modification, as they
offer better manipulation precision, the use of smaller amounts of reagents, and high-
resolution samples. For cellular internalization, they allow less manipulation of samples,
reducing contamination rates and optimizing the process. In this work, microfluidic
devices were developed to be used as tools for genetic modification in cell lines. The
devices were manufactured in silicon and glass by photolithography with wet etching
using KOH, and in PEEK by the micro milling technique. The devices were evaluated for
their tightness and supported pressures. The results showed that both devices operate
without leaks and breaks at pressures of up to 8 bar, and the PEEK devices withstand
up to 20 bar pressures. The microfluidic devices were manufactured satisfactorily and
have the potential to be used in future biotechnological and biomedical applications.

Modificagdes genéticas em células sao procedimentos amplamente utilizados para
aplicagdes biotecnoldgicas, como modificacdo de linhagens produtoras utilizadas em
bioprocessos, insercdo de genes de interesse e desenvolvimento de terapias génicas
(LUO; SALTZMAN, 2000). Uma etapa fundamental e limitante para o desenvolvimento
de linhagens recombinantes € a entrega dessas moléculas no interior das células, por
isso metodologias que causam a permeabilizagdo da membrana celular sdo utiliza-
das. Essa abertura temporaria pode ser realizada por processos fisicos (eletroporagao
e choque térmico) ou mecanicos (constricdo celular e cisalhamento de fluxo), ou com
o auxilio de carreadores (virus e lipidios cationicos), que transportam a molécula atra-
vés da membrana celular, garantindo que o material seja entregue. Sao metodologias
que, embora bem estabelecidas, podem apresentar limitagdes como altos custos de
execucgdo, toxicidade e baixa escalabilidade, o que pode limitar ou impossibilitar a
aplicagdo dessas células (STEWART; LANGER; JENSEN, 2018; BROOKS et al., 2020).

Para superar os desafios destes métodos tradicionais, dispositivos microfluidicos tém
sido utilizados como alternativas. O ambiente microfluidico oferece uma maior pre-
cisdo e controle de moléculas no espaco e tempo, além de permitir a manipulagdo da
membrana celular de maneira mais precisa, facilitando a entrega das moléculas para
modificacdo genética (MARQUES; FERNANDES, 2011; SUN; DUAN, 2020; HUR;
CHUNG, 2021). Sistemas com essas caracteristicas possibilitam a modificagdo de mi-
[hares de células em um curto espaco de tempo, possibilitando aplicagdes industriais
que demandam um grande némero de linhagens recombinantes; j4 o maior controle
fornece uma maior uniformidade na entrega, possibilitando maiores taxas de viabilidade
celular (BROOKS et al., 2020).

Revista IPT | Tecnologia e Inovagao v.8,1n.23, ago., 2023
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Diversas metodologias para essa inser¢cdo em células vém sendo estudadas em dispositivos
microfluidicos, e geralmente sdo inspirados nos métodos tradicionais. Os mais utilizados
sdo dispositivos que causam a permeabilizagdo da membrana celular de maneira fisica,
criando poros transientes através da aplicagdo de forgas mecénicas, que podem ocorrer
por eletroporacao (GARCIA et al, 2016; LISSANDRELLO et al, 2020), por constrigdes
celulares (cell squeezing) (SHAREI et al, 2013; JOO et al, 2021) ou por pressdes causadas
por um fluxo turbulento (hidroporagdo) JARRELL et al, 2019; HUR et al., 2020).

Os dispositivos baseados em hidroporacao se utilizam da microescala e da geometria
para criar um fluxo turbulento (também chamado de pressoes de cisalhamento de flu-
x0) e, com isso, permeabilizar a membrana celular. Essa técnica € relativamente nova,
mas apresenta taxas de eficiéncia e viabilidade celular satisfatérias (HUR; CHUNG,
2021; CHAKRABARTY et al., 2022). Hur e colaboradores (2020) desenvolveram um
dispositivo com a geometria onde as células, introduzidas em uma alta velocidade,
se chocam na parede do microcanal, gerando as deformagdes na membrana celular,
utilizado para a transfeccao de linhagens celulares com diversas moléculas. Jarrell e
colaboradores (2019) apresentaram um dispositivo microfluidico em vidro com a trans-
feccdo de linfocitos T usando RNA mensageiro (mRNA). O dispositivo utiliza o fenéme-
no denominado vortex shedding microfluidico (uVS), que ocorre com a passagem de
fluidos por barreiras, criando poros nas membranas das células através das condigbes
hidrodinamicas. Quando comparado as metodologias tradicionais, apresentou uma
taxa de viabilidade celular menor, porém se mostrou mais eficaz na transfec¢do, com
taxa de eficiéncia maior. Semelhante a essa abordagem com a utilizagao de vértices,
Kang e colaboradores (2020) desenvolveram um dispositivo em dimetil polissiloxano
(PDMS) para a transfecgao de células epiteliais e linfoblastos com mRNA, FITC-dextran
e nanoparticulas de ouro. A geometria apresentada tem um cruzamento de canais,
gerando vértices no ponto de sobreposi¢do causando a permeabilizagdo da membrana.

Neste trabalho foram desenvolvidos e fabricados dispositivos microfluidicos para, futu-
ramente, serem utilizados para modificagdes genéticas em células. Foram desenvolvidos
dispositivos com duas abordagens diferentes: a primeira, em silicio e vidro, fabricado
pela técnica de fotolitografia com corrosao timida, e a segunda com dispositivos em
poli(éter-éter-cetona) (PEEK) fabricado por microusinagem. Os dispositivos em sili-
cio e vidro permitem uma maior precisdo de fabricagdo, portanto foram fabricados
microcanais em menor escala e com pilares internos. Os dispositivos em PEEK, um
polimero biocompativel, e a técnica de microfabricagdo permitem a fabricagao de
mais dispositivos com maior facilidade, mas com menor precisdo, e para estes foram
elaboradas geometrias em formato T. Os dispositivos fabricados foram avaliados quan-
to a sua fabricagdo e estanqueidade. As aplicagbes futuras se estendem para dreas
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que demandem e utilizem linhagens celulares recombinantes, como a biotecnologia
industrial e, em especial, biomédica, que geralmente utilizam linhagens sensiveis e de
dificil modificagdo, podendo se beneficiar destes dispositivos para o desenvolvimento
de terapias génicas ou celulares.

2 Procedimento metodologico

2.1 Fabricagao do dispositivo microfluidico em silicio e vidro

Os dispositivos foram desenvolvidos em laminas de silicio tipo P polida Si<1,0,0>, e
espessura de 675 pm (MEMC Eletronic Materials), e uma lamina de vidro modelo VO15.
-040003/B (Plan Optik AG). Os desenhos técnicos dos canais foram feitos em software
ADS (Keysight Technologies), com largura de 960 pm e comprimento de 6950 ym, com
um furo de acesso para o canal com diametro de 700 pm. As estruturas em formato de
pilar apresentam 52 pm de largura, com distancia de 8 um entre os pilares. A FiGura 1
mostra as medidas e desenhos técnicos dos microcanais descritos.

Figura 1 - Desenho técnico e medidas dos microcanais propostos para o dispositivo
microfluidico em silicio e vidro. Em (A) temos a estrutura do canal vazio e em (B) as estruturas
dos pilares de maneira detalhada, mostrando a barreira que sera atravessada pelas células.

A) 6950

LA LU L L L L L L)L L L L L It |
2 L e e 2 e 2 e e 2 i 7

Escala em micrometros

Fonte: elaborado pelos autores.

A FIGURA 2 mostra 0s 4 microcanais propostos: sem barreiras, com 1 conjunto de bar-

reiras, com 4 conjuntos de barreiras e com 7 conjuntos de barreiras.
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Figura 2 - Desenho proposto para o dispositivo microfluidico em silicio e vidro. Esse desenho
foi utilizado para fabricar a mascara, o primeiro passo para a fabricacio dos dispositivos. No

desenho, as partes que nao estiao destacadas na cor roxa foram corroidas durante o processo.

N

Fonte: elaborado pelos autores.

A fabricacao foi feita pela metodologia de fotolitografia com corrosdo dmida por hi-
dréxido de potdssio (KOH). As laminas de silicio foram totalmente recobertas com o
promotor de adesao TI-PRIME (MicroChemicals GmbH) e em seguida o fotorresiste
AZ 1518 (Merck Performance Materials GmbH), ambos utilizando o spin coater 200X
(Brewer Science Inc.) e hot plate 1300X (Brewer Science Inc.) a 100 °C por 90 segundos.
Para marcacao dos microcanais, as laminas foram colocadas na alinhadora EVG®620
(EVGQ), onde foram expostas a mascara com os microcanais por um tempo de exposi-
¢ao de 3,8 segundos. Em seguida, as laminas foram mergulhadas em uma solucdo do
fotorrevelador AZ351B developer (1 AZ351 : 5 agua) (Merck Performance Materials
GmbH) por 1T minuto em um agitador magnético sob agitagao de 240 rpm.

Para a corrosdo, as laminas de silicio foram mergulhadas em uma solucao de Buffered
Oxide Etch (BOE) (J.T.Baker) (1:6) comercial por 6 minutos. Posteriormente, as [aminas
de silicio foram mergulhadas em uma solugao de 45% de KOH, e colocadas em um agi-
tador magnético sob agitagdo de 120 rpm e temperatura de 70 °C durante 45 minutos,
tempo calculado para uma corrosdo de 30 pm dos microcanais. Depois foi feita uma
limpeza na [amina com o buffer de 4cido fluoridrico (HF) por 20 segundos. A selagem
da lamina de silicio com a lamina de vidro foi feita utilizando o equipamento Wafer
Bonder AWB-08 (Applied Microengineering Ltd), seguindo o protocolo informado pelo
fornecedor com os seguintes parametros: 370 °C, 800V e 0,62 mA.

Revista IPT | Tecnologia e Inovagao v.8,1n.23, ago., 2023
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Para a operacao do dispositivo, foi fabricado um suporte para a conexao das mangueiras
ao dispositivo, além de auxiliar na estanqueidade do sistema pressurizado. O suporte

foi fabricado em aco 1020, por usinagem em maquina CNC com microfresa.

2.2 Projeto e fabricacgao do dispositivo microfluidico em
PEEK

Os dispositivos fabricados sao compostos pelo polimero PEEK, com a selagem feita por
uma peca, fabricada com o mesmo material, que também contém as aberturas para as
conexdes das mangueiras. Os desenhos foram feitos em software ADS, com os micro-
canais com largura de 100 pm, comprimento do canal maior de 300 pm, comprimento
do canal menor de 200 pm e profundidade de 100 pm, com um furo de acesso para o
canal com diametro de 0,3 mm. Como mostra a Ficura 3, foram propostas 2 geometrias
diferentes: a geometria A, com o microcanal em formato de T, e a geometria B, com
modificagdes no T.A velocidade média dos veiculos do sistema de transporte piblico
urbano, em todos os corredores e nas faixas exclusivas, € monitorada e divulgada men-
salmente, por meio dos relatérios informativos. Em agosto/2022 a velocidade média foi
de 21,0 km/h e 22,0 km/h nas dire¢bes bairro/centro e centro/bairro respectivamente
(SPTrans, 2022). As velocidades desenvolvidas pelos nibus nos corredores sao baixas,
o que indica que as utilizacdes de Onibus elétricos e hibridos podem ser viaveis como
solugdo para transporte publico menos poluente.

Figura 3 - Desenho técnico e medidas dos microcanais propostos para o dispositivo em
PEEK.

A) B)

Fonte: elaborado pelos autores.
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A fabricagao dos dispositivos foi feita pela usinagem direta dos blocos de PEEK, utili-
zando o centro de usinagem de alta precisao de 5 eixos para corte de alta velocidade
HSC MP7/5 (Exeron GmbH). A fresa utilizada foi a microfresa de topo de carboneto de
tungsténio com diametro de ferramenta D = 0,07 mm (NS Tools Co.,LTD).

A estrutura dos microcanais foi avaliada por microscopia 6ptica.

Apos a fabricacdo, os dispositivos foram testados para garantir a sua estanqueidade
em vazdes especificas para sua operacdo, além de verificar possiveis entupimentos e
vazamentos nos microcanais.

Para os dispositivos em silicio e vidro, foi utilizada uma bomba de duplo pistao CP-CLass
Pump (Teledyne) para circular dgua destilada e filtrada no dispositivo com mangueiras
de teflon de 1/8 de diametro externo e 1/16 de didmetro interno. O dispositivo foi
colocado sobre o microscépio digital VHX-600 (Keyence) para monitorar o liquido e
acompanhar possiveis entupimentos.

Para os dispositivos em PEEK, foi utilizada uma bomba de seringa BASE 120 NEM-
-B100-02 A, acoplada com o médulo para alta pressao NEMESYS® (CETONI GmbH),
com seringa de ago inoxidavel de 50 mL (CETONI GmbH) para circulacdo de agua
destilada e filtrada pelo dispositivo, com mangueiras 1/16 de PEEK (IDEX 1538 —
Cole-Parmer®). Foram utilizados conectores em PEEK para mangueiras de 1/16
(IDEX XP-286X — Cole-Parmer®) e um conector emY (IDEX P-512 — SciPro®). Para
controle e operagdo da bomba, foi utilizado o software Qmix Elements v20190108
(CETONI GmbH).
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3 Resultados e discussao

3.1 Dispositivos em silicio e vidro

Os microcanais fabricados foram avaliados por microscopia 6ptica, verifican-
do a largura dos microcanais e a distancia entre os pilares construidos, como mostra
a Figura 4. Na entrada do microcanal, a largura medida foi de 700,14 pum, entre os
conjuntos de barreiras a largura foi de 963,36 um, entre as estruturas das barreiras de
55,62 pm e entre os pilares de 8,41 pm. As medigdes feitas correspondem com as me-
didas do desenho proposto, garantindo que o processo de corrosdo manteve as medidas
planejadas do desenho da fotomascara.

Figura 4 - Medicdes dos microcanais fabricados em silicio. Em (A) é mostrada a entrada do
microcanal. Em (B) o espaco entre os conjuntos de barreiras . Em (C) temos as estruturas de
barreiras e seus pilares em destaque, com suas respectivas medidas.

Fonte: elaborado pelos autores.

A Figura 5 mostra o dispositivo microfluidico final, que é composto pelas laminas pro-
cessadas e o suporte desenvolvido para encaixe das mangueiras e conexoes.
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Figura 5 - Dispositivo microfluidico em silicio e vidro. Em (A) as laminas apés a selagem
anddica, com os microcanais propostos e suas entradas e saidas. Em (B) a montagem do
dispositivo, com o suporte para o encaixe das mangueiras de entrada (esquerda) e saida
(direita), permitindo a operacio do dispositivo.

Fonte: elaborado pelos autores.

A partir da fabricacao, foram feitos testes de estanqueidade e resisténcia do dispositivo,
avaliando o fluxo do fluido no interior em seu interior e a pressao resultante no sistema.
Todos os 4 microcanais propostos foram testados. No trabalho de Jarrell e colaboradores
(2019), os testes bioldgicos foram realizados em pressdes de 8 a 10 bar, portanto os
microcanais elaborados foram testados até atingir pressdes proximas de 8 bar, como
mostrado na FIGURA 6.

Figura 6 - Testes de pressao em funcao da vazao no dispositivo microfluidico em silicio e
vidro em todos os microcanais fabricados.
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Fonte: elaborado pelos autores.
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Os testes de estanqueidade mostraram que o dispositivo microfluidico é funcional,
com entrada e saida de liquidos sem ocorrer vazamentos durante o processo. A FIGURA
6 mostrou que os microcanais com mais barreiras atingem pressdes mais altas com as
mesmas vazoes, sugerindo que essas estruturas podem interferir no fluxo dos liquidos

nos interiores dos microcanais.

3.2 Dispositivos em PEEK

Os microcanais fabricados foram avaliados por microscopia 6ptica, como mostra a Figu-
RA 7A e 7B. Na Ficura 7C temos a montagem do sistema, contendo o suporte fabricado

para o acoplamento das mangueiras e conexoes.

Figura 7 - Microscopia 6ptica das geometrias fabricadas em PEEK. Em (A) e (B) temos as
diferentes geometrias propostas para estes dispositivos. Em (C) temos o dispositivo e o
suporte para operacio e conexdes das mangueiras.
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Fonte: elaborado pelos autores.

Os dispositivos foram avaliados quanto a estanqueidade do sistema, verificando a pres-
sdo maxima suportada e tempo para a estabilizagdo da pressdo requerida. A pressao do
sistema foi monitorada pelo préprio software ao longo do tempo, gerando os resultados

apresentados na FIGURA 8.
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Figura 8 - Testes de estanqueidade dos dispositivos microfluidicos em PEEK, comparando
os resultados obtidos com as geometrias A e B. Ambas as curvas mostram as pressoes
resultantes em diferentes vazoes ao longo do tempo. Como esperado, em ambos os
dispositivos as pressoes resultantes sdo maiores conforme o aumento da vazao.

30

25

%3
=3

Pressao (bar)

—
o

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
Tempo (s)

= Geometria A =—Geometria B

Fonte: elaborado pelos autores.

Os graficos gerados mostram que, na geometria A podemos observar que o tempo de
estabilizagdo da pressao é entre 0 e 8 segundos. Na geometria B, temos pressdes mais
elevadas nas mesmas vazoes utilizadas na geometria A e, diferente da outra geometria,
o tempo de estabilizagdo da pressdo foi entre 0 e 20 segundos. Durante o experimen-
to, na vazao de 10 mL.min-1, o ensaio foi interrompido antes do minuto acabar, pois
o limite de operacao da seringa (27 bar) foi atingido. A TaBeta 1 mostra a juncao dos
resultados obtidos com ambas as geometrias, com a média das vazbes obtidas em cada
intervalo de vazao.

Tabela 1 - Média dos valores de pressao obtidos nos testes de estanqueidade dos
dispositivos microfluidicos em PEEK.

Pressao resultante (bar)

Vazio (mL/min-1)

2,5 1,95 4,59
5 4,43 12,28

7,5 8,01 18,74

10 12,22 19,12

Fonte: elaborado pelos autores.
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Com isso, foi constatado que ambos os dispositivos em PEEK, com geometrias diferen-
tes, operam sem vazamentos e sem quebras. A geometria B apresenta pressdes mais
elevadas nas mesmas vazdes quando comparada com a geometria A. Esse aumento era
esperado, visto que a modificagdo feita no T gera mais obstaculos para a passagem do
liquido, interferindo diretamente na pressdo resultante. As informagdes obtidas sobre
o tempo de estabilizacdo da pressdo no interior do dispositivo serdo utilizadas para a
elaboracdo do protocolo de experimentos biolégicos futuramente.

A partir dos resultados de ambos os dispositivos, em silicio e vidro e em PEEK, foi possi-
vel compara-los quanto a sua operagdo. Foram estudados dois conjuntos de geometrias
diferentes, adaptadas para os materiais e metodologias de fabricacdo utilizados.

Geralmente, os dispositivos microfluidicos que utilizam a metodologia de hidroporacao
apresentam microcanais com medidas entre 20 a 80 um (DENG et al, 2018; JARRELL
et al, 2019; HUR et al, 2020). Materiais como o silicio e vidro apresentam metodolo-
gias de fabricagdo com uma maior precisao, permitindo a fabricacdo de microcanais
com dimensdes menores e com estruturas internas mais complexas. Para a aplicagao
desejada, as dimensdes podem interferir, pois microcanais menores podem favorecer a
interacdo das células com as moléculas para modificagio genética, permitindo assim a
intensificagdo do processo (MARQUES; FERNANDES, 2011). Considerando este aspecto,
os dispositivos em silicio e vidro podem ser uma alternativa interessante, justamente para
a fabricagdo de geometrias em escala menor. Porém, quando comparados, principal-
mente em termos de escalonamento e reprodutibilidade, os dispositivos fabricados por
microusinagem permitem a fabricacdo de diversas copias da mesma geometria em um
baixo tempo (GUCKENBERGER et al, 2015). Considerando que uma das caracteristicas
desejaveis para novas metodologias de modificacao genética é um custo reduzido e
escalonamento do processo, essas vantagens sdo interessantes principalmente para a
comercializacdo destes dispositivos (SUN; DUAN, 2020).

Os testes de estanqueidade mostram que os dispositivos em PEEK apresentam uma maior
resisténcia em pressdes mais elevadas. Pela diferenca de escala dos microcanais entre
os dispositivos, entende-se que para a operagdo deste dispositivo serd necessaria uma
pressdo mais elevada do que o mostrado na literatura JARRELL et a/, 2019). O polime-
ro PEEK, quando comparado com o silicio e vidro, apresenta uma menor propensao a
quebras e entupimentos; esses atributos podem ser Uteis considerando a possibilidade
de escalonamento do processo.

O desenvolvimento de novas metodologias para internalizacao celular visa, principal-
mente, superar as limitagdes que as técnicas atuais apresentam, como altos custos de
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execucdo, toxicidade e baixa escalabilidade, permitindo a ampliagdo das aplica¢des
e aperfeicoamento das atuais (STEWART; LANGER; JENSEN, 2018). Algumas caracte-
risticas sdo desejaveis para o desenvolvimento de novas tecnologias, como possibi-
lidade de escalonamento do processo, ser aplicavel em diversas linhagens celulares
(incluindo linhagens de dificil transfeccdo ou transformacgdo), biocompatibilidade,
controle do sistema e baixo custo (SUN; DUAN, 2020; HUR; CHUNG, 2021). A mi-
crofluidica pode contribuir com estes pontos, principalmente com o escalonamento
e intensificagdo do processo.

Os dispositivos propostos foram fabricados de maneira satisfatoria, apresentando bons
resultados de operacao em diversas pressoes testadas. Os proximos passos vao envolver
a elaboracdo de um protocolo para a utilizacdo do dispositivo em testes biolégicos,
envolvendo a modificagdo genética de diversas linhagens celulares, comparando com
as metodologias tradicionais.

Os autores agradecem a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
- Brasil (CAPES) (Processo niimero 88887.497912/2020-00), a Fundagao de Apoio ao
Instituto de Pesquisas Tecnolégicas (FIPT) e ao Fraunhofer-Institut fiir Produktionsanlagen
und Konstruktionstechnik.
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Resumo

O controle de bactérias redutoras de sulfato (BRS) na inddstria petrolifera é feito com
biocidas. O monitoramento da eficacia destes produtos pode ser verificado com con-
tagens de populagdo vidvel apds exposicao ao biocida. A contagem de Nimero Mais
Provavel (NMP) é a mais utilizada para BRS. Aspectos como tempo de incubagdo e
espaco fisico motivam a busca de ensaios para avaliar de maneira célere a atividade
antimicrobiana de biocidas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicro-
biana de trés produtos (THPS, glutaraldeido e isotiazolona) frente as linhagens Desul-
fotomaculum nigrificans ATCC 19998 e Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577, com
métodos distintos para quantificagdo de NMP em relagdo ao meio de cultura utilizado
e a escala de cultivo adotada para quantificacdo. Os ensaios foram realizados com o
método convencional em frascos e com o método em microplacas incubadas em jarras
com gerador de ambiente anaerébio. Os produtos foram avaliados em 5 concentragdes
mais um controle (sem tratamento), determinadas a partir da sua concentragao inibitéria
minima tedrica descrita pelo fabricante. O tempo de contato dos microrganismos com
os biocidas foi de 15 minutos, e os ensaios de recuperagao de carga microbiana foram
realizados nas escalas informadas. Os resultados observados atestam as contagens de
BRS em microplaca como opgao viavel para validar produtos biocidas de uso em cam-
po, com obtencdo de valores de Concentragao Inibitéria Minima (CIM) comparaveis
para o THPS entre os diferentes métodos (100 mg/L) e com valores coerentes com os
observados na literatura para glutaraldeido (100 mg/L e 250 mg/L).

Abstract

The control of sulfate-reducing bacteria (SRB) in the oil industry is done with biocides.
Monitoring the effectiveness of these products can be verified with viable counts after
exposure to the biocide. The Most Probable Number (MPN) is the most commonly
tecnique used for BRS. Aspects such as incubation time and physical space motivate the
search for tests to quickly assess the antimicrobial activity of biocides. The objective of this
work was to evaluate the antimicrobial activity of three products (THPS, Glutaraldehyde
and Isothiazolone) against the strains Desulfotomaculum nigrificans ATCC 19998 and
Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577, with different methods for quantification of
MPN in relation to the culture medium used and the scale adopted for quantification.
The assays were performed with the conventional method in flasks and with the method
in microplates incubated in jars with anaerobic generator generator. The products were
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evaluated at 5 concentrations and with a control (without treatment), according their
theoretical minimum inhibitory concentration described by the manufacturer. The
contact time of the microrganisms with the biocides was 15 minutes, and the microbial
load recovery tests were carried out at the informed scales. The observed results attest
to SRB counts in microplates as a viable option to validate biocide products for use in-
field, obtaining comparable Minimum Inhibitory Concentration (MIC) values for THPS
between different methods (100 mg/L) and values consistent with those observed in
the literature for Glutaraldehyde (100 mg/L and 250 mg/L).

A corrosao microbiolégica ou biocorrosdo é o fenémeno de corrosao ocasionado pela
atividade de microrganismos na superficie de metais (ASSOCIATION FOR MATERIALS
PROTECTION AND PERFORMANCE, 2014). A biocorrosao € associada como a causa
direta de falhas por corrosdo na inddstria petrolifera, com custo anual de manutengao
na ordem de bilhdes de délares (KOCH et al, 2016). Os microrganismos podem in-
fluenciar a corrosao por mecanismos diversos, tais como a producio de metabdlitos
corrosivos; a remogao direta de elétrons da superficie dos metais; e criagao de células
de aeracdo diferencial no interior dos biofilmes (LITTLE et al., 2016; RODRIGUES, T.
etal., 2013). As Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS) sdo apontadas como as espécies
mais significativas para eventos de biocorrosao no ambiente petrolifero, pois usam o
sulfato como aceptor terminal de elétrons e carbono organico ou Fe(0) como doador
de elétrons para seu metabolismo dissimilatério. Estas reagdes causam corrosdo das
superficies de ligas como ago-carbono, e a concomitante producdo de sulfeto de hi-
drogénio, um composto téxico e corrosivo aos seres humanos. O tratamento de rotina
para prevengao e controle da corrosdo associada as BRS consiste na limpeza com
agentes mecanicos e a aplicacdo de produtos quimicos, como inibidores de corrosao
ou biocidas, para mitigar a proliferagdo destes microrganismos nos sistemas petroliferos
(VIDELA e HERRERA, 2009; ARAUJO, L. et al, 2013).

A rotina de monitoramento de contaminagdo microbioldgica em ambientes industriais
pode utilizar métodos dependentes de cultivo em meios especificos, com o intuito de
confirmar a inativagdo de microrganismos ap6s aplicacao de biocidas (ASSOCIATION
FOR MATERIALS PROTECTION AND PERFORMANCE, 2014). A técnica de contagem
por nimero mais provavel (NMP) em meio seletivo é utilizada historicamente para
confirmar a presenga de BRS, com a formagao de precipitados negros de sulfeto ferroso
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no contetido dos frascos utilizados no cultivo em diluigdo seriada para quantificagao
das BRS. Estas andlises demandam longos tempos de incubagao para obter contagens
confidveis de NMP, devido a ao metabolismo lento das bactérias e necessidade de
adaptagdo no meio de cultura (POSTGATE, J.R., 1984).

Devido a exigéncia de rapidos resultados para os niveis de contaminagao por BRS para
direcionar a aplicagdo de biocidas, o objetivo deste trabalho foi propor ensaio de ava-
liacao da atividade antimicrobiana de trés biocidas (THPS, glutaraldeido e isotiazolona)
frente as espécies BRS Desulfotomaculum nigrificans e Desulfovibrio desulfuricans, com
o uso de métodos distintos para quantificagdo do NMP em relagao ao meio de cultura
utilizado e a escala de cultivo adotada para obtengao dos resultados.

2 Procedimento metodolégico

O planejamento experimental dos ensaios realizados considerou as condi¢des apre-
sentadas na TABELA 1.

Tabela 1 - Condic¢oes utilizadas nos ensaios.

Linhagens

Desulfotomaculum nigrificans ATCC 19998 (T = 55°C)

Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 (T = 30°C)

Meios de Cultura

Postgate E Modificado (POSTGATE, 1984)

Meio ATCC n° 42 para espécies Desulfovibrium (ATCC, 2022)

Meio DA (NAKAO et al., 2009)

Meio DA modificado

Biocidas

Glutaraldeido, grau I (10, 25, 50, 100 e 250 mg/L)

Sulfato de Tetra(hidroximetil)fosfénio - THPS (10, 25, 50, 100 e 350 mg/L)

2-Metil-4-Isotiazolin-3-Ona (25, 50, 75, 100 e 500 mg/L)

Fonte: elaborado pelos autores.
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Os ensaios foram realizados com o método de NMP convencional em triplicata de
frascos (HARRIGAN, 1998) e com o método de NMP em microplacas de 96 pocos
incubadas em jarra sob anaerobiose produzida por sistema Gaspak® a 30°C por até
7 dias, até a diluicdo de 106 (NEUMANN, 2012). Todos os produtos foram avaliados
em 5 concentragdes mais um controle (sem tratamento), determinadas a partir da sua
concentragdo inibitéria minima tedrica descrita pelo fabricante. O tempo de contato
das linhagens microbianas com os biocidas foi de 15 minutos, e imediatamente ap6s a
exposicao foi realizada a quantificacdo de NMP pelos métodos descritos. As figuras 1,
2 e 3 apresentam os esquemas utilizados nas atividades executadas.

Figura 1 - Esquema da avaliacao de atividade antibacteriana.
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Fonte: elaborado pelos autores.
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Figura 2 - Esquema da Diluicio do NMP em frascos.
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Figura 3 - Esquema da Diluicio do NMP em microplacas.
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Fonte: adaptado de Neumann (2012).

Os ensaios conduzidos avaliaram a possibilidade de reducao do tempo de incubagao
em meios de cultura adequados para quantificar as BRS de maneira mais rapida como
também otimizar o espaco fisico necessario para incubacdo, com o uso de microplacas
de 96 pogos em comparagdo ao uso de frascos de 10 mL, baseado em trabalhos ante-
riores (BAUTISTA et al., 2016; ASTUTI, PURWASENA e PUTRI, 2018).
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3 Resultados e discussao

A avaliagdo biocida do THPS realizada por quantificagdio de NMP em frascos com o
meio DA modificado apresentou as concentragdes de 100 e 350 mg/L do produto THPS
como inibitérias para o microrganismo Desulfovibrio desulfuricans, com destaque para
a inibicdo total do microrganismo frente a 350 mg/L, uma vez que ndo houve recupe-
ragao de microrganismo vidvel nos ensaios de NMP. Quando utilizado o meio DA nas
quantificagdes do NMP, a inibigdo observada ocorreu a partir de 50 mg/L, e novamente
a concentragdo 350 mg/L apresentou inibigdo completa.

Ao aplicar o uso do cultivo NMP em microplacas, a recuperacao do microrganismo
Desulfovibrio desulfuricans somente apresentou resultados consistentes com o meio DA
modificado para atestar atividade antibacteriana para o THPS pelo método NMP em
microplacas. A inibicdo do microrganismo foi completa nas concentra¢des de 100 e 350
mg/L, com o detalhe de que foi possivel confirmar um maior valor da carga de inéculo
utilizado no ensaio (3,2 x 108 NMP/mL), quando comparado ao método conduzido
em frascos (9,8 x 106 NMP/mL).

Os valores encontrados estao coerentes com os resultados obtidos em trabalhos anterio-
res, que apresentam este valor como responsavel na reducao de 3 ordens de grandeza
na populagao de bactérias planctonicas e sésseis (DOW CHEMICAL CONTROL, 2009;
LAVANIA et al., 2011).

As tabelas 2 e 3 apresentam os valores de contagens obtidos para a espécie Desulfovibrio
desulfuricans pelos 2 tipos de ensaio de NMP, enquanto que as figuras 4 e 5 apresentam
os graficos comparativos de populagdes BRS recuperadas em todas as condigdes.

Tabela 2 - Resultados da avaliacao da bactéria Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 frente
ao biocida THPS pelo ensaio de NMP em frascos, apés 7 dias de incubacao.

o Concentracio THPS (m Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 (NMP/mL)
eio de

Cultura Controle
(0 mg/L) 10 25 100

DA Nao
. 9,8 x 10¢ 8,3 x 10¢ 9,3 x10¢ 1,3 x 10° 8,3x 10"
Modificado Detectado
Nao
DA 4,6 x 10° 1,4 x 107 1,4 x 107 2,5x 10 1,5x 10"
Detectado

Fonte: elaborado pelos autores.
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Tabela 3 - Resultados da avaliacdo da bactéria Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 frente
ao biocida THPS pelo ensaio de NMP em microplacas, apds 7 dias de incubacao.

Concentracio THPS (mg/L) / Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 (NMP/mL)

Controle
Nao

DA Nao

. 3,2 x 108 3,9 x 107 3,4 x 107 3,5x 107
Modificado Detectado Detectado
DA 9,3x10° 2,9 x10° 2,9 x10° 29x10° 9,3x 107 2,9 x 10°

Fonte: elaborado pelos autores.

Figura 4 - Avaliacao do biocida THPS frente a Desulfovibrium desulfuricans no meio DA
modificado (7 dias de incubacio).
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Fonte: elaborado pelos autores.
Revista IPT | Tecnologia e Inovagao v.8,1n.23, ago., 2023

30



I CONGRESSO DE BIONANOMANUFATURA
25 de novembro de 2022
IPT- Sao Paulo

Figura 5 - Avaliacido do biocida THPS frente a Desulfovibrium desulfuricans no meio DA (7 dias
de incubacio).
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Fonte: elaborado pelos autores.

O produto THPS apresentou resultados de inibigao frente a Desufotomaculum nigrificans
em todas as concentragdes avaliadas do THPS nos 3 meios de cultura usados na avalia-
¢do. Porém, ndo foi possivel evidenciar uma concentragao minima inibitdria do produto
frente a este microrganismo pelo método de quantificagdo de NMP em microplacas
com os meios Postgate E modificado e DA modificado. No caso do meio ATCC 42, foi
possivel evidenciar inibi¢do completa do microrganismo na concentracdo de 350 mg/L.
Nao foi possivel constatar agao antibacteriana nas demais concentragoes avaliadas, uma
vez que os valores de carga microbiana observados na exposicao frente ao THPS a 10,
25, 50 e 100 mg/L apresentaram-se na mesma ordem de grandeza do valor observado
na condicdo controle. Os resultados estao apresentados na TABeLA 4.
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Tabela 4 - Resultados da avaliacao da bactéria Desufotomaculum nigrificans ATCC 19998
frente ao biocida THPS pelo ensaio de NMP em microplacas, apés 7 dias de incubacao.

Nt Concentraciao THPS (mg/L) / Desufotomaculum nigrificans ATCC 19998 (NMP/mL)
eio de

Cultura le
(0 mg/L) 10 25 100 350

Postgate E

; 7,7 x 10¢ 2,3 x 10* 3,9 x 10* 1,6 x 10* 5,6 x 10* 5,6 x 10*
Modificado
DA

. 1,7 x 107 1,7 x 10* 1,0x 10° 9,5 x 10° 4,7 x 10° 5,5x 10°
Modificado
Meio ATCC Nao

1,6 x 10* 3,9 x 10* 2,8 x 10* 2,2 x 10* 1,6 x 10*

n° 42 Detectado

Fonte: elaborado pelos autores.

Par ao produto glutaraldeido, foi realizado ensaio de avaliacdo da atividade frente ao
microrganismo Desulfovibrio desulfuricans com a metodologia de quantificacdo de NMP
em microplaca. Os resultados estdo apresentados na TABELA 5.

Tabela 5 - Resultados da avaliacdo da bactéria Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 frente
ao biocida glutaraldeido pelo ensaio de NMP em microplacas, apds 7 dias de incubacao.

A, Concentracio glutaraldeido (mg/L) / Desulfovibrio desulfuricans ATCC 29577 (NMP/mL)
eio de

Cultura
Controle 10 25 1 350

DA
. 9,2 x 10° 9,2 x 10° 9,2 x 10° 9,2 x 10° 9,2 x 10° 1,3x10°
Modificado
Nao
DA 9,3 x 107 5,6 x 107 5,6 x 107 6,9 x 107 4,6 x 10*
Detectado

Fonte: elaborado pelos autores.

Foi possivel observar inibicdo do microrganismo Desulfovibrio desulfuricans ATCC
29577 a partir da concentracdo de 100 mg/L do glutaraldeido, valor este que se encontra
de acordo com os dados encontrados na literatura frente aos microrganismos Desulfo-
vibrio vulgaris e Desulfovibrio gigas, também caracterizados como BRS. Cabe destacar
que ja foi observado que o glutaradeido pode apresentar inibicdo a partir de baixos
valores de concentracdo (25 mg/L) para este microrganismo, devido as suas propriedades
fisico-quimicas que permitem auto-polimerizacao e reticulagdo das moléculas citoplas-
maticas (LAVANIA et al., 2011; STRUCHTEMEYER, MORRISON e ELSHAHED, 2012).
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Nos ensaios realizados ndo foram observados resultados de inibigdo do produto isotia-
zolona frente ao microrganismo Dessulfovibrio dessulfuricans ATCC 29577. E possivel
que o produto tenha interagido com os componentes da solugdo redutora usada como
ambiente de ensaio, de modo a inativa-lo e assim permitindo a recuperagdo total da
carga bacteriana usada no ensaio (WILLIAMS e SCHULTZ, 2015). O fato da avaliagdo
do NMP em microescala nao ter apresentado resultados apds contato com a isotia-
zolona ndo significa que o método ndo serve para este produto biocida em especial.
Um estudo mais aprofundado a respeito das interagdes dos compostos da classe das
isotiazolonas precisa ser realizado antes de estabelecer a aplicagdo da metodologia de
NMP em microplacas para suas avaliagdes.

A possibilidade de utilizacdo do método em menor escala para quantificagdo de micror-
ganismos em altas dilui¢gdes nos testes de avaliagdo de biocidas abre uma perspectiva
para a obtengao de respostas mais rapidas na rotina de controle da corrosdo promovida
pelas BRS para a tomada de decisdes quanto ao produto mais adequado para utilizagao.

Os resultados obtidos permitem considerar como opc¢ao vidvel a adogao de contagens
de NMP em microplaca como alternativa para validacao de produtos biocidas de uso
em campo. Os biocidas THPS e glutaraldeido apresentaram resultados de inibicao
compardveis ao usar métodos distintos de recuperagdo e contagem de BRS vidveis,
com a concentragdo de 100 mg/L do biocida THPS observada como a minima inibi-
toria quando realizada a exposi¢ao por 15 minutos e posterior quantificagdo do NMP
da populagao viavel recuperada com incubacdo de 7 dias nos meios selecionados e
identificados como “DA” e “DA modificado”, em ambas as escalas selecionadas para a
avaliagdo. O produto glutaraldeido apresentou resultados de inibicdo dos microrganis-
mos nas concentragdes de 100 mg/L e 250 mg/L nas mesmas condi¢des de exposicao e
incubagao, com a diferenga de que este resultado foi verificado principalmente com uso
dos meios de cultura “Postgate E Modificado”, “DA Modificado” e “ATCC 42 Medium”.
Nao foram observados resultados de inibigdo para o produto Isotiazolona nos ensaios
realizados. Estudos futuros podem contribuir para a consolidagdo da metodologia em
menor escala para avaliagdo de biocidas ou mesmo quantificagdo de microrganismos

na rotina de monitoramento de corrosdo com e com economia de tempo e insumos.

Revista IPT | Tecnologia e Inovagao v.8,1n.23, ago., 2023

33



I CONGRESSO DE BIONANOMANUFATURA
25 de novembro de 2022
IPT- Sao Paulo

Fica o agradecimento ao IPT pela oportunidade de realizar a pés-graduagao que gerou
este trabalho, mediante Programa Interunidades em Biotecnologia (IPT-USP-Butantan),
a Fundacgao de Apoio ao IPT (FIPT) pelo apoio financeiro disponibilizado para as ati-
vidades do projeto e aos colegas do Laboratério de Biotecnologia Industrial (LBI) e de
Vazao (LV) na rotina de ensaios e tratamento de resultados.

AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION (ATCC). Consulta geral a Homepage. Dis-

ponivel em: < https://www.atcc.org/>. Acesso em: 30 jan. 2023.

ARAUJO, L. et al. Efeito de biocidas na corrosao induzida microbiologicamente do aco
duplex em dgua de produgao de petréleo. Corrosao e Proteccao de materiais, v. 32,
n. 4, p.108-114, out/nov/dez. 2013. Disponivel em <https://www.|neg.pt/wp-content/
uploads/2020/01/Corros_Prot_Mater_Vol32_n4_2013.pdf>. Acesso em 30 jan. 2023.

ASSOCIATION FOR MATERIALS PROTECTION AND PERFORMANCE. TM0194-2014-SG:

Field monitoring of bacterial growth in oil and gas systems. Houston, 2014. 31 p.

ASTUTI, D. I.; PURWASENA, I. A.; PUTRI, F. Z. Potential of biosurfactant as an alter-
native biocide to control biofilm associated biocorrosion. Journal of Environmental
Science and Technology, v. 11, n. 2, p. 104-111, 2018. Open Access, disponivel em:
<doi: 10.3923/jest.2018.104.111>. Acesso em 30 jan. 2023.

BARTLETT, K.; KRAMER, J. Comparative performance of industrial water treatment
biocides. In: CORROSION CONFERENCE AND EXPO, Houston, 2011. Proceedings...
Red Hook: Curran Associates, Inc., p. 11399, 2011.

BAUTISTA, L. F. et al. Assessment of biocides and ultrasound treatment to avoid bacterial

growth in diesel fuel. Fuel Processing Technology, v. 152, p. 56 — 63, nov. 2016. Dis-
ponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.fuproc.2016.06.002>. Acesso em 30 jan. 2023.

Revista IPT | Tecnologia e Inovagao v.8,1n.23, ago., 2023

34



I CONGRESSO DE BIONANOMANUFATURA
25 de novembro de 2022
IPT- Sao Paulo

DOW CHEMICAL CONTROL. AQUCAR™ THPS 75 Water Treatment Microbiocide
Antimicrobial for Industrial Water Treatment. 2009 Disponivel em: <http://www.ben-
cide.co.kr/data/AQUCAR%20THPS.pdf>. Acesso em 30 jan. 2023.

HARRIGAN, W.F. Laboratory Methods in Food Microbiology. 3rd Ed., San Diego, Ca-
lifornia, 1998.

KOCH, G. et al. International Measures of Prevention, Application, and Economics
of Corrosion Technologies (IMPACT) Study. 216p., 2016. Disponivel em: <http://im-
pact.nace.org/documents/Nace-International-Report.pdf>. Acesso em Acesso em 30
jan. 2023.

LAVANIA; M. et al. Efficacy of natural biocide on control of microbial induced corrosion
in oil pipelines mediated by Desulfovibrio vulgaris and Desulfovibrio gigas. Journal of
Environmental Sciences, v. 23, n. 8, p. 1394-1402, Aug. 2011. Disponivel em: <https://
doi.org/10.1016/S1001-0742(10)60549-9>. Acesso em 30 jan. 2023.

LITTLE, B. ). et al. Microbially influenced corrosion - Any progress? Corrosion Scien-
ce, v. 170:108641, 17 p., July 2020. Disponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.cors-
€i.2020.108641>. Acesso em Acesso em: 30 jan. 2023.

NAKAO, K. et al. Susceptibilities of 23 Desulfovibrio isolates from humans. Antimicro-
bial Agents and Chemotherapy, v. 53, n. 12, p. 5308-5311, Dec. 2009. Disponivel em
<https://doi.org/10.1128/AAC.00630-09>. Acesso em 30 jan. 2023.

NEUMANN, B. Avaliacao de nova metodologia para deteccao de microrganismos redu-
tores de sulfato (MRS) aplicada a industria de petréleo e gas. 2012. 128 f. Dissertagao
(Mestrado em Engenharia Ambiental) - Programa de Pés-Graduacdo em Engenharia
Ambiental, Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Vitéria, 2012.

POSTGATE, J.R. The sulphate-reducing bacteria. 2nd ed., Cambridge University Press,
Cambridge, England, 1984.

RODRIGUES, T. et al. Diversidade de microrganismos relacionados com a biocorrosao
no sistema 6leo e gas. Corrosao e Proteccao de materiais, v. 32, n. 4, p.108-114, out/
nov/dez. 2013. Disponivel em <https://www.Ineg.pt/wp-content/uploads/2020/01/Cor-
ros_Prot_Mater_Vol32_n4_2013.pdf>. Acesso em: 30 jan. 2023.

Revista IPT | Tecnologia e Inovagao v.8,1n.23, ago., 2023

35



I CONGRESSO DE BIONANOMANUFATURA
25 de novembro de 2022
IPT- Sao Paulo

STRUCHTEMEYER, C. G.; MORRISON, M. D.; ELSHAHED, M. S. A critical assessment
of the efficacy of biocides used during the hydraulic fracturing process in shale natural
gas wells. International Biodeterioration & Biodegradation, vol. 71, p. 15-21, July 2012.
Disponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.ibiod.2012.01.013>. Acesso em 30 jan. 2023.

VIDELA, H. A.; HERRERA, L.K. Understanding microbial inhibition of corrosion. A
comprehensive overview. International Biodeterioration & Biodegradation, v. 63, n.7,
p. 896-900, Oct. 2009. Disponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.ibiod.2009.02.002>.
Acesso em: 30 jan. 2023.

WILLIAMS, T. M.; SCHULTZ, C. M. Effect of environmental parameters on the stability and
performance of oil and gas biocides. In: SPE International Symposium on Oilfield Che-
mistry, The Woodlands, April 2015. Disponivel em: <https://doi.org/10.2118/173782-
-MS>. Acesso em 30 jan. 2022.

ZAMORA, A. C.; MALAVER, N. Methodological aspects for the culture and quantifica-
tion of heterotrophic sulfate-reducing bacteria. Revista de la Sociedad Venezolana de
Microbiologia, v. 32, n. 2, p. 121-125, May 2012. Disponivel em: <http://saber.ucv.ve/
ojs/index.php/rev_vm/article/download/4811/4622>. Acesso em: 30 jan. 2023.

10.29327/2152495.8.23-2

Revista IPT | Tecnologia e Inovagao v.8,1n.23, ago., 2023

30




I CONGRESSO DE BIONANOMANUFATURA
25 de novembro de 2022
IPT- Sao Paulo

Artigo
Técnico

2 |aboratdrio de
Micromanufatura, Instituto
de Pesquisas Tecnolégicas
do Estado de Sdo Paulo
S.A., Sdo Paulo-SP, Brasil.

Universidade de Sao Paulo -

Departamento de Engenharia
de Sistemas Eletrénicos - LME
¢ Fundacao de Apoio ao IPT,

Sdo Paulo-SP, Brasil

*e-mail: gabrielgriep@ipt.br

Aplicabilidade da
Impressao 3D por

Estereolitografia em

Biotecnologia usando

Dispositivos Mili- e

Microfluidicos

Application of Stereolithography
3D Printing in Biotechnology Using

Milli- and Microfluidic Devices

Gabriel Griep®<’, Edgar Andres Patifio-Narifio?,
Isabela Aparecida de Araujo Andreotti?, Mario
Ricardo Gongora-Rubio?.

Palavras-chave: manufatura aditiva;
micromisturador; Lab-on-a-Chip.

Keywords: additive manufacturing;
micromixer; Lab-on-a-Chip.




I CONGRESSO DE BIONANOMANUFATURA
25 de novembro de 2022
IPT- Sao Paulo

Resumo

O desenvolvimento das técnicas de microfabricacdo, especialmente a impressdo 3D e
a microusinagem, tém expandido as aplicacdes de MEMS (do inglés, Microelectrome-
chanical Systems) para dispositivos Lab-on-a-Chip (LOC), sendo a microfluidica uma das
areas de aplicagdo que mais progride. Suas aplicagdes podem se estender a diversos
ramos da biotecnologia ao fundir conhecimentos de quimica, fisica e engenharias, intro-
duzindo diversas melhorias em processos como redugao do uso de reagentes e aumento
da eficiéncia e controle de reacées. Deste modo, destacamos o estudo dos fenbmenos
de escoamento em microfluidica devido as suas particularidades quando comparada
a mecanica dos fluidos classica, especialmente pelo predominio do escoamento al-
tamente laminar e capilar entre fluidos e processos lentos de difusdo e de dispersao
nas interfaces. Neste planejamento, propomos o desenho, simulagdo e manufatura de
um micromisturador por impressao 3D por estereolitografia, que é uma das técnicas
que desponta na area dado seu baixo custo relativo e facilidade de prototipacao. O
trabalho apresenta as etapas do projeto, analises numéricas, funcionamento, testes de

citotoxicidade e possiveis aplicagdes dentro de biotecnologia.

Abstract

The advance in new microfabrication techniques, such as 3D printing and micromachining,
has expanded the applications of MEMS (Microelectromechanical Systems) in Lab-on-
a-Chip devices while microfluidics field shows great progress. Its applications include
diverse fields of biotechnology by merging chemistry, physics and engineering concepts
and by introducing process improvements like increase in efficiency and reduction of
biological reactants. Therefore, we highlight the study of fluid mechanics in microscale
dimensions due to its particularities compared to the classical theory regarding fluid
physical phenomena. There is a predominance of highly laminar and capillary flow and
slow diffusion and dispersion processes on the interfaces. In this project we propose a
design, simulations and a fabrication protocol of a micromixer for reactants using 3D
printing by stereolithography, which is a technique that stands out for its relative low
cost and ease for prototyping. This article presents the workflow, numerical analysis,
functionality, biocompatibility tests and possible applications in biotechnology.
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Observou-se nas ultimas décadas o surgimento e a consolida¢do de uma nova tendéncia
mundial: a miniaturizagdo. Esta tendéncia tem se manifestado em diferentes ramifica-
¢bes da ciéncia e propiciou o surgimento de grande quantidade de microdispositivos
(QIN et al., 1998). Da mesma forma que os microchips eletrdnicos revolucionaram o
universo dos computadores e da eletronica, a microfluidica tem revolucionado a quimi-
ca analitica permitindo a obtencao de dados que antes s6 eram obtidos em laboratérios
especializados (MAIRHOFER; ROPPERT; ERTL, 2009; VAN DEN BERG et al., 1998).
A principal razdo para a miniaturizagdo tem sido aumentar o desempenho analitico,
entretanto também se tornaram relevantes a redugdo do volume de reagentes e de
amostras (da ordem de pL-nL), baixos custos de fabricacio e a diminuicdo do tempo
de analise (EHRFELD, 2003).

A ascensdo dos microdispositivos analiticos comegou no inicio da década de 90,
com a apresentagao de um microssistema para cromatografia em fase liquida (SQUI-
RES; QUAKE, 2005). Simultaneamente a apresentagdo desse microdispositivo, Manz
et al. (MANZ, a.; GRABER; WIDMER, 1990) propuseram o conceito de microssis-
temas para andlises totais, ou, simplesmente, pTAS. Com o desenvolvimento dos
pTAS, tornou-se possivel integrar vdrias etapas analiticas como injegdo, mistura,
pré-tratamento (selecdo), reagdes quimicas, separagao e detecgdo em um UGnico
dispositivo (BRUUS, 2008; NGUYEN; WU, 2005). Este conceito que permite inserir
varias etapas conjuntamente em um pTAS sdo também denominados por “Lab-on-
-a-Chip” (LOC) (GIANNITSIS, 2011).

Os microdispositivos que operam com fluidos (microfluidica) apresentam muitas
vezes interacgdes fluido-estrutura, multifluidos, reagdes quimicas, difusdo térmica,
escoamento multifasico e solidos em suspensdo (BRUUS, 2008). Assim, a minia-
turizacdo e o fluxo laminar nos Lab-on-a-Chip permitem um melhor controle do
processo, reduzindo o consumo de reagentes e o tempo de andlise. Portanto, estes
possuem uma destacada aplicagdo em dispositivos de andlise quimica e bioldgica.
Uma importante etapa dos sistemas LOC é o controle de processos como manipu-
lacdo de células, emulsdes e reagdes quimicas em microdispositivos (PATTANAYAK
et al., 2021; SQUIRES; QUAKE, 2005).

As técnicas de fabricagao de sistemas LOC tradicionalmente envolveram processos

de microfabricacdo em sala limpa, como fotolitografia e corrosdao em substratos de
vidro e silicio, que sdo etapas caracteristicas pela alta complexidade e custo. A partir
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do avancgo das tecnologias de impressdo 3D ou manufatura aditiva, expandiram-se
as possibilidades de fabricagdo de dispositivos microfluidicos com vantagens como
rapidez em prototipagem, facilidade na modelagem de estruturas 3D internas e custos
reduzidos (AMIN et al., 2016). Desta forma, a criagdo de protocolos para melhoria
na resolucao de estruturas microfluidicas, a estratégia de manufatura e o estudo de
materiais de impressdo para aplicagdes em quimica analitica e biol6gicas tém sido
topicos de ampla investigacdo nos ultimos dez anos (HART et al., 2020; KREJCOVA
et al., 2014). Assim, dentre as diversas aplicagdes, destacamos seu uso em medicina
para o prognéstico, diagndstico e terapéutica, abordando a construgdo do dispositivo
em estudo e demonstrando como o atual desafio é multidisciplinar, permitindo que

profissionais de diversas dreas possam se especializar em impressao 3D.

Este trabalho apresenta a exploragdo da implementagdo do processo de fabricagao
através de impressao 3D por estereolitografia para implementacao de mili- e microflu-
idica na faixa de escoamento volumétrico entre 0,5 ml/min até 4 ml/min. Dentro da
metodologia proposta, usa-se a integracdo de softwares comercial e open-source para
desenho CAD e simulagdo nas condigdes dos dispositivos fabricados por impressao 3D.
Desse modo, é definido o projeto sobre a fabricagdo e experimentagdo para reprodu-
tibilidade e aplicabilidade nos dispositivos e montagens como por exemplo: detalhes
sobre a orientacdo da impressdo (tamanho de camada e resolucao), predigdo numérica
dos regimes no escoamento dos fluidos e angulo de contato com agua (molhabilidade)
das superficies geradas pela impressdo com resina. Finalmente, uma abordagem ex-
perimental sobre os dispositivos fabricados para casos simples de micromisturadores
e testagem de biocompatibilidade sdo realizadas. Assim, se define uma metodologia
de planejamento, predicao, projeto, fabricagao, testagem e prototipagem, dentro do
esquema da industria 4.0 (Ficura 1) JANDYAL et al., 2022), que é derivada e inspirada
em tecnologias para microfluidica empregadas no Laboratério de Micromanufatura do
IPT, tais como LTCC e litografia (COBAS GOMEZ et al., 2018).
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Figura 1 - Metodolégico de desenvolvimento e fabricacdo de microdispositivos usando
impressdo 3D e procedimento de industria 4.0. Planejamento e projeto com (a) desenho
em CAD e simulacdo em CFD. (b) Equipamento de impressdo de estereolitografia e pelas
impressas. (c) Bancada de testes de escoamento e biolégicos.

Planejamento

(a) &

3D CAD projeto Sunulm;ﬁ&s
po—
\\a\ﬂ |
(c) :
(b) Setup experimental
Industria 4.0

Setup fabricagdo Testes

Fonte: elaborado pelos autores.

Portanto, para estas andlises se empregam trés casos de microcanais para estudo inicial
de funcionalidade. Entretanto para a implementagdo em biotecnologia (manipulagdo
de materiais organicos) usando dispositivos em base a resina curada, sdo realizados
testagem sobre os dispositivos como andlise de citotoxicologia para biocompatibilidade

com resultados qualitativos.
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2 Procedimento metodologico

2.1 Geometrias de micromisturador e simula¢ao do escoamento

Os dispositivos microfluidicos foram projetados usando SolidWorks (Dassault Systemes
SolidWorks Corp., Waltham, MA). Assim, os sélidos gerados no estagio de desenho CAD
foram empregados nos processos de simulagao (FiGura 1(a)) e fabricagdo com impressao
3D (FiGura 2 (@)). Portanto, as cavidades e canais internos dos trés dispositivos fluidicos

para os casos de estudo sdo definidos em detalhe na Ficura 3.

Desse modo, examinam-se os dispositivos projetados com analise CFD em termos de
propriedades do fluxo nos microcanais com um escoamento volumétrico padrao de
3 mL/min para todos os casos (nimero de Reynolds ao redor de 350 para um regi-
me laminar) (BRUUS, 2011). Consequentemente, foram simulados para os dominios
fluidicos, as carateristicas paramétricas de densidade e viscosidade de agua liquida
a 25 °C usando o médulo de fluxo laminar monofésico e estacionario. O COMSOL
Multiphysics 5.3 (Burlington, MA) foi usado nessas andlises. As malhas geradas para
discretizar o dominio fluidico foram de varredura tetraédrica 3D para os canais e o
dominio computacional nas entradas e saida. O nimero total dos elementos de malha
variou nos diferentes exemplos de 173.738 — 594.685.

Revista IPT | Tecnologia e Inovagao v.8,1n.23, ago., 2023

42



I CONGRESSO DE BIONANOMANUFATURA
25 de novembro de 2022
IPT- Sao Paulo

Figura 2 - Processo de modelagem e fabricacao de dispositivo fluidico por impressao 3D.
(a) Desenho CAD em SolidWorks e configuracio de impressao em software acima e abaixo
respectivamente. (b) Equipamento de impressdo 3D Form 2, plataforma com peca parcial
durante a impressao e com detalhe durante a etapa de cura por escrita direta do laser UV,
peca final fixada na plataforma e removida da plataforma. (c) Primeira etapa de limpeza
apos a impressao por injecao de alcool isopropilico nas entradas e saidas do dispositivo e
imersdo no alcool isopropilico. (d) Segunda etapa de limpeza em ultrassom com peca imersa
e secagem. (e) Pés-cura na Form Cure. (f) Polimento com peca antes e depois do processo.
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3D-Printing
el Secado ar comprimido
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Fonte: elaborado pelos autores.
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Figura 3 - Dimensées dos canais e cavidades dos microdispositivos por impressio 3D: (a)
Obstéaculo. (b) Zig-Zag. (c) Canal reto. Dimensées das cotas em milimetros (mm).
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Fonte: elaborado pelos autores.

2.2 Fabricacgao por tecnologia de estereolitografia

Os processos de impressdo 3D se baseiam na formagdo de sucessivas camadas de
material no topo de uma camada anterior do mesmo, que sdo depositadas em estado
fundido e que, através de mecanismos térmicos ou épticos por exemplo, sdo curados
e se aderem a superficie para formar uma peca tnica. A tecnologia de impressdo 3D
empregada neste trabalho é a de manufatura por estereolitografia (SLA), que é baseada
na cura da resina por fotopolimerizacdo através da escrita direta a laser UV em camadas
intermediarias que podem variar entre dezenas a centenas de micrometros. A estere-
olitografia permite a obtencdo de altas resolu¢des quando comparado a tradicional
impressdo por filamento, uma vez que a largura de feixe do laser é menor que a do
sistema de injecdo de filamento fundido (FINNES, 2015). Além disso, as impressoras
SLA, em geral, possuem maior precisdo de resolugdo entre cada camada, utilizando
passos minimos de dezenas de micrémetros, enquanto que a impressdo por filamento
possui resolugdes de centenas de micrometros (KAFLE et al., 2021).

O modelo de impressora 3D utilizado neste trabalho é a Form 2 uSLA 3D Printer (For-

mlabs, Somerville, MA, EUA) (Ficura 2(b)), que permite a constru¢do de camadas com
resolugdo entre 25, 50 e 100 pym para a resina Clear (FLGPCL04) também da Formlabs
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(Somerville, MA, EUA), material caracteristico por sua translucidez e alta resisténcia
mecanica (FORMLABS, 2017). Os principais componentes do sistema da impressao sao:
(1) uma plataforma que se movimenta no eixo vertical e em que fica aderida a pega ao
longo da impressdo, com a sua face voltada para baixo, (2) um tanque de acrilico em que
estd a resina ndo curada com um fundo transparente de material elastico, por onde deve
passar o feixe de laser enquanto a pega esta em contato com o tanque para construgao
de cada nova camada, (3) o sistema de emissdo de laser UV de comprimento de onda
de 405 nm, poténcia de 250 mW e com largura de feixe de 140 pm e (4) um cartucho
de resina para reposicao no tanque ao longo do processo. O sistema é coberto por uma
tampa laranja, que evita a cura indesejada da resina por exposicao a luz ambiente.

O processo de manufatura se inicia pela modelagem da pega em software de desenho
3D. O design dos menores elementos da pega deve estar alinhado as caracteristicas
de resolugdo da impressora. Esta resolugdo foi obtida empiricamente no Bionano a
partir de fabricacao de canais milifluidicos de largura abaixo de 1,5 mm e é discutida
na literatura técnica como em Nielsen et al. (NIELSEN et al., 2020), em que a solugdo
para obtengao de canais de tamanho abaixo de 100 pym passa pela utilizagao de resinas
customizadas de baixa viscosidade.

O estudo de resolucdo dentro do Bionano foi feito com a andlise por microscopia
otica de canais simples, de estruturas multicanal e de malha de pilares como apresen-
tado nas Figuras 4(a) e 4(b). Os dispositivos de canal simples tinham dimensdes na
modelagem 3D de 1,36 x 1,36 mm2, 2,0 x 0,5 mm2e 1,0 x 0,5 mm?2 (Figuras 4(c)-(e)
respectivamente). E observada uma contragdo em relacio ao projeto de CAD de apro-
ximadamente 5,4%, que ocorre principalmente apds o processo de pés-cura devido a
maior forga de ligacdo na estrutura do material. O segundo dispositivo com estruturas
multicanal é composto de uma rede de 6 canais com 1,0 x 0,5 mm? espagadas de 0,5
mm e ndo apresentou falhas de fabricagdo ou escoamento em setup experimental. Por
fim, a estrutura mais complexa de malha de pilares foi desenhada com espagamento de
0,5 mm entre as colunas, mas apresentou problemas de manufatura como juncao entre
pilares e pontos de entupimento com bolhas de ar. Assim, com a utilizacdo da resina
Clear, que possui alta viscosidade, 500 pm é tido como a menor dimensao de largura
de canal para estruturas simples no atual setup.
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Figura 4 - Dispositivos para estudo de resolucio na fabricacio. (a) Estrutura multicanal, de
malha de pilares e de canais simples de diferentes dimensdes, (b) setup de microscopia ética
com peca de canais simples apés corte, (c) canal de 1,36 x 1,36 mm?, (d) canal de 2,0 x 0,5
mm? e (e) canal de 1,0 x 0,5 mm?.

Fonte: elaborado pelos autores.

Os canais desenhados para micromisturadores (FiGura 1(a)) e testes de biocompatibili-
dade neste trabalho apresentam dimensdes de 1,0 mm x 2,5 mm, de forma a garantir
um dispositivo com resolugdo precisa para observagdo adequada dos fendmenos de
mistura. O passo de fabricagdo entre camadas para estes dispositivos escolhido foi de
50 pm, totalizando em média 15,96 mL de volume, 390 minutos de processo e 1.366
camadas para cada dispositivo fabricado individualmente.

Outro ponto critico em dispositivos microfluidicos € a estratégia e desenho das conexdes
de entrada e saida de modo a garantir a estanqueidade, que é uma barreira comum
na implementacgao experimental. O tipo de conexao utilizada em nosso dispositivo é
0 encaixe por roscas acopladas as mangueiras que se conectam a bomba. O acopla-
mento do conector ao dispositivo é simples — o polimero é desgastado pelo encaixe
do conector no rosqueamento e é obtido o formato da rosca no material. Os testes de
estanqueidade mostram que a vedagdo é adequada para as aplicagdes de vazao até 5
mL/min em setup com bomba de pistao.
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Além das restricoes de resolugdo, a orientagdo em que a peca é fabricada ao longo do
eixo vertical é importante para a garantia da integridade do canal e prevencao de entu-
pimentos. A fabricacdo deve ocorrer de modo que favorega o escoamento do excesso de
resina que permanece na superficie da peca a cada vez que esta entra em contato com
o tanque para a fotopolimerizagdo de uma nova camada. Assim, as entradas e saidas
devem permanecer orientadas de forma quase paralela ao eixo vertical, mas ao mesmo
tempo, com a mudanca de direcao do canal ao longo do dispositivo, pequenas incli-
nagdes entre 3° e 10° a partir da posicao na vertical contribuem para o escoamento de
resina que poderia se depositar em cantos formados ao longo do processo (FIGURA 2(a)).

ApOs a impressdo da pega, os pequenos suportes que a sustentam e estdao aderidos a
plataforma sdo quebrados com alicate e os fragmentos remanescentes sao posteriormente
polidos. A etapa mais crucial de limpeza no tratamento de dispositivos 3D € a desobstru-
¢ao de canais que ainda tenham resina ndo-curada. Assim, o solvente alcool isopropilico
deve ser injetado imediatamente pelas entradas dos canais como na FiGura 2(c), de
modo a evitar qualquer cura gradual e a eliminar todo excesso de resina no interior da
peca. Pela nossa experiéncia, é indicada uma segunda limpeza em banho ultrassénico
em alcool isopropilico por 10 minutos para remogao de residuais (FIGUrRA 2(d)).

Apesar da peca ter a sua geometria final apds a impressao, ela ainda ndo terd obtido a
sua maxima rigidez mecanica. Um procedimento de pds-cura entdo € realizado, que
consiste em mais uma exposicao do dispositivo a luz UV, mas uniforme e em alta tem-
peratura - no caso da resina Clear a exposigao é de 15 minutos a 60 °C no aparelho
Form Cure (Formlabs, Somerville, MA, EUA), mostrado na FIGUrRA 2(e). A pds-cura visa
a fotopolimerizagao completa do material.

A Gltima etapa de fabricagdo é o polimento, no qual utiliza-se lixa d’agua de gramatura
1000 e 2000, para aumentar a translucidez do material como observado na Ficura 2(f),
em que a peca apresenta superficie de aparéncia fosca logo apds o processo de pés-cura
e uma superficie mais translicida ao final do polimento. Inicialmente, o polimento é
feito com a lixa 1000 e agua DI, movimentando o dispositivo sobre a lixa em forma de
um ndmero oito na horizontal — ou deitado, por 20 minutos. Deve-se prestar atencao
quanto a pressao exercida sobre a peca em contato com a lixa. Deste modo, o processo
é realizado segurando as duas extremidades do dispositivo, aplicando pouca forga para

que a superficie fique uniforme e garanta o nivelamento do mesmo. Em seguida, com
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a mesma lixa, sdo exercidos movimentos sucessivos para frente e para tras aplicando
menos for¢a quando comparado ao passo anterior.

Posteriormente ao polimento com a lixa 1000 deve-se observar as ranhuras presentes
na superficie do dispositivo e se estas possuirem um padrao, pode-se dar continuidade
com a lixa 2000, repetindo os mesmos processos utilizados com a lixa 1000 para dar
acabamento a superficie, suavizando ranhuras e aumentando a translucidez da peca.
Caso estejam sem nenhum padrao é necessario repetir o processo com a lixa 1000,
tomando cuidado com a pressdo exercida sobre a pega, para obter-se uma superficie
uniforme e translicida e garantir a qualidade da visualizagdo do fluxo dentro dos ca-
nais, especialmente naqueles que envolvem células, como apresentado neste trabalho.

O teste in vitro para a analise da citotoxicidade foi realizado de acordo com a norma
ISO 10993-5 (ISO 2009). A amostra, previamente curada e esterilizada, foi adicionada
em Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) na proporgao de 1 cm*mL e
incubada por 24h a 37 °C (Ficura 5(a)). A suspensdo celular foi cultivada em garrafa
de cultura celular (75 cm?), em meio de cultura DMEM com adicdo de 10% de soro
fetal bovino (BSA, do inglés bovine fetal serum). Apds confluéncia, as células foram
destacadas pela adic¢do de tripsina 0,2% (EDTA 0,02%) e, avaliadas pelo Countess Au-
tomated Cell Counters (Invitrogen, ThermoFisher Scientific) para o ajuste da densidade
da suspensado celular para cerca de 1 x 10° cel./mL. Utilizamos a suspensao celular
de NCTC - clone L929 da ATCC-CCLT1 para o preparo das placas, distribuindo 100 pL
da suspensdao em 1 x 105 cel./mL em cada pogo (1 x 10* cel./pogo) (FiGura 5(b)). Para
atingir a confluéncia desejada, a placa foi incubada em estufa imida a 37 °C e atmos-
fera com 5% CO, por cerca de 24h. As diluicbes seriadas foram realizadas através da
adigdo de 100 pL de cada diluigdo do extrato em contato com as células aderidas em
cada pogo nas seguintes concentragoes: 100%, 50%, 25%, 12,5% e 6,25% de extrato.

A analise foi feita em triplicata.

Controles positivo e negativo receberam o mesmo procedimento da amostra, sendo luva
cirtrgica de latex sintético e o préprio meio DMEM com adigao de 10% de soro fetal
bovino, respectivamente. Esse tltimo, correspondendo a 100% de sobrevida celular.
A placa foi mantida em estufa imida a 37 °C e atmosfera com 5% CO, por 24h. Apos
essa etapa, trocou-se o meio antigo por um meio fresco contendo 50 pg do corante
vermelho neutro/mL e a placa foi incubada por 3h para a incorporagao do corante. Em
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seguida, visualizamos os pogos em microscopio optico invertido (Axiovert 135, Zeiss,
Alemanha) (FiGura 5(c)). Em publicagdes posteriores sera apresentado os resultados do
teste de citotoxicidade finalizado de acordo com a norma ISO 10993-5 (ISO 2009).
Todos os reagentes utilizados sdo da Sigma-Aldrich (Missouri, EUA).

Figura 5 - Andlise de citotoxicidade. (a) Amostra da resina utilizada para impressao do
dispositivo em 3D submersa em meio de cultivo DMEM (10% BSA) por 24 horas para a
obtencao do extrato. (b) Exposicido das células ao extrato por 24 horas. (c) Analise qualitativa
das células submetidas a diversas concentragoes do extrato.

(a) (b) (c)

Fonte: elaborado pelos autores.

2.2.4 Translucidez dos canais

Para verificar a transparéncia do dispositivo quanto a passagem de células no interior
de seu canal, uma aliquota de 3 mL da suspensdo celular a 4 x 10° cel./mL (FiGura
6(a)) foi separada e diluida em 1 mL de solucdo azul de tripan 0,4% (Ficura 6(b)). O
canal, contendo a solu¢do de meio e azul de tripan, foi posicionado sobre a mesa do
microscépio Optico invertido (Axiovert 135, Zeiss, Alemanha). Com o auxilio de uma
seringa plastica descartavel, a solucdo resultante era deslocada tanto para dentro quanto
para fora do canal (FIGura 6(c)).
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Figura 6 - (a) Crescimento e ajuste das células para a densidade celular desejada. (b) Mistura
de uma aliquota da suspensao celular com azul trypan, na proporcio 3:1 respectivamente. (c)
Visualizacado das células dentro do canal do dispositivo com o auxilio de microscépio 6tico
invertido.

(a) (b)

(Y

(I

Fonte: elaborado pelos autores.

3 Resultados e discussao

3.1 Molhabilidade

A caracterizacao por medida de angulo de contato da agua em contato com a resina é
feita para determinar a molhabilidade dos canais do dispositivo. Por se tratar de estrutu-
ras internas, o teste foi feito com uma superficie impressa sem passar pelo processo de
pos-cura. O comportamento da gota de dgua na superficie mostrado na FiGura 7 indica
que a resina é levemente hidrofébica, apresentando um angulo de contato de 95°.

Figura 7 - Teste de angulo de contato com superficie impressa e agua.

Fonte: elaborado pelos autores.
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Ao modificar a superficie do dispositivo com o anticorpo anti-EpCAM para a captura
de células tumorais circulantes (CTCs), Chen et al. (CHEN et al., 2020) fizeram medi-
das do angulo de contato em conjunto com microscopia de varredura eletrénica para
demonstrar a modificagdo em cada etapa até a sua finalizagdo, obtendo a mudanca do
angulo de contato de 99,12° + 0,55 para 91,47° + 2,79, antes e ap6s a modificagao
com o anti-EpCAM respectivamente. No presente estudo, o comportamento da resina
Clear foi préximo ao encontrado ap6s o revestimento com estreptavitina (97,15° + 1,29).
Demonstrado por Li et al. (LI et al., 2015), a molhabilidade de uma superficie interna
de canais impressos afetaria a eficacia de captura de células devido a hidrofilicidade
do mesmo, promove a retencdo de dgua e interacdo célula-estrutura interna resultando
na reducao da adesao celular.

Distribuicao de pressao e perfis de velocidade para os diferentes dominios fluidicos para
os canais foram avaliados e apresentados nas Ficura 8 para o plano médio do disposi-
tivo. Os resultados computacionais revelaram uma distribuicdo altamente uniforme de
pressdo (FIGURA 8 na parte superior) dentro dos dispositivos projetados entre todos os
canais. Entretanto, os campos de velocidade resultantes na parte inferior da FiGura 8,
descrevem uma distribuicdo uniforme no percurso do canal em Zig-Zag (FiGura 8(a))
e reto (Fiura 8(b)). Contudo, o caso com obstaculo apresentou uma distribuicdo do
campo de velocidades ndo-uniforme, com picos de velocidade ao redor do escoamento
do fluido interagindo com as barreiras inclinadas e as paredes nas cavidades na FiIGura
4 (c) parte inferior.
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Figura 8 - Simulacgéo pressio e campo de velocidades nos microdispositivos: (a) Zig-Zag.
(b) Canal reto. (c) Obstaculo. Escala entre vermelho e azul mostram os valores maximos e
minimos respetivamente.

(b) ‘

Fonte: elaborado pelos autores.

A flutuacdo de velocidade dentro das entradas foi avaliada por meio da plotagem das
linhas de fluxo na Ficura 9. As Figuras 9(b) e 9(c) delimitam um comportamento unifor-
me na disposicdo das linhas de entrada nos canais principais; porém, a Ficura 9(a) na
configuracdo em Zig-Zag gera a formagdo de perturbacdes no escoamento de natureza
convectiva. Entretanto, nas Figuras 9(c) e 9(d) o perfil de velocidade em miltiplas ca-
madas nas proximidades da porta de entrada depois da jungdo dos canais mostrou que
as flutuagdes de velocidade de fluxo tornam-se paulatinamente laminar (Figura 9(d)(11))
apos passar a entrada e entrar no primeiro canal curvo.
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Nas Figuras 9(d) e 9(e), as analises por CFD revelaram que os campos de velocidade
para uma distribuicdo de planos transversais e normais ao longo do comprimento do
canal e cavidade para as configuragdes Zig-Zag e obstaculo, formam um perfil de fluxo
caracteristico dentro de cada configuragao. A Ficura 9(d)(Il) apresenta o comportamento
uniforme transversal e normal aos canais com um méaximo de velocidade no centro e se
espalhando até os valores minimos na interagao fluido e bordas do dispositivo.

Os resultados mostraram para a Ficura 9(e)(Il) que a flutuacdo de velocidade nas di-
ferentes segdes dos planos nas cavidades das barreiras inclinadas teve uma maior ir-
regularidade em comparagdo com as se¢des nos canais médios, de entrada e saida.
Observando-se que essas perturbagdes na velocidade prevalecem nas duas cavidades
nas saidas de forma semelhante, onde o fluxo sai ndo-uniforme da cavidade e poste-
riormente no microcanal estabiliza-se para, entdo, entrar novamente na cavidade com

obstaculo e sair novamente modificado.

Figura 9 - Simulacdes de linhas de fluxo para as entradas dos dispositivos: (a) Obstaculo. (b)
Zig-zag. (c) Canal reto. Grade entre vermelho e azul mostram os valores maximos e minimos,
respetivamente.

Fonte: elaborado pelos autores.
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3.3 Ensaios bioldgicos

Inicialmente, é necessario analisar o grau de toxicidade que o material pode apresentar
as células animais. Através do ensaio foi observado a integridade da cultura celular
(Ficura 10(a) e (c)), a qual manteve-se integra com 100% do extrato da resina Clear,
sem alteragcdes em sua morfologia, conforme resultados anteriores (HART et al., 2020),
permitindo a continuidade do experimento. O controle positivo, realizado com luva
cirtrgica de latex sintético e com mesmo tratamento da amostra, apresentou alta toxi-
cidade as células devido as suas propriedades ja conhecidas que reduzem a atividade
metabdlica, viabilidade e proliferagdo celular (Fiura 10(b) e (d)). A apresentacao das
contagens, resultado complementar do teste de citotoxicidade, serdo publicadas nos
préximos trabalhos.

Figura 10 - Teste de citotoxicidade. (a) e (c), imagens de microscopia 6ptica das amostras
submetidas 3 100% do extrato e extrato de luva ldtex descartavel, respectivamente. (b) e (d),
fotos das placas utilizadas para a amostra do material de resina e de luva latex descartavel,
respectivamente validando o teste de citotoxicidade.

Fonte: elaborado pelos autores.
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A translucidez e a resisténcia que a resina apresenta sdo caracteristicas importantes
e tém demasiada importancia quando comparadas a outros materiais como LTCC (do
inglés, Low Temperature Co-fired Ceramic) e PDMS (do inglés, Polydimethylsiloxane)
respectivamente. Diante disso, Oh et al. (OH et al., 2018) desenvolveu um circuito
capilar impresso em 3D (3D-CC) com o objetivo de avaliar a viscosidade do sangue
(VS), importante parametro hemorreolégico que afeta o fluxo sanguineo e a circulagao
a olho nu, permitindo a determinagdo rapida e direta. A partir da VS é possivel ter um
diagnéstico e prognostico de alteragdes hemorreoldgicas que podem ser associadas a
varias doengas como anemia falciforme e Diabettes mellitus. Assim como apresentado
neste trabalho, o dispositivo impresso em 3D possui translucidez para a visualizagio
de células L929 na concentracdo de 1 x 10* cel./mL em seu interior (FIGURA 11(a)).
Entretanto, ainda é necessario a realizacdo de uma metodologia para alcangar o
maximo de translucidez possivel dentro do canal (Ficura 11(b)) que, aparentemente,
possui uma superficie porosa, dificultando a visualizagdo de solugdes com baixas
concentracoes celulares.

Figura 11 - Visualizacio das células L929 através do canal por microscopia éptica. (a)
Magnitude de 5x. (b) Selecdo de uma area do canal para a observacio das células com
a lente de magnitude de 20x. Areas circuladas em amarelo representam pontos de
identificacdo de células.

Fonte: elaborado pelos autores.
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Das inlimeras vantagens que a estereolitografia apresenta quando consideramos seu
uso em bioengenharia, destacamos a possibilidade da obtengado de superficies com tex-
tura de até micrometros, nas quais células adaptadas a esse ambiente podem se alojar
(HART et al., 2020). A vista disso, canais de dispositivos microfluidicos impressos em
3D foram funcionalizados com anticorpos para a captura de células tumorais circu-
lantes (CTCs) (CHEN et al., 2020). Dado a baixa concentragdo de CTCs, que dificulta
no prognostico e na terapéutica, este foi fabricado com alta area de superficie através
de funcionalizagao, resultando em uma eficiéncia de captura de 90%. A retencao
das células L929, ao passar a suspensao celular pelo canal do dispositivo, deve-se a
rugosidade da superficie das paredes devido ao ndo-tratamento ou polimento do canal
ap6s a cura da resina (dados ndo publicados). Deste modo, superficies com maior
porosidade podem vir a auxiliar em processos como a funcionalizacdo de materiais
e/ou moléculas de interesse e necessita de mais testes.

Em 2014, a taxa global de prematuridade foi de 10,6 por 100 nascidos vivos onde te-
mos o Brasil ocupando o nono lugar no ranking dos 10 paises com as maiores taxas de
prematuridade (11,2 por 100 nascidos vivos) (DIAS et al., 2022). Atualmente, o Gnico
tratamento € a aplicagdo de vdrias injecdes de progesterona para tentar prevenir ou
retardar o parto, entretanto o conhecimento do risco do nascimento prematuro (PTB,
do inglés Preterm Birth) s6 € visto a partir do trabalho de parto. Os bebés sobreviventes
ainda podem sofrer com diversos problemas de satde e desenvolvimento, incluindo
paralisia cerebral, doenca pulmonar crénica, perda de visdo ou audicdo e deficiéncia
intelectual. Apesar da inexisténcia de testes clinicos que indiquem a possibilidade de
ocorréncia do nascimento prematuro, Parker et al. (PARKER et al., 2018) contou com
um painel de biomarcadores encontrados no soro sanguineo materno que podem
predizer um PTB para a constru¢do de um dispositivo impresso em 3D ao funciona-
lizar monélitos, polimeros porosos continuos usados como fases estacionarias em
cromatografia liquida, com anti ferritina. Com uma impressora 3D estereolitografica
personalizada, foi adicionada uma janela de polimerizagao na qual o monélito apro-
veita as propriedades inerentes de absor¢ao UV da resina para uma polimerizagado
reprodutivel e espacialmente seletiva. Utilizando soro sanguineo humano, os pesqui-
sadores demonstraram a primeira extragdo qualitativa de ferritina, biomarcador PTB,
por imunoafinidade em dispositivos microfluidicos impressos em 3D.

E possivel fabricar canais milifluidicos por impressao 3D com resolucio de até 500
pm, podendo ser utilizado para a construgao de micromisturadores para aplicagdes
em diversas areas, especialmente em citologia, biotecnologia e medicina devido a
sua biocompatibilidade.
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Neste trabalho exploramos as capacidades de fabricagao de dispositivos fluidicos na
escala milimétrica através da técnica de impressao 3D por estereolitografia, que apre-
senta diversas vantagens em relacao aos tradicionais processos em silicio. Propusemos
procedimentos e técnicas voltados para a construgao de dispositivos milifluidicos com
capacidade de canais com precisdo de até 500 pm. Demonstramos que as etapas
de prototipagem, planejamento e predicdo podem ser acopladas as demandas de
desenvolvimento de produtos devido a integracio de ferramentas de desenho CAD e
simulacdo numérica com CFD. Os testes de citotoxicidade para seu uso em amostras
contendo células animais, valida que a presente tecnologia é promissora para aplica-
¢Oes em biotecnologia e medicina.
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Resumo

O Brasil é o maior produtor mundial de laranja, responsavel pela exportagdo de trés
quartos de suco de laranja consumidos no mundo. Devido a posi¢ao de destaque na
cadeia agroindustrial, a seguranca alimentar é item fundamental para garantir a susten-
tabilidade produtiva, qualidade e competitividade de mercado. Dado a sua importancia,
com o objetivo de avaliar a qualidade dos citros, neste trabalho foram estudados trés
métodos de extracdo: “QUEChERS ORIGINAL”, “QUEChERS Acetato MODIFICADO” e
extragdo Liquido-Liquido, com a utilizagdo dos equipamentos GC/ECD e GC/MS para
quantificagao e confirmagao dos analitos. O método QUEChERS estd revolucionando o
preparo de amostras de matrizes complexas, e neste estudo, foram avaliados a mudanca
de pH na extragdo bem como a proporcdo de amostra e adi¢ao de diferentes sais e ad-
sorventes na etapa de limpeza da amostra (Clean Up) para a eficiéncia da extragao dos
ingredientes ativos. Pardametros de qualidade analitica como seletividade/efeito matriz,
linearidade, limite de deteccdo e quantificagdo foram estabelecidos para cinco agroté-
xicos: Trifluralina, Clorotalonil, Clorpirifés, Dicofol e Azoxistrobina. Foram analisadas
um total de 26 amostras de laranja Péra e suco de laranja, coletadas em feiras livres,
supermercados, sitios com producao local e restaurantes da cidade de Sao Paulo, dentre
as quais, trés amostras de suco analisadas durante o desenvolvimento apresentaram
indicios do agrotéxico Dicofol, proibido pela legislagdo brasileira.

Abstract

Brazil is the world’s largest producer of oranges, responsible for exporting three quarters
of the orange juice consumed in the world. Due to its prominent position in the agro-
industrial chain, food safety is a fundamental item to guarantee productive sustainability,
market competitiveness and quality in production. Given its importance, with the
objective of evaluating the quality of citrus, three extraction methods were studied in
this work: “QuUEChERS ORIGINAL”, “QuEChERS Acetate MODIFIED” and Liquid-Liquid
extraction, with the use of GC/ECD and GC/MS for quantification and confirmation
of analytes. The QUEChERS method is revolutionizing the preparation of samples from
complex matrices, and in this study, the pH change in the extraction as well as the sample
proportion and the addition of different salts and adsorbent phase in the sample cleaning
step (clean up) for the efficiency of extraction of active ingredients. Analytical quality
parameters such as selectivity/matrix effect, linearity, limit of detection and quantification
were established for five pesticides: Trifluralin, Chlorothalonil, Chlorpyrifos, Dicofol and
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Azoxystrobin. 26 samples of pear orange and orange juice were analyzed, collected
at street markets, supermarkets, sites with local production and restaurants in the city
of Sao Paulo, among which, three samples of juice analyzed during the development
showed evidence the pesticide Dicofol, which is prohibited by Brazilian law.

A laranja é um dos alimentos citricos mais consumidos no mundo. Além do aroma e
sabor agradavel, contém nutrientes e vitaminas que estdo relacionados a beneficios a
salde (SILVEIRA, 2014).

O Brasil € o maior produtor de laranja do mundo, responsavel por mais de um quarto
da exportagao in natura e trés quartos da exportagdo mundial de suco de laranja (USDA,
2023; DA SILVA-DE PAULA, 2022). Em 2021, produziu 16.214.982 toneladas de la-
ranja (FIGURA 1), dos quais Sdo Paulo € o principal estado produtor (EMBRAPA, 2022).

Figura 1 - Producao de laranja no Brasil

Producdo brasileira de laranja em 2021 - 16.214.982 toneladas

Producdo por regido Principais Estados produtores
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83,7%

Minas Gerais
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Fonte: EMBRAPA, 2022 modificado pelos autores.

Na produgdo de frutos citricos brasileiros, 80% sdo laranjas, e as mais cultivadas sao
das variedades: Péra, Valéncia, Seleta, Natal, Baia e Baianinha da classe doce e acida,
e da qualidade sem acidez a laranja Lima e Piralima (BRASIL, 2015; NEVES, 2010).

Considerando a importancia econémica e social da produgao brasileira de laranja e

outros cultivos, o Brasil como grande poténcia agropecuaria tornou-se um dos maiores
consumidores de agrotéxicos do mundo (GURGEL et. al.,2017).
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Segundo o relatério do Ibama, em 2011 as vendas de ingredientes ativos (i.a) em
produtos formulados (PF) foram de 422.166,85 toneladas, sendo em 2021 um total
de 720.869 toneladas, com crescimento expressivo entre 2018 e 202 1(IBAMA, 2022).

Os agrotoxicos sdao produtos quimicos sintéticos utilizados para combater os insetos,
larvas, fungos e carrapatos que sdo vetores de doengas em cultivos (INCA, 2022). A
Fundacao de Defesa da Citricultura (Fundecitrus), instituigao fitossanitdria e de pesquisa,
sem fins lucrativos, investiga doencas e pragas em culturas citros ha mais de 20 anos.
A instituicdo emite relatérios anuais de doengas, bem como orienta sobre manejo e
tratamento para evitar a disseminagdo no cinturdo citricola de Sao Paulo, Minas Ge-
rais e Parana. Segundo os relatérios, as doengas e pragas mais comuns em citros sdo:
Cancro citrico; Clorose Variegada dos Citros (CVC) ou “amarelinho”; Greening, que é
conhecido como HLB ou Huanglongbing; Leprose; Morte sibita dos citros (MSC); Pinta
preta; Podridio floral. Entre as pragas, destacam-se: Acaro da falsa ferrugem, Bicho
Furdo, Ortézia, Escama farinha (FUNDECITRUS, 2022).

Na formulagao, o ingrediente ativo (i.a.) € o agrotéxico em sua forma sélida ou liquida
concentrada, sendo o diluente o meio que auxilia na dispersdo homogénea e mantém
o0 i.a em suspensdo para manipulagao segura. Além do i.a e diluente, podem ser acres-
cidos aditivos surfactantes para melhoria de propriedades quimicas, fisicas e biolégicas
(SANTOS et. al, 2007).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) autoriza o uso dos agrotéxicos de
acordo com os estudos de toxicidade e seguranga alimentar, porém, o uso em excesso
dessas substancias e auséncia de Boas Praticas Agricolas (BPA) podem trazer riscos de
intoxicacao ao trabalhador rural e danos ao meio ambiente (ANVISA, 2015; CARNEIRO
et. al, 2015; INCA, 2022;).

As técnicas analiticas aplicadas na determinagdo de residuos em alimentos, devem
garantir alta sensibilidade e robustez nas analises por instrumentagdo e ndo menos
importante os métodos de preparo de amostras adequados para cada matriz , a fim
de garantir a confiabilidade nos resultados obtidos (INMETRO, 2018; SANTE, 2017).
Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivo o estudo de uma metodologia para
determinacdo multirresiduos de agrotéxicos em alimentos citricos pelas técnicas de
cromatografia GC-ECD e GC-MS. A determinacdo de residuos nos alimentos torna-se
ferramenta de grande valia na estimativa de exposicao do ser humano e meio ambiente,
bem como indicativo de BPA, ajudando na tomada de decisdes regulatérias a fim de
se garantir a seguranca alimentar (ANVISA, 2012).
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2 Procedimento metodologico

Cinco agrotoxicos foram analisados (Trifluralina, Clorotalonil, Clorpirifés , Dicofol e
Azoxistrobina) em amostras citricas pelas técnicas analiticas de cromatografia a gas com
detector de captura de elétrons (GC-ECD) e cromatografia a gas com espectrometria de
massas (GC-MS). As etapas de preparo e analise aplicadas as amostras resultaram de
uma série de testes e desenvolvimento de métodos. Dentre essas duas etapas, foi dado
énfase ao preparo de amostras.

2.1 Coleta e moagem das amostras

Doze amostras de laranja Péra foram coletadas em feiras livres, sitios e supermercados
do Estado de Sdo Paulo e nove amostras de suco de laranja integral produzidos no
Brasil. Para amostras de laranja adotou-se a nomenclatura “LAR - nimero de coleta”,
conforme descrito na TaBeta 1. Também constam nesta tabela a descricao da origem e
tipo de estabelecimento.

Tabela 1 - Identificacdo das amostras de laranja e caracteristicas observadas na coleta.

Identificacao Cidade de Tipo de

estabelecimento

das amostras Endereco do estabelecimento

de laranja Sl

Loja de produtos

LAR-O-1 * Ibitna - SP Jd. Bonfiglioli, Zona oeste de SP organicos certificados
LAR-1 Limeira-SP Jd. Bonfiiglioli, Zona oeste de SP Feira de Bairro
LAR-2 Bebedouro-SP Jd. Bonfiglioli, Zona oeste de SP Feira de Bairro
LAR-3 desconhecida Jd. Bonfiglioli, Zona oeste de SP Feira de Bairro
LAR-4 desconhecida Santo André, cidade metropolitana de SP  Feira de Bairro
LAR -5 desconhecida Parque Peruche, Zona norte de SP Feira de Bairro
LAR-6 desconhecida Bairro Itaquera, Zona Leste de SP Feira de Bairro
LAR-7 Limeira-SP Bairro Morumbi, Zona Oeste de SP Feira de Bairro
LAR-8 desconhecida Jaguaré, Zona Oeste de SP Ceagesp
LAR-9 Ibitina-SP Ibitina, interior de SP Sitio Local
LAR-10 Jardindpolis-SP Bebedouro, interior de SP Supermercado
LAR-11 Pirassununga, SP  Pirassununga, interior de SP Sitio local

*laranja organica isenta de agrotéxicos - Fonte: elaborado pelos autores, 2023.
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O preparo das amostras de laranja in natura, seguiu o Procedimento Operacional Padrao
(POP) do Programa de Andlise de Residuos de Agrotoxicos em alimentos (PARA), no qual
foram coletadas uma quantidade minima de 10 unidades de laranja, e o conjunto com
massa > Tkg, acondicionadas sob refrigeragao e preparadas no menor tempo possivel
para garantir a integridade do alimento (ANVISA, 2012a, ANVISA, 2019). Cada laranja
foi quarteada e duas partes opostas coletadas e cortadas em partes menores, trituradas
e homogeneizadas, gerando uma massa que foi armazenada em embalagem plastica e
refrigerada para posterior analise.

As nove amostras de sucos de laranja foram adquiridas em supermercados convencio-
nais e restaurantes na regido da zona oeste de Sdo Paulo. Foram identificadas como
“SUCO - nlimero de coleta” e a descricdo como tipo e cidade de origem de fabricagado
estdo apresentadas na TABELA 2.

Tabela 2 - Identificacdo das amostras de suco de laranja e caracteristicas da embalagem .

Qualidade Cidade em que foi produzido

SUCO-1 Suco natural fresco Sdo Paulo, SP

SUCO 2 Suco integral organico certificado Jarinu, SP

SUCO 3 Suco integral industrializado Tabatinga- SP

SUCO 4 Suco integral industrializado Tabatinga- SP

SUCO 5 Suco integral organico certificado Sao Sebastido do Cai/RS
SUCO 6 Suco integral organico certificado Lagarto/SE

SUCO 7 Néctar de laranja com 56% de suco integral ~ Visconde do Rio Branco - MG
SUCO 8 Néctar de laranja com 80% de suco integral  Jarinu, SP

SUCO 9 Suco integral organico certificado Dobrada, SP

Fonte:elaborado pelos autores, 2023.
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2.2 Extracao de residuos de agrotoxicos

2.2.1 Desenvolvimento de métodos de extragao

Com base em referéncias bibliogréficas, trés métodos foram testados conforme
descrito nos sub itens.

2.2.1.1 Método 1 - Extrac¢ao liquido-liquido

Testes preliminares da técnica de particao liquido-liquido foram testadas com amostra de
suco de laranja, sendo os solventes utilizados: Diclorometano, Acetato de etila, Heptano
e Hexano. Em aumento de escala, utilizando um funil de separagdo contendo 1 litro de
suco de laranja, adicionou-se 50 mL do solvente com melhor eficiéncia para separagdo
e cuja estrutura ndo interferiu no sinal do detector de GC-ECD (hexano), agitacao por
2 minutos e repouso para separacao de fases.

2.2.1.2 Método 2 - Preparo QUEChERS original

Em tubo Falcon de 50 mL, 10 g de amostra de suco de laranja foram pesadas, adicio-
nados 10 mL de acetonitrila e agitou-se por 1 minuto. Adicionou-se 4 g de Sulfato de
Magnésio Anidro (MgSO4, Sigma Aldrich), 1 g de Cloreto de s6dio (NaCl, Merck - P.A.)
e agitou-se por 1 minuto. Centrifugou-se e transferiu-se 2 mL do sobrenadante para
tubo de 15mL. A etapa de Clean-Up consistiu na adi¢cdo de 300 mg de MgSO4 anidro
e 50 mg de Amina primdria secunddria (PSA - Agilent Technologies), agitagao por 1
minuto, centrifugacao e filtragdo (filtro 0,45 um PTFE hidrofilico, Allcrom). Para troca de
solvente, 1 mL do extrato foi evaporado e ressuspendido em acetato de etila com ajuda
de vortex e ultrassom, filtrado em filtro 0,22 um PTFE e analisado por GC-ECD e GC-MS.

Os equipamentos utilizados foram ilustrados na Fiura 2, descritos com mais detalhes

no método 3. A fim de comparar os dois métodos, o parametro de recuperagao de
padrdo foi estudado.
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2.2.1.3 Método 3 - Preparo QUEChERS Acetato Modificado Otimizado

O método QUEChERS acetato, da Association of Official Analytical Chemists (AOAC)
foi testado com modificagdes. Conforme demonstrado na Figura 2, 15 g de amostra de
suco de laranja foram pesadas (Mettler Toledo - balanga analitica AG 245) em um tubo
falcon de 50 mL, adicionados 15 mL de Acetonitrila (Merck — grau HPLC) acidificada
com &cido acético glacial (Tedia - grau ACS) a 1% (etapa A) e agitado vigorosamente
por 1 minuto com cerdmicas para homogenizacado (etapa B). Foram adicionados 6 g de
sulfato de magnésio anidro (Sigma Aldrich — grau Reagent Plus 99,5%) e 1,5 g de acetato
de sédio anidro (Sigma Aldrich — P.A 99%) (etapa C) com agitagdo vigorosa durante
um minuto (etapa D). Ap6s a centrifugacao do material (centrifuga Himac CR22Gll da
marca Hitachi por 10 minutos a 5000 rpm e 22 °C - etapa E), dois tipos de limpeza
foram testados (Clean-Up). Em ambas, uma aliquota de 2mL de extrato foi transferida
para um tubo falcon de 15ml contendo Clean Up 1 - 300 mg de MgSO4 anidro, 100
mg de amina primaria secundaria —PSA (Agilent Technologies) e para outro tubo con-
tendo Clean-Up 2- 300 mg de MgSO4 anidro, 100 mg de amina primdria secundaria
— PSA (Agilent Technologies) e 200 mg de SPE C18 ODS (Agilent Technologies) (etapa
F). Os tubos foram agitados por 1 minuto (etapa G), centrifugados (etapa H) e filtrados
(Allcrom - filtro PTFE de 0,45 pm hidrofilico - etapa I) . Na etapa de troca de solvente,
1 mL do sobrenadante foi evaporado (evaporagdo por viacuo a 40°C por Th30min -
etapa J) ressuspendido em 1 mL de acetato de etila sob agitagdo (etapa K) e auxilio de
ultrassom, filtrado (Allcrom - filtro PTFE de 0,22 pm hidrofilico - etapa L) e analisado
por GC-ECD e GC-MS (etapa M).

Figura 2 - Etapas de extracdo das amostra pelo método QUEChERS acetato modificado.
As etapas de preparo tém a mesma sequéncia do QUEChERS Original, com a diferenca da
quantidade de amostra/solvente e reagentes.
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Fonte: elaborado pelos autores, 2023 (Created with BioRender.com).
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2.3 Analise por GC-ECD e GC-MS
2.3.1 Curva de calibragao

Para a quantificacdo de residuos de agrotéxicos nas amostras, duas solugdes esto-
que (S.E.) foram preparadas nas concentragdes: S.E. 1 — 0,1 mg kg de Trifluralina
e 5 mg kg para os demais i.a.; S.E. 2 - 1,0 mg kg de Trifluralina e 10 mg kg’
para os demais compostos, todos em solvente acetato de etila (Tedia — grau HPLC).
A partir das diluicdes das S.E. 1 e 2, trés curvas de calibracdo contendo treze
pontos cada, foram preparadas no extrato de matriz de laranja organica isenta de
contaminantes. A linearidade, faixa de trabalho, limite de deteccao (LD) e limite
de quantificacdo (LQ) foram determinadas para cada i.a. seguindo as orientagdes
de validacdo analitica do INMETRO (DOQ-CGCRE-008-Ver.07-Jul/18 e o guia da
Comissao Europeia SANTE 11813/2017.

2.3.2 Metodologia Analitica

Para as determinagdes por cromatografia a gés foi utilizado o equipamento GC-ECD
2010 Plus com radionuclideo de 63N, injetor automatico AOC-20i marca Shimadzu e
coluna cromatografica HP5 30m X 0,32mm x 0,25pum de filme marca Agilent Tecno-
logies. As condicdes analiticas foram descritas na TABeLA 3.

Revista IPT | Tecnologia e Inovagao v.8,1n.23, ago., 2023

69



I CONGRESSO DE BIONANOMANUFATURA
25 de novembro de 2022
IPT- Sao Paulo

Tabela 3 - Descricao das condi¢des analiticas para o equipamento GC-ECD.

Parametros

Temperatura do injetor 250°C

Tipo de injecao e volume Split/ divisdo de 5 e 1pL na injecao

Controle de fluxo Pressao/41,6 kPa

Fluxo total 10,1 mL/min

Fluxo da coluna 1,19 mL/min

Velocidade linear 22,7 cm/sec

Fluxo de purga no injetor 3,00 mL/min

Temperatura detector 300°C

Rampa de aquecimento (°C/min.) Temperatura (°C) manter por (minutos)

= 60 0
30 95 0
20 190 0
5 250 0
30 300 18

Fonte: elaborado pelos autores, 2023

Para as analises por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas foi
utilizado o equipamento modelo GC System 7890A acoplado a MS 5975C inert XL
EI/CI MSD marca Agilent Technologies, injetor modelo CTC Analytics da Pal System,
com a coluna cromatografica similar a do GC-ECD porém com menor diametro, a
RTX-530 m X 0,25 mm x 0, 25 ym de filme marca Restek. As condigdes analiticas
para o método SIM (Selective ion monitoring) e SCAN foram descritas na TABELA 4,
totalizando 34,6 minutos de corrida.

Revista IPT | Tecnologia e Inovagao v.8,1n.23, ago., 2023

70



I CONGRESSO DE BIONANOMANUFATURA
25 de novembro de 2022
IPT- Sao Paulo

Tabela 4 - Descricao das condicoes analiticas pelo método SIM e SCAN para o equipamento GC-MS.

Parametros

Temperatura do injetor 250°C

Tipo de injecao e volume Split/ divisdo de 5 e 1puL na injecao

Controle de fluxo Pressao: 8,2317 psi

Fluxo total 9 mL/minuto

Temperatura linha de transferéncia 300°C

Fluxo de purga no injetor 3,00 mL/minuto

Temperatura detector 300°C

Rampa de aquecimento (°C/min.) Temperatura (°C) manter por (minutos)

= 60 0
30 95 0
20 190 0
5 250 0
30 300 15

Fonte: elaborado pelos autores, 2023

Os fons monitorados pela técnica de GC-MS foram descritos na TABELA 5.

Tabela 5 - fons monitorados para analise de residuos de agrotéxicos por GC-MS (modo SIM).

06 266 197 139 344

fons molecular (m/2) 3

fons fragmento 1 (m/Z) 264 264 197 139 344
fons fragmento 2 (m/Z) 290 266 199 141 345
fons fragmento 3 (m/Z) 306 268 314 251 372
fons fragmento 4 (m/2) - - 316 253 388

Fonte: elaborado pelos autores, 2023

Revista IPT | Tecnologia e Inovagao v.8,1n.23, ago., 2023



I CONGRESSO DE BIONANOMANUFATURA
25 de novembro de 2022
IPT- Sao Paulo

Os dados obtidos foram tratados pelo software GC-Solutions (GC-ECD ) e MSD Che-
mstation (GC-MS) e os cdlculos executados com auxilio do Excel 2010 e ferramenta
Action Stat versao 3.7_2019.

Neste trabalho foi estudada a variedade de laranja Citrus Sinensis chamada laranja Péra.
Sua producdo se destaca no Brasil, pois, além de produzir quase o ano todo, o suco
produzido tem um alto rendimento e qualidade (COELHO et al., 2019). No preparo de
amostras foram realizados estudos para comparar os métodos e verificar a eficiéncia
de extragao dos agrotéxicos da matriz e qual o mais adequado em relagao a detecgao

do i.a. e o efeito matriz sobre o sinal do equipamento.

Os agrotdxicos em estudo foram selecionados com base nos resultados do PARA coor-
denado pela ANVISA, cujo programa de monitoramento € realizado em todos os Estados
Brasileiros por uma rede de laboratdrios oficiais e equipes de Vigilancias Sanitarias. Das
744 amostras de laranja analisadas no periodo de 2013 a 2015, o i.a. Azoxistrobina foi
encontrado em 71 amostras, Clorpirifés em 217 e Dicofol em 30 amostras. O Dicofol
é um acaricida organoclorado que era utilizado para cultura citros, e se destaca por
ter sido recentemente proibido pela ANVISA, e adicionado a convencao de Estocolmo
devido a sua classificagdo como POP (Poluente Organico Persistente). NAKANO et al.
analisaram residuos de agrotoxicos em laranja Péra utilizando a técnica analitica de GC-
-micro ECD. Dentre os pesticidas analisados, o Clorpirifés e Dicofol foram encontrados
nas amostras, indicando o uso sisttmico, com risco de desenvolvimento de resisténcia
das pragas submetidas a esse tratamento agroquimico (NAKANO et al, 2016). O i.a.
Clorpirifés esta sob reavaliagdo da ANVISA e outros 6rgdos internacionais do Canadg,
Austrdlia e EUA. O motivo da reavaliagio sdo aspectos toxicolégicos como mutageni-
cidade e toxicidade para o desenvolvimento, especialmente a neurotoxicidade para o
desenvolvimento encontrados em estudos recentes (ANVISA, 2021).

Os outros i.a analisados, a Trifluralina que é um herbicida e Clorotalonil sao utilizados

para cultura citros (AGROFIT, 2019; ANVISA, 2016). A Ficura 3 ilustra as caracteristicas
dos agrotéxicos avaliados.
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Figura 3 - Caracteristicas dos agrotéxicos avaliados em cultura de citros.

- Massa
Ingrediente Ativo Nomeclatura Formula molecular CAS LM-R_I Grupo quimico Acgio
molecular gmol! mg.kg
Trifluralina NOz a0, -trifluoro-
S CHa 2,6-dinitro-N,N-
F NL dipropyl-p- Ci3HisFsN;04 335,283 1582-09-8 0,05 Dinitrognilina Herbicida
Chs toluidine
NOz
Clorotalonil CN ietrachloroisopht
cl cl halonitrile
g
| CsCLN; 26591 1897-45-6 0.5 Isoftalonitrila Fungicida
cl > N
cl
Clorpirifés O,0-diethyl O-
° o, 33,6-trichloro-2-
N 3 ..
¢l - g Ppyridylphosphorot Inseticida,
=/ »* hioate CsHi1CLsNOPS 350,575 2921-88-2 2.0 Organofosforado ~ formicida e
ws acaricida
CHy
Dicofol 2,2, 2-trichioro-
I Ll 1,1-bis(4-
. \ chiorophenyl) C1:HsCL0 370,475 115-32-2 Proibido | Organoclorado ~ Acaricida
a——al
cl
Azoxistrobina methyl (2E)-2-[2-
‘ e e 6-(2-
| " py 305
A A, ”’“”l_“)fﬁz"’ﬁ)p” CatliN:05 403,4 131860-33-8 05 Estrobilurina  Fungicida
s oig-cosc  MoxyIphenyl]-3-
methoxyacrylate

Fonte: MANHANI, K.C.,2019 adaptado.

Nos testes comparativos dos métodos, o de extragao liquido-liquido apresentou proble-
mas, com formacao de grande quantidade de emulsdo, tornando-se inviavel a separagao
do solvente e a matriz. Na extragdo via QUEChERS ORIGINAL (Método 2), a separagdo
dos analitos da matriz foi feita por meio do uso de acetonitrila, sulfato de magnésio e
cloreto de sddio, e no QUEChERS MODIFICADO (Método 3), além de uma aliquota
maior de amostra, utilizou-se acetonitrila acidificada (1% &acido acético), sulfato de
magnésio e acetato de s6dio. Ambos os métodos tém as etapas de extragdo similares,
com a diferenca da quantidade de amostra e tipos de reagentes. O método de preparo
de amostras QUEChERS, sigla em inglés que significa Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged and Safe (rapido, facil, econémico, efetivo, robusto e seguro) foi desenvolvido
em 2003 por ANASTASSIADES et. al., bastante divulgado e empregado no preparo
de amostras complexas como as amostras de alimentos. O processo de extragao por
QUEChERS consiste em trés etapas: 1* extracdo com solvente; 2? adicdo de sais para
particdo da amostra e 3? limpeza com fase sdlida dispersiva (Clean-Up). A adigdo de
sais tem efeito ”Salting-out”, ou seja, os sais ficam dissolvidos na fase mais polar (no
caso a agua) e o solvente fica menos solivel na fase aquosa, ocorrendo a formagao de
duas fases, agua + sais e solvente acetonitrila + analitos (PRESTES, et.al., 2011).

Em andlises iniciais do i.a. Dicofol por GC-ECD para cinco sucos de laranja, todas

indicaram a presenca deste agrotéxico, sendo que um deles era de categoria organica
certificada (amostra E).
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Em uma segunda etapa de testes, foram comparados os métodos de extracao 2 e 3 para
os i.a. Trifluralina, Clorpirifés e Dicofol na concentragdo de 0,1Tmg kg™ para avaliar a
resolucdo dos i.a. e ruidos de linha de base. Os resultados encontrados por GC-ECD
para cinco sucos estao apresentados na TABELA 6.

Tabela 6 - Resultados das amostras em testes preliminares com aplicacdo dos métodos de
preparo de amostras 2 e 3 e recuperacio de padrao.

Identificacao

das amostras !Conc. Amostra 'Conc. Amostra !Conc. Amostra mg kg!
mg kg'/Rec % mg kg*/Rec % /Rec %

*Met. 2 *Met.3 *Met. 2 *Met.3 *Met. 2 *Met.3
Branco N.D./79,0 N.D./60,0 N.D./86,0 N.D./59,0 N.D./67,0 N.D./50,0
0,053+-
Suco A N.D./103,0 N.D./78,0 N.D./110,0 N.D./71,0 0,029+-0,002/87,0
0,002/72,0
Suco B N.D./92,0 N.D./60,0 N.D./104,0 N.D./65,0 <0,025*/81,0 < 0,025*/55,0
Suco C N.D./59,0 N.D./57,0 N.D./78,0 N.D./58,0 <0,025*/27,0 < 0,025*/47,0
0,040+-
Suco D N.D./103,0 N.D./69,0 N.D./103,0 N.D./67,0 <0,025*/91,0
0,002/51,0
0,070+-
Suco E N.D./115,0 N.D./81,0 N.D./102,0 N.D./62,0 0,103+-0,005/50,0
0,001/57,0

*Concentracdo da amostra sem a adicio do padrio

?Met.2 - Método de preparo de amostras 2

*Met.3 - Método de preparo de amostras 3

N.D. - ingrediente ativo nao detectado

< 0,025* - pico de Dicofol detectado, porém com concentragdo menor que o
primeiro ponto da curva (0,025 mg kg)

Fonte: elaborado pelos autores, 2023.
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Das cinco amostras avaliadas, duas amostras (A e E) apresentaram i.a. Dicofol acima do
primeiro ponto da curva de calibragao (0,025 mg kg™) pelo preparo do método 2 e trés
amostras (A,D e E) pelo método 3. Na analise por GC-ECD e GC-MS observou-se que o
método 3 apresentou maior ruido na linha de base do cromatograma, conforme demons-
trado com as amostras A e E na FIGURA 4. Isso significa que o pH colabora para extragao
de mais substancias interferentes de matriz, mas também pode auxiliar na extragdo dos
i.a. de interesse que ndo tenham uma recuperagao eficiente utilizando outros métodos
de preparo como o QUEChERS original, conforme indicado por LEHOTAY et al. (2005).

Figura 4 - Cromatogramas de GC-MS sobrepostos - método 2 na cor preto e método 3 na cor rosa

(x10,000)
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(x10,000)
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00 _%
50 1875

18 1900 19.25 1950 1975 20,00 20.25 2050 2075

Fonte: elaborado pelos autores, 2023

Os métodos 2 e 3 foram testados em relacdo a etapa de Clean Up. Extratos de matriz
de laranja organica isenta de contaminantes, com adicdo de padrdo, foram submetidas
a etapa de Clean Up. Trés testes foram executados, conforme a descricao:

e Método 2 - Clean Up 1: Extrato preparado conforme método 2 e adi¢do de padrao,
etapa de limpeza com 300 mg de MgSO4 anidro e 50 mg de PSA

* Método 3 - Clean Up 1: Extrato preparado conforme método 3 e adi¢ao de padrao,
etapa de limpeza com 300 mg de MgSO4 anidro e 100 mg de PSA

e Método 3 - Clean Up 2: Extrato preparado conforme método 3 e adi¢do de padrao,
etapa de limpeza com 300 mg de MgSO4 anidro, 100 mg de PSA e 100 mg de
C18 ODS.

Os resultados obtidos para os testes foram apresentados na TABELA 7.
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Tabela 7 - Resultados dos testes e Clean Up para os métodos de preparo de amostras 2 e 3.

Identificacdo do Trifluralina Clorotalonil Clorpirifés Dicofol Rec | Azoxistrobina
teste Rec (%) Rec (%) Rec (%) (VA) Rec (%)
Método 2 - Clean up 1 89 44 71 101 81
Método 3 - Cleanup 1 101 76 79 98 90
Método 3 - Clean up 2 86 77 89 109 97

Fonte: elaborado pelos autores, 2023.

Na Figura 5 foram apresentados o cromatograma dos testes descritos na TABelA 7 e o
corte para cada banda cromatografica dos i.a.

Figura 5 - Cromatogramas dos testes de preparo de amostras descritos na Tabela 7.

1 000,

Cromatogramas sobrepostos
o Método 2+ clean up 1
or Método 3+ clean up 1
o Método 3+ clean up 2

Trifluralina

Azoxistrobina

Clorotalonil
Clorpirifés

'_"\) Dicofol

Fonte: elaborado pelos autores, 2023.

Avaliando os resultados de todos os preparos, os testes de recuperacdo com maior efi-
ciéncia foram os preparados com o método 3. Este método teve como referéncia biblio-
grafica o artigo de LEHOTAY et al. (2005), no qual foi indicado mudancas de reagentes
e propor¢ao, faixa de pH em 4,8 para melhoria de recuperagio de i.a. A otimizagcdo
foi feita com adicao de maior quantidade de adsorvente PSA e acréscimo de C18 ODS
para a diminuigdo de interferentes da matriz como 6leos presentes na casca da laranja
que possam co-eluir com os analitos de interesse, sendo portanto o método 3 adotado
para a analise das demais amostras.
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Para as andlises por GC-ECD e GC-MS foram testados 25 condigbes, entre troca de
coluna, rampa de temperatura, modo de injecao e fluxo de gas, até obter a melhor sele-
tividade, resolugao dos picos, intensidade de sinal, com um tempo de anélise adequado.
Inicialmente o método foi desenvolvido no GC-ECD e depois otimizado no GC-MS,
para identificagdo confidvel dos agrotoxicos.

Como parametros de qualidade, foram determinados LD, LQ, coeficiente de de-
terminacdo (r?), coeficiente de correlacdo (r) e faixa linear de trabalho com base
em 3 curvas de calibragdo preparadas na matriz de extrato de laranja, conforme
apresentados na TABELA 8.

Tabela 8 - Parametros de qualidade para os ingredientes ativos no método QUEChERS
modificado

Identificacido | Trifluralina Clorotalonil Clorpirifos Azoxistrobina

doi.a. mg kg mg kg mg kgt mg kg*

Limite de detecgao

(LD) 0,012 0,060 0,100 0,040 0,040
Limite de

0,04 0,20 0,30 0,11 0,12
quantificacéo (LQ)

Coeficiente de

determinacao

(r2) (com base 0,992 0,995 0,993 0,998 0,997
em 3 curvas de

calibragio)*

Coeficiente de
Correlacao de 0,9913 0,9935 0,9958 0,9975 0,9971

Pearson (r)*;**

Faixa linear de
0,03-0,10 0,30-0,70 0,30 - 0,9 0,11-0,50 0,12-0,50
trabalho

*Como critério de aceitagao para r e r2 foi adotado o valor 2 0,90 (INMETRO, 2003).

**O coeficiente de Pearson foi calculado pelo software Action Stat por meio das trés curvas de
calibracao.

Fonte: elaborado pelos autores, 2023
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Com os métodos de preparo e analise definidos, as 21 amostras citricas foram ana-
lisadas utilizando o método de preparo de amostra 3, analise por GC-ECD e andlise
por GC-MS utilizando o método SIM.

A técnica analitica de GC-ECD é uma das mais sensiveis para determinagao de com-
postos halogenados, podendo fazer leitura de picogramas (107%¢) de concentragdo,
sem interferéncia de solventes derivados de hidrocarbonetos, considerada uma técnica
sensivel, reprodutivel, simples e de facil operagao para determinacdo dos i.a. como o
Dicofol, Clorotalonil, Trifluralina, Clorpirifés e também Azoxistrobina.

Apesar de nas etapas de desenvolvimento trés amostras de suco de laranja, dentre elas
um da classe organica, apresentarem indicios da presenca do agrotéxico Dicofol, na
aplicagdo do método e preparo desenvolvido, nenhuma amostra apresentou tal agro-
toxico. Para as 12 amostras de laranja, um pico no tempo de retengdo do agrotéxico
Clorpirifés (composto organofosforado) foi encontrado em trés amostras, porém nao
pode ser confirmado na andlise por GC-ECD e GC-MS devido a concentragdo menor
que a detectavel pelo equipamento de forma confiavel (<LD - 0,1Tmg kg ).

A técnica de GC-MS demonstrou eficdcia na determinagao dos agrotdxicos em estudo,
avaliando-se a matriz citrica com adi¢do dos padrdes nas faixas de concentragao do
LMR dos agrotéxicos em estudo, sendo confirmado na biblioteca NIST com minimo
de trés fons fragmentos no espectro de massas.

O desenvolvimento de técnica analitica para determinagao multirresiduo de agrotoxi-
cos em alimentos citricos por QUEChERS modificado e andlise por GC-ECD e GC-MS
alcancou resultados satisfatérios de seletividade, com o estudo do efeito matriz e limite
de detecgao de acordo com o preconizado no método de validagao analitica, podendo
ser classificado como uma andlise qualitativa validada para os pesticidas Triflurali-
na, Clorotalonil, Clorpirifés, Dicofol e Azoxistrobina. A metodologia QUEChERS foi
estudada com maior profundidade, demonstrando ser eficiente no preparo de matriz
citrica como a laranja e suco de laranja, uma alternativa ambientalmente sustentavel
se comparada a métodos convencionais que utilizam grandes quantidades de solvente
como a extragao liquido-liquido. A comparagao entre os métodos QUEChERS original
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e QUEChERS acetato modificado para laranja, este dltimo com otimizagado, propor-
cionou a melhoria na limpeza da amostra, com eficiente recuperagdo de padrio e
diminuigdo do efeito matriz aplicados a um total de 26 amostras de laranjas e suco de
laranja (5 amostras de suco de laranja nas etapas experimentais e 21 amostras citricas
com método consolidado). Durante o processo de desenvolvimento, detectou-se a
presenca do i.a. Dicofol com monografia excluida pela ANVISA, em trés amostras
de suco de laranja em concentragdes acima do primeiro ponto da curva experimental,
das quais uma amostra de suco era de certificagdo organica. Contudo, o conjunto de
resultados obtidos demonstram a importancia do controle e do desenvolvimento de
analises cada vez mais sensiveis e eficazes para monitoramento de residuos de agro-
toxicos em alimentos, para assegurar a salide da populagdo, valoriza¢ao do produto
interno e de exportacao.

Ao Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN) e ao Instituto de Pesquisas
Tecnoldgicas do Estado de Sao Paulo (IPT) por fornecer a infraestrutura, materiais e
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Ao Instituto Adolfo Lutz pela parceria e suporte técnico que tornaram possivel este trabalho.
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