Experimental Biotecnologia II: Determinacao de Glucose
por biossensor baseado em papel.

Ensaio de glucose baseado em papel
objetivos de aprendizado
Os alunos serao capazes de:

Usar um dispositivo analitico baseado em papel para medir as

concentracoes de glucose.

-Usar colorimetria de imagem digital para determinar

guantitativamente as concentracdes de glucose.

Realizar uma subtracdo de fundo colorimétrica usando

intensidades de pixel.

Desenvolver e usar uma curva analitica para determinar uma

concentracao desconhecida.

Histérico - Dispositivos de diagndéstico baratos e de

implantacdao rapida

A glucose é um dos varios biomarcadores importantes que podem
ser usados pelos profissionais de salde para avaliar o estado
de salde de uma pessoa. A concentracado de glucose no sangue e
na urina pode ajudar a determinar se uma pessoa esta
processando aclicares adequadamente e pode auxiliar no
diagn6stico de certas doencas. Por exemplo, concentracodes
elevadas de glucose na urina sao frequentemente indicativas de
diabetes. Usando as reacdes descritas abaixo, vocé tentara
determinar a concentracdo de glucose em uma solucao
desconhecida usando materiais simples (por exemplo, pipetas de
transferéncia de papel e plastico) e equipamentos prontamente
disponiveis (por exemplo, um smartphone). Ao realizar este
experimento, vocé contribuira para uma area crescente de
pesquisa cientifica focada no desenvolvimento de ensaios
clinicos muito simples e baratos que podem ser usados para
diagnosticar doencas em areas onde especialistas médicos
treinados e instrumentacao altamente especializada nao estao

disponiveis.

0 papel, normalmente feito de celulose, é um substrato

atraente para a realizacao de ensaios de diagnéstico no local
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de atendimento porque é barato, amplamente disponivel e
absorve fluidos por acao capilar. Ao padronizar um pedaco de
papel com uma cera hidrofébica, é possivel criar canais e
zonas em um pedaco de papel que podem ser usados para realizar
ensaios usando pequenas quantidades de reagentes e amostras.
Dispositivos feitos de papel padronizado sdo conhecidos como
dispositivos analiticos baseados em papel microfluidico ou
microPADs. Ensaios que produzem uma mudanca de cor sao
especialmente passiveis de serem realizados em microPADs
porque a mudanca de cor pode ser observada a olho nu e, quando
resultados quantitativos sdao desejados, a intensidade da cor
produzida pelo ensaio pode ser medida usando um smartphone em
um processo conhecido como colorimetria de imagem digital
(DIO).

Para realizar o ensaio de glucose, vocé primeiro preparara
trés solucdes padrao de glucose de concentracdo conhecida por
diTuicdo em série. Vocé entao testara os padrdes, preparara
uma curva de calibracdao e testara uma amostra de glucose
desconhecida. Como a glucose é o reagente limitante na reacao
do ensaio, a intensidade da cor produzida no dispositivo deve

ser proporcional a concentracdao de glucose em cada amostra.
Reacoes quimicas

Os microPADs contém duas enzimas e um corante que permitira
visualizar e quantificar essa quantidade de glucose em uma
solucdao. Quando uma solucdo contendo glucose é adicionada ao
microPAD, a glucose reage com o oxigénio do ar para produzir
5-D-gluconolactona e peréxido de hidrogénio conforme

representado na reacao a seguir:
Gox
Glucose + 0, — & — D — Gluconolactone + H,0, (@Y

Essa reacdo é catalisada pela enzima glucose oxidase (GOX).
Como ambos os produtos sao incolores sob luz visivel,
usaremos uma segunda reacado como um indicador de que a
primeira reacao ocorreu. 0 produto de pero6oxido de hidrogénio

da primeira reacao passara por uma segunda reacao com um
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doador de elétrons, um corante neste caso, para reduzi-To

ainda mais, conforme descrito na reacao 2:

HRP
HZOZ + Donorreduced — Donoroxidized + 2"20 (2)

O corante que sera utilizado nesta atividade é o acido 2,2’-

azino-bis(acido 3-etilbenzitiazolina-6-sulfénico) (ABTS).

0 ABTS, que é incolor em seu estado reduzido, torna-se azul-
esverdeado quando é oxidado. Essa segunda reacdo é catalisada
pela enzima peroxidase de raiz forte (HRP), de modo que, a
medida que o peroxido de hidrogénio é produzido pela primeira
reacao, ele é imediatamente consumido na segunda reacao. O
numero de moléculas de ABTS oxidadas ao estado azul-esverdeado
dependera da quantidade de glucose presente na solucao
testada, portanto, a intensidade da cor pode ser utilizada
para quantificar a quantidade de glucose presente nas solucdes

depositadas no microPAD.

Procedimento - Analise Quantitativa de Glucose usando

microPADs
Seguranca
Use 6culos de seguranca e Tuvas (fornecidas no kit).

Trabalhe em uma superficie plana, limpa e ndo porosa (por

exemplo, uma bancada de cozinha).

Mantenha seus dispositivos eletronicos e quaisquer outros
objetos de valor que possam ser danificados pela agua em local

seguro distancia durante a execucao da atividade.
Nao coma ou beba durante a realizacdao da atividade.

Limpe a superficie de trabalho com agua e lave as maos apds

concluir a atividade.
Materiais

MicroPAD com 5 areas de ensaio e pré-carregado com

peroxidase de rabanete, glucose oxidase e ABTS
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- Agua DI (tubo de centrifuga de 15 mL)

- solucoes de glucose 0,120 mol/L e 0,080 mol/L)

- 4 tubos de microcentrifuga vazios (transparentes)
- Toalhas de papel

- Suporte para tubos de microcentrifuga

- Marcador permanente.

Preparacao da solucao

Tubo S1: adicione 10 uL de uma solucdao de glucose 0,120 mol/L

e complete para 1 mL.

Tubo U: adicione 10 uL de uma solucdao de glucose 0,080 mol/L e

complete para 1 mL.

Em seguida, vocé preparara dois padroes adicionais (52 e S3)

diluindo a solucdao estoque (S1).
1. Coloque 4 tubos de microcentrifuga no suporte de tubos.

2. Usando o marcador permanente, identifique o tubo como “S1”,

“U” e os tubos vazios da microcentrifuga como “S2” e “S3”.

3. Usando uma micropipeta coloque 0,5 mL de agua nos tubos S2
e S3.

Tubo Volume/mL
S1 1.0
S2 0.5
S3 0.5
u 1.0

4. Transfira 0,5 mL do tubo S1 para o tubo S2, tampe e agite.

5. Transfira 0,5 mL do tubo S2 para o tubo S3. Tampe e agite o

tubo S3 para misturar bem a solucao.

Nota: Depois de preparar as solucbes padrao, vocé deve ter 0,5
mL de S1, 0,5 mL de S2 e 1 mL de S3.
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6. Destape o tubo de microcentrifuga e coloque cada pipeta de

transferéncia em seu tubo correspondente.

Analise de Glucose
Solucao reagente:

Glucose oxidase 400 U/mL, peroxidase de rabanete 550 U/mL,
ABTS 7,5 mg/mL, BSA 10 mg/mL e tampao fosfato salino (PBS).

0. Opcional: prenda com fita adesiva os cantos do microPAD na

superficie de trabalho.

1. 1 uL da solucao reagente foi dispensada em cada zona
reagente nos microPADs e seca em condicdes ambientais por 10
min

2. Adicione cuidadosamente uma gota de solucao a cada entrada

de amostra no microPAD na seguinte ordem:

Entrada da Zona de
Amostra reagente
amostra
Entrada da | Rissy Zona de
1 S1
23
z 2 O3
3 53 2
5
A DI agua =
(0 mM)
5 U

3. Assim que a solucdo atingir o final da area de analise,
Timpe qualquer amostra restante da entrada da amostra usando

uma toalha de papel.
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Final da zona de ensaio

Fluido 1 quase Fluido 1 alcanca Eliminar o excesso
alcanca o final o final da zona de fluido da zona
da zona de ensaio de ensaio de entrada

4. Depois de secar a Ultima entrada de amostra, deixe os
testes secarem por mais 20 minutos. Uma cor azul/verde deve se
desenvolver em cada zona de teste como resultado da oxidacao
do ABTS.

5. Coloque o dispositivo em uma area bem iluminada e, usando
um smartphone, tire uma foto do dispositivo. Tente evitar
sombras sobre o dispositivo (é fundamental que todas as zonas
de teste estejam sob a mesma luz) e mantenha o telefone
nivelado. As vezes, pode ser (til aumentar um pouco o zoom
(2x-4x) para que vocé possa manter a camera um pouco mais

longe do dispositivo.
Colorimetria de imagem digital

1. Baixe o aplicativo “Pixel Picker” para iPhone ou “Color

Grab” para Android em seu celular.

£

“Pixel Picker” — Andrea Bizzotto "Color Grab” — Loomatix

For iPhone:

Para iPhone:

2. Abra o aplicativo. Clique no icone da imagem (canto
inferior esquerdo) e selecione sua imagem do microPAD. Nota:
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Todos os seus dados devem vir de uma Unica imagem para
garantir foco consistente e condicdes de iluminacdo para todas

as zonas de teste.
3. Mova o alvo para o centro da primeira zona de teste.

4. Registre a intensidade do pixel do canal vermelho (este é o
nimero acima do R na parte superior da tela) em seu notebook.

Valores mais baixos correspondem a cores mais escuras.

5. Mova o alvo ligeiramente para a direita do centro
(certifique-se de que o ponto do alvo ainda esta na zona de
teste) e registre a intensidade do pixel do canal vermelho. Em
seguida, mova o alvo Tigeiramente para a esquerda do centro
(certifique-se de que o ponto do alvo ainda esteja na zona de
teste) e registre a intensidade do pixel do canal vermelho.
Este processo lhe dara um total de trés medicdes para cada
zona de teste. Como vocé pode observar, a distribuicdao de cor
nas zonas de teste ndo é muito uniforme, portanto, fazendo
medicdes repetidas da mesma zona, é possivel melhorar a

precisao dos resultados.

6. Mova o alvo para o centro da segunda zona de teste e repita

0S passos 4 e 5 para obter trés medicoes.

7. Repita a etapa 6 para as zonas de teste restantes.

Para Android:

2. Abra o aplicativo. Clique no icone {} de configuracdes no
menu superior. Clique em “Camera Left Cell” e selecione “RGB”
no menu. Em seguida, clique em “Camera Right Cell” e selecione
também “RGB”. Vocé pode deixar todas as outras configuracoes

padrao.

3. Clique no icone de imagem 'zl no menu superior e selecione

sua imagem do microPAD.
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Nota: Todos os seus dados devem vir de uma Unica imagem para
garantir foco consistente e condicdes de iluminacdao para todas

as zonas de teste.

4. Clique no icone de cadeado (canto superior direito da
tela).

5. Arraste o seletor de cores para colocar o pequeno circulo

no centro da primeira zona de teste.

6. Toque no icone do conta-gotas (canto inferior direito da

tela) para gravar a cor deste ponto.

7. Arraste o seletor de cores Tligeiramente para a direita do
centro (certifique-se de que o pequeno circulo ainda esteja na
zona de teste) e toque no icone do conta-gotas. Em seguida,
arraste o seletor de cores levemente para a esquerda do centro
(certifique-se de que o pequeno circulo ainda esteja na zona
de teste) e toque no icone do conta-gotas. Este processo lhe
dara um total de trés medicdes para cada zona de teste. Como
vocé pode observar, a distribuicdao de cor nas zonas de teste
nao é muito uniforme, portanto, fazendo medicdes repetidas da

mesma zona, é possivel melhorar a precisao dos resultados.

8. Mova o seletor de cores para o centro da segunda zona de

teste e repita as etapas 6 e 7 para obter trés medicodes.
9. Repita a etapa 8 para as zonas de teste restantes.

10. Clique no icone de marca de selecao azul (canto inferior
direito da tela) e, em seguida, clique no icone do copo (canto
inferior direito da tela) para ver os resultados, que serao
exibidos em ordem cronolégica inversa. O aplicativo exibira os
valores de intensidade de pixel RGB (vermelho, verde e azul)
para cada medicdao. Valores mais baixos correspondem a cores

mais escuras.

11. Registre as intensidades de pixel do canal vermelho (o
primeiro nimero do conjunto de trés numeros entre parénteses

rotulados como RGB) para cada medicao.
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12. Para excluir as informacdoes armazenadas, clique no icone

da Tixeira no menu superior.

Analise de dados

1. Calcule as concentracdes de glucose nas trés solucdes
padrao (S1, S2 e S3) em unidades de mM.

2. Insira seus dados em uma planilha do Excel e calcule o
valor médio da intensidade da cor para cada conjunto de trés
medicoes replicadas. Isso dara o sinal médio para cada

solucao.

3. Calcule o sinal corrigido de fundo para cada solucao
subtraindo o sinal médio de cada solucdao do sinal médio para

agua desionizada (0 mM).

4. Prepare um grafico de dispersdao no Excel de sinal
(intensidade de cor corrigida de fundo) vs. concentracao de
glucose (mM) para seus padrdoes. Inclua o ponto para agua.
Encaixe os dados com uma linha de tendéncia Tinear e exibir a
equacao e o valor R? no grafico. Certifique-se de rotular seus
eixos. Observacdo: Se seu dispositivo falhou em um de seus
padroes (por exemplo, o liquido ndo penetrou na zona de
teste), vocé pode exclui-lo ao fazer sua curva padrdo. Indique
se vocé precisou excluir algum ponto de dados em seu
relatorio. Vocé nao pode excluir a agua DI, pois ela é

necessaria para a subtracao de fundo.

5. Use a equacao de sua curva de calibracdao para determinar a

concentracao de sua amostra desconhecida em mM.

6. Depois de saber a concentracao do desconhecido, determine a
massa de glucose que estava presente no tubo verde

desconhecido da microcentrifuga.



