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RESUMO

Titulo: “Construcéao e aplicacao de dispositivos analiticos 2D e 3D a base de papel
com detecc¢ao eletroquimica”.
Autor: Murilo Santhiago
Orientador: Lauro Tatsuo Kubota
Palavras-chave: Microfluidica, deteccao eletroquimica, dispositivos em papel.
Neste trabalho descreve-se a construgdo e aplicacdo de dispositivos
analiticos 2D e 3D a base de papel com deteccao eletroquimica (ePAD). Os
dispositivos foram construidos empregando o método de impressdao com cera e
diferentes tipos de papéis. Eletrodos de ouro foram utilizados juntamente com o
conceito da separacao cromatografica em dispositivos microfluidicos. No canal
microfluidico a base de papel foi possivel realizar a separagéo de acido ascorbico
e dopamina em 14 minutos. A necessidade por processos de fabricacdo mais
simples e de baixo custo nos motivou a estudar eletrodos de carbono em ePADs.
Assim, eletrodos de grafite de lapiseira foram selecionados visando o
desenvolvimento de um biossensor para glicose. O biossensor apresentou uma
excelente resposta eletroquimica e um tempo de analise de 4 minutos. O mesmo
eletrodo de grafite foi acoplado com um sistema de informacao para determinacéao
de p-nitrofenol. Assim, foi possivel detectar 1,0 umol L' de p-nitrofenol em
amostras de agua e analisar/interpretar os resultados empregando um celular. Por
fim, a necessidade por sistemas eletroquimicos com menores limites de deteccao
nos impulsionou a fabricar microeletrodos de pasta de carbono. Os microeletrodos
foram fabricados em folhas de transparéncia e acoplados no papel empregando
uma configuragdo do tipo sanduiche. Os dispositivos foram caracterizados
eletroquimicamente na presenga de cisteina e apresentaram uma constante
cinética de 10° L mol™ s™'. Um limite de detecgdo de 4,8 pmol L™ para cisteina foi
obtido empregando um arranjo de microeletrodos. Por fim, os microeletrodos de
pasta de carbono foram utilizados para a construcdo de um biossensor visando a
determinacdo de metil paration. O ePAD foi construido de modo a acomodar o
substrato (acetiltiocolina) e a enzima (acetilcolinesterase) no mesmo dispositivo.
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ABSTRACT

Title: “Construction and application of 2D and 3D electrochemical paper-based
analytical devices”.

Author: Murilo Santhiago

Adviser: Lauro Tatsuo Kubota

Keywords: Microfluidics, electrochemical detection, paper-based devices

This thesis describes the construction and application of 2D and 3D
electrochemical paper-based analytical devices (ePADs). The devices were
constructed using the wax printing method and different types of papers. Gold
electrodes were employed along with the concept of chromatographic separation in
microfluidic devices. By using the paper-based microfluidic channel it was possible
to perform the separation of ascorbic acid and dopamine in 14 minutes. The need
for simpler and low cost manufacturing processes motivated us to study carbon
electrodes in ePADs. Thus, pencil graphite electrodes were selected for the
development of a biosensor for glucose. The biosensor exhibited excellent
electrochemical response and analysis time of 4 minutes. The same graphite
electrode was coupled to an information system for the determination of p-
nitrophenol. Thus, it was possible to detect 1.0 umol L™ of p - nitrophenol in water
samples and analyze/interpret the results using a smartphone. Finally, the need for
electrochemical systems with lower limits of detection made us to search for
carbon paste microelectrodes. The microelectrodes were fabricated on
transparency sheets and coupled on paper using a sandwich-type configuration.
The devices were characterized electrochemically in the presence of cysteine and
had a rate constant of 10° L mol™ s'. A detection limit of 4.8 umol L™ for cysteine
was obtained using an array of microelectrodes. By last, carbon paste
microelectrodes were used to construct a biosensor in order to determine methyl
parathion. The ePAD was constructed to accommodate the substrate
(acetylthiocholine ) and enzyme ( acetylcholinesterase ) in the same device.
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Figura I1.3. (a) Materiais empregados na construcao dos eletrodos e (b) 31
esquema de montagem dos eletrodos.

Figura 11.4. Desenho esquematico do puPAD para a deteccdo de 31
glicose. (i) filtragcdo, (ii) microzona reacional, (iii) zona de
detecgao eletroquimica.

Figura II.5. (a) Construcao dos eletrodos de prata. (b) Hidrofobizagdo 32
da superficie do papel com cera.
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Figura II.6. Etapas de construcdo do ePADqgr. (a) Folha de papel 35
impressa na cor verde. (b) Dispositivo ap6s a impressao do
cédigo e linhas de delimitagdo seguido do tratamento
térmico na face 33 x 29 mm. (c) Face oposta do dispositivo
na qual foi feita a impressao. (d) Dispositivo contendo a fita
dupla face e a trilha de carbono. (e) Esquema ilustrando o
dispositivo apds perfuracoes e dobragem do papel. (f) Foto
do dispositivo apds a insercado do sistema de filtragdo e do
eletrodo de trabalho. (g) Dispositivo pronto para a anélise.

Figura I.7. Mascaras para a construcao das trilhas condutoras de 37
prata.
Figura I1.8. Esquema do processo de construcdo do eletrodo de 38

trabalho (a) e do RE/CE (b) empregando fita dupla face. (c)
Montagem do WE + RE/CE para a constru¢éo ePAD,,.

Figura 11.9. (a) Esquema de construcédo do biossensor para a deteccao 40
de metil paration. (i) reservatério do substrato, (i)
espacgadores, (iii) canal microfluidico de coleta e filtracdo da
amostra, (iv) reservatorio da enzima e (v) RE/CE. (b)
Acoplamento com o WE. (c) Foto do dispositivo com os
conectores.

]| Separacao e deteccao eletroquimica de acido
ascorbico e dopamina (ePAD xp)

Figura Ill.1. Férmula estrutural da dopamina (a) e do acido ascorbico 43

(0).

Figuralll.2.  Voltamogramas ciclicos em solugao tampéo fosfato 0,1 mol 45
L' e v =50 mV s’ para (a) Au convencional e (b) Au em

papel.

Figuralll.3. Comparagéo entre as areas eletroativas e geométricas dos 46
eletrodos de trabalho para os canais de papel com largura
de 1,0 a 5,0 mm. A é&rea do retangulo de ouro na regiao
hidrofilica foi utilizada como area geométrica.
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Figuralll.4. (a) Voltamogramas ciclicos obtidos empregando a célula 47
eletroquimica fabricada sobre o papel em diferentes
velocidades de varredura (10 — 100 mV s™). (b) Gréafico de
Ip vs. v'"2. Fe(CN)s*™* 5 mmol L' em KCI 0,1 mol L.

Figuralll.5.  Voltamogramas ciclicos do Fe(CN)¢>’* 5 mmol L' em KCI 49
0,1 mol L' empregando como eletrodo de referéncia Au,
ECS e Ag/AgCl. As linhas verticais pontilhadas mostram a
localizacdo do E° da sonda para cada referéncia.

Figura lll.L6.  Injecdes de 0,5 uL de uma solugdo padrdo contendo uma 50
mistura DA e AA (1 mmol L' cada). Eluente: Tampao
acetato 0,1 mol L™ pH 5,0. Eapl. = 0,4 V vs. Au. Papel
Whatman #1 com largura do canal de 2,0 mm. As setas
indicam os tempos nos quais foram feitas injecées dos
padrbées. Grafico inserido: ilustragdo da coluna de papel
com destaque para as regides de adigdo da amostra.

Figuralll.7. Cromatograma em papel trocador cati6bnico P81 da 51
Whatman. Eluente: Tamp&o acetato 0,1 mol L™ pH 5,0.
Eapl. = 0,4 V vs. Au. Largura do canal de 2,0 mm. Injegcao
de 0,5 uL de uma solucéao padréo (seta inserida) contendo
uma mistura DA e AA 1 mmol L™ cada. Injegdo a 12 mm do
WE.

Figura lll.8.  Injecdes de 0,5 uL de uma solucdo padrao contendo uma 53
mistura DA e AA (1 mmol L cada). Eluente: Tampao
acetato 0,1 mol L pH 5,0. Eapl. = 0,4 V vs. Au. Papel
Whatman P81 com largura do canal de 2,0 mm. As setas
mostram os tempos nos quais foram feitas as inje¢cdées dos
padrdes. Distancias em relagdo ao eletrodo de trabalho de
cada injecdo: (a) 3 mm, (b) 7 mm, (c¢) 12 mm, (d) 17 mm e
(e) 22 mm.

Figura lll.9. Cromatogramas em papel trocador catidbnico P81 da 54
Whatman. Condicdes: Tampao acetato 0,1 mol L™ pH 5,0,
Eapl. = 0,4 V vs. Au, largura do canal 2,0 mm. Injecdes
(seta inserida) de (a) 0,25, (b) 0,5, (c) 1,0, (d) 1,5, (e) 2,0 e
(f) 2,5 uL de uma solucao padrao contendo a mistura de
DA e AA 1 mmol L,
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Figura lll.10. Respostas analiticas normalizadas em fungdo da area 55
eletroativa. Estudo realizado em papel trocador catidénico
P81 da Whatman, eluente tamp&o acetato 0,1 mol L™ pH
5,0 e Eapl. = 0,4 V vs. Au. Injecao de 0,5 uL de uma
solugdo padrdo contendo a mistura de DA e AA 1 mmol L
a 12 mm do eletrodo de trabalho.

Figura lll.11. Cromatogramas em papel trocador catibnico P81 da 56
Whatman. Condi¢ées: Solugdo tampao acetato 0,1 mol L™
pH 5,0, Eapl. = 0,4 V vs. Au, largura do canal 2,0 mm. 0,5
uL das solugdes padrdao contendo a mistura de DA e AA
0,075 até 4,0 mmol L™ adicionadas & 12 mm do eletrodo de

trabalho.
Figura lll.12. Curva analitica para dopamina e acido ascérbico. 57
A\ Biossensor para deteccao de glicose (ePADy;)
FiguralV.1.  Férmula estrutural da D-glicose. 63
FiguralV.2.  Foto do dispositivo em funcionamento. 67

FiguralV.3. Voltamograma ciclico obtido em sistema eletroquimico 68
convencional com trés eletrodos. Eletrodo de trabalho
grafite H, eletrodo de referéncia = Ag/AgCl e auxiliar
platina. Condicdes: Fe(CN)g*"* 1 mmol L™ + KCI 0,1 mol L™
ev=30mVs".

FiguralV.4. Gréfico de corrente de pico (Ip) versus raiz quadrada da 69
velocidade de varredura (v'?). Condicdes: Fe(CN)g*"® 1
mmol L + KCI 0,1 mol L" e v =30 - 110 mV s'. Sistema
convencional de trés eletrodos.

FiguralV.5. Gréfico de Ipa versus diametro do eletrodo de referéncia 70
(RE). Condicdes: Fe(CN)s** 1 mmol L™ + KCI 0,1 mol L™ e
v=30mVs™

FiguralV.6. Voltamogramas ciclicos obtidos em Fe(CN)s*™* 1 mmol L' 81
+KCl 0,1 mol L' e v =30 mV s™.(-) Sistema eletroquimico
usando trés eletrodos. Sistema eletroquimico empregando
dois eletrodos: (—) Ag/AgCl e grafite e (=) ePADgy; com tinta
de prata (d = 4 mm) e grafite.
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Figura IV.7.  Grafico de corrente de pico (Ip) versus raiz quadrada da 72
velocidade de varredura (v'’?). Condigdes: Fe(CN)g*"* 1
mmol L' + KCI 0,1 mol L™ e v =30 - 110 mV s™. Sistema
de dois eletrodos (ePADgy; com deteccdo eletroquimica).

FiguralV.8. Grafico da resposta do ePADgli (lpa) em fungdo da 74
concentragdo da enzima GO. Condi¢des: [4-APBA] = 4
mmol L™, tempo de reagdo = 3 min, [glicose] =1 mmol L™, v
=30mVs'ePBSO0,1 molL"pH 74.

FiguralV.9. Reacéo entre o peroxido de hidrogénio e o mediador redox 75
(a) e reagao de oxidacao do 4-aminofenol (4-AF) (b).

Figura IV.10. (a) Voltamograma ciclico obtido em PBS 0,1 mol L pH 7,4, 76

[4-APBA] = 4 mmol L', [GO] = 65 U mL™", tempo de reacdo
=3 minev =30 mV s’ naauséncia () e na presenca (=)
de glicose 1 mmol L. (b) Influéncia da concentracdo do
mediador na resposta do dispositivo. As condicdes
experimentais sdo as mesmas da Figura (a) com excecao
para a concentracdo do mediador que foi variada entre 1 —
6 mmol L.

Figura IV.11. Grafico de corrente de pico anddica em funcdo do tempoda 77
reacdo. Condigcdes: PBS 0,1 mol L™ pH 7,4, [4-APBA] = 4
mmol L™, [GO] = 65 U mL™", glicose = 1 mmol L' e v = 30
mVs™.

FiguralV.12. Influéncia do pH na resposta do ePADgli. Condicdes: [4- 78
APBA] = 4 mmol L™, tempo de reacdo = 3 minutos, [GO] =
65U mL", glicose=1mmolL'ev=30mVs".

FiguralV.13. Gréafico de corrente de pico anoddica em funcdo da 79
concentragao do eletrolito de suporte. Eletrélito = PBS pH
7,4, [4-APBA] = 4 mmol L™, tempo de reacdo = 3 minutos,
[GO] =65 UmL", glicose =1 mmolL'ev=30mVs™

Figura IV.14. Voltamogramas ciclicos obtidos na presenca e auséncia de 80
eletrélito de suporte (PBS 0,1 mol L™ pH 7,4). Condicdes:
[4-APBA] = 4 mmol L', tempo de reagdo = 3 minutos, [GO]
=65 U mL", glicose=1 mmolL"ev=30mVs".
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Figura IV.15. Efeito do potencial aplicado na resposta de corrente do 81
UPAD. Condigdes: PBS 0,1 mol L pH 7,4, [4-APBA] = 4
mmol L, tempo de reacdo = 3 minutos, [GO] = 65 U mL™,
glicose=1mmolL'ev=30mVs",

FiguralV.16. Cronoamperogramas obtidos em diferentes concentracbes 82
de glicose (0,01 até 5 mmol L™"). Condicdes: PBS 0,1 mol L’
' pH 7.4, [4-APBA] = 4 mmol L, tempo de reacgdo = 3
minutos, [GO] = 65 U mL™', e Eapl. = 200 mV vs. Ag.
Gréfico inserido: Curva analitica.

Figura IV.17. Voltamogramas ciclicos obtidos para o estudo de 84
interferentes. Condigdes: PBS 0,1 mol L™ pH 7,4, [4-APBA]
= 4 mmol L, [glicose] = 1 mmol L, tempo de reacédo = 3
minutos, [GO] = 65 U mL™, v = 30 mV s™[interferentes] = 1

mmol L.
\'/ Dispositivo para determinacao de p-nitrofenol (ePADqg)
Figura V.1. Férmula estrutural do p-nitrofenol. 89
Figura V.2. Esquema ilustrando a comparacdo entre cdédigos de 91

informacao [131]. (Prezado leitor, baixe gratuitamente o
leitor de codigo QR no seu smartphone, escaneie o codigo
na Figura e acesse informagbes sobre a defesa de

doutorado).

Figura V.3. Fotografia do dispositivo para deteccdo de p-nitrofenol 92
(ePADQR).

Figura V.4. Micrografias do papel antes (a) e apo6s (b) o procedimento 93

de desenho do lapis sobre o papel.

Figura V.5. Voltamogramas ciclicos obtidos em KCI 0,1 mol L'ev=30 94
mV s usando um sistema eletroquimico convencional de
trés eletrodos (linha preta) e 0 ePADgr com dois eletrodos
(linha azul).

Figura V.6. Voltamogramas ciclicos obtidos a 30 mV s na presencae 95
auséncia de 200 umol L' de pNP em solugdo tampao
acetato 0,1 mol L™ e pH 4,0.
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Figura V.7. (a) Voltamogramas ciclicos obtidos para diferentes 96
velocidades de varredura (10 até 50 mV s™') na presenca de
200 umol L' de pNP em solugédo tampao acetato 0,1 mol L™
e pH 4,0. (b) Gréfico de corrente de pico anddica em fungao
da raiz quadrada da velocidade de varredura.

Figura V.8. Efeito do pH do eletrdlito de suporte na resposta do 97
ePADqgg.

Figura V.9. (a) Grafico de corrente de pico anddica em fungdo da 98
concentragdo do tampdo acetato em pH 4,0 e (b)
voltamogramas ciclicos obtidos na presencga e auséncia de
pNP 200 pumol L sem eletrélito de suporte. v=30mV s™.

Figura V.10. Efeito da amplitude de potencial na resposta do dispositivo. 99
Condigdes: v = 50 mV s, 50 umol L' de pNP e tampao
acetato 0,1 mol L™ em pH 4,0.

Figura V.11. (a) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em 100
diferentes concentragdes de pNP (10 — 200 umol L), v =
50 mV s™', amplitude de 125 mV em tampao acetato 0,1 mol
L™ pH 4,0. (b) Curva analitica.

Figura V.12.  Grafico de volume coletado ou filtrado em fungéo do tempo. 102
Volume adicionado = 100 L.

Figura V.13. Foto da tela do celular apés a leitura do cédigo QR contido 103
na face superior do ePADqgr. As concentracbes foram
inseridas no cbédigo em unidades de micromolar (uM)
somente para facilitar a digitagéo.

Vi Microeletrodos de pasta de carbono (ePAD,)

Figura VI.1.  Férmula estrutural da cisteina. 109
Figura VI.2.  Foto do ePAD,, (sistema de dois eletrodos). 111
Figura VI.3. Imagem do microeletrodo de trabalho obtida pelo 112

perfildmetro optico.

Figura VI.4.  Voltamograma de varredura linear empregando o ePAD, e 113
v=10mVs™.
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Figura VI.5.  Voltamogramas ciclicos obtidos a 5 mV s' usando o 115
ePAD,, modificado (CPE+CoPC) e ndo modificado (CPE)
na presenga e auséncia do analito em solugcdo tampao
acetato 0,5 mol L™ e pH 4.0.

Figura VI.6.  Gréfico de Ipa vs. pH para o ePAD,,. Condigbes 8 % de 116
CoPc, v=5mVs" e 500 umol L' de Cys.

Figura VI.7. (a) Grafico de Ipa vs. porcentagem de CoPC e (b) 117
Voltamograma ciclico empregando 0,5 % de CoPC.
Condigdes: v =5 mV s, 500 pmol L™ de Cys em tampao
acetato 0,5 mol L (ePAD,).

Figura VI1.8. (a) Grafico de Ipa vs. v'? e (b) Grafico da resposta 118

normalizada em fungdo de v'? versus v. Condigdes: 500
umol L' de Cys em tampao acetato 0,5 mol L' e ePAD,»
contendo 8 % de CoPC.

Figura VI.9. (a) Grafico de corrente versus potencial aplicado na 120
presenca de 500 pmol L™ de Cys. (b) Cronoamperogramas
obtidos apds adigbes sucessivas de cisteina e Eapl. = 0.6 V
vs. Ag. Condicdes (a-b): tampao acetato 0,5 mol L™ usando
0 ePAD,» contendo 8 % de CoPC.

Figura VI.10. (a) Grafico de Icat / I. em funcdo de t"?. (b) Gréafico dos 121
coeficientes angulares obtidos em fungdo de [Cys]"?.
Condicdes (a-b): tampao acetato 0,5 mol L™ pH 4,0 usando

o ePAD,, contendo 8 % de CoPC.

Figura VI.11. Curva analitica para cisteina empregando o ePAD, 122
contendo 8% de CoPC. Condi¢des: tampéo acetato 0,5 mol
L' pH 4,0 e Eapl. =0,6 V.

Figura VI.12. (a) Grafico da resposta dos microeletrodos em funcdo da 124
distancia (centro a centro). (b) Voltamogramas de varredura
linear para a comparacgao entre o arranjo de microeletrodos
(d =500 um) e o ePAD,». A resposta dos graficos (a) e (b)
foi avaliada medindo a corrente de pico ou limite nos
voltamogramas de varredura linear na presenca de 5 mmol
L' de Fe(CN)¢* em KCI 0,5 mol L' a 10 mV s™'. CoPC =
8% em ambos os dispositivos. (c) Imagem do arranjo de
microeletrodos obtida pelo perfildmetro éptico.
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Figura VI.13. Curva analitica para cisteina empregando o arranjo de 125
microeletrodos. Condicoes: 8% de CoPC, tampao acetato
0,5mol L™ pH 4,0 e Eapl. = 0,6 V.

Vi Biossensor para metil paration (ePADmp)
Figura VIl.1. Férmula estrutural do metil paration. 131

Figura VII.2. (a) Voltamogramas de varredura linear obtidos na presenca 134
e auséncia da enzima acetilcolinesterase (Ache).
Condigcdes: 100 uL de tampao TRIS 0,5 mol L pH 8,0,
substrato = 0,5 umol na face (i), Ache = 20 U na face (iv) e
v=5mVs™.

Figura VII.3. Voltamogramas de varredura linear obtidos em diferentes 135
valores de pH (4,0 até 9,0). Condigdes: 100 uL de tampéao
0,5 mol L, substrato = 0,5 pmol na face (i), Ache = 20 U na
face (iv)e v=5mVs™.

Figura VIl.4. Resposta de corrente obtida por cronoamperometria (Eapl. 136
= 0,2 V vs. Ag) em funcao da [acetiltiocolina]. Ache = 20 U
na face (iv). As concentragdes no eixo X representam as
concentracbes esperadas apdés a adicdo de 100 ulL de
tamp&o 0,5 mol L pH 8,0 na face (i) do dispositivo.

Figura VIL5. (a) Grafico de resposta de corrente obtida por 137
cronoamperometria (Eapl.: 200 mV vs. Ag por 15 s) em
funcédo da concentragéo do inibidor. (b) Grafico da resposta
de corrente em fungdo da concentragcdo do inibidor (log).
Condicdes: 100 pL de tamp&o 0,5 mol L™ pH 8,0, substrato
= 0,5 umol na face (i), Ache = 20 U na face (iv).
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l. Introducao e objetivos
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I.1 Analises de “point-of-care”
Atualmente a Quimica Analitica tem concentrado iniUmeros estudos visando

o desenvolvimento de analises simples para as mais diversas aplicagbes. Parte
desta dedicagdo desde a década de 90 foi impulsionada pelo crescimento
acentuado da venda de kits para analises de “point-of-care” (POC). Este tipo de
analise é usualmente descrita como auxiliar, préxima do paciente, remota e
descentralizada, sendo possivel realizar testes clinicos no local mais coémodo para
0 paciente, como por exemplo: no escritério, em salas de espera ou até mesmo
em casa [1]. Assim, testes de diagnostico sdo baseados em dispositivos leves,
portateis e faceis de usar que visam tornar todo o processo de uma analise
rotineira muito mais simples [2]. A Figura 1 mostra um esquema comparando as

diferentes etapas envolvidas em analises rotineiras e de POC.

(@) Analises rotineiras

Sala do médico Amostragem Transporte Andlise

)

Requisicao . > Rotulagem e Recebimento e

do teste \ HSzaen transporte preparagao

— '

Recebimento < Reportar o .

do resultado resultado
—

[ Contatar o paciente ] Validagéo

e divulgar o resultado

(b) Analises de “point-of-care”

Decisao para Amostragem Realizar Obter o
— uamoraig] —> (Vi ] —>
Figura 1.1. Comparacéo das etapas envolvidas em analises rotineiras e de “point-
of-care”. Figura adaptada [1]. Copyright 2009, Springer.
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Andlises rotineiras, Fig I.1(a), sao realizadas por técnicos especializados e
geralmente utilizam uma estrutura laboratorial que segue rigorosos sistemas de
controle de qualidade para analisar a amostra e reportar os resultados. Por outro
lado, as analises de POC (Fig. I.1(b)) possuem um numero menor de etapas
envolvidas no processo, fazendo com que o resultado seja obtido de maneira
simples e com rapidez, beneficiando ndo somente a populacdo em geral mas
também os profissionais da saude.

A obtencgao rapida dos resultados em hospitais por profissionais da saude
permite que os mesmos ajam também rapidamente em situacdes de emergéncia,
tal como em casos de ataque cardiaco, e fornecam um diagnéstico enquanto o
paciente ainda esta na unidade hospitalar, agilizando o tratamento e minimizando
eventuais problemas. Para pacientes, o teste de POC ajuda os usuarios a
monitorar efetivamente uma determinada espécie de interesse, reduzindo o
tempo, custo do tratamento e a necessidade de uma visita regular ao médico.
Portadores de diabetes representam uma parcela da populagdo que desfruta dos
beneficios do teste de POC e representam a principal vertente do comércio de
dispositivos de POC [3].

Além do monitoramento de glicose, a crescente demanda por outros alvos
como marcadores cardiacos e de tumores, doencas infecciosas, drogas de abuso
e muitas outras espécies presentes no sangue ou urina tém despertado o
interesse de inumeras empresas [3,4]. Esse interesse é refletido pelas mais de
100 empresas em todo o0 mundo que fabricam dispositivos para testes rapidos [1].
De acordo com uma previsdo divulgada pela agéncia Reuters, espera-se que o
mercado global de dispositivos de POC gire na casa de 25 bilhées de ddlares até
2016 [5].

Assim, para que 0 negocio seja economicamente rentavel e alcance as
previsdes esperadas [5], um dos pontos de partida da industria visa estabelecer
como integrar as varias etapas descritas na Fig. I.1(a) em um Unico dispositivo de
baixo custo.
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1.2 Laboratério em um chip

Uma das propostas para reduzir o tempo e o custo de analises de rotina
visa o desenvolvimento de laboratérios miniaturizados [6]. Assim, as etapas
usualmente envolvidas em laboratérios convencionais sdao convertidas para uma
unica plataforma analitica [7]. Este tipo de analise miniaturizada e com inumeras
operag0es integradas € conhecida como Lab-on-a-chip [6,7]. A Fig. |.2 mostra uma
foto de um microchip onde €& possivel conduzir inUmeras operacées apds o
dispositivo ser devidamente encaixado na interface de medida.

Entrada da amostra Controle de temperatura

Entrada de ar Canal reacional

Misturadores Canal de microextragao em
Fase sélida
Canal para promover a

reagcao de PCR Detector de fluorescéncia

Figura 1.2. Dispositivo de baixo custo para a deteccdo de bactérias em amostras

liquidas. Figura adaptada [8]. © The Royal Society of Chemistry (2009).

Sistemas analiticos baseados em microssistemas de analise merecem
destaque em diversos fatores, como: baixo consumo de amostra e de reagentes,
uso simplificado, baixo custo e possiblidade de uso no campo. Os primeiros
sistemas construidos foram focados principalmente na utilizacdo de substratos de
vidro e quartzo, no entanto, a introdugdao de novos tipos de materiais propicia a
construcao de dispositivos descartaveis com propriedades unicas [9,10]. De fato,
materiais derivados do plastico tém sido exaustivamente empregados para esse
proposito e, certamente, a substituicdo do silicio e vidro por polimeros trouxe
novas caracteristicas [11]. Recentemente, o papel tem se destacado como um
material muito versatil para a construcao de microdispositivos analiticos de baixo
custo [12].



Murilo Santhiago Tese de Doutorado

1.3 Papel: uma plataforma versatil

Durante o passar dos anos o papel foi lentamente sendo substituido pelo
plastico para os mais variados fins como fabricacdo de embalagens em geral,
sacolas de supermercado e condicionamento de alimentos. Isso nos leva ha a
qguestao interessante: por qué devemos voltar para o papel e construir dispositivos
nesta plataforma? A resposta € simples, o papel oferece vantagens unicas em
relacao ao plastico e outros materiais poliméricos [2,13]:

(1) o papel é barato e produzido praticamente em todas as partes do mundo a
partir de recursos renovaveis e reciclaveis;

(2)  é facilmente impresso, revestido e/ou impregnado;

(3)  acelulose é um polimero de ocorréncia natural;

(4)  é biodegradavel;

(5) a estrutura porosa facilita a preparacdo de dispositivos microfluidicos
baratos.

A celulose, principal constituinte do papel, € um homopolissacarideo sem
ramificagdes composto de cerca de 10.000 a 15.000 unidades de D-glicose. O
polimero formado por essas unidades de glicose pode ser representado através
de uma série de anéis de glicopiranose na conformagéo cadeira, onde o atomo de
oxigénio funciona como ponte para conectar os atomos de carbonos [14]. Essa
ligacdo por onde as moléculas de glicose sdo unidas é chamada de ligacdo
glicosidica (B1—4), conforme ilustrado na Fig. 1.3(a). As cadeias formadas a partir
dessa ligacao interagem com outras cadeias do mesmo material formando uma
rede que é estabilizada por ligacdes de hidrogénio intra e intermoleculares (Fig.
1.3(b). Essa rede de interagdes da origem as fibras do papel [14].
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Figura 1.3. (a) Estrutura de repeticdo da celulose formada por duas moléculas de
D-glicose e (b) esquema ilustrativo das interacdes intra e intermoleculares na

celulose.

As suas fibras, os blocos de construcdo do papel, sao tubos ocos de ~1,5
mm de comprimento, 20 um de largura e com uma espessura de paredes de ~2
um. A orientacdo das fibras € outro fator importante da preparacdo do papel.
Usualmente, as fibras tém uma orientacdo ligeiramente preferida ao longo da
direcdo em que o papel foi fabricado. Assim, o transporte de solugdes ao longo da
fita de papel em dispositivos pode depender do angulo em que a fita de papel foi
cortada. Esse fator passa a ser importante quando a ideia principal passa a ser em
utilizar uma extremidade do papel para se adicionar a amostra e fazer com que
forcas de capilaridade puxem o liquido pela fita [13]. Esse tipo de andlise pode
oferecer as seguintes vantagens que séo unicas para o papel e substratos

porosos similares.

(1) O liquido vai se mover, ao passo que particulas grandes vao ficar retidas na
matriz do papel, uma forma de filtracdo da amostra. A separacéo
cromatografica de componentes soluveis na superficie do papel também é
possivel [13].
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(2) A insercéo de barreiras para fornecer canais que possam dividir a amostra
em duas ou mais partes transportando-as para diferentes locais na

superficie do papel [12].

Face as inumeras vantagens do material como suporte para separacoes
cromatograficas, portabilidade, baixo custo, possibilidade de modificacdo e
construgdo de canais [12,13], fica claro que o papel é uma plataforma muito
versatil e que possibilita uma gama de aplicagbes. Quando essas aplicagcoes
entram no campo da quimica analitica, ensaios qualitativos e quantitativos podem
ser estabelecidos de maneira simplificada. Visando esse tipo de anélise, uma das
etapas iniciais consiste em controlar o fluxo no papel para possibilitar o
acoplamento com sistemas de deteccéo.

1.3.1 Construcao de dispositivos a base de papel

O primeiro passo na construgdo de microdispositivos analiticos a base de
papel (uPADs) consiste em estabelecer regides hidrofilicas delimitadas por
barreiras que direcionem o fluxo para um local ou zona de deteccédo desejada,
caso contrario, o liquido ird se espalhar radialmente pelo papel. Um dos métodos
de destaque que alavancou o campo dos uPADs foi proposto por Martinez et al.
em 2007 [12]. Basicamente, os autores utilizaram um fotorresiste negativo para
formar paredes hidrofébicas no papel cromatografico. As etapas envolvidas no
processo podem ser visualizadas na Fig. l.4(a). Apds a incorporacao das paredes
hidrofébicas, o dispositivo pode ser devidamente cortado e modificado com os
reagentes cromoforos visando o ensaio de dois analitos, conforme ilustrado na
Fig. 1.4(b). Cores mais intensas sdo observadas nas zonas de detec¢cdo a medida
que as concentracbes de albumina de soro bovino (BSA) e glicose também
aumentam, conforme ilustrado na Fig. 1.4(c).

Esse trabalho marcante que possibilita o controle do fluxo através da
insercdo de paredes hidrofébicas foi uma das principais contribuicbes para
impulsionar o campo de dispositivos de baixo custo para aplicacoes de POC

[15,16]. Por outro lado, o processo de fabricacdo fotolitografico ainda exigia
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inUmeras etapas de construcdo e de lavagem com solventes organicos para
remocao do fotorresiste. Mesmo apds todas as etapas de lavagem o material
ainda permanecia nos poros, fazendo-se necessario tratar o papel com plasma de
oxigénio para deixar os canais mais hidrofilicos [12]. Assim, a necessidade por
processos de construcdo mais simples e que nao exijam tantas etapas como nos
processos litograficos tem impulsionado o desenvolvimento de métodos de

construgcao mais simples.

(a) (b) (c)
¢ Bapel 2 b) (i) oxidacdo com plasma
cromatografico (ii) cortar dispositivo Glicose/ BSA /
. mmol L1 mmol L1
l fotorresiste papel
. fotorresiste 0 0
l (') plje'-cura . (i) adicionar reagentes 2’5 0’38
(ii) alinhar a mascara controle (ii) secar
@ mascard Ensaio de Ensaio de 530 < 0,75
— glicose proteina
»
(i) expor aluz UV 10 z =2 1,5
(ii) pos-cura
(i) revelar ‘
l (ii) lavar com 2-propanol 500 : 75
Cid 5 mm

Figura 1.4. (a) e (b) Etapas envolvidas no processo de construgdo do dispositivo.
Os reagentes necessarios para os ensaios de cada analito foram adicionados nas
zonas de deteccado com o auxilio de uma micropipeta: glicose (Kl + peroxidase +
glicose oxidase) e BSA (azul de tetrabromofenol). (c) Fotos das zonas de deteccao
ilustrando o aumento de intensidade da cores em funcdo do aumento da
concentragdo dos analitos. Figura adaptada [12]. ©WILEY-VCH Verlag GmbH &
Co. (2007).

Apés o trabalho de Martinez et al. em 2007 surgiram uma série de artigos
reportando novos métodos de construcao para uPADs [17-27]. A Tabela I.1 ilustra

algumas das contribuigdes recentes visando a fabricagdo de nPADs.
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Tabela I.1. Comparacao entre os diferentes métodos de fabricacao de uPADs.

Métodos Custo Resolucao Vantagens Desvantagens
Corte
Manual Baixo Baixa Sem contaminacgao de reagentes; Producao em larga escala, resolugao baixa

e susceptivel as habilidades do usuario;

Laser [19] Baixo Alta Sem contaminacgao de reagentes; Podem aparecer bordas danificadas;

Ploter [20] Baixo Alta Sem contaminacgéo de reagentes; Papel pode dobrar durante o corte;

Impressao

Cera [21] Baixo Moderada Produgdo em larga escala, uso Espalhamento desigual da cera durante o
simples; tratamento térmico;

Tinta [17, Baixo - Moderada Impressdao de reagentes ao Entupimento; algumas impressoras operam

22,23] Moderado mesmo tempo em temperaturas relativamente altas.

“Screen- Baixo Baixa - Matéria prima facilmente obtida; = Necessidade de uma tela com um padréao

printing” [24] Moderada definido;

Outros

Desenho [25] Baixo Baixa Simples e de preparo facil; Producao em larga escala; baixa resolucéao;

Imersédo em Baixo Moderada N&o necessita de etapas de pdés Necessita de mascaras fisicas e de um

cera [26] tratamento, rapido; aquecimento prévio da cera;

Fotolitografia Alto Moderada - Pode ser adotada em locais com Necessita de inimeras etapas/e

[12] alta baixos recursos; equipamentos, dificil remover fotorresiste;

Spray [27] Baixo Moderada Répida e simples; Necessita de mascara fisica.

10
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Assim como pode ser observado na Tabela I.1 ha uma diversidade de
métodos utilizados para a fabricacdo de pPADs. A maioria dos métodos criam
paredes hidrofébicas em papéis hidrofilicos, com exce¢do para alguns métodos
que fabricam canais hidrofilicos em papéis hidrofébicos [17,18,28,29].
Basicamente, a escolha de um método vai depender de uma série de fatores
como custo, resolugdo, infraestrutura disponivel, quantidade de reagentes,
geracao de residuos solidos ou liquidos e etc. Dentre os métodos apresentados na
Tabela 1.1, a impressdao com cera apresenta um excelente balango entre baixo
custo e resolucdo. Além disso, somente trés etapas de construgcdo sao
necessarias para a fabricagdo dos dispositivos (Fig. 1.5(a)).

(a) (b)

1. Layout 2. Impressao 3. Trat. térmico

Gt

Figura 1.5. (a) Etapas envolvidas no processo de construcdo. (b) Desenho

oo @
3. @

LARY Ly

P+ mj N @ Papel (corte seccional)
| Il Antes do trat. térmico

[ Depois do trat. térmico

estudado. (b) Esquema ilustrativo que mostra o espalhamento da cera pelo papel
apds o tratamento térmico. Figura adaptada [21]. Copyright (2009) American
Chemical Society.

As duas primeiras etapas sdo muito simples e consistem em estabelecer o
layout e imprimir, respectivamente. A Ultima etapa requer o posicionamento dos
dispositivos impressos sobre uma chapa de aguecimento para que a cera se funda
e preencha os poros do papel. O aguecimento faz com que a cera se espalhe por
todos os lados da regido impressa, conforme ilustrado na Fig. 1.5(b). De maneira
geral, o método de impressdo com cera é barato, rapido, simples, ndo necessita
de solventes, requer poucas etapas e possui resolucdo suficiente para inUmeras
aplicagdes (canais microfluidicos de largura > 600 um) [21].

Por fim, fica evidente que existem varios caminhos que podem ser tomados

para a construgdo de uPADs. Os diferentes métodos de construcédo possibilitaram

11
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também um grande avango no ponto de vista da deteccao. Uma vez selecionado o
método de construcdo mais adequado, resta estabelecer qual serd o modo

detecc¢do utilizado para uma determinada aplicagao.

1.4 Métodos de deteccao

Até o presente momento uma série de métodos de deteccdo tém sido
reportados. Sistemas de deteccéao quimioluminescente [30-33],
eletroquimiluminescente [34-37], fluorescente [38], colorimétrico [12,16,39-43],
Raman [44,45], espectrometria de massas [46,47] e eletroquimico [48-53] foram
recentemente acoplados com pPADs visando a determinacdo quantitativa de
moléculas-alvo. Dentre os métodos de deteccdo mencionados 0s mais
empregados sao o colorimétrico e o eletroquimico [54]. Iniciaremos essa
abordagem destacando a detecgdo colorimétrica pois este modo de detecgéao

sempre acompanha as principais novidades em uPADs.

1.4.1 Deteccao colorimétrica

A espectrofotometria UV-VIS é uma das técnicas analiticas mais utilizadas
e o grande numero de aplicagcdes esta relacionado com o baixo custo e
simplicidade dessa técnica [55]. Visto que simplicidade e baixo custo sdo um dos
requisitos basicos quando se visa a construcao de dispositivos de POC [1],
sistemas de deteccao colorimétricos podem ser um bom ponto de partida para o
acoplamento com dispositivos a base de papel. Além do mais, o longo histérico de
separagcbes cromatograficas em papel e deteccdo colorimétrica deixou uma
enorme bagagem que impulsiona a escolha por este método de deteccao. Outro
ponto a favor se refere a facilidade de modificacdo onde os reagentes
colorimétricos podem ser pipetados nas zonas de detecgao.

1.4.1.2 Analise qualitativa
Um dos sistemas de detecgado colorimétricos mais simples é o préprio olho
humano [56]. Assim, sistemas analiticos de baixo custo onde somente um “sim” ou

“nao” ja sao suficientes como resposta, como por exemplo o teste de gravidez,

12
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nao necessitam de nenhum outro equipamento para monitorar a intensidade da
cor. Muitos dos testes envolvendo doencas sdo também qualitativos e de enorme
importancia para a populagao [57].

Outro exemplo que nao requer nenhum tipo de equipamento ou sistema de
amplificacdo do sinal é o papel indicador de pH. Esses papéis sdo baratos,
possuem um longo tempo de vida e apresentam uma alta sensibilidade. O papel
de pH indicando pH 11, por exemplo, esta mostrando uma concentragéo de ions
H* na ordem de 107" mol L™, o qual é uma sensibilidade na ordem de picomolar
[13].

Estes foram alguns exemplos que mostram como uma simples mudanca de
cor pode ser suficiente para uma analise, mas para outros casos pode ser
insuficiente. Assim, antes de chegar na questdo quantitativa da deteccéo
colorimétrica, existe um espaco que é preenchido com a utilizacao de dispositivos
com deteccao semi-quantitativa.

1.4.1.3 Analise semi-quantitativa

As analises semi-quantitativas em uPADs sdo normalmente acompanhadas
por ensaios envolvendo solucdes padrao concomitantemente a analise da amostra
[58] ou por informagbes adicionais que permitam o0 usuario a estimar a
concentracdo de uma determinada espécie [59].

Wang et al. reportaram em seu trabalho a utilizagdo de um dispositivo a
base de papel com seis padroes de proteina em diferentes concentracdes
imobilizados no papel e uma regido para a adigcdo da amostra [58]. Desta forma,
foi possivel comparar a intensidade da amostra com a dos padrdes e obter o
resultado.

De maneira similar ao funcionamento das fitas de pH, Pollock et al.
desenvolveram um pPAD para a determinagdo de aspartato aminotransferase
(AST) e alanina aminotransferase (ALT), indicadores de possiveis danos ao figado
[59]. Basicamente, os autores construiram zonas de deteccdo e de controle
circulares empregando o método de impressdo com cera. Os reagentes

necessarios foram gotejados nas regides circulares e uma membrana de filtracao

13



Murilo Santhiago Tese e Doutorado

de células vermelhas foi acoplada na parte inferior dispositivo. A Fig. 1.6 ilustra o
procedimento de andlise e o guia de leitura para a comparagdo das cores. O
uPAD possui ainda trés regides de controle para garantir que os reagentes estao
funcionando apropriadamente. Empregando o dispositivo proposto pelos autores
foi possivel analisar em 15 min as enzimas AST e ALT em niveis de interesse
biolégico. Este exempilo ilustra claramente como os uPADs podem ser versateis e

simples.

1. Microcoleta de
sangue

2. Aplicar no

dispositivo Guia para leitura

0O 40 60 80 100 120 150 180 200 250 300 400+
AT/ ulL?

3. Células
vermelhas
filtradas
(verso)

Guia para leitura

4. Resultados

0O 40 60 80 100 120 150 180 200 250 300 400+
AST/UL?

Controle

Figura 1.6. Procedimento adotado para a determinacdo semi-quantitativa das
enzimas AST e ALT em sangue utilizando guias de leitura como forma de
comparacao das cores produzidas no ensaio. Figura adaptada [59]. Copyright ©
2012, American Association for the Advancement of Science.

Por um lado, a detecgdo semi-quantitativa é simples e ndo exige nenhum
equipamento, mas por outro, a precisdo do dispositivo fica limitada pelo poder de
comparacao visual do operador. Uma das maneiras para melhorar a precisdao dos
dispositivos consiste em medir a intensidade das cores e construir uma curva de

calibracao.

14
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1.4.1.4 Analise quantitativa

Apbs o surgimento dos uPADs foram propostas algumas maneiras de
quantificar espécies coloridas sobre o papel [15,16]. Martinez et al. abordaram em
seu trabalho detectores simples e portateis como cameras comuns, cameras de
celulares e scanners portateis [15]. Juntamente com isso eles abordaram o

conceito da telemedicina (Fig. |.7).

]

> - T8

I p—,

N =

A porta de entrada do A amostra segue pela acao
dispositivo ¢ devid. t da capilaridade até as zonas
posicionada na amostra de de deteccao.

urina.

<4
—

Por fim, o técnico Um dispositivo de captura
especializado anmalisa os de imagens coleta os
resultados e encaminha o resultados e transmite para
tratamento. o técnico especializado.

Figura 1.7. Esquema geral adotado para conduzir analises de baixo custo em
lugares remotos, onde o0s resultados sdo encaminhados para técnicos
especializados. As curvas de calibracdo sao obtidas plotando o sinal de
intensidade média obtidos nas imagens em funcdo da concentracdo. Figura
adaptada [15]. Copyright (2008), American Chemical Society.

Na telemedicina o usuario tira uma foto do dispositivo, envia para um
profissional treinado interpretar os resultados e recebe o resultado juntamente com
o tratamento adequado no mesmo celular [6]. No entanto, a deteccao colorimétrica
através de cameras de celular ainda sofre devido as variacées de luz do ambiente,
que possivelmente podem prejudicar os resultados. Buscando contornar essas
dificuldades, alguns pesquisadores procuraram investir na busca por ferramentas
simples para medir os ensaios colorimétricos.

Em 2009, Ellerbee et al. desenvolveram um colorimetro portatil para

quantificar ensaios colorimétricos medindo a transmissao da luz através do papel
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[16]. Nesse exemplo, as curvas de calibracdo para a determinacédo de proteina
foram obtidas e armazenadas no colorimetro. O desenvolvimento do colorimetro
descartou a necessidade de encaminhar os resultados para um software
especifico e permitiu estudar concentragdes de proteina em urina artificial na
ordem de 2,5 umol L.

Recentemente, a detecgédo colorimétrica tem sido explorada empregando
uma ferramenta muito comum do nosso cotidiano, um smartphone. Basicamente,
0 que muda em relagéo ao conceito de telemedicina em uPADs [6] é que o préprio
aplicativo do celular j4 analisa e reporta os resultados na tela, sem qualquer
necessidade de envio para um profissional ou técnico especializado [60].
Possivelmente, esse tipo de abordagem ird acompanhar de perto o avango da
tecnologia nos novos smartphones.

Por fim, a deteccao colorimétrica teve e ainda tem um papel importante no
continuo crescimento da area de dispositivos a base de papel. H4 ainda uma
busca constante visando menores limites de deteccado através do uso de novos
reagentes croméforos [61] e diferentes layouts, incluindo dispositivos 2D [62, 63] e
3D [64,65]. O espalhamento desigual das cores formadas nas zonas de deteccao
e a necessidade do controle da iluminacdo durante a captura das imagens séo
pontos que merecem uma atengcdo especial quando esse modo de deteccédo é
selecionado. Observando essas questdes, pesquisadores propuseram entdao a
utilizacdo do modo de deteccao eletroquimico para dispositivos analiticos a base

de papel.

1.4.2 Deteccao eletroquimica

A deteccéo eletroquimica é uma alternativa promissora para a construcéo
de dispositivos microfluidicos a base de papel devido a possibilidade de
miniaturizagdo, portabilidade, baixo custo, alta sensibilidade e também
seletividade com a escolha adequada do potencial de detecgdo. Outra vantagem
adicional da deteccdo eletroquimica € a simplicidade da instrumentacéo
resultando em um baixo consumo de eletricidade para analises em campo [48].

Outra facilidade em relagao a instrumentacao é que ja podem ser encontrados no
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mercado potenciostatos portateis para uso no campo [66-68]. Por outro lado, os
eletrodos precisam ser fabricados no dispositivo ou integrados com o papel, e uma
das maneiras mais utilizadas para tal propdsito consiste no emprego de eletrodos

impressos.

1.4.3 Fabricacao de eletrodos impressos

A primeira etapa do processo de screen-printing consiste na fabricagdao da
tela que acomodara os padroes a serem impressos no substrato. A regiao interna
dos padrdes permite que a tinta atravesse a tela enquanto que as demais regides
bloqueiam a passagem da tinta. Apos a fabricacédo da tela contendo os padrdes, a
tela € posicionada sobre o substrato e entédo a tinta é adicionada sobre a tela. Em
seguida, a tinta é espalhada com uma espécie de rodo ou puxador e forcada a
passar pelas regides abertas dos padrdes contidos na tela. Por fim, a tela é
removida e o substrato é submetido a uma etapa de secagem [69].

Outra questdao importante na fabricagcdo dos eletrodos impressos € a
escolha da tinta. O eletrodo deve ser condutor de corrente elétrica e, portanto, a
formulacao das tintas utilizadas no processo de impressao é de suma importancia.
Tintas condutoras comerciais tém se mostrado apropriadas para serem utilizadas
como material base na confeccao de eletrodos impressos [48,49]. A composicao
das tintas de carbono compreende basicamente de um material inerte de elevada
condutividade como grafite de alta pureza finamente pulverizado; um aglutinante
como o polimero acetato de celulose e um sistema solvente como a
ciclohexanona-acetona [70,71]. Além do carbono, prata e ouro também sé&o
utilizados na composicao das tintas [69].

De maneira geral, o processo de impressao é rapido, simples, de baixo
custo e possibilita a producdo em massa de eletrodos. Essas caracteristicas
marcantes motivaram alguns pesquisadores a utilizar esse processo para a

fabricacao de dispositivos a base de papel com deteccao eletroquimica (ePADs).
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1.4.4 Eletrodos impressos acoplados em dispositivos a base de
papel
Existem basicamente duas vertentes que envolvem o processo de

fabricacdo de ePADs empregando o processo de screen-printing. A Fig. 1.8 ilustra

as duas aproximagdes juntamente com exemplos para cada caso.

(i) (ii)

Eletrodos fabricados Acoplamento com eletrodos
diretamente no papel pré-fabricados
Ex.: “Silk-screen” ou“Sputtering” Ex: papel posicionado sobre

eletrodo impresso

(b)

2N Ac trico

Figura 1.8. Esquema das duas estratégias adotadas visando a deteccéo
eletroquimica em dispositivos a base de papel. (a) Construcdo de eletrodos de
carbono e prata via “silk-screen”, Figura adaptada [48]. Copyright (2009),
American Chemical Society. (b) Posicionamento de um canal feito a partir de papel
sobre os eletrodos pré-fabricados, Figura adaptada [49]. © The Royal Society of
Chemistry (2010).

No caso (i) na Fig. 1.8, os eletrodos podem ser fabricados diretamente sobre
o papel. Nessa abordagem, o papel € o proprio substrato utilizado na construcédo

dos eletrodos. Ja no caso (ii), o substrato pode ser qualquer outro material, como
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por exemplo um filme de poliéster [49], visto que o papel serd acoplado com os
eletrodos em uma segunda etapa. Existe ainda, caso haja interesse, a
possibilidade de evitar a etapa de screen-printing utilizando eletrodos impressos
comerciais. Por exemplo, Noiphung et al. reportaram o uso de eletrodos impressos
comerciais acoplados com dispositivo a base de papel para a determinacédo de
glicose em sangue [72].

A Fig. 1.8(a) ilustra um exemplo importante que alavancou a deteccéo
eletroquimica em dispositivos microfluidicos a base de papel e € considerado um
dos mais importante por muitos pesquisadores [4,54,73,74]. Nesse trabalho,
Dungchai et al. reportaram a construgdo de uma célula eletroquimica em papel
com capacidade para trés eletrodos. Através de uma delimitacdo do papel com um
fotorresiste, os autores estabeleceram os contatos dos eletrodos na porcao
hidrofébica e as regides de trabalho dos eletrodos na regido hidrofilica [48]. Assim,
utilizando uma tinta de carbono modificada e enzimas oxidases nas zonas de
deteccdo, os autores determinaram indiretamente glicose, acido urico e lactato
monitorando o perdxido de hidrogénio formado a partir das enzimas oxidases de
cada analito.

Ja voltado para a deteccao de metais, Nie et al. construiram eletrodos de
carbono e prata e adicionaram por cima dos eletrodos um canal de papel com
paredes hidrofobicas, que posteriormente foi preso ao eletrodo com fita adesiva
(Fig. 1.8(b) [49]. Empregando o ePAD proposto, foram obtidos limites de deteccéo
na ordem de 1,0 ppb para os metais Pb®" e Zn®*. J& Carvalhal et al., combinaram
eletrodos impressos de ouro com tiras de papel cromatografico para a construgéo
de dispositivos microfluidicos de separacdo a base de papel com deteccao
eletroquimica [52]. Os autores conseguiram separar os acidos Urico e ascorbico e
detectar, ao final da coluna de papel, as espécies nos eletrodos de ouro. Além
dessas aplicagcdes, a combinagdo de eletrodos impressos com papel também
pode ser observada em outros trabalhos [41,42].

As duas vertentes ilustradas acima ainda sédo ferramentas constantes na
construcdo de ePADs. Basicamente, o cendrio atual visa a modificagdo dos
eletrodos com nanomateriais [75,76] e busca por diferentes layouts que
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proporcionem novas propriedades: como dispositivos 2D/3D [77-79] e
microfluidica digital no papel [80]. Além disso, hd uma busca constante por ePADs
com menores limites de deteccdo e processos de construcao envolvendo

materiais mais simples.

.5 Motivacao

Fica claro através dos exemplos mostrados anteriormente que o0s
dispositivos a base de papel sdo ferramentas Unicas e muito promissoras. Em
particular, os dispositivos com deteccao eletroquimica apresentam um enorme
potencial para inumeras aplicagées de tipo POC. Com essa linha em méaos, uma
das motivagdes do nosso trabalho foi trazer novas contribui¢es para esse campo
tdo versétii e em constante ascensdo. Sistemas de separacdo em papel,
construcdo de ePADs em diferentes tipos de papéis, eletrodos simples e de baixo
custo, codigos de informagdo e dispositivos 3D com fluxo lateral e vertical
integrados sao alguns dos tépicos que serdo abordados nesse trabalho.

.6 Objetivos

.6.1 Geral

Este trabalho de pesquisa visa o desenvolvimento de dispositivos a base de
papel com deteccéo eletroquimica para a determinacao de espécies de interesse
biolégico, farmacol6gico e ambiental.

1.6.2 Especificos
» Construir e empregar canais microfluidicos a base de papel visando a separacao
de analitos e detecgéo eletroquimica.

® Fabricar, caracterizar e utilizar dispositivos dobraveis e eletrodos de baixo custo
para simplificar as medidas e diminuir os limites de deteccao.
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m Construir e aplicar um dispositivo 3D de baixo custo com um codigo de

informacao integrado.

m Construir e caracterizar microeletrodos de pasta de carbono para serem

acoplados com dispositivos a base de papel.

m Utilizar os microeletrodos de pasta de carbono para fabricar um biossensor 3D
para a detecgdo de metil paration.
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Il. Parte experimental
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.1 Parte experimental

I.L1.2 Reagentes e solucoes
Acido ascérbico, L-cisteina, ftalocianina de cobalto, dopamina, &cido

acético, acetato de sddio, enzima glicose oxidase (Aspergillus Niger tipo II-S de
18.500 unidades por miligrama), enzima acetilcolinesterase (Electrophorus
Electricus tipo V-S de > 1000 unidades por miligrama), cloreto de acetiltiocolina, 2-
amino-2-(hidréximetil)-1,3-propanodiol (TRIS), quitosana de alta massa molecular,
1-etil-3-(3-dimetilaminopripil) carbodiimida (EDC), N-hidroxi succinimida (NHS),
acido p-aminofenilborénico, trealose e glicose ferrocianeto, ferricianeto de potassio
e grafite (tamanho de particula < 20 um) foram obtidos da Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA. Acido citrico, citrato de sédio e 6leo mineral de alta massa molecular
foram adquiridos da Fischer Scientific, NJ, EUA. N’N-dimetilformamida (DMF),
dihidrogenofosfato de sodio (NaH»PO,), hidrogeno fosfato de sddio (NaxHPO,) e
cloreto de potassio (KCI) foram obtidos da Synth, Sdo Paulo, Brasil. Acido
fosférico (H3PO4) e hidroxido de sédio (NaOH) foram adquiridos da Mallinckrodt,
Xalostoc, México e Nuclear, Diadema, Brasil respectivamente. Metil paration da
Supelco Analytical Bellefonte, PA, USA. p-Nitrofenol (pNP) foi adquirido da Merck,
Darmstadt, DE. Alumina com tamanho de particula de 0,3 um da Fortel, Sao
Paulo, Brasil foi empregada para o polimento dos eletrodos de grafite. As
solugbes-padrao foram preparadas diariamente por diluicdo apropriada das
solucdes estoque. As solugdes foram preparadas usando agua purificada em um
sistema Milli-Q Millipore e os valores de pH das solucdes tampéao foram ajustados
com um pHmetro Corning, modelo 350.

I.1.3 Equipamentos e materiais

A deteccéo voltamétrica e cronoamperométrica foi obtida empregando um
potenciostato modelo PGSTAT-30 da Autolab Eco Chemie (Utrecht, Holanda)
conectado a um computador utilizando um programa computacional GPES 4.9.
Uma célula eletroquimica com capacidade para trés eletrodos foi utilizada em
alguns ensaios para a caracterizacao dos dispositivos. Eletrodos de referéncia de
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calomelano saturado (ECS) ou prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) e um fio de platina
como eletrodo auxiliar foram empregados nos experimentos juntamente com o
eletrodo de trabalho dos dispositivos.

Os reagentes foram pesados em uma balanga analitica Sartorius modelo
BP 211D de 5 casas decimais de Goettingen, Lower Saxony, Alemanha. Uma
impressora ColorQube 8570 da XEROX, Campinas, Brasil, foi usada para imprimir
os dispositivos. Uma chapa de aquecimento da Fisatom, SP, Brasil foi usada para
tratar termicamente os dispositivos. Um perfilométro 6ptico ZeScope foi utilizado
para medir o tamanho e a distancia entre os microeletrodos de pasta de carbono.
Para a construcao dos eletrodos de ouro foi utilizado um equipamento Sputtering
DC, Balzers, modelo BA 510. Um sistema de gravacao a laser da Epilog modelo
1000, CO, EUA foi usado para o corte das transparéncias.

Bastbes de grafite H com 150 um de raio da marca Pentel e lapis preto com
dureza 6B da General’s foram adquiridos em uma livraria local. Tintas de prata da
marca Electrolube, Derbyshire, UK e SPI Supplies, PA, EUA foram empregadas no
processo de construcdo do dispositivo. Resina ep6xi da marca Araldite® foi
utilizada para aderir os bastdes de grafite ao capilar de vidro e isolar a area
eletroativa. Capilares de vidro foram fabricados na oficina do Instituto de Quimica
da UNICAMP. Fitas adesivas e de dupla-face foram adquiridas em uma livraria
local de Campinas. Os papéis cromatograficos P81 e #1 foram adquiridos da
Whatman. Papel de impressdo convencional tamanho A4 foi adquirido em uma
livraria local (Suzano Report 75 g m?, Limeira-SP). Folhas de transparéncia da
Highland 901 (215 x 279 mm x 0.11 mm) da 3M, Austin, TX, USA foram
empregadas para a fabricacdo das mascaras e dos microeletrodos de pasta de
carbono. Perfuradores circulares de 4, 5, 6 e 8 mm de didametro da marca Kolplast
ltupeva, SP, Brasil foram usados para abrir regides circulares no papel.

I.1.4 Fabricacao dos dispositivos

O processo de fabricacdo apresenta algumas etapas que sdo comuns a
todo os tipos de ePADs reportados aqui neste trabalho. Basicamente, a primeira
etapa consiste no desenho do dispositivo empregando um software grafico
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CorelDRAW X5. Em seguida, o desenho € impresso no papel empregando uma
impressora da XEROX que utiliza cera sélida ao invés das tintas convencionais.
Foi efetuado um tratamento térmico no papel com o auxilio de uma chapa de
aquecimento (110 °C por aproximadamente 60 segundos). Apds o tratamento o
papel foi removido e deixado esfriar a temperatura ambiente [21]. A etapa
posterior consiste no acoplamento com o sistema de deteccdo eletroquimico.
Como cada ePAD possui uma configuragdo unica, mais detalhes sobre a
fabricacao serdo abordados detalhadamente nos topicos a seguir.

I.1.5 Separacao e deteccao eletroquimica de acido ascorbico e
dopamina (ePADp)

O procedimento de construcao dos dispositivos microfluidicos de separacao
a base de papel com deteccao eletroquimica pode ser dividido em duas etapas, i)
construcao dos canais e ii) formacao dos filmes finos de ouro. Na primeira etapa,
foram desenhados canais de 50 mm de comprimento com diferentes larguras (1,0
— 5,0 mm) utilizando o software CoreDRAW X5. No software, foram desenhadas
barreiras hidrofébicas como linhas pretas para delimitar o caminho do eluente e da
amostra. Os papéis cromatograficos #1 e P81 da Whatman foram cortados em
folnas de tamanho A4 (210 x 297 mm) e os dispositivos foram impressos
utilizando uma impressora da XEROX. Em seguida, foi efetuado um tratamento
térmico no papel com o auxilio de uma chapa de aquecimento. Apds o tratamento
o papel foi removido e deixado esfriar a temperatura ambiente. A Fig. Il.1(a)
mostra um desenho esquematico do papel impresso com os canais hidrofobicos.

A construgdo dos eletrodos foi efetuada pelo pesquisador Angelo L. Gobbi
no laboratério de microfabricacdo lotado no CNPEM. Para a construgdo dos
eletrodos inicialmente foi construida uma mascara em cobre com delimitacdes

para trés eletrodos (Fig. I.1(b)).
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(a) Papel cromatografico #1 ou P81

Posicionamento da
mascara

!

(c)

1) “Sputtering”
2) Remocéao da mascara

A |/ A
L

Figura Il.1. Esquema ilustrativo do processo de construcdo dos dispositivos
microfluidicos de separacdao com deteccao eletroquimica. (a) Papel cromatografico
com linhas hidrofébicas. (b) Mascara em cobre. (c) Posicionamento da mascara
sobre a coluna de papel. (d) Eletrodos de ouro depositados no papel apés

sputtering e remogao da mascara.

Em seguida, a mascara foi posicionada sobre o canal de forma que as
regides de trabalho dos eletrodos fiquem na porcao hidrofilica do canal (Fig.
[I.1(c)). Apos o posicionamento, um filme fino de ouro foi depositado sobre a
mascara através de um processo conhecido como sputtering. A pressao de base,
antes de comecar a deposicao, foi de 2x10® mbar e a pressao de deposicao na

ordem de 4x10° mbar. A deposicdo foi controlada por uma balanca de quartzo
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resultando em um filme fino de ouro de aproximadamente 200 nm. Apés a
remocdo da mascara pode ser observado a disposicdo dos eletrodos no
dispositivo (Fig. 11.1(d)).

1.1.5.2 Medidas cromatograficas

Inicialmente, o dispositivo foi devidamente cortado com uma tesoura e
encaixado em um conector (Fig. I1.2(a)) construido no nosso laboratério utilizando
cabos coaxiais, capa DB9, pecas em teflon e um conector N/Lock. Em seguida, a
extremidade da coluna de papel mais afastada do detector foi colocada no
reservatério do eluente para o inicio do experimento. Para as medidas
cromatograficas foram utilizados como eluente solugbes tampao acido
acético/acetato de sédio pH 5,0. Apds o eluente ultrapassar os detectores, um
potencial de 0,4 V vs. Au foi aplicado no eletrodo de trabalho e a corrente foi
monitorada em fungcao do tempo por cronoamperometria. As amostras foram
adicionadas com o auxilio de uma micropipeta na regido da coluna entre os
detectores e a entrada do eluente. Para que o eluente permaneca se deslocando
pela coluna de papel no sentido do detector, cerca de quinze folhas de papel
Whatman #1 de tamanho 1 x 1 cm foram colocados sobre a regido de escape do
eluente. A Fig. 11.2(b) mostra um resumo das principais regides de funcionamento
do dispositivo.
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vista frontal vista lateral

Figura 11.2. (a) Foto da regido frontal e lateral do conector. (b) Esquema do
dispositivo microfluidico e suas regides principais apds ser devidamente cortado
com uma tesoura: 1) Entrada do eluente; 2) paredes hidrofébicas; 3) regido de
adicdo da amostra; 4) regido de trabalho dos eletrodos; 5) regido do dispositivo

que é encaixada no conector e 6) regiao de escape do eluente.

I1.1.6 Biossensor para deteccao de glicose (ePADg)

11.1.6.1 Construcao dos eletrodos de trabalho

Para a construcdo dos eletrodos de trabalho foram empregados grafites
cilindricos do tipo H (r = 150 pm) disponiveis comercialmente. Os grafites,
inicialmente com 60 mm de comprimento, foram cortados ao meio e inseridos
dentro de um tubo capilar de vidro. Em seguida, uma resina ep6xi de secagem
rapida (~ 2 minutos) foi utilizada para selar e prender os eletrodos no capilar de
vidro. A Fig. 1.3 ilustra os materiais empregados e o esquema de montagem dos
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eletrodos de trabalho. Um conector tipo jacaré foi empregado para fazer o contato

elétrico diretamente com o grafite.

(a)

Grafite
Resina epoxi (' )

Capilar de vidro

(b) Visao lateral Visao frontal

[ =7 O1

2 mm , 2 mm

Figura 11.3. (a) Materiais empregados na construcao dos eletrodos e (b) esquema
de montagem dos eletrodos.

1.1.6.2 Desenho e construcao dos dispositivos

O ePAD para a detecgdo de glicose (ePADg;), Fig. 1.4, possui trés
microzonas circulares de 4,0 mm de didmetro com funcdes especificas, sendo:
filtracao (Fig. 11.4.i), microzona reacional e de imobilizagdo dos reagentes (Fig.
Il.4.ii) e microzona de deteccao eletroquimica (Fig. 11.4.iii). Os dispositivos foram
construidos empregando o papel Whatman #1 seguindo procedimento ilustrado no
tépico 11.1.4.

45 mm

<€ >

Figura 1l.4. Desenho esquematico do YPAD para a deteccdo de glicose. (i)

filtracao, (ii) microzona reacional, (iii) zona de deteccéao eletroquimica.
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11.1.6.3 Construcao dos eletrodos de referéncia e auxiliar

Os eletrodos de referéncia e auxiliar foram construidos através de uma
modificacdo do processo de “screen-printing’. Para isso, inicialmente foi
construida uma mascara fisica em uma folha de transparéncia, ilustrada na Fig.
Il.5(a). A mascara foi posicionada sobre a microzona e com o auxilio de uma
espatula metalica a tinta de prata foi espalhada sobre a superficie da mascara.
Apos a remogao da mascara os dispositivos foram tratados termicamente a 70 °C
por trinta minutos. Ja na etapa de hidrofobizacdo da regido (ii) do dispositivo foi
feita uma adaptacdo do procedimento recentemente reportado [24]. As etapas
envolvidas nesse processo podem ser visualizadas na Fig. 11.5(b). Apds a
construgdo da plataforma o papel foi modificado com a enzima e o mediador

redox.
(a) Construcao do eletrodo (b) “Screen-printing” com
de prata cera
Mascara Mascara
Poswlonamento ‘ Posicionamento
da mascara da mascara
1) Tinta de _)_L .
Tinta de Remocao da Cera sélida
prata mascara ===

Figura I1.5. (a) Construcdo dos eletrodos de prata. (b) Hidrofobizacdo da

superficie do papel com cera.
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11.1.6.4 Modificacao dos dispositivos

Na regido (ii) dos dispositivos (Fig. 11.4), foi adicionado inicialmente 3 uL de
uma solugdo 20 mmol L' do mediador redox, o acido 4-aminofenilborénico,
preparada em solugdo tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,4. Em seguida, esperou-se
secar por 40 minutos para a préxima etapa de modificacdo. Com o dispositivo
seco, foi adicionado na mesma regido 2,5 ulL da enzima glicose oxidase preparada
em uma solugdo tampao 0,1 mol L' pH 7,4 + trealose 0,3 mol L. Antes das
medidas eletroquimicas os dispositivos foram deixados secar sob temperatura
ambiente por 60 minutos.

11.1.6.5 Deteccao eletroquimica

As medidas voltamétricas e cronoamperométricas foram feitas da seguinte
maneira, inicialmente o dispositivo foi devidamente cortado e encaixado em um
conector de tipo jacaré. Para realizar as medidas eletroquimicas, 40 pL da
amostra ou da solucdo padrao foi adicionada na regiao (i) do dispositivo que
corresponde ao processo de filtracdo. Apés 1 minuto, 15 uL foram coletados na
face oposta do dispositivo e transferidos para a regidao (ii) de analise. Ap6s 3
minutos de reacdo nessa microzona, 10 uL dessa solucédo foram transferidos para
a regido (iii) do dispositivo. O eletrodo foi posicionado verticalmente, sem tocar o
papel, sobre a microzona (iii) para efetuar as medidas eletroquimicas. Foi
empregado um sistema de dois eletrodos, eletrodo de trabalho (WE) e referéncia
(RE)/contra eletrodo (CE) (sistema combinado).

1.1.6.6 Preparo da amostra e medidas

Para a andlise empregando o ePADy; foram preparadas amostras de soro
sanguineo artificial conforme descrito por Liu et al. [81]. Utilizando a solucao
descrita acima, foram preparadas solu¢des de glicose nas concentracbes de 0,1 e
1,0 mmol L. As amostras foram analisadas por cronoamperometria aplicando 200
mV vs. Ag no eletrodo de trabalho.
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1.1.7 Dispositivo para determinacao de p-nitrofenol (ePADgR)

1.1.7.2 Fabricacao dos eletrodos
O eletrodo de referéncia foi fabricado pelo processo de desenho onde um

lapis foi usado para preencher a area que foi demarcada para o eletrodo de
referéncia. Basicamente, 1,5 minutos foram suficientes para pintar a area
demarcada e proporcionar um bom contato elétrico. A morfologia da superficie do
papel antes e depois do procedimento de desenho foi verificada com um
microscépio eletrénico de varredura (MEV) JEOL JSM-5610LV.

O eletrodo de trabalho foi preparado da mesma forma descrita

anteriormente, ver tépico 11.1.6.1.

11.1.7.3 Construcao dos dispositivos

Para a determinacgéo de p-nitrofenol foram inseridos no papel um cédigo de
informacédo bidimensional (codigo QR) para facilitar a interpretagcdo por leigos
nesse tipo de analise. Inicialmente uma folha inteira de papel convencional de
impressao de tamanho A4 (210 x 297 mm) foi impressa com uma cor selecionada
e tratada termicamente. Basicamente, qualquer cor que proporcione um bom
contraste com o0s simbolos do cédigo pode ser usada. NOs selecionamos o
contraste verde e preto para fabricar os nossos dispositivos. A Fig. 1.6 ilustra o
esquema de preparo e montagem dos dispositivos, iniciando-se pela folha
impressa na cor verde (Fig. 11.6(a).

Os cddigos QR foram construidos usando um software gratuito e livre
disponivel em http://www.grstuff.com. A informagéo a ser decodificada foi digitada
no espaco previsto para a construcao do codigo e, apds a geracao do cédigo pelo
software, o0 mesmo foi copiado e posicionado em uma das faces do desenho do
dispositivo. O cdédigo QR (25 x 25 mm) e as linhas de delimitacdo foram impressas
no dispositivo usando a impressora descrita no tépico 11.1.4 (Fig. I1.6(b). Depois
disso, a face do dispositivo contendo a delimitacdo para os eletrodos de
referéncia+contra eletrodo (face 33 x 29 mm) foi tratada termicamente. Atencéo: A

face do codigo QR nao pode tocar a chapa de aquecimento, caso contrario, as
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informacdes serdo perdidas. Dobre o dispositivo € use uma pinga para tocar
somente a face contendo a delimitacdo do sistema RE/CE. Em seguida, o
dispositivo foi virado e pode-se observar na Fig. 11.6(c) que a linha de delimitagéo
retangular para a construcdo do RE/CE fica evidente no interior da face 33 x 29

mm do lado oposto no qual o dispositivo foi impresso.

Preencha com lapis

(a) _ (b) (c)

33 mm H 29 mm
3 mm A
mm_C

@) 1 a @’d' Q@ J

i) Impressdo 6digo

) " — -

(i) Trat. térmico [s] Vire

daface 33x20 mmz  ~ |

I t i
. 29 mm 29 mm
Eletrodo de grafite
+
Fita dupla face
(e) (d)
2 =

' (i) Perfure

1 — Fita com um furo

- Dobre de 5 mm »
! t —_— (ii) Dobre o i

§ it Perfuracoes X

—— 6 mm

Quadrado preto = hidrofobico
Circulo branco = hidrofilico

Figura 11.6. Etapas de constru¢dao do ePADqg. (a) Folha de papel impressa na cor
verde. (b) Dispositivo apos a impressao do codigo e linhas de delimitagdo seguido
do tratamento térmico na face 33 x 29 mm. (c) Face oposta do dispositivo na qual
foi feita a impressado. (d) Dispositivo contendo a fita dupla face e a trilha de
carbono. (e) Esquema ilustrando o dispositivo apds perfuracées e dobragem do
papel. (f) Foto do dispositivo apés a insergao do sistema de filtragao e do eletrodo
de trabalho. (g) Dispositivo pronto para a analise.

A Fig. 11.6(d) mostra o dispositivo contendo a trilha de carbono desenhada
com um lapis 6B, a fita dupla face colada em uma das regides e algumas
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informagdes sobre onde perfurar e dobrar o dispositivo. A Fig. 6(e) ilustra o
dispositivo perfurado e dobrado juntamente com uma regido retangular pontilhada
no qual devera ser colado o sistema de filtracdo. O sistema consiste de um
pedago de papel cromatografico Whatman #1 contendo uma regido hidrofobica
(quadrado em preto de 15x15 mm) e um circulo hidrofilico (circulo em branco d =
5 mm) que foi colado na face posterior do codigo QR utilizando uma fita adesiva
convencional, a qual foi previamente perfurada (d = 5 mm). O eletrodo de trabalho,
grafite de lapiseira descrito no topico 11.1.6.1 foi anexado no dispositivo usando fita
dupla face, conforme ilustrado na Fig. 11.6(f). A Fig. 11.6(g) mostra uma foto do
dispositivo pronto para analise.

I.1.7.4 Medidas eletroquimicas

Para as medidas eletroquimicas, o eletrodo de grafite de lapiseira foi
posicionado na horizontal e integrado com pedaco de fita dupla face. Conectores
de tipo jacaré foram usados para fazer o contato elétrico. Os experimentos de
voltametria foram realizados com um potenciostato/galvanostato da Autolab Eco
Chemie modelo PGSTAT-12 (Utrecht, Holanda) ligado a um microcomputador
(Software GPES 4.9). As medidas eletroquimicas foram conduzidas empregando
um sistema de dois eletrodos, grafite de lapis como referéncia (RE) / contra-
eletrodo (CE) e grafite de lapiseira como eletrodo de trabalho (WE). Os
voltamogramas de pulso diferencial foram realizados a 50 mV s na faixa de
potencial de 0,0 até 1,2 V versus pseudo referéncia de carbono.

1.1.7.5 Preparo das amostras e medidas

Amostras de agua da torneira a partir de trés locais diferentes na cidade de
Campinas-SP foram coletadas e utilizadas para a determinacao de p-nitrofenol. As
amostras foram fortificadas com 40 pmol L' de pNP e analisadas conforme
descrito no tépico acima. O resultado da analise da amostra foi interpretado
utiizando um iPhone modelo 4S da Apple usando um leitor de cédigo QR
disponivel gratuitamente.
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I1.1.8 Microeletrodos de pasta de carbono (ePAD,)

11.1.8.2 Fabricacao dos microfuros e mascaras

Os microfuros e as mascaras para a confeccao dos eletrodos de prata
foram fabricados utilizando folhas de transparéncia e um sistema de gravacao a
laser. As folhas de transparéncia sem pelicula protetora foram utilizadas sem
qualquer pré-tratamento. Para a fabricacdo dos microfuros, circulos de 25 — 100
um foram previamente desenhados usando o software grafico e em seguida
cortados um a um usando o sistema de gravagéo a laser. Os dispositivos foram
denominados de acordo com o tamanho dos circulos: ePAD,;; (25 um), ePAD,;» (50
um), ePAD,3 (75 pm) e ePAD4 (100 um). O mesmo procedimento foi adotado
para a construcao do arranjo de microfuros onde a distancia de centro a centro foi
variada entre 300 - 1000 pum.

O sistema de gravacéo a laser foi utilizado para cortar a transparéncia e
preparar duas mascaras, uma para a constru¢cao do contato elétrico do eletrodo de
trabalho e uma segunda para a fabricacdo do eletrodo RE/CE. O tamanho e o

formato das méscaras podem ser visualizados na Fig. I.7 abaixo.

“we

10 mm

Figura I.7. Mascaras para a construgéo das trilhas condutoras de prata.

11.1.8.3 Construcao dos dispositivos

As mascaras preparadas na Fig. 1.7 foram utilizadas para a construgcao das
trilhas de prata (Fig. 11.8(a)i e (b)i) usando o procedimento similar descrito na Fig.
I1.5(a). Apds a fabricacao das trilhas em prata a folha de transparéncia contendo o
microfuro foi aderida no papel usando fita dupla face (Fig. 1.8(a)ii e iii). Na
sequéncia o microfuro foi preenchido com pasta de carbono (Fig. 11.8(a)iv). A pasta
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de carbono ndo modificada foi preparada através de uma mistura de pé de grafite
com 6leo mineral (60:40) (m:m) em um frasco de vidro. Para as pastas de carbono
modificadas, diferentes quantidades de ftalocianina de cobalto (CoPC) foram
adicionadas, 0,5% — 10,0% em massa, mantendo-se constante a quantidade de
O0leo mineral. As pastas de carbono modificadas e ndo modificadas foram
mantidas em um frasco de vidro fechado e foram utilizadas quando necessério. A
Fig. 11.8(b) ilustra as etapas envolvidas no processo de construgdo do eletrodo
RE/CE. A Fig. I1.8(c) mostra o esquema de montagem dos eletrodos e uma
fotografia com os conectores fazendo contato elétrico com as trilhas de prata.

(a) WE Hidrofilico

(b) RE/CE

l (i) Tinta de Ag l (i) Tinta de Ag
B

(ii) RE/CE perfurado

com furo (2 mm) (d = 4 mm)

(ii) Fita dupla face

il
\

(iii) Transparécia o
com o microfuro (iii) Vire

(iv) Fita dupla face
com um furo de 8 mm

(iv) Pasta de
carbono

4 - —— L=
RE/CE |
(c) : RE/CE
Montagem 4+ | . o >
dos i ; L
eletrodos WE \ . == & rece
: -

Figura 11.8. Esquema do processo de constru¢do do eletrodo de trabalho (a) e do
RE/CE (b) empregando fita dupla face. (c) Montagem do WE + RE/CE para a
construgao ePAD,.
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11.1.8.4 Medidas eletroquimicas

Nas medidas eletroquimicas foi empregado um sistema de dois eletrodos,
tinta de prata como RE/CE e o microeletrodo de pasta de carbono como eletrodo
de trabalho (WE). Conectores tipo jacaré foram posicionados em lados opostos
para facilitar a manipulagcdo do dispositivo, assim como ilustrado na fotografia da
Fig. 11.8(c). Para a caracteriza¢do analitica e eletroquimica do ePAD,, tipicamente
30 uL de solugéao (minimo de 20 ulL) podem ser usados com o dispositivo proposto
sem que haja vazamento na parte superior. A molécula de cisteina foi utilizada
como prova de conceito para a detecgdo de tidis nos testes de voltametria e
cronoamperometria. A deteccdo amperométrica de cisteina foi realizada aplicando
um potencial de 0,6 V vs. Ag durante 20 segundos.

I1.1.9 Biossensor para metil paration (ePAD,,;)

A determinacdo de metil paration foi baseada na inibicdo da enzima
acetilcolinesterase pelo inseticida. Para isso, foram criados reservatorios nos
dispositivos para acomodar a enzima e o substrato (acetiltiocolina). A Fig. I1.9(i-v)
ilustra as principais partes do dispositivo. Apds a dobragem do dispositivo a face
(i) foi modificada com 5 pL de acetiltiocolina 100 mmol L' em agua MilliQ e a face
(iv) com 5 pL de uma solugdo de enzima acetilcolinesterase (3830 U mL™)
preparada em uma solugdo tampao acetato 0,5 mol L' pH 4,0 com a seguinte
composicao: 0,1 % (m:v) de quitosana, 80 mmol L' de NHS e 50 mmol L™ de
EDC. Ap6s as modificacbes o dispositivo foi seco por 20 min a temperatura
ambiente e em seguida foi devidamente colado com o eletrodo de trabalho
desenvolvido no tépico anterior (ver Fig. 11.8(a)).

Para os ensaios de inibicao, o canal microfluidico (Fig. I1.9(a)iii) foi colocado
em contato com a solu¢ao do inibidor por 20 minutos. O inibidor foi preparado em
uma solugdo tampao TRIS 50 mmol L pH 7,0 contendo 10 % de DMF. Apés a
inibicdo pelo metil paration, 100 pL de solugéo tamp&o TRIS 0,5 mol L™ pH 8,0 foi
adicionado na face (i) do dispositivo. Apdés 3 min as medidas voltamétricas e

cronoamperométricas foram conduzidas. Os voltamogramas foram obtidos a uma
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velocidade de varredura de 5 mV s enquanto que na cronoamperometria um
potencial de 250 mV foi aplicado no eletrodo de trabalho por 15 s.

. (a)| (b)

Linhas de dobragem

v \

20 mm

Corte seccional

1) Tinta de prata
2) Fita dupla face
3) Perfuragoes

4) Cortar (linha vermelha)

(c)

o -P--:T:l

Perfuracdes (6 mm) (4 mm)

Figura 11.9. (a) Esquema de construgdo do biossensor para a detec¢cao de metil
paration. (i) reservatério do substrato, (ii) espacadores, (iii) canal microfluidico de
coleta e filtracdo da amostra, (iv) reservatorio da enzima e (v) RE/CE. (b)

Acoplamento com o WE. (c) Foto do dispositivo com os conectores.
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lll. Separacao e deteccao eletroquimica de
acido ascoérbico e dopamina (ePADxp)

41
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lll.1 Apresentacao

Os neurotransmissores sdo substancias quimicas que sao secretadas por
neurdnios e transmitem mensagens para certas células-alvo. A dopamina (DA),
Fig. lll.1(a), € uma molécula importante no estudo de neurotransmissores pois
ocupa uma funcéo de destaque no sistema de "recompensa” do cérebro [82]. Uma
das maneiras de monitorar dopamina € através da combinacdo de microeletrodos
com técnicas eletroquimicas de analise [82,83]. No entanto, um dos principais
interferentes nas medidas eletroquimicas € o acido ascérbico (AA) (Fig. Ill.1(b)),
que € oxidado no mesmo potencial da dopamina [82]. Dessa forma, buscando
contornar esse problema, o presente topico descreve a construcédo, caracterizacao
eletroquimica e utilizacdo de um dispositivo simples, de baixo custo e com
consumo de amostra reduzido que possibilite a separacdo e deteccao
eletroquimica de DA e AA empregando um dispositivo microfluidico a base de

papel.

4 (a) (b)

HO]@/\/NHE HO
HO HO OH
\_ J

Figura Ill.1. Férmula estrutural da dopamina (a) e do acido ascorbico (b).
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1.2 Resultados e discussao

lll.2.1 Caracterizacao eletroquimica dos eletrodos de Au sobre
papel

Eletrodos de ouro convencionais sdo extensivamente utilizados em quimica
eletroanalitica para inumeras aplicagdes. Esses eletrodos apresentam um
comportamento eletroquimico caracteristico, uma espécie de “impressao digital”,
quando voltamogramas ciclicos sdo obtidos somente na presenca do eletrélito de
suporte [84]. Essa “impressao digital” pode ser definida, de maneira simplificada,
como a formacgdo do 6xido de ouro no sentido anddico e a respectiva redugcéo

desse 6xido formado no sentido catédico da varredura de potencial, Fig. 111.2(a).
20

s{(Q) (b)

10 1

&

|/ @A
\

0 -—
4 10
'8 T T T T T T '20 T T T T T
-0,3 0,0 0,3 0,6 0,9 1,2 -0,3 0,0 0,3 0,6 0,9 1,2 1,5
E/Vvs. Au E/Vvs. ECS

Figura lIl.2. Voltamogramas ciclicos em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L' e v =

50 mV s™' para (a) Au convencional e (b) Au em papel.

Para verificar o comportamento eletroquimico dos eletrodos de ouro
construidos sobre a plataforma de papel, foram obtidos voltamogramas ciclicos na
faixa de potencial de -0,1 até 1,2 V em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™ em pH
7,0. Como pode ser observado na Fig. I1.2(b), os eletrodos de ouro apresentaram
um perfil similar ao dos eletrodos de ouro convencionais, com formacao e reducao
do 6xido de ouro.

A regido de reducdo do éxido de ouro pode ser utilizada ainda para o
céalculo da area eletroativa de eletrodos de ouro. Desta forma, a carga necessaria
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para a reducao do 6xido de ouro formado sobre a superficie de eletrodos de ouro
foi considerada 390 + 10 uC cm [84]. Empregando esse valor, foram calculadas

as areas eletroativas para todas as colunas de papel, Fig. IIl.3.

15

B area eletroativa

2

W area geométrica

=N
o
1

Area / mm

Largura dos canais / mm

Figura Ill.3. Comparacao entre as areas eletroativas e geométricas dos eletrodos
de trabalho para os canais de papel com largura de 1,0 a 5,0 mm. A area do

retangulo de ouro na regiao hidrofilica foi utilizada como area geométrica.

Apdbs o estudo do comportamento eletroquimico dos eletrodos de ouro
somente com o eletrdlito de suporte, foram obtidos voltamogramas ciclicos

%/ em uma solugdo de KCI 0,1

utilizando como sonda redox o sistema Fe(CN)g
mol L. A Fig. lll.4(a) ilustra o perfil voltamétrico da sonda redox em diferentes

velocidades de varredura (10 — 100 mV s™).
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-15 L] L] L] L] L]
-0,3 -0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3
E/Vvs. Au
15
(b)
104 Processo anddico
2]
~ 04
Q.
L} -5-
Processo catddico
10 -
15
0,1 0,2 0,3
1/2 -1,1/2
v /(Vs)

Figura Ill.4. (a) Voltamogramas ciclicos obtidos empregando a célula
eletroquimica fabricada sobre o papel em diferentes velocidades de varredura (10
—100 mV s™). (b) Gréafico de Ip vs. v'2. Fe(CN)¢>’* 5 mmol L em KCI 0,1 mol L.

A razdo entre as correntes de pico dos processos anddico e catddico
(Ipa/lpc) foram obtidas como sendo aproximadamente 1,0. Além disso, a diferenca
entre os potenciais de pico de oxidacao (Epa) e reducao (Epc) foi de 83 mV para
v = 10 mVs™, valor proximo do esperado para um comportamento eletroquimico

reversivel (59,2 mV para n = 1) [85]. Plotando as correntes de pico dos
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voltamogramas ciclicos em funcéo da raiz quadrada da velocidade de varredura
(v'"?) foi obtido uma dependéncia linear entre os parametros (Fig. lI.4(b)),
confirmando que as espécies eletroativas chegam até a superficie do eletrodo por
difusdo. Utilizando os coeficientes angulares das retas contidas na Fig. Ill.4(b) foi

3-/4-

possivel calcular o coeficiente de difusdo das espécies Fe(CN)e utilizadas

(Tabela IlL.1).
Tabela Ill.1. Comparacdo entre coeficientes de difusdo do Fe(CN)g*"*

empregando Au em papel, Au convencional e valores da literatura.

Coeficientes de difusao / 10° cm? s™

Sondaredox Auem papel Auconvencional* Literatura [86]
Fe(CN)s™ 1,15+ 0,07 5,87 + 0,09 7,63
Fe(CN)s* 1,23 + 0,05 6,34 + 0,04 6,50

Experimento conduzido em um sistema eletroquimico convencional: célula
eletroquimica de 10 mL com cafacidade para trés eletrodos. Eletrodo de trabalho = Au
de area eletroativa de 0,115 cm®, referéncia ECS e eletrodo auxiliar de Pt.

Os valores contidos na Tabela s&o referentes & medidas feitas em KCI 0,1 mol L.

*

A Tabela Ill.1 mostra ainda uma comparacao dos valores de coeficiente de
difusdo da sonda redox entre o eletrodo de ouro em papel e o eletrodo de ouro
convencional, usando a mesma solugdo da sonda redox para ambos os testes.
Como pode ser observado na Tabela, os valores de coeficiente de difusdo
empregando o Au em papel foram aproximadamente cinco vezes menores
quando comparado com o sistema eletroquimico convencional. Essa diminuigéo
pode estar relacionada com a presenca das fibras de celulose proximas ao
eletrodo de trabalho, dificultando o processo de difusao.

Além das caracterizacoes eletroquimicas com o eletrodo de trabalho, foram
feitos testes também com o pseudo-eletrodo de referéncia de ouro. Apds 50
voltamogramas ciclicos obtidos na mesma faixa de potencial da Fig. lll.4(a) e v =
50 mV s, nenhuma alteracdo significativa dos potenciais de oxidacdo e redugao
da sonda redox foram observados. Em seguida, avaliou-se o deslocamento do
potencial formal E° (Epa + Epc / 2) da sonda redox em comparagdo com
eletrodos de referéncia ja bem estabelecidos, Fig. III.5.
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Figura lIL.5. Voltamogramas ciclicos do Fe(CN)¢>’* 5 mmol L™ em KCI 0,1 mol L™

empregando como eletrodo de referéncia Au, ECS e Ag/AgCl. As linhas verticais

pontilhadas mostram a localizacdo do E° da sonda para cada referéncia.

Pode ser observado na Fig. Ill.5, através das linhas verticais pontilhadas,
diferencas do E° obtido para o Au de 203 e 244 mV em relacdo aos eletrodos de
ECS e Ag/AgCl, respectivamente. A diferenga entre o ECS e o Ag/AgCl foi de 37
mV, valor préximo ao reportado (44 mV) [85], indicando que a montagem do
experimento foi feita de maneira a minimizar efeitos de queda éhmica.

ll1.2.2 Influéncia do tipo de papel na separacao de DA e AA

O papel Whatman #1 é um dos papéis cromatograficos mais utilizados para
a construcao de dispositivos de baixo custo, tanto para a detecgédo colorimétrica
quanto para a detecgdo eletroquimica [18,23,29,48,49,52,87-89]. Inicialmente
foram construidos dispositivos microfluidicos de separagdo empregando o papel
#1 para verificar a separacao das espécies de interesse nessa plataforma. A Fig.
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I1l.6 mostra a resposta de corrente do dispositivo apés injegdes de uma solucao

padrao contendo DA e AA em diferentes pontos do canal de papel.

200

100 -

Q) —
o—
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@' (b
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3000
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Figura lll.6. Injecdes de 0,5 uL de uma solucdo padrao contendo uma mistura DA

e AA (1 mmol L™ cada). Eluente: Tampao acetato 0,1 mol L™ pH 5,0. Eapl. = 0,4 V

vs. Au. Papel Whatman #1 com largura do canal de 2,0 mm. As setas indicam os

tempos nos quais foram feitas injegcdes dos padrées. Gréfico inserido: ilustracdo

da coluna de papel com destaque para as regides de adicdo da amostra.

Na tentativa de favorecer o processo de separagao foram feitas injecoes da

mistura dos padrées em distdncias mais afastadas do detector (Fig. 111.6), mas

mesmo assim, ndo foi possivel observar nenhuma melhora no resultado. Sendo

assim, nao foi possivel observar a separacdo das bandas cromatograficas dos

analitos utilizando o papel cromatografico Whatman #1.
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Aproveitando que as moléculas de DA e AA possuem valores bem distintos
de pKa, 8,9 para o grupo R—NH3 da dopamina [90] e 4,1 para o grupo R—OH do
acido ascorbico [91], foram construidos dispositivos utilizando um papel trocador
catibnico para favorecer o processo de separagdo. A Fig. Ill.7 mostra um
cromatograma obtido nesse tipo de papel apds a injecdo de uma mistura
contendo AA e DA.

100

754

50' DA

1/ nA

25 4

-25 . r . ' .
500 1000 1500 2000
Tempo /s

Figura lll.7. Cromatograma em papel trocador catibnico P81 da Whatman.
Eluente: Tampdo acetato 0,1 mol L™ pH 5,0. Eapl. = 0,4 V vs. Au. Largura do
canal de 2,0 mm. Injecdo de 0,5 uL de uma solugdo padrao (seta inserida)

contendo uma mistura DA e AA 1 mmol L™ cada. Injecdo a 12 mm do WE.

O cromatograma obtido com o dispositivo microfluidico, Fig. 1.7,
demonstra uma separagdo para AA e DA em nivel de linha de base. Pode ser
observado ainda que o acido ascorbico apresenta um tempo de retencdo menor
do que a dopamina. A razdo para isso esta relacionado com o tipo de papel
empregado na construcdo do dispositivo. O papel Whatman P81 é um papel
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trocador catiénico forte de alta capacidade [92]. O grupo acido fosférico com
contraions de sdédio é responsavel pelo processo de troca idnica [93,94]. Assim,
quando a forma protonada da dopamina esta percorrendo o canal microfluidico
um processo de troca ibnica acontece no interior dos poros do papel. Esse
processo retém substancias com carga positiva devido a presengca de grupos

funcionais com carga negativa imobilizados no papel.

lll.2.3 Distancia de aplicacao da amostra

O fator de retardamento (Rg), razdo entre as distancias percorridas pelo
analito e a fase moével, ndo € uma constante cromatografica que define o
deslocamento de uma substancia em quaisquer condi¢cbes. Os valores de Rr se
alteram de acordo com as condicdes experimentais nas quais 0s experimentos
sdo obtidos, inclusive com a posicdo onde a amostra € adicionada [95]. No
entanto, no dispositivo microfluidico de separacao a frente da fase moével ndo é
monitorada. O sistema de detecg¢édo eletroquimico foi fixo ao final da coluna de
papel e, conhecendo a distancia de aplicagdo das amostras e solugdes padrao, o
termo Rr pode ser substituido pelo tempo de retengéo (Tr).

Assim, um dos fatores importantes esta relacionado com a distancia de
aplicacdo da amostra em relagcdo ao sistema de deteccdo eletroquimico. Para
verificar o efeito da distAncia na separacdao dos compostos foi obtido um
cromatograma onde as solucdes padrao contendo uma mistura de AA e DA foram
adicionadas em diferentes posi¢coes da coluna de papel (Fig. 111.8).

Na Fig. lll.8, pode ser observado que o processo de separacao €
favorecido quando os padrdes sao adicionados em posicoes mais distantes do
sistema de deteccéo.
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Figura lll.8. Injecbes de 0,5 uL de uma solugao padrao contendo uma mistura DA
e AA (1 mmol L' cada). Eluente: Tampao acetato 0,1 mol L™ pH 5,0. Eapl. = 0,4 V
vs. Au. Papel Whatman P81 com largura do canal de 2,0 mm. As setas mostram
os tempos nos quais foram feitas as injecdes dos padrdes. Distancias em relacao
ao eletrodo de trabalho de cada injegéo: (a) 3 mm, (b) 7 mm, (c) 12 mm, (d) 17

mm e (e) 22 mm.

Para avaliar a separacao dos dois compostos foram calculados os valores
de resolucdo (Rs), definido como a distancia (dgr) que separa os pontos maximos

dos picos e a média das larguras de suas respectivas bases, wb, [96]:
Rs = 2(drpa — dr aa) / (Wb DA + Wp A) Eq. Ill.1

A resolugdo dos picos aumentou de 0,6 até 1,3, indicando que a
separacdo dos picos € fortemente influenciada pela distancia de aplicacdo das
solugdes padrédo. Pode ser verificado também na Fig 111.8 uma separagéo em nivel

de linha de base para uma distdncia de 12 mm em relacdo ao sistema de
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deteccdo eletroquimico. Para distancias maiores que 12 mm a resolugcao
aumenta, mas por outro lado, o tempo necessario para efetuar a separacao torna-
se cada vez maior. Buscando uma separagéo em nivel de linha de base no menor

tempo analise foi selecionada a distancia de 12 mm para injegao dos padroes.

111.2.4 Volume de amostra

O volume de amostra é um paradmetro que também deve ser
cuidadosamente avaliado em separacbes cromatograficas [95,96]. A quantidade
de amostra a ser adicionada depende da sensibilidade do método de deteccéo, e
de maneira geral empregam-se quantidades na ordem de microgramas a
miligramas [96]. Para avaliar a influéncia desse parametro foram adicionados
volumes de 0,25 até 2,5 uL de uma solugéao padréo contendo uma mistura de AA
e DA (Fig. 111.9).
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Figura II1.9. Cromatogramas em papel trocador catibnico P81 da Whatman.
Condicdes: Tampao acetato 0,1 mol L™ pH 5,0, Eapl. = 0,4 V vs. Au, largura do
canal 2,0 mm. InjecGes (seta inserida) de (a) 0,25, (b) 0,5, (c) 1,0, (d) 1,5, (e) 2,0 e

(f) 2,5 uL de uma solugdo padrio contendo a mistura de DA e AA 1 mmol L™,
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Como pode ser observado na Fig. IIl.9, o aumento do volume adicionado
na coluna de papel prejudica o processo de separacao da DA e do AA. Assim,
buscando por um compromisso entre o maior sinal analitico e uma separacao em

nivel de linha de base, o volume de amostra de 0,5 uL foi selecionado.

lll.2.5 Influéncia da largura dos canais

A largura do canal é um parametro que influencia diretamente na detecgao
dos compostos de interesse. Conforme demonstrado na Fig. 111.3, a medida que a
largura do canal aumenta a area dos eletrodos de trabalho também aumenta.
Visando investigar a influéncia da largura do canal na deteccao dos compostos,
as respostas analiticas foram normalizadas em fungdo da area eletroativa do

eletrodo de trabalho em cada canal (Fig. 111.10).
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Figura I11.10. Respostas analiticas normalizadas em funcdo da area eletroativa.
Estudo realizado em papel trocador catibnico P81 da Whatman, eluente tampéo
acetato 0,1 mol L pH 5,0 e Eapl. = 0,4 V vs. Au. Injecdo de 0,5 pL de uma
solugdo padrao contendo a mistura de DA e AA 1 mmol L™ & 12 mm do eletrodo
de trabalho.
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Como pode ser observado na Fig. 111.10, a resposta analitica normalizada
aumenta até uma largura de canal de 2 mm e entdo decresce para canais mais
largos. Esse decréscimo do sinal pode estar relacionado com a distribuicdo da
amostra de 0,5 pL adicionada no canal. Canais mais largos que 2 mm podem
estar concentrando a amostra na regido central do canal, fazendo com que o
eletrodo de ouro na proximidades das parede de cera contribua somente com o

aumento da corrente capacitiva.

111.2.6 Curva analitica

A curva analitica foi construida utilizando as condi¢cdes experimentais que
apresentaram a maior resposta (area do pico) e com separacdo de AA e DA em
nivel de linha de base. A Fig. lll.11 mostra os cromatogramas obtidos apos
adicoes sucessivas de AA e DA preparadas em solugao tampao acetato 0,1 mol L
' pH 5,0.

200
AA
150
<
c 1004
—
- 4,0 mmol L™
i

0 2%0 5(I)0 750 1000
Tempo /s

Figura lll.11. Cromatogramas em papel trocador catibnico P81 da Whatman.
Condicdes: Solucdo tampao acetato 0,1 mol L' pH 5,0, Eapl. = 0,4 V vs. Au,
largura do canal 2,0 mm. 0,5 uL das solu¢des padrdao contendo a mistura de DA e

AA 0,075 até 4,0 mmol L™ adicionadas a 12 mm do eletrodo de trabalho.
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Como pode ser observado na Fig. Ill.11, os cromatogramas obtidos para
concentracdes de AA e DA até 2,0 mmol L apresentaram uma separagdo em
nivel de linha de base. Assim, as areas dos picos foram plotadas em funcao da

concentragado dos analitos estudados (Fig. Ill. 12).
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Figura Il11.12. Curva analitica para dopamina e acido ascorbico.

Na Figura ll1l.12, pode ser observado uma faixa linear de resposta de 0,075
até 2,0 mmol L™ para ambos os analitos. Cada faixa linear pode ser expressa com

as seguintes equacoes:
Area (uC) = -0,06(+0,03) + 2,9(0,1) [AA mmol L] Eq. I1l.2
Area (uC) = -0,15(+0,07) + 9,3(0,4) [DA mmol L] Eq. 1.3

com coeficiente de correlacdo de 0,994 e 0,995 para acido ascérbico e dopamina,

respectivamente. Os limites de deteccao e quantificagcdo para o acido ascérbico
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foram de 0,031 e 0,10 mmol L. J& para a dopamina, os limites de deteccédo e
quantificacdo foram de 0,022 e 0,075 mmol L. Os limites de detecgdo e
quantificacdo foram calculados seguindo as recomendacbes da IUPAC, 3xsp

/coeficiente angular e 10xsp/coeficiente angular.

I11.2.7 Testes de estabilidade

Além dos Otimos resultados referentes a separacdo e deteccao
eletroquimica da dopamina e do acido ascérbico, os resultados referentes aos
ensaios de estabilidade também surpreenderam. Enquanto que os protétipos
encontrados na literatura permitem que o dispositivo seja utilizado uma Unica vez
[48,49], com o protétipo proposto foi possivel realizar 83 separacbées com um
unico dispositivo. Esse é um ponto interessante visto que eletrodos de ouro sédo
mais caros que eletrodos de carbono e prata. A estimativa de custo do presente
dispositivo com os eletrodos de ouro é de R$ 9,50.

O custo pode ser compensado pelo nUmero de separacdes possiveis com
cada dispositivo. Aproximadamente vinte separacdes a cada dia por até quatro
dias seguidos podem ser conduzidas. O ponto chave que possibilita inUmeras
separacées em um Unico dispositivo esta relacionado com a maneira com que 0
canal foi construido. Os dispositivos publicados normalmente realizam medidas
eletroquimicas em regides cercadas por cera [49] ou fotorresiste [48] e sem
escape para o eluente [48,49]. Por outro lado, o dispositivo proposto neste
trabalho possui uma regido de escape ao final da coluna de papel que permite
que os analitos previamente detectados sejam direcionados para essa regido, nao
atrapalhando as andlises posteriores. Dessa forma, essa regido de escape (Fig.
I1.2(b)) funciona como um reservatorio de descarte para o eluente e amostras, de
maneira similar aos equipamentos de HPLC.

ll.3 Conclusoes parciais e motivacao para a proxima etapa

Neste tdpico foi desenvolvido um dispositivo de microfluidico a base de
papel com um sistema de deteccao eletroquimico baseado em eletrodos de ouro.
O processo de fabricacao dos dispositivos € muito simples e pode ser dividido em
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apenas dois passos: 1) construcao das paredes hidrofébicas e 2) fabricacao dos
eletrodos de ouro.

Os canais hidrofilicos criados no papel funcionaram como uma plataforma
de separacdo de baixo custo. O comprimento desses canais, bem como nos
métodos cromatograficos convencionais, teve um efeito importante na separacéao
dos analitos. Uma separacdo em nivel de linha de base de acido ascérbico e
dopamina pode ser conseguida através da injecdo da amostra em 12,0 mm do
eletrodo de trabalho de ouro. Os canais de separacdo também podem ser
utilizados para a filtracdo da amostra, caso seja necessario.

Assim, a combinacdo de canais de separacdo a base de papel com
deteccao eletroquimica é uma ferramenta promissora para a tecnologia de lab-on-
a-paper. Por outro lado, nao foi possivel atingir os limites de deteccdo para a
determinacao de dopamina em fluidos bioldgicos (~ 1,0 umol L. O tempo de
analise de 15 minutos € outro fator que precisa ser melhorado. Com isso, a nossa
motivacao foi buscar por processos de constru¢cao mais simples e de baixo custo,
onde os dispositivos resultantes apresentem menores tempos de analise e limites

de deteccdo mais apreciaveis.
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IV. Biossensor para deteccao de glicose (ePAD;)
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IV.1 Apresentacao

O monitoramento simples e rapido de espécies de interesse biolégico no
sangue é um objeto de desejo tanto para usuarios e médicos quanto para as
industrias farmacéuticas. Médicos buscam dispositivos simples e precisos para
indicarem aos seus pacientes [97]. Sabendo desta busca, empresas
farmacéuticas vao atras dessas necessidades para desenvolverem tais
dispositivos de analise.

Uma das moléculas alvo presentes no sangue que desperta a atencao de
muitos pesquisadores e industrias é a glicose [15,48,97]. A glicose, Fig. IV.1, é
uma espécie que merece um controle especial de sua concentragdo em pacientes
com diabetes [98]. A reducao das flutuagdes da glicemia ao longo do tempo pode
prevenir ou retardar o aparecimento de complicacées relacionadas a hiperglicemia
e hipoglicemia em ambos os tipos de diabetes, tipo 1 e tipo 2 [97]. Assim, a
determinacao de glicose empregando dispositivos simples e rapidos é muito
importante. Baseado nestas abordagens, o presente topico descrevera os
resultados obtidos empregando o ePADy; para a determinagao de glicose.

OH

HO
HO

OH

Figura IV.1. Férmula estrutural da D-glicose.
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IV.2 Resultados e discussao

1IV.2.1 Layout e funcionamento do dispositivo

Apbs a construcédo dos eletrodos de prata e da hidrofobizacdo de uma das
microzonas circulares, o ePADy; foi devidamente cortado assim como ilustrado na
Fig. IV.2. Como pode ser observado na Fig. IV.2, o dispositivo apresenta trés
regides principais de operagdo. A regido (i) funciona como uma microzona de
filtragcao para minimizar o efeito de possiveis interferentes. O processo de filtragao
€ rapido e apdés 1 minuto ja & possivel coletar uma quantidade suficiente de
amostra para a analise. Apds este processo, a amostra passa por uma segunda
microzona (ii) onde estdo imobilizados a enzima glicose oxidase (GO) e o acido 4-
aminofenil borénico (4-APBA). Nesta etapa, o peréxido de hidrogénio formado
como produto da reacdo enzimatica reage com o 4-APBA (mediador redox)
formando o 4-aminofenol. Apds a formagédo do 4-aminofenol, a amostra é entdo
transferida para a microzona de deteccgéao (iii). Na ultima etapa, o 4-aminofenol é
correlacionado com a concentragdo de glicose empregando a detecgéo

eletroquimica (voltametria ciclica ou cronoamperometria).

Figura IV.2. Foto do dispositivo em funcionamento.
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IV.2.2 Escolha do eletrodo de trabalho

O carbono é um dos materiais mais utilizados para a construcao de
eletrodos em microdispositivos analiticos a base de papel [48-51]. Normalmente,
eletrodos de carbono sédo estabelecidos no papel empregando a tecnologia de
“screen-printing”. Em muitos casos, € necessario que o contato elétrico do eletrodo
com o potenciostato ou com o leitor de corrente seja feito com o auxilio de outro
material condutor, como por exemplo a prata [48,51,99,100]. Possivelmente, uma
das razdes para a incorporacao da prata em ePADs seja a baixa resistividade das
trilhas condutoras formadas a partir deste material. A necessidade de outro
material para fazer o contato elétrico aumenta o tempo de preparo do dispositivo,
uma vez que agora duas etapas de “screen-printing” e duas etapas de cura
(tratamento térmico) das tintas sdo necessarias.

Buscando uma alternativa mais simples para acoplar eletrodos de carbono
com dispositivos a base de papel esta sendo proposto aqui neste tépico a
utilizacdo de grafite de lapiseira como eletrodo de trabalho. O grafite de lapiseira
possui 6timas caracteristicas para ser acoplado com ePADs, como: baixo custo,
disponivel em diversos tamanhos (raio entre 150 e 350 um), condutor de corrente
elétrica e disponibilidade de compra no mundo todo em livrarias e/ou papelarias.

Os grafites comerciais para lapiseira apresentam uma rigidez intermediaria
que fica entre o grafite pirolitico ou eletrodos de pasta de carbono e o carbono
vitreo [101]. Uma das maneiras de avaliar os diferentes tipos de grafite € através
de sua dureza. A dureza do grafite pode ser dividida em dois tipos principais, tipo
B (grafite mais mole) e tipo H (grafite mais duro), e a diferenga desses tipos &
influenciada basicamente pela quantidade de polimero utilizado na sua fabricacao
[102].

Tavares e Barbeira estudaram o comportamento eletroquimico de inUmeras
marcas e diferentes tipos de grafite [101]. Os autores avaliaram parametros como
AEp, repetibilidade das medidas, sensibilidade, razao das correntes de pico em
maodulo (|lpa / Ipc|) e verificaram que grafites mais duros séo mais recomendados
para serem utilizados como materiais eletrédicos [101]. Assim, buscando por

grafites acessiveis comercialmente, com superficie reprodutivel e parametros

66



Murilo Santhiago Tese de Doutorado

eletroquimicos apropriados o grafite H da Pentel com raio de 150 um foi
selecionado como eletrodo de trabalho. Além disso, outro fator importante que
contribuiu para a escolha dessa marca de grafite foi a localizacdo da empresa. A
Pentel conta com distribuidores em pontos estratégicos pelo mundo, incluindo:
Brasil, México, Africa do Sul, Tailandia, Canada. Estados Unidos, Australia, China,
Japéo e etc [103]. Este fator localizacao podera facilitar o emprego de dispositivos
de baixo custo com deteccao eletroquimica em praticamente todas as localidades,

inclusive em paises emergentes.

IV.2.3 Caracterizacao eletroquimica: sistema convencional

Eletrodos de carbono s&o extensivamente empregados em quimica
eletroanalitica para inumeras aplicagcbes. Uma das maneiras de realizar a
caracterizacao eletroquimica de eletrodos de carbono € empregando uma sonda
redox com um comportamento eletroquimico bem estabelecido [104]. Inicialmente
foram obtidos voltamogramas ciclicos empregando a sonda redox Fe(CN)g*"* para
avaliacao dos eletrodos de trabalho.

Como pode ser observado na Figura 1V.3, o par redox da sonda apresenta
um comportamento bem definido e sem ruido. A razdo em modulo entre as
correntes de pico foi de 1,01 sugerindo um processo eletroquimico reversivel. Ja a
separacao de picos (AEp) foi de 83 mV. Este valor € um pouco maior do que o
esperado para um processo eletroquimico reversivel envolvendo 1 elétron (AEp ~
60 mV) mas é inferior quando comparado com alguns eletrodos impressos de
carbono disponiveis comercialmente [105]. Além disso, quando cinco eletrodos
foram preparados da mesma maneira e testados em uma solugdo contendo 1
mmol L' de Fe(CN)s*”®* e KCI 0,1 mol L o coeficiente de variagdo (C.V.),
avaliando a corrente de pico anddica, foi menor que 5 %.
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Figura IV.3. Voltamograma ciclico obtido em sistema eletroquimico convencional
com trés eletrodos. Eletrodo de trabalho = grafite H, eletrodo de referéncia =
Ag/AgCl e auxiliar = platina. Condicdes: Fe(CN)¢*"* 1 mmol L + KCI 0,1 mol L™ e
v=30mVs™.

A sonda redox Fe(CN)s*”* foi empregada também para calcular a area
eletroativa dos eletrodos de grafite conforme relatado na literatura [107]. Para isso,
inicialmente foram obtidos voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de
varredura (30 — 110 mV s™') e em seguida as correntes de pico obtidas foram

plotadas em fungéo da raiz quadrada da velocidade de varredura (Figura IV.4).
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Figura IV.4. Gréfico de corrente de pico (Ip) versus raiz quadrada da velocidade
de varredura (v'?). Condigdes: Fe(CN)¢*”> 1 mmol L + KCI 0,1 mol L' e v = 30 -

110 mV s™'. Sistema convencional de trés eletrodos.

As correntes de pico apresentaram um comportamento linear em funcao da
raiz quadrada da velocidade de varredura indicando que as espécies eletroativas
chegam até a superficie do eletrodo de grafite por difusdo. O mesmo grafico pode
ser usado também para o calculo da area eletroativa empregando a equacao de
Randles-Sevcik [85]:

Ip :(2,69>< IOSJ n¥2ADV2 C* /2 Eq. IV.1

onde Ip é a corrente de pico (A), n € o nimero de elétrons envolvidos, A é area do
eletrodo (cm?), D é o coeficiente de difusdo (cm? s™'), C é a concentracédo das

espécies eletroativas no seio da solugdo (mol cm™®) e v é a velocidade de

varredura (V s™). Utilizando o coeficiente angular do processo anédico na Fig. IV.4
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e substituindo os demais parametros na Eq. IV.1 foi possivel determinar a area
eletroativa dos eletrodos de grafite como sendo 0,19 + 0,02 mm? (n = 3).

IV.2.4 Caracterizacao eletroquimica do ePAD;

Dispositivos analiticos a base de papel com deteccdo eletroquimica
empregam sistemas com trés eletrodos para a determinacdo de espécies
eletroativas [48,49,89,100,108,109]. Por outro lado, quando o diametro dos
eletrodos de trabalho atinge alguns micrémetros existe a possibilidade de efetuar
experimentos eletroquimicos com somente dois eletrodos, sem que haja uma
diminuicdo da corrente [85]. Baseado nesta informacéo, uma das motivagdes do
nosso trabalho foi desenvolver um sistema eletroquimico de analise simples
usando um sistema de dois eletrodos, o grafite de lapiseira como eletrodo de
trabalho e o dispositivo de papel com tinta de prata como eletrodo de referéncia e
auxiliar. Inicialmente, buscando a maior resposta eletroquimica empregando um
sistema de dois eletrodos, foram conduzidos experimentos utilizando o ePADy;

com diferentes didmetros da regido circular do eletrodo de referéncia (Fig. IV.5).
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Figura IV.5. Grafico de Ipa versus diametro do eletrodo de referéncia (RE).
Condigdes: Fe(CN)g** 1 mmol L™ + KCI0,1molL'ev=30mVs™.
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Como pode ser visualizado na Figura IV.5, a Ipa atinge um maximo de
resposta para o eletrodo de referéncia com didmetro de 4 mm e permanece
constante para didmetros superiores. Assim, o diametro de 4 mm foi selecionado
para a fabricagao do eletrodo de referéncia no papel. Em seguida, o desempenho
do ePADgy; com o eletrodo de referéncia de 4 mm foi comparado com sistemas
eletroquimicos convencionais utilizando dois e trés eletrodos (Figura I1V.6).
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150 -
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20,2 0,0 0,2 0,4 0,6
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Figura IV.6. Voltamogramas ciclicos obtidos em Fe(CN)s*”® 1 mmol L™ + KCI 0,1
mol L' e v = 30 mV s™'.(—) Sistema eletroquimico usando trés eletrodos. Sistema
eletroquimico empregando dois eletrodos: (—) Ag/AgCl e grafite e (=) ePADg; com
tinta de prata (d = 4 mm) e grafite.

Como pode ser observado na Figura 1V.6, ndo ha diferenga nas correntes
de pico anddica e catddica quando a resposta do ePADgy; € comparada com as
medidas realizadas nos sistemas eletroquimicos com dois ou trés eletrodos.
Assim, de maneira geral, o ePADg; com detecgéo eletroquimica € um dispositivo
muito promissor no desenvolvimento de sensores simples, praticos e de baixo

custo. Pode ser observado ainda na mesma Figura um deslocamento anddico de
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40 mV do potencial formal E® (Epa + Epc / 2) em relagdo ao eletrodo de referéncia
convencional.

O efeito da velocidade de varredura na resposta do ePADg; também foi
verificado utilizando voltametria ciclica e a sonda redox Fe(CN)s*"®". As correntes
de pico foram plotadas em funcéo da raiz quadrada da velocidade de varredura,
assim como ilustrado na Fig. IV.7.
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Figura IV.7. Gréfico de corrente de pico (Ip) versus raiz quadrada da velocidade
de varredura (v'’?). Condicdes: Fe(CN)g** 1 mmol L' + KCI 0,1 mol L' e v =30 —

110 mV s™'. Sistema de dois eletrodos (ePADyji com deteccéo eletroquimica).

Na Fig. IV.7 pode ser observado que para ambos 0s processos, anddico e
catédico, foi observado um comportamento linear da corrente de pico em funcéo
da raiz quadrada da velocidade de varredura. Esse tipo de comportamento indica
que o processo é limitado pelo transporte de massa devido ao efeito da difusao.
Utilizando a equacao de Randles-Sevcik (Eqg. IV.1) e os coeficientes angulares das
retas ilustradas na Figura IV.7 foi calculado o coeficiente de difusdo da sonda
redox (Tabela IV.1).
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Tabela IV.1. Comparacdo entre coeficientes de difusdo do Fe(CN)s¥™ e

coeficiente de difusao do Ferroceno-COOH.

Coeficientes de difusdao / 10° cm? s™

Referéncias Sonda redox ePAD Literatura
Este trabalho Fe(CN)g™ 7,33 + 0,462 7,63 [110]
Este trabalho Fe(CN)e* 7,61+ 0,282 6,50 [110]
Nie et al. [49]  Ferroceno-COOH 4,3° 5,7 [111]

 Experimentos conduzidos usando 1 mmol L da sonda redox em KCI 0,1 mol L.
b Experimentos conduzidos em 2 mmol L" da sonda redox (acido ferrocenomonocarboxilico) em
KCl 0,5 mol L™

Como pode ser observado na Tabela 1V.1 os valores dos coeficientes de
difusédo obtidos pelo ePADgy; proposto aqui s&o bem proximos dos valores
encontrados na literatura. Empregando uma sonda redox diferente, Nie et al.
também obtiveram um valor de coeficiente de difusdo préximo do valor reportado
na literatura [49]. Por outro lado, os mesmos autores relataram que o contato do
eletrodo de carbono impresso com o papel cromatografico resulta em uma
diminuicado de 30 % da resposta quando comparado com um sistema
convencional. Nie et al. atribuiram essa diminuicao sugerindo que 30 — 40 % do
volume que deveria estar ocupado pela solugcao esta sendo preenchido pelas
fibras do papel [49]. Assim, o contato dos eletrodos com as fibras do papel
ocasiona uma diminuicao consideravel na resposta do dispositivo. No entanto, no
ePADy; proposto neste trabalho ndo ha contato papel-eletrodo e, portanto, hd uma
6tima perspectiva na obtencao de menores limites de detecgdo. Essa perspectiva
é fortalecida a partir do momento em que ndo ha perda de resposta do eletrodo de
grafite usando sistemas eletroquimicos com dois ou trés eletrodos (Fig. IV.6 e
comparagado entre as Figs. IV.4 e IV.7). Assim, os topicos a seguir serdo
destinados para discutir o efeito da concentragédo dos reagentes e das condi¢des
experimentais visando a maior resposta do ePADg;.

73



Murilo Santhiago Tese de Doutorado

1V.2.5 Efeito da concentracao da enzima glicose oxidase

O emprego de enzimas em sistemas analiticos visa principalmente o
desenvolvimento de sistemas mais seletivos e com menores limites de deteccgao.
Como prova de teste do funcionamento deste ePAD foi escolhida a enzima glicose
oxidase devido a sua ampla utilizagdo na construgdo de biossensores
eletroquimicos, inclusive para a detecgcao de glicose em dispositivos do tipo POC
[112]. A enzima glicose oxidase catalisa, na presenca de oxigénio, a oxidagao da
glicose formando &cido gliconico e peréxido de hidrogénio [112]:

Glicose + Oz Glicose oxidase > acido gliconico + Hx0» Eqg. IV.2

Inicialmente foi avaliada a concentracdo da enzima glicose oxidase na
resposta do ePADy;. A Fig. V.8 mostra os graficos de corrente de pico anddica

obtidos a partir de voltamogramas ciclicos em fungédo da concentracao (U mL™) da

enzima.
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Figura IV.8. Gréfico da resposta do ePADy; (Ipa) em funcdo da concentra¢do da
enzima GO. Condicdes: [4-APBA] = 4 mmol L, tempo de reacdo = 3 min, [glicose]
=1mmolL", v=30mVs'ePBS0,1 molL" pH 7,4.
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Assim como pode ser observado na Figura V.8, a resposta do ePADy;
atinge um valor maximo empregando 65 U mL™ da concentragdo da enzima GO e
permanece praticamente constante para valores de concentragao mais altos. Esse
perfil de curva que tende a uma saturagdo é tipico para sistemas enzimaticos
[113,114]. Assim, visando o maior sinal analitico combinado com uma economia

de reagentes, a concentracdo de 65 U mL™ foi selecionada.

IV.2.6 Concentracao do mediador redox

Compostos contendo atomos de boro ja tém sido amplamente estudados,
principalmente na sintese de novos compostos organicos. Uma parte desses
estudos envolve reacdes de oxidacao com derivados do acido borénico utilizando
peroxido de hidrogénio. A oxidagdo em meio basico do acido fenilborénico com
peroxido de hidrogénio, por exemplo, resulta na formagao de fenol e ions tetra-
hidréxiborato [115]. De maneira similar, 0 4-APBA € um mediador redox que reage
com perdxido de hidrogénio liberado como produto da reagdo enzimatica (Eq.
IV.2) formando o 4-aminofenol que pode ser detectado na superficie do eletrodo
[116]. A Fig. IV.9 mostra as reagbes envolvidas entre o perdxido de hidrogénio e

mediador e a reacao de oxidagao do 4-aminofenol.

N, NH,
(a) _- + H0, + OH — “ + B(OH),
. |
B
HO GH OH
(4-APBA) (4-AF)
NH, NH
(b) | \ — ¢ + 2H + 2
CH &)
(4-AF ,.4) (4-AF )

Figura IV.9. Reacdo entre o peroxido de hidrogénio e o mediador redox (a) e
reacao de oxidacao do 4-aminofenol (4-AF) (b).
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A Fig. IV.10(a) ilustra o voltamograma ciclico obtido empregando o ePADgli
na presenca e auséncia de glicose. Conforme esperado, na auséncia de glicose
nao foi observado nenhum processo redox. Ja na presenca de glicose o
voltamograma ciclico apresenta dois picos na faixa de potencial estudado, onde os
mesmos podem ser atribuidos a oxidagdo do 4-aminofenol na varredura direta e

reducao do produto de oxidacao (p-benzoquinona-imina) na varredura reversa.

180 -
1504 (@) (b)
150 *
100 - —
120 4
< -
S 50 -~
~ ®© 90+
- 2
—
) N R
-50 - 30-
0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 1 2 3 4 5 6
E/Vvs.Ag [4-APBA] / mmol L™

Figura IV.10. (a) Voltamograma ciclico obtido em PBS 0,1 mol L pH 7,4, [4-
APBA] = 4 mmol L™, [GO] = 65 U mL™, tempo de reagcdo =3 mine v=30 mV s™
na auséncia (—) e na presenca (—) de glicose 1 mmol L. (b) Influéncia da
concentracdo do mediador na resposta do dispositivo. As condicdes experimentais
sdo as mesmas da Figura (a) com excec¢ao para a concentragao do mediador que
foi variada entre 1 —6 mmol L.

A Fig. IV.10(b) mostra a dependéncia da corrente de pico anddica em
funcdo da concentracdo do mediador redox. A corrente de pico atinge um maximo
para 4 mmol L' de 4-APBA e decresce para concentragdes superiores (Fig.
111.10(b)). Essa diminuicdo de resposta pode estar associada ao excesso de
mediador presente nas fibras do papel, dificultando o acesso do substrato ao sitio
ativo da enzima.
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IV.2.7 Tempo de reacao

Como demonstrado nos tépicos IV.2.5 e 2.6, a resposta do ePADgy; com
deteccdo eletroquimica depende de uma série de reagdes, que incluem a
formacao de perdxido de hidrogénio e reagdo desta espécie com o mediador
redox para formar o produto eletroativo (4-aminofenol). Com o intuito de buscar o
maior sinal analitico do dispositivo, o tempo necessario para que essas reacdes
acontecam foi avaliado monitorando a corrente de pico anodica dos
voltamogramas ciclicos (Fig. IV.11).

160 -
]
120 -
<
c
-
o 80
o
40 -
0 : : : : : : : :
0 1 2 3 4

Tempo de reacao / min

Figura IV.11. Grafico de corrente de pico anddica em funcao do tempo da reacao.
Condicdes: PBS 0,1 mol L pH 7,4, [4-APBA] = 4 mmol L, [GO] = 65 U mL™,

glicose=1mmolL'ev=30mVs"

Assim como pode ser observado na Fig. IV.11, a corrente de pico anddica
aumenta até 3 minutos de reagdo e entdo o sinal permanece constante. Dessa

forma, o tempo de reacdo de 3 minutos foi selecionado tendo em vista uma
andlise rapida.
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1V.2.8 Influéncia do pH

Enzimas possuem um pH étimo ou uma faixa de pH onde a sua atividade
catalitica € maxima; para os demais valores de pH a atividade da enzima diminui
[14]. A razdo para esse comportamento esta relacionado com a protonacédo ou
desprotonacdo de grupos funcionais de moléculas que exercem uma funcéo
importante no sitio ativo da enzima [14]. Para investigar esse efeito foram
conduzidos voltamogramas ciclicos empregando o ePADg;i. A Fig. 1V.12 ilustra os
valores de corrente de pico anddica em funcao do pH.

160 -

120 -

80 -

Ipa /nA

40 - ]

o ] ] ] ] ] ] ] ]
45 50 55 60 65 70 75 80 85 90

pH
Figura IV.12. Influéncia do pH na resposta do ePADg;. Condicdes: [4-APBA] = 4

mmol L, tempo de reacdo = 3 minutos, [GO] =65 U mL™, glicose =1 mmol L' e v
=30mVs™.

A Fig. IV.12 mostra que a resposta do ePADgy; aumenta até pH 7,4 e entéo
permanece praticamente constante para os demais valores de pH (8,0 e 8,5). Um
ponto interessante a ser mencionado aqui € que o pH de maior resposta obtido
difere bastante do pH 6timo da enzima glicose oxidase, cuja atividade catalitica
maxima é em torno de pH 5,5 [117,118]. Por outro lado, a resposta do dispositivo
nao depende somente da atividade da enzima. Para que seja obtida a resposta
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em potenciais menos positivos o peroxido de hidrogénio deve reagir com o
mediador redox, e essa reacdo é favorecida com o aumento do pH, conforme
demonstrado na Fig. IV.9(a). No entanto, a resposta do ePADyi ndo aumenta para
valores de pH acima de 7,4 indicando, possivelmente, uma diminuicdo da
atividade enzimatica a medida que o pH se afasta do pH 6timo da enzima. Assim,
a respeito do estudo de pH pode ser concluido que a maior resposta obtida pelo
ePADy; € uma combinagdo de dois fatores, atividade enzimatica e condigdo
adequada para a reacao entre o mediador e peroxido de hidrogénio.

IV.2.9 Concentracao do eletrdlito de suporte

Eletrélitos de suporte sdo necessarios em experimentos eletroquimicos
para diminuir a resisténcia da solugdo, minimizar os efeitos da migragdo e manter
uma forca idnica constante [85,106]. Assim, para investigar a influéncia da
concentragédo do eletrolito de suporte, inicialmente foram obtidos voltamogramas
ciclicos e as correntes de pico anddica desses voltamogramas foram plotadas em

funcdo da concentracao do eletrdlito de suporte Fig. IV.13.

180 -

R

W ]

30

0 50 1(I)0 1%0 2(I)0 2%0 360
r - '1
[Eletrolito] / mmol L

Figura 1V.13. Gréfico de corrente de pico anddica em fungdo da concentragéo do
eletrélito de suporte. Eletrélito = PBS pH 7,4, [4-APBA] = 4 mmol L, tempo de

reacdo = 3 minutos, [GO] =65 U mL™, glicose =1 mmolL'ev=30mV s,
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Assim como pode ser visualizado na Fig. IV.13, a Ipa aumenta em funcao
da concentracdo do eletrélito até 50 mmol L e entdo permanece constante até
300 mmol L. Outro aspecto interessante que chama a atencgéo na Fig. IV.13 é a
resposta do dispositivo na auséncia de eletrdlito de suporte. O ePADy; apresenta
aproximadamente 40 % da resposta quando comparado com a resposta do
dispositivo em PBS 0,1 mol L. A Fig. IV.14 mostra a resposta do dispositivo na
auséncia e presenca de 100 mmol L' de eletrdlito de suporte.

200

1504 — 100 mmol L™

— O mmol L™

100 -

1/ nA

50 4

-50 4

-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6

E/Vvs. Ag

Figura 1V.14. Voltamogramas ciclicos obtidos na presenca e auséncia de eletrdlito
de suporte (PBS 0,1 mol L pH 7,4). Condicdes: [4-APBA] = 4 mmol L, tempo de

reacdo = 3 minutos, [GO] =65 U mL™, glicose =1 mmolL' ev=30mVs™.

O voltamograma em vermelho ilustrado na Fig. IV.14 mostra uma resposta
bem definida e sem ruido obtida na auséncia de eletrdlito de suporte. Tal
comportamento ndo é uma surpresa. Em alguns casos, microeletrodos sao
explorados em meios de baixa condutividade [119]. A baixa magnitude de corrente
medida nesses eletrodos faz com que o efeito da queda O6hmica (/R) seja

minimizado e com isso voltamogramas ciclicos bem definidos podem ser obtidos
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nesses meios [119]. Por outro lado, o menor valor de AEp foi obtido empregando
PBS 0,1 mol L' e, portanto, esta concentracdo de eletrdlito foi mantida nos

estudos subsequentes.

1V.2.10 Efeito de potencial aplicado

Buscando uma aplicacao amperométrica o efeito do potencial aplicado na
resposta do dispositivo também foi avaliado. O potencial aplicado € um parametro
muito importante no desenvolvimento de sensores amperométricos pois pode
conferir seletividade ao sistema [48], minimizando a oxidacdo de possiveis
espécies interferentes. A Figura V.15 mostra o grafico de corrente versus

potencial aplicado empregando o ePADy; para a detecgdo de glicose.

100
[ u
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= 40-
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E/ mV vs. Ag

Figura IV.15. Efeito do potencial aplicado na resposta de corrente do uPAD.
Condicdes: PBS 0,1 mol L™ pH 7,4, [4-APBA] = 4 mmol L, tempo de reacéo = 3

minutos, [GO] =65 U mL™, glicose =1 mmol L' e v=30mVs™.
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Na Fig. IV.15 pode ser observado que a corrente obtida nos experimentos
cronoamperomeétricos aumenta em funcdo do potencial aplicado até 200 mV
versus Ag. Apdés 250 mV a corrente apresentou um leve decréscimo. Assim,
buscando por um compromisso entre menor potencial aplicado e maior sinal
analitico o valor de 200 mV vs. Ag foi selecionado para a constru¢do da curva

analitica.

IV.2.11 Curva analitica: cronoamperometria

Para a construcdo da curva analitica os paréametros que apresentaram
maior resposta foram selecionados. A Fig. IV.16 mostra os cronoamperogramas

obtidos em diferentes concentra¢des de glicose.

1000
250
200- i
800 - .oy !
150 -
T
= 100-
600 -
<
c 50
—
= 4004 0 , , , , ,
0 1 2 3 4 5
[Glicose] # mmol L
200 - L 5,0 mmol L
0 n g& 0,01 mmOI_L-1

0 5 10 15 20 25 30 35
t/s

Figura IV.16. Cronoamperogramas obtidos em diferentes concentracdes de
glicose (0,01 até 5 mmol L™"). Condigdes: PBS 0,1 mol L™ pH 7,4, [4-APBA] = 4
mmol L™, tempo de reagdo = 3 minutos, [GO] = 65 U mL™, e Eapl. = 200 mV vs.
Ag. Gréfico inserido: Curva analitica.
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No grafico inserido na Fig. IV.16, pode ser observado uma faixa linear de
resposta de 0,01 até 1,5 mmol L', podendo ser expressa com a seguinte

equagao:
Al(nA)= 4,0(+0,2) + 90,7(+0,9)[D-glicose] (mmol L) Eq. IV.3

com um coeficiente de correlagdo de 0,9989 (n = 3). O ePADy; apresentou limite
de deteccdo e quantificacdo de 3,3 e 10 umol L™ respectivamente, seguindo as
recomendagdes da IUPAC [97]. A Tabela IV.2 mostra os parametros analiticos
obtidos por alguns trabalhos encontrados na literatura para a determinacao de
glicose em ePADs.

Tabela IV.2. Comparacdo de parametros analiticos na deteccao eletroquimica de

glicose empregando dispositivos a base de papel.

Faixa linear / L.D./ Eapl. / mV vs.
Trabalho ; ] R
mmol L pmol L RE
Dungchai et al. [48] 0-100 210 0,994 0 vs. Ag
Nie et al. [49] 1-22,2 220 0,995 500 vs. C
Cui et al. [120] 1,56-9,7 — 0,994 700 vs. Ag
Nie et al. [51] 2,5-25,0 1443 0,993 -
ePADy; 0,01 -1,5 3,3 0,999 200 vs. Ag

Assim como pode ser observado na Tabela IV.2, o trabalho proposto
apresenta uma ampla faixa linear e o menor limite de deteccéo dentre os trabalhos
selecionados. Além disso, com excecao do trabalho reportado por Dungchai et al.
[48], 0 ePADy; desenvolvido aqui apresenta um dos menores potenciais aplicados
para a detecgao de glicose. Além destas caracteristicas, o dispositivo apresentou
um custo de R$ 1,60.
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1IV.2.12 Estudo de interferentes

Quando se trata de determinagbes eletroquimicas em amostras de sangue
ou de soro sanguineo os maiores interferentes sdo o acido ascérbico e o acido
arico [121]. Visando estudar esse efeito foram obtidos voltamogramas ciclicos
para verificar se os possiveis interferentes se oxidam no mesmo potencial do
mediador redox (Fig. IV.17).

200
— Glicose
150 ] — Acido Ascérbico
—— Acido Urico
+ Branco
100 -
<
c
> 504
0- prrirrtaa
-50 4
0,3 0,0 0,3 0,6
E/JV vs. Ag

Figura IV.17. Voltamogramas ciclicos obtidos para o estudo de interferentes.
Condicdes: PBS 0,1 mol L™ pH 7,4, [4-APBA] = 4 mmol L, [glicose] = 1 mmol L™,
tempo de reacdo = 3 minutos, [GO] = 65 U mL™, v = 30 mV s™'.[interferentes] = 1

mmol L.

Assim como pode ser observado na Fig. IV.17, o acido Urico se oxida em
potenciais mais positivos que o mediador redox. Por outro lado, o &cido ascorbico
inicia 0 seu processo de oxidagdo em aproximadamente 0 V e é um possivel
interferente na detecc¢éo eletroquimica de glicose. Apesar disto, existe uma boa
perspectiva, mas que ndo sera abordada aqui, no sentido da modificagdo dos
eletrodos de grafite ou da regido de filtracdo para minimizar o efeito do &cido

ascorbico como interferente.
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1V.2.13 Estabilidade e repetibilidade

Os testes de estabilidade e repetibilidade do ePADy; foram verificados em
PBS 0,1 mol L™ pH 7,0 através de medidas de corrente por cronoamperometria,
apds a adicdo de uma solugdo de glucose 1,0 mmol L. Quando os dispositivos
foram armazenados a 2 — 8 ° C nenhuma alteragcéo significativa na resposta foi
observada em cinco dias. O dispositivo modificado apresentou boa repetibilidade
na determinacdo de glicose. O desvio padrdao relativo (DPR) para cinco
determinacdes foi de 5,8%.

IV.2.14 Determinacao de glicose nas amostras

Em base no conhecimento anterior em que o acido ascorbico € um
interferente nas amostras de sangue, foi preparada uma amostra de soro
sanguineo artificial para demonstrar o funcionamento do dispositivo [81]. Para a
aplicacao, as amostras de soro de sangue foram preparadas e enriquecidas com
glicose em dois niveis, de 0,1 e 1,0 mmol L. As amostras foram analisadas como
descrito na se¢cdo experimental e os resultados obtidos utilizando o ePAgy; foram
considerados satisfatérios, com um intervalo de recuperagdo entre 90,7-114%. E
importante mencionar aqui que o tempo de analise usando o ePADg; com
deteccédo eletroquimica € baixo. Uma amostra que contenha glicose pode ser
analisada em menos de 5 minutos, incluindo a filtracdo, a reacado enzimatica e a

etapa de deteccao eletroquimica.

IV.3 Conclusoes parciais e motivacao para a proxima etapa

Neste tépico foram desenvolvidos dispositivos analiticos a base de papel
para a detecgdo eletroquimica de glicose. Inicialmente foram criadas regides
circulares no papel com o auxilio de uma impressora a base de cera para
estabelecer as regides hidrofébicas do dispositivo. As trés regides circulares
construidas de maneira simples e rapida funcionam como etapas de filtragao,
reacao enzimatica e deteccéo eletroquimica.

A deteccdo eletroquimica foi realizada utilizando um sistema de dois

eletrodos, sendo o eletrodo auxiliar e referéncia de prata e o grafite de lapiseira
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como eletrodo de trabalho. Esse trabalho demonstrou pela primeira vez a
utilizacdo de eletrodos de grafite e sistemas eletroquimicos com dois eletrodos
para ePADs. O dispositivo proposto aqui € facil de ser construido e, além disso,
somente uma etapa de “screen-printing” foi necesséaria para a construcao dos
eletrodos de referéncia e auxiliar. Empregando o grafite de lapiseira foram obtidas
excelentes respostas eletroquimicas para a deteccado de glicose. Assim, aliando
rapidez a uma excelente resposta eletroquimica, o dispositivo proposto aqui é uma
alternativa promissora para a deteccdo de H»O. liberado por muitas outras
enzimas oxidases.

Aproveitando os excelentes resultados obtidos com o grafite de lapiseira, a
motivagdo para a proxima etapa do trabalho consistiu em utilizar materiais
presentes no nosso dia-a-dia para deixar a construgdo dos eletrodos ainda mais
simples. Outro ponto que sera abordado é a utilizacdo de codigos bidimensionais
para facilitar a interpretacdo dos resultados. Ou seja, usuarios nao-treinados ou
leigos vao poder ter acesso rapido as principais caracteristicas do dispositivo e
ainda interpretar os valores de corrente medidos pelo potenciostato usando um
smartphone. Tudo isso sem perder portabilidade e baixo custo em uma analise
simples e com sistema de filtracado integrado para a determinacao de substancias

de interesse ambiental.
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V. Dispositivo para determinacgao de
p-nitrofenol (ePADgg)
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V.1 Apresentacao

O mundo tem acompanhado nos ultimos anos o uso de muitas moléculas
organicas em areas agricolas, como inseticidas e pesticidas [122]. Muitas destas
moléculas sdo extremamente tdxicas para os seres humanos e podem causar
varios problemas a saude [122,123]. Outra preocupacao acerca da utilizagdo de
inseticidas esta vinculado aos processos de biodegradacdo, que eventualmente
podem ocorrer e formar outros produtos prejudiciais [123]. O p-nitrofenol (pNP) é
exemplo para tal caso (Fig. V.1), pode ser encontrado nas aguas residuais e de
campos agricolas devido a degradagdo de dois inseticidas altamente toxicos,
paration e metil-paration [124]. Os efeitos prejudiciais de pNP em seres humanos
podem variar dependendo do tempo de exposi¢do e incluem dores de cabecga,
febre, problemas respiratérios e até mesmo a morte em niveis mais elevados de
exposicao [125]. Portanto, o monitoramento do pNP é muito importante e muitas
técnicas analiticas foram descritas para detectar esta molécula [126-129]. Além do
mais, existe uma necessidade crescente por dispositivos mais simples,
descartaveis, que possam ser usados no campo para monitorar moléculas alvo em

tempo real, sem aumentar os custos [15,130].

OH

O2N

Figura V.1. Férmula estrutural do p-nitrofenol.
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V.2 Resultados e discussao

V.2.1 Layout do dispositivo

Para a construgdo dos dispositivos foram selecionados sistemas de dois
eletrodos e cédigos de informagcdo para ajudar os usuérios. Cdbdigos
bidimensionais foram escolhidos perante os cédigos de barra devido a capacidade
dos mesmos de guardar mais informacdes por unidade de area. A Fig. V.2 mostra

uma comparagao entre os cédigos de informacao.

Cadigo de barras (1D) _ - -f \
-=" Barras: uma dimens&o.
Sem Escaneamento: horizontal.
informacéo
Limitagdo: quantidade de informacé&o

- limitada, menos que vinte caracteres.
-~ .

_/

Informacao

Cédigo QR (2D)

A =11 ey R 7_ \
R

Cddigo QR: duas dimensdes.

Informacéo QR = "Quick Response”(Resposta rapida)

Escaneamento: horizontal e vertical.

S &\iantagens: guarda mais informacdes. _/

Informacgao

Figura V.2. Esquema ilustrando a comparacgao entre codigos de informacéo [131].
(Prezado leitor, baixe gratuitamente o leitor de cddigo QR no seu smartphone,
escaneie 0 codigo na Figura e acesse informacdes sobre a defesa de doutorado).

Uma vez selecionado o codigo de informagcdo, torna-se necessario
estabelecer o substrato no qual o cddigo sera impresso. Para a impressdo do
cédigo QR e construcao dos dispositivos foram utilizados papéis de impressao
convencionais como substratos de baixo custo e de ampla disponibilidade. O
tamanho do cédigo QR foi selecionado para ter 25 mm? e uma regido de 2 mm de
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espaco livre ao redor do cédigo (quiet zone). Esta distancia deve ser obedecida
com garantia de que o codigo vai ser facilmente lido por diferentes leitores de
coédigos QR [132]. O sistema RE/CE foi facilmente fabricado através de um
processo de desenho com um lapis. Uma regido circular de filtracao foi criada no
centro do cédigo QR e alinhada com o sistema RE/CE por uma etapa de
dobragem. Uma fita dupla face foi usada para anexar o eletrodo de grafite de
lapiseira com as regides internas do dispositivo. Esta etapa simples conecta os
eletrodos sobre a plataforma a base de papel formando um dispositivo integrado e
ao mesmo tempo mantém o WE proximo do sistema RE/CE. Uma fotografia do
ePADqr pode ser visualizada na Fig. V.3.

Figura V.3. Fotografia do dispositivo para detecg¢ao de p-nitrofenol (ePADqg).

V.2.2 Microscopia eletronica de varredura

A morfologia da plataforma de papel foi caracterizada antes e depois do
processo de desenho com lapis. A Fig. V.4(a) ilustra uma micrografia do papel
impresso com cera apos o tratamento térmico. A imagem mostra uma estrutura
fibrosa em que os poros do papel foram preenchidos por cera e outros reagentes.
Normalmente, os papéis de impressao sao modificados com produtos quimicos ou
aditivos para melhorar as propriedades superficiais para muitas aplicacdes [25].
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==

Figura V.4. Micrografias do papel antes (a) e apds (b) o procedimento de desenho
do lapis sobre o papel.

Apo6s o procedimento de desenho com lapis, € possivel observar uma
alteragao significativa na morfologia do papel (Fig. V.4(b)). A estrutura fibrosa do
papel foi uniformemente recoberta por camadas de grafite oriundas do lapis de
desenho. Além disso, pode ser observado na Fig. V.4(b) a formagéo de algumas
placas que sao caracteristicas do processo mecanico no qual as folhas de grafite
sao transferidas para o substrato. Assim, o procedimento de desenho com lapis é
uma abordagem muito interessante, simples e de baixo custo para a fabricacao de
trilhas condutoras uniformes e sem rachaduras em plataformas flexiveis baseadas

em papel.

V.2.3 Caracterizacao eletroquimica

Os primeiros experimentos foram realizados empregando um sistema de
dois e trés eletrodos com intuito de comparar a resposta do ePADqr com sistemas
eletroquimicos convencionais. A partir da Fig. V.5 pode ser observado que,
independentemente de onde a medida é conduzida, seja em papel ou em uma
célula eletroquimica convencional, as respostas de corrente sdo basicamente

iguais considerando um desvio de 5 %.
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Figura V.5. Voltamogramas ciclicos obtidos em KCI 0,1 mol L' e v = 30 mV s
usando um sistema eletroquimico convencional de trés eletrodos (linha preta) e o

ePADqr com dois eletrodos (linha azul).

A Unica diferenca foi um deslocamento catodico de 203 mV em relagéo ao
sistema eletroquimico convencional. Além disso, a resposta do ePADqr
apresentou uma razdo de pico normalizado de aproximadamente 1,0 e uma
separacao de picos (AEp) de 96 mV. A separacao dos picos foi maior do que o
esperado para um processo eletroquimico reversivel (AEp ~ 60 mV para um
elétron) [85], mas € menor quando comparado com alguns eletrodos fabricados
via screen-printing [105].

A oxidacéo eletroquimica de 200 pumol L' de pNP empregando o ePADqg
pode ser observada na Fig. V.6. O voltamograma ciclico para o primeiro ciclo de
oxidacao apresenta um pico bem definido em 0,9 V vs. carbono na varredura

direta e nenhum pico de redug¢ao na varredura reversa.
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Figura V.6. Voltamogramas ciclicos obtidos a 30 mV s™' na presenca e auséncia

de 200 umol L™ de pNP em solugéo tampao acetato 0,1 mol L™ e pH 4,0.

A medida que o grafite de lapiseira é ciclado no dispositivo, a corrente de
pico associada ao processo de oxidacdao diminui e os potenciais de pico se
deslocam para potenciais mais positivos. Este resultado sugere que os produtos
da reacao eletroquimica do pNP s&do adsorvidos na superficie do WE, como
recentemente demonstrado [134]. Visando um ePADgr com boa sensibilidade, o
primeiro ciclo ou scan foi selecionado para medir todas as correntes de pico nos
experimentos posteriores. Um ponto interessante € que o ePADqr € descartavel,
fazendo com que a adsor¢éo do produto de oxidacado néo afete as medidas.

A influéncia da velocidade de varredura nos experimentos de voltametria
ciclica foi também verificado na presenca de pNP. A Fig. V.7(a) mostra os

voltamogramas ciclicos para diferentes velocidades de varredura 10 — 50 mV s,
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Figura V.7. (a) Voltamogramas ciclicos obtidos para diferentes velocidades de
varredura (10 até 50 mV s™) na presenca de 200 umol L™ de pNP em solugdo
tampao acetato 0,1 mol L™ e pH 4,0. (b) Gréfico de corrente de pico anddica em

fungéo da raiz quadrada da velocidade de varredura.

Assim como se pode ser observado na Fig. V.7(a), a corrente associada ao
processo de oxidagao eletroquimica aumenta em funcdo da velocidade de
varredura. Em seguida, as correntes de pico anddica foram plotadas em funcao da
raiz quadrada da velocidade de varredura e uma correlagéo linear foi encontrada
(Fig. V.7(b)), indicando que o processo € limitado pelo transporte de massa [85].
Além disso, o potencial de pico anddico ndo se desloca para potenciais mais
positivos, indicando uma cinética rapida na superficie do eletrodo.

V.2.4 Efeito do pH e da concentracao de eletrdlito de suporte

O efeito do pH do eletrdlito de suporte de 2,5 até 8,0 sobre a resposta do
ePADqr foi avaliado medindo a corrente de pico nos voltamogramas ciclicos.
Como se pode observar na Fig. V.8(a), as respostas para a oxidagcao
eletroquimica do pNP diminuem com o aumento do pH da solugéo.
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Figura V.8. Efeito do pH do eletrdlito de suporte na resposta do ePADqg.

Assim, as respostas eletroquimicas de maior sinal foram obtidas na faixa de
pH de 2,5 até 4,5 e as menores ao redor do pKa do pNP (pKa = 7,16) [135]. A
maior resposta observada em valores mais baixos de pH pode estar relacionada
com a composicao do eletrodo. Grafites de lapiseira s&o normalmente fabricados
com uma mistura de um aglutinante (caolinita), solventes e p6 de grafite [102]. A
caolinita € um argilo-mineral que possui cargas negativas em sua estrutura e
possivelmente deve estar repelindo eletrostaticamente a molécula de pNP em
valores mais altos de pH, fazendo com que a resposta diminua.

Recentemente, foi demonstrado que os eletrodos de grafite de lapiseira
podem ser usados para efetuar experimentos eletroquimicos em condicdes de
baixa concentracdo de eletrdlito de suporte [136]. A Figura V.9(a) mostra a

influéncia da concentracao do eletrdlito de suporte na resposta do dispositivo.
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Figura V.9. (a) Gréafico de corrente de pico anddica em fungao da concentragéo do
tampao acetato em pH 4,0 e (b) voltamogramas ciclicos obtidos na presenca e

auséncia de pNP 200 pmol L™ sem eletrélito de suporte. v =30 mV s™.

Como pode ser observado na Fig. V.9(a), a resposta do ePADqr aumenta
até 0,025 mol L' e mantém-se constante para concentracdes mais elevadas.
Basicamente, as dimensdes micromeétricas do grafite de lapiseira minimizam os
efeitos de queda dhmica (queda /R) possibilitando obter voltamogramas mesmo
na auséncia de eletrolito de suporte. O ePADqgr mantém mais de 80% da resposta
maxima mesmo na auséncia de eletrdlito, no entanto, o pico de oxidacado se

desloca para potenciais mais positivos (Fig V.9(b)).

V.2.5 Voltametria de pulso diferencial (VPD)

A voltametria de pulso diferencial foi selecionada para a aplicacao analitica
do ePADgr em amostras de agua. A VPD é uma técnica eletroquimica
relativamente simples e pode ser acoplada com leitores eletroquimicos portateis
para analises no campo. De modo a estudar as condi¢cdes de deteccao de pNP o
efeito da amplitude de potencial foi investigado de 10 a 200 mV (Fig. V.10).
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Figura V.10. Efeito da amplitude de potencial na resposta do dispositivo.
Condicdes: v =50 mV s™, 50 umol L™ de pNP e tampéo acetato 0,1 mol L™ em pH
4.,0.

Assim como pode ser observado na Fig. V.10, a corrente de pico anddica
aumenta até 125 mV e depois permanece constante até 200 mV. Sendo assim, a
amplitude de 125 mV foi selecionada para a construgéo da curva analitica.

A curva analitica para a determinacdo pNP foi construida utilizando o
ePADqr nas condi¢cdes de maior resposta obtidas até o momento. A Fig. V.11(a)

mostra os VPDs obtidos para diferentes concentrages de pNP.
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Figura V.11. (a) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em diferentes
concentragdes de pNP (10 — 200 umol L), v = 50 mV s™', amplitude de 125 mV

em tampé&o acetato 0,1 mol L™ pH 4,0. (b) Curva analitica.

A curva analitica foi linear de 10 — 200 umol L™ (Fig. V.11(b)) e pode ser

descrita pela seguinte equacgéo:
Ipa (nA) = 30,2 (+ 3,6) + 7,6 (+ 0,1) [PNP] (umol L) Eq. V.1

com um coeficiente de correlagao de 0,998. O limite de deteccao (LD) de 1,1 umol
L™ foi calculado como sendo a concentracdo de pNP que apresentou uma relagéo
sinal-ruido (S/R) de 3.

A concentracdo de pNP estabelecida para proteger a vida aquatica em
agua doce e 4gua salgada nao deve exceder 4,0 e 0,86 umol L™, respectivamente
[137]. A Agéncia de Protecao Ambiental dos Estados Unidos (EPA) estabeleceu a
concentracdo desta classe de compostos como sendo de 72 pmol L para
proteger a saude humana [138]. O cdédigo ePADqr apresenta um limite de
deteccao inferior aos valores acima relatados, exceto para a analise de amostras
de agua salgada em que o seu LD é mais elevado que o especificado, mas ainda
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comparavel. A Tabela V.1 apresenta alguns trabalhos que envolvem a
determinacao eletroquimica de pNP em diferentes amostras.

Tabela V.1. Comparagdo dos parametros analiticos obtidos na determinacao
eletroquimica de pNP.

Faixa oo sibilidade =2/
[Ref] Tipo de eletrodo  Técnica linear/ 4 kmol L
.1/ nAL pumol 1
pmol L
139 EPC/Moraxella sp. Amp. - 1,9 0,02
140 GCE/hidroxiapatita VPD 1-300 29,5 0,6
141 ITO/MIP VPD - 1500 1,0
142  Ti/TiOo/Au/HRP-MB  Amp. 0,3-140 300 0,1
143 SPE/MWCNT VPD 10 - 900 18,2 1,3
ePAD Grafite VPD 10 — 200 7,6 1,1

Legendas: EPC = eletrodo de pasta de carbono, GCE = eletrodo de carbono vitreo, ITO = éxido de
indio dopado com estanho, MIP = polimero molecularmente impresso, HRP = enzima peroxidase,
MB = azul de meldola, SPE/MWCNT = eletrodo impresso com nanotubos de carbono.

Assim como pode ser observado na Tabela V.1, a VPD é uma das técnicas
eletroquimicas mais usadas para determinacao de pNP e o dispositivo proposto
apresenta limites de deteccao semelhantes com as referéncias [141] e [143]. Fica
claro a partir da Tabela V.1, que os eletrodos modificados, exceto para a
referéncia [139], mostraram uma maior sensibilidade quando comparado com este
trabalho. Por outro lado, baixo custo (R$ = 0,80), facil manuseio e fabricacdo
simples sdo pontos importantes para ressaltar sobre o dispositivo proposto. O
ePADqr apresentou também um limite de deteccao suficiente para ser usado para
verificar a qualidade de amostras de agua [137,138].

101



Murilo Santhiago Tese e Doutorado

V.2.6 Sistema de filtracao

Amostras coletadas no campo podem ter particulas solidas que podem
entrar em contato com a superficie do eletrodo e levar a resultados nao confiaveis.
Assim, a filtracdo é um dos primeiros passos normalmente realizados por
laboratérios de analise quando amostras provenientes de matrizes ambientais s&o
analisadas. Para combinar a etapa de filtracdo juntamente com o cédigo QR um
pedaco de papel cromatografico foi incorporado ao dispositivo.

O tamanho do circulo no cédigo QR é o unico fator que pode dificultar o
processo de decodificacdo. Observou-se que para circulos de até 6 mm de
didmetro, ndo ha nenhuma complicagdo na leitura do codigo. Assim, a
contribuicdo do diametro do circulo hidrofilico no volume filtrado foi estudado. A
Fig. V.12 mostra o grafico do volume filtrado (face posterior) versus tempo de

filtracao.
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Figura V.12. Gréfico de volume coletado ou filtrado em funcédo do tempo. Volume

adicionado = 100 plL.
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Como pode ser observado na Fig. V.12, para um diametro fixo, o volume
filtrado aumenta em funcédo do tempo até atingir um patamar. Para obtencédo de
dispositivos com respostas mais rapidas, o tempo de filtracdo também pode ser
reduzido, aumentando o didmetro da zona de filtragdo. Aqui, uma zona de filtragao
de 5 mm e 40 s para o tempo de filtracdo (volume de ~ 25 uL) foram selecionados

para os demais experimentos.

V.2.7 Analise das amostras de agua

Foram selecionadas amostras de dgua de torneira de trés locais diferentes
da cidade de Campinas-SP. As amostras foram fortificadas com pNP e 0 ePADqgr
foi utilizado para medir os niveis de pNP dessas amostras. Nds incluimos algumas
informagdes no cddigo para ajudar o analista a fazer a andlise, incluindo: o tipo de
grafite, volume da amostra, tempo de filtracdo, curva analitica, niveis de
concentracao definidos pela EPA e mais (Fig. V.13). Para ter acesso as
informacgdes contidas no cddigo basta abrir o leitor de cdédigo QR no smartphone e
posicionar o celular sobre o codigo. A Fig. V.13 mostra a informagbes que
aparecem na tela do celular ap6s a leitura do cédigo inserido no ePAD@g.

. ePAD para p-nitrofenol

| Grafite H(r = 150 um)

' Volume de amostra: 100 vl

| Tempo de filtragao: 40 s

| [pNPIuM = (sinal(nA) - 30,2) /7 76
' Reporte caso [pNP1> 72 yM

| EPA: 1-800-858-7378

. Chefes: Lauro / Chuck

' Empresa: UNICAMP / CSU

' Fabricagao: 26/01/2014

Figura V.13. Foto da tela do celular apéds a leitura do cédigo QR contido na face
superior do ePADgg. As concentracdes foram inseridas no cédigo em unidades de

micromolar (uM) somente para facilitar a digitacao.
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Assim como pode ser observado na Fig. V.13, varias informacdes podem
ser incluidas para tornar a analise e obtencdo dos resultados mais simples.
Usuarios ndo-treinados n&o estao interessados em valores de corrente, mas sim o
que aquele valor representa. Ou seja, qual a concentracdo da espécie de
interesse que originou aquela medida. Para ajudar neste ponto, nés incluimos na
quinta linha a curva analitica da determinacao de pNP. Basicamente é a Eq. V.1
isolando a concentragdo de pNP. Desta forma, o usuério sé necessita fazer duas
operacgdes muito simples para chegar ao resultado, subtracdo e divisdo. Esse
célculo pode ser facilmente conduzido com a prépria calculadora do celular. A
concentracdao de pNP na amostra pode ser obtida em menos de 3 minutos
utilizando o dispositivo proposto combinado com o leitor de cddigo QR do iPhone.

Outro fator importante € fornecer informacdes sobre o analito de interesse.
Afinal, o valor de concentracdo encontrado representa algum risco? Para ajudar
nessa questdo nos incluimos o valor da concentracao limite para que nao haja
risco para a saude humana e adicionamos um numero de telefone caso o valor
encontrado for maior do que o valor critico. Outra vantagem dos smartphones é
que muitos deles ja possuem um sistema de GPS integrado, o que facilita a
montagem de um mapa de concentracao para analises no campo.

Por fim, os resultados da analise das amostras de agua podem ser
observados na Tabela V.2. Os niveis de recuperagcdo das trés amostras
fortificadas variaram entre 91,8 — 108,2%, indicando a auséncia de efeito de matriz

nos resultados.
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Tabela V.2. Determinacao de pNP nas amostras de agua.

[PNP] encontrado Recuperacao

Amostras ]
/ pmol L | %
1* 41,3 (£1,5) 98,9 -106,2
2 41,5 (£ 2,8) 95,5-108,2
3* 38,7 (£ 2,5) 91,8 -103,8

* As amostras foram fortificadas com 40 pmol L.

V.2.8 Repetibilidade do ePADqgg

O ePADqr é descartavel, assim como muitos outros dispositivos do tipo
point-of-care ou point-of-need, e uma das principais preocupag¢des € que 0
dispositivo deve apresentar um baixo coeficiente de variagcdo. Assim, foram
preparados e testados oito dispositivos diferentes e um valor de 6,3% para o
coeficiente de variacdo (CV) foi encontrado medindo a corrente associada ao
processo de oxidacdo de 200 pmol L' de pNP. O valor obtido é aceitavel,

considerando que o processo de construcao € muito simples e feito manualmente.

V.3 Conclusoées parciais e motivacao para a préxima etapa

A construgdo, caracterizacao eletroquimica e aplicacdo de um dispositivo
3D a base de papel com deteccao eletroquimica foi apresentado aqui neste topico.
A célula eletroquimica a base de papel empregando eletrodos de grafite de
lapiseira (dureza H) como eletrodos de trabalho oferece excelentes sinais
eletroquimicos, AEp de 96 mV e respostas eletroquimicas reversiveis para a
sonda redox estudada aqui. O formato 3D permite a integracdo com grafite H de
forma simples e o acoplamento de uma camada de filtracdo contendo instrucdes
para o analista. Além disso, os materiais para a construcdo deste dispositivo
podem ser encontrados em praticamente qualquer livraria ou loja de material de
escritério e incluem papel, fita adesiva, grafite e lapis. Neste exemplo, o0 ePADqg
apresentou um limite de deteccdo de 1,1 umol L™ para o p-nitrofenol, e foi utilizado

para a determinacdo desta substancia em amostras de agua. O layout 3D
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proposto permite uma filtragem livre de bombas de vacuo, detecgéo eletroquimica
e analise/interpretacdo dos resultados em menos de 3 minutos. Acreditamos que
layouts 3D para dispositivos analiticos a base de papel com detecgcéo
eletroquimica serdo usados em muitas aplicagdes analiticas uma vez que a etapa
de dobragem é muito simples. Possivelmente, este tipo de abordagem ira abrir
muitas possibilidades, inclusive com o acoplamento de diferentes métodos de
deteccéo.

Os excelentes resultados obtidos com eletrodos de grafite nos motivaram a
mergulhar ainda mais na busca por eletrodos de carbono com dimensdes
reduzidas. Outra vertente que sera explorada é a modificacdo dos eletrodos de
carbono visando propriedades eletrocataliticas. Sendo assim, o proximo tépico
abordara a construgdo e caracterizagdo eletroquimica de microeletrodos para
ePADs. Seguindo a mesma linha de baixo custo, os dispositivos serdo fabricados
usando substratos simples.
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VI. Microeletrodos de pasta de carbono (ePAD,)
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VI.1 Apresentacao

Microeletrodos tém muitas propriedades atrativas voltadas para a quimica
eletroanalitica, incluindo: (i) a queda ohmica (/R) € minimizada por causa das
pequenas correntes medidas [106,144], (ii) um rapido tempo de resposta é obtido
devido a baixa capacitancia da dupla camada elétrica [145], (ii) aumento da
velocidade de transferéncia de massa das espécies eletroativas para a superficie
do eletrodo devido a difusédo radial [85,106,144] e (iv) a relacédo entre as correntes
faradaica e capacitiva (l¢/l) € aumentada devido a area ser substancialmente
menor nos microeletrodos [106]. Aléem disso, o tamanho reduzido dos eletrodos
permite que experimentos eletroquimicos sejam realizados em ambientes
microscépicos e com volumes de solucao reduzidos [144,145].

Microeletrodos tém sido construidos a partir de uma variedade de
materiais como ouro, platina e carbono [146]. Dentre estes, o carbono é um
material eletrédico muito interessante devido a sua ampla janela de potencial,
baixo custo e possibilidade de modificacdo quimica. Estas propriedades também
fazem do carbono uma excelente escolha para a fabricacdo de ePADs [48,49].
Microeletrodos de pasta de carbono sao particularmente interessantes para
aplicac6es de baixo custo visto que podem ser facilmente modificados através da
mistura de agentes catalisadores na pasta antes da fabricacao do eletrodo [147].
Além do mais, a pasta de carbono € atéxica e pode ser facilmente manipulada,
facilitando a constru¢ao de um arranjo de microeletrodos.

Neste topico serdo apresentados os resultados referentes a construcéo e
caracterizacao eletroquimica de microeletrodos para a deteccéo electrocatalitica
de cisteina. (Fig. VI.1). A cisteina (Cys) foi escolhida por ser uma das moléculas
mais simples que apresenta o grupo tiol em sua estrutura.

O

HS OH
NH,

Figura VI.1. Formula estrutural da cisteina.
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V1.2 Resultados e discussao

VI1.2.1 Layout e funcionamento do dispositivo

Foi projetado um sistema de dois eletrodos para o desenvolvimento deste
trabalho inserindo folhas de transparéncia entre trilhas condutoras de prata.
Folhas de transparéncia sao excelentes materiais a serem acoplados com ePADs
uma vez que sao faceis de usar, flexiveis, podem ser cortadas e tém um baixo
custo. Assim, foram desenhados circulos a serem cortados na transparéncia
através de um sistema de gravagao a laser. O processo de corte € de baixo custo
(R$ 0,30 por hora de uso do laser) e rapido, cada furo pode ser cortado em 1-2
segundos, o que permite a producdo em massa do substrato a ser usado na
construgdo do eletrodo de trabalho. Para a fabricacdo do microeletrodo de
trabalho, a pasta de carbono foi selecionada para preencher os microfuros criados
na folha de transparéncia. Trilhas condutivas de prata foram estabelecidas na
folha de papel para a fabricacdo dos contatos elétricos e do RE/CE. O sistema
RE/CE foi desenhado sob a forma de um anel para facilitar a introducédo de
amostras no centro do dispositivo (Fig. VI.2). Aléem disso, o RE/CE foi estabelecido
para ser maior do que o eletrodo de trabalho, a fim de permitir um fluxo de
corrente ilimitada entre o eletrodo de trabalho e o contra eletrodo.

Figura VI.2. Foto do ePAD, (sistema de dois eletrodos).
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VI.2.2 Caracterizacao eletroquimica

Assim como pode ser visto na Fig. VI.3, os eletrodos que foram desenhados
inicialmente para ter uma forma circular de 50 um de didmetro, apresentam uma
forma eliptica apds o processo de corte a laser. Uma das razdes para esse efeito
pode estar relacionada a fusao do plastico devido ao contato do laser com a folha
de transparéncia. Esse efeito também pode ter originado a regido de alto relevo
observado em torno da regido de trabalho do eletrodo. Portanto, os ensaios de

caracterizagdo foram conduzidos com microeletrodos de forma eliptica.

File: Hole 3

Desc: Stitched (20)
Spv: 29.747 um
Sq: 3.4877 um

Sa: 2.1036 pm
Mag: 12.581

-3.06 um

Figura VL.3. Imagem do microeletrodo de trabalho obtida pelo perfilbmetro éptico.

Microeletrodos s&o geralmente reconhecidos pelo formato sigmoidal
caracteristico das curvas | vs. E que se origina devido ao processo de
transferéncia de massa que é peculiar nestes sistemas [85]. Assim, a fim de fazer
uma caracterizagéo eletroquimica dos ePAD,, a técnica de voltametria de
varredura linear e a sonda redox Fe(CN)s* foram utilizadas para tal propdsito. A
Fig. V1.4 mostra um voltamograma bem definido, com uma forma sigmoidal tipica

para um microeletrodo.
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200 -
150 4
<
c
=100 4
0,5 mol L™ KCI
50 4
+
5mmol L Fe(CN).*
0+
—
-0,2 0,0 0,2 0,6 0,8

0,4
E/Vvs. Ag

Figura VI.4. Voltamograma de varredura linear empregando o ePAD,> e v = 10

mV s™.

A corrente de difusdo de microeletrodos de forma eliptica foi descrito por

Bruckenstein e Janiszewska [148], onde a corrente limite eliptica (/.;m) para a

oxidacao de espécies eletroativas denominadas A pode ser definida como:

Iwm=27nFD,C.al K(l-b°a?]"?), a>b Eq. VL1

onde a e b representam o maior e menor semieixo da elipse respectivamente, n é
o numero de elétrons transferidos, F' a constante de Faraday, D é o coeficiente de
difusdo da espécie A (cm?s™), C4 é a concentracdo da espécie eletroativa A (mol
cm™®) e K é a integral eliptica completa de primeiro tipo. Ao resolver K, a corrente

limite eliptica pode ser obtida [148] e os microeletrodos de baixo custo do ePAD,
podem ser caracterizados.

Para a caracterizacao dos microeletrodos, discos elipticos de diferentes
tamanhos foram construidos e as correntes limites obtidas foram comparadas com

valores teéricos, Tabela VI.1.
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Tabela VI.1. Valores experimentais e teédricos referentes a caracterizacdo dos

microeletrodos.

Desenho'  Observado? Lajim / NA Lajim / NA Erro
d/pm d/pm (tedrico)  (experimental) relativo /%
a=190+25
25 178 +18 145+ 25 18
b=137+13
a=246 + 1
50 239 +3 229 +7 4
b=189+4
a=247 +20
75 253 +8 264 + 2 4
b=208+7,0
a=280+23
100 279+8 276 £5 1
b=225+21

"Formato circular. “Formato eliptico (a e b representam o maior e menor semieixo,

respectivamente). n = 3 para experimentos tedricos e experimentais.

Os semieixos dos microeletrodos de trabalho foram calculados empregando
um perfilbmetro éptico. Como pode ser observado na Tabela VI.1, o erro relativo
para a correlagdo entre os valores tedricos e experimentais é inferior a 5,0 % para
os microeletrodos que foram inicialmente desenhados na faixa de 50 — 100 um de
didametro. Uma possivel explicacdo para o maior erro relativo observado para o
tamanho de 25 um refere-se basicamente a inconsisténcia do corte do sistema de
gravacao a laser quando dimensdes dessa magnitude sao selecionadas. Assim,
0s menores microeletrodos que podem ser fabricados com uma boa repetibilidade

séo os eletrodos que foram estabelecidos com um tamanho inicial de 50 um.

VI1.2.3 Atividade eletrocatalitica do ePAD,

A atividade eletrocatalitica do ePAD,, foi investigada inicialmente por
voltametria ciclica na presenca e auséncia de Cys. O processo associado com a
oxidagao eletroquimica de Cys é ilustrado na Fig. VI.5 por voltametria ciclica

usando 500 pumol L™ de Cys em tampao acetato 0,5 mol L™ pH 4,0.
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40
— (CPE+CoPC) 500 gmol L' Cys
— (CPE+CoPC) branco
30 ] — (CPE) 500 gmol L Cys
— (CPE) branco
<
C 20 -
—
10 -
0+
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
E/Vvs. Ag

Figura VL5. Voltamogramas ciclicos obtidos a 5 mV s usando o ePAD,»
modificado (CPE+CoPC) e ndo modificado (CPE) na presenca e auséncia do
analito em solugdo tamp&o acetato 0,5 mol L™ e pH 4.0.

Como pode ser observado na Figura VI.5, o microeletrodo de pasta de
carbono ndo modificado apresenta apenas uma resposta discreta para
eletrooxidagcdo de Cys. Por outro lado, um pico de oxidacao bem definido e um
aumento drastico da corrente sdo observados quando a CoPC foi adicionada
como mediador redox. O voltamograma do eletrodo modificado mostra um ombro
em 0,4 V e um pico em 0,6 V vs. Ag na eletrooxidacdo de Cys. Na varredura
reversa pode ser observado que ha um comportamento andémalo para o
voltamograma obtido com o eletrodo modificado com CoPC na presenca de Cys.
Esse tipo de perfil possivelmente esta associado com a continua oxidagdo do
produto ou produtos formados durante a varredura direta. O pico que aparece em
0,6 V apresenta uma maior resposta de corrente, desta forma, o mesmo foi
utilizado para medir a corrente em todos os voltamogramas.
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VI.2.4. Influéncia do pH

A cisteina é um composto zwitteribnico e apresenta trés formas diferentes
que dependem do pH da solucdo [14]. Assim, um dos nossos primeiros
experimentos foi estudar o pH no qual o ePAD,,» fornece as maiores respostas de

corrente (Fig.V1.6).

32 -

| —i
- .

16 -

L

2,5 3,0 3,5 ' 4:0 ' 4,5 5,0 5,5
pH
Figura VI1.6. Gréfico de Ipa vs. pH para o ePAD,,. Condicdes 8 % de CoPc, v =5
mV s” e 500 pmol L' de Cys.

12 4

A Fig. V1.6 mostra que as correntes mais elevadas sao observadas para
pHs 4,0 — 4,5. Para valores de pH superiores a 5,5 o pico de oxidacao se desloca
para potenciais mais positivos. Observou-se que as maiores respostas sao
observadas abaixo do ponto isoelétrico da Cys (pl = 5,07) [14]. O efeito da
diminuicdo da resposta em funcao do aumento do pH pode estar relacionado com
a coordenacao de ions hidroxila no centro metalico de cobalto.
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VI.2.5 Influéncia da porcentagem de CoPC

A quantidade de ftalocianina cobalto presente na pasta de carbono é
também um fator importante que pode influenciar diretamente a resposta do
ePAD. Foi relatado que a quantidade de CoPC adsorvido em eletrodos de carbono
vitreo pode influenciar a resposta da corrente e também o aparecimento de mais
de um pico no processo de oxidagao do acido 2-mercaptosulfénico [149]. A fim de
verificar os dois parametros, estudos foram conduzidos empregando a técnica de
voltametria ciclica utilizando diferentes porcentagens de CoPC na pasta de
carbono (Fig. VI.7(a)).

40 15
—— (CPE+CoPC) Branco
(a) ; (b) —— (CPE+CoPC) 500 umol L Cys
30 ~j]—1*

D el
< v .
P -
- * / 5

10-i

0 T T T T T T T T
0 2 4

6 8 10 12 0,0 0,2 0:4 0,6 0,8
CoPC /% E/Vvs. Ag
Figura VI.7. (a) Gréafico de Ipa vs. porcentagem de CoPC e (b) Voltamograma
ciclico empregando 0,5 % de CoPC. Condicdes: v=5mV s, 500 umol L de Cys

em tampao acetato 0,5 mol L (ePAD,z).

Observou-se uma correlacdo linear da corrente de resposta de 0,5% até
8,0% de CoPC. Para porcentagens mais elevadas, a corrente permanece
constante, provavelmente devido a uma saturagdo dos sitios eletroativos. Foi
verificado que, mesmo em baixas concentracbes de CoPC os voltamogramas
ciclicos mostraram o mesmo formato, um pico com um ombro (Fig. VI.7(b)).
Assim, sob as nossas condigcdes experimentais, a presenca de um ombro ndo é
uma fungéo da concentragdo de CoPC uma vez que o mesmo perfil foi observado

em todos os voltamogramas ciclicos como uma espécie de impressao digital do
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processo redox. Estudos mais aprofundados sobre a presenca do ombro no
voltamograma estao fora do escopo deste trabalho.

VI.2.6. Influéncia da velocidade de varredura

A influéncia da velocidade de varredura foi avaliada por voltametria ciclica
na presenca de Cys. Basicamente, qualquer alteragdo na velocidade de varredura
ird refletir diretamente na escala de tempo do experimento. A Fig. VI.8(a) mostra
uma dependéncia linear da corrente de pico anddica do processo a 0,6 V versus a
raiz quadrada da velocidade de varredura, indicando que o processo eletroquimico
de oxidagao € controlado pelo transporte de massa [85]. O processo de oxidacao
a 0,6 V desloca para potenciais mais positivos em fungdo do aumento da
velocidade de varredura, indicando uma limitacdo cinética da reacdo entre a

cisteina e a ftalocianina de cobalto (Tabela VI.2).

80 500
@ o (b)
70 - ‘T>
o
“o 400
60 ~
< <
— c
© 50- =
a QA
® 300
40 4 =~
©
o
30 ~
T T T T T 200 T T T T T T
0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
1/2 -1\1/2 A1
v /(Vs) ®w/Vs

Figura VI.8. (a) Grafico de Ipa vs. v'’? e (b) Grafico da resposta normalizada em
funcdo de v'’? versus v. Condicdes: 500 pmol L™ de Cys em tamp&o acetato 0,5
mol L' e ePAD, contendo 8 % de CoPC.
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Tabela VI.2. Influéncia de v no deslocamento

do potencial de oxidagao.

v/mVs Epa/ mV
5 597 £ 4
50 623 + 1
100 640 + 9

A partir dos resultados obtidos na Figura VI.8(a), mais informacgdes sobre o
mecanismo que ocorre na superficie do eletrodo podem ser extraidas. Assim, um
grafico de corrente pico normalizado pela raiz quadrada da velocidade de

varredura (Ip / v'’?)

plotado em funcao da velocidade de varredura (Figura VI1.8(b))
apresenta um formato tipico de um processo eletroquimico-quimico catalitico
(ECcat) [85]. Um exame mais aprofundado do processo eletrocatalitico entre a

cisteina e o ePAD > pode ser feito por cronoamperometria.

VI.2.7. Estudos cronoamperométricos

A cronoamperometria de uma Unica etapa foi utilizada para realizar a
caracterizacdo analitica do microeletrodo de pasta de carbono e extrair a
constante catalitica entre os sitios ativos do mediador redox e a cisteina.
Primeiramente, para obter as condicbes de maior resposta, foram realizados
experimentos para estabelecer o potencial de deteccédo. A Figura VI.9(a) mostra
as respostas obtidas por cronoamperometria em funcao do potencial aplicado.
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Figura VI.9. (a) Gréfico de corrente versus potencial aplicado na presencga de 500
umol L™ de Cys. (b) Cronoamperogramas obtidos apés adicdes sucessivas de
cisteina e Eapl. = 0.6 V vs. Ag. Condigdes (a-b): tampao acetato 0,5 mol L™
usando o ePAD,, contendo 8 % de CoPC.

Assim como pode ser observado na Figura VI.9(a), a maior resposta do
ePAD é obtida aplicando um potencial de 0,6 V vs. Ag. Assim, este potencial foi
selecionado e utilizado para obter as curvas cronoamperométricas apos
sucessivas adi¢cdes de cisteina. Na Figura VI.9(b), maiores respostas cataliticas
sdo observadas com o aumento da concentragdo de cisteina. A reacao entre a

cisteina e o mediador redox pode ser descrita como:
Co(llI)PC + RSH —— Co(I)PC + RS + H' Eq. VI.2
Co(ll)PC —— Co(HII)PC + e Eq. VI.3

As equacbes descritas acima sdo consistentes com o tipo de mecanismo
(ECcat) obtidos através dos estudos conduzidos por voltametria ciclica. A reacéo

global pode ser escrita como:

2Co(III)PC  + 2RSH LN 2Co(II)PC + RSSR + 2H* Eq. V1.4
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Sendo assim, uma reacdo quimica ocorre na superficie do microeletrodo
modificado na presenca de Cys e a constante cinética (kops) desta reacdo pode ser

obtida por cronoamperometria de acordo com o método descrito na literatura [42]:

II_ _ 2" (k,, Ct)" Eq. VI.5

) obs
onde I.,; é a corrente catalitica do microeletrodo modificado na presenca de Cys,
I; é a corrente na auséncia de Cys, C é a concentragdo de Cys (mol LYetréo
tempo (s)). A partir do coeficiente angular de um gréfico 1., / I; versus 1" o valor
de k,;s pode ser obtido para uma concentragdo conhecida do analito. Assim, como
pode ser observado na Fig. VI.10(a), inicialmente foi um obtido um gréfico de 1., /

I; em funcao de 12

. Em seguida, os coeficientes angulares dessas retas foram
plotados em funcdo da [Cys]"?, Fig. VI.10(b). O coeficiente angular obtido foi de
1110,1 52 L2 mol "2, resultando em um valor de constante de 3,92x10° L mol ™ s~

! para a constante cinética.
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‘:. | |
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A 600 O L
~—a—a—8——18 v 800 5
154 < 1000
! ! ' ' 0 T T T T
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 0,014 0,021 0,028 0,035
t1/2 / s1/2

[Cys]uz I (mol I_-1)1/2
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Figura VI.10. (a) Grafico de I.,, / I; em funcédo de ¢"“. (b) Grafico dos coeficientes

1/2

angulares obtidos em fungéo de [Cys] . Condigbes (a-b): tampao acetato 0,5 mol

L™ pH 4,0 usando o ePAD,» contendo 8 % de CoPC.
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O ponto chave que possibilita a obtencdo de uma alta constante cinética
para este ePAD pode ser basicamente descrita como uma combinagao de uma
reagao rapida entre a cisteina e o mediador redox com eletrodos de tamanho
reduzido.

Os cronoamperogramas demonstrados na Figura VI.9(b) podem ser usados

para construir a curva analitica para cisteina (Fig. VI.11).
70

60 -
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40 -

1/ nA
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10 4

0

0 200 400 600 800 1000
[Cys] / mmol L"
Figura VI.11. Curva analitica para cisteina empregando o ePAD,» contendo 8% de

CoPC. Condigées: tampao acetato 0,5 mol L™ pH 4,0 e Eapl. = 0,6 V.

O intervalo de resposta linear foi de 50 até 600 umol L™ (Fig. VI.11), o qual

pode ser expresso pela seguinte equacao:
Al (nA) = 0,4(£ 0,3) + 0,061(+ 0,001) [Cys] (umol L' Eqg. VI.6
com um coeficiente de correlacao de 0,998 (n = 3).

A preocupagédo com a baixa sensibilidade dos dispositivos analiticos a base

de papel foi levantada recentemente na literatura como um ponto muito importante

a ser superado [54]. A sensibilidade do ePAD demonstrado aqui pode ser
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facilmente ajustada para proporcionar dispositivos a base de papel ainda mais
sensiveis. Assim, uma das maneiras de aumentar a sensibilidade de dispositivos a
base de papel com detecgédo eletroquimica consiste no desenvolvimento de um

arranjo de microeletrodos.

VI1.2.8 Arranjo de microeletrodos

Arranjos de microeletrodos foram relatados recentemente para muitas
aplicacoes, que vao desde sensores a gas [151] passando por alguns estudos de
caracterizacao [152] até aplicacdes em sistemas biol6gicos [153-155]. Em geral, a
construgdo de um arranjo de microeletrodos envolve muitas etapas de construgéo
e procedimentos de limpeza, distanciando este tipo de abordagem de uma
possivel combinacao com dispositivos analiticos a base de papel. Assim, outra
inspiracao do nosso trabalho foi demonstrar pela primeira vez um procedimento de
construgdo simplificado e caracterizacao eletroquimica de um arranjo de
microeletrodos para ePADs. A principal vantagem de uma matriz de
microeletrodos € combinar as propriedades de um microeletrodo Unico, criando
uma série de eletrodos para aumentar a resposta do dispositivo eletroquimico. A
construgcdo de um arranjo de microeletrodos deve ser avaliada cuidadosamente,
pois a sobreposicao das camadas de difusdo resulta em voltamogramas com um
formato de pico indicando que a difusdo linear tem uma boa parcela de
contribuicdo no processo [156]. Assim, foi desenvolvido um arranjo com quatro
microeletrodos para o ePAD e um dos nossos primeiros estudos foi avaliar o efeito
da distancia entre os microeletrodos. A Fig. VI.12(a) mostra a influéncia da
resposta do microeletrodo para a oxidacdo de Fe(CN)s* em funcdo da distancia
entre os microeletrodos. Para a distancia de 300 um, um voltamograma com
formato de pico € obtido e, como consequéncia, a resposta do ePAD é menor
quando comparado com as outras distancias. O aumento da resposta do
dispositivo pode ser facilmente visualizado através da comparagéo da corrente
limite empregando um microeletrodo e o arranjo com quatro microeletrodos (Fig.
VI1.12(b).
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Figura VI.12. (a) Grafico da resposta dos microeletrodos em fungéo da distancia
(centro a centro). (b) Voltamogramas de varredura linear para a comparacao entre
o arranjo de microeletrodos (d = 500 um) e o ePAD,;». A resposta dos graficos (a) e
(b) foi avaliada medindo a corrente de pico ou limite nos voltamogramas de
varredura linear na presenca de 5 mmol L' de Fe(CN)s* em KCI 0,5 mol L™ a 10
mV s'. CoPC = 8% em ambos os dispositivos. (c) Imagem do arranjo de
microeletrodos obtida pelo perfildmetro éptico.

A Fig. VI.12(b) mostra a resposta voltamétrica para a oxidacéo de Fe(CN)g*
utilizando um e quatro microeletrodos (distancia = 500 um). Como pode ser
observado na mesma Figura, os voltamogramas tém a mesma forma sigmoidal,
mas com um aumento significativo de resposta para o arranjo de microeletrodos. A
Fig. VI.12(c) mostra uma imagem do arranjo de microeletrodos obtida por um
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perfilbmetro éptico. Os valores tedricos para a resposta eletroquimica do arranjo
de microeletrodos foram calculados utilizando a Equacao VI.1, e estdo em boa
concordancia com os resultados experimentais.

A fim de mostrar o aumento de resposta na presenca do analito,
cronoamperogramas foram obtidos ap6s adi¢des sucessivas de Cys e a resposta
de corrente obtida foi representada graficamente em fungcdo da concentracdo de
Cys (Fig. VI.13).

180
150 +
120 + * +

90

1/ nA

60

30 4

0 200 400 600 800 1000
-1
[Cys] / pmol L
Figura VI.13. Curva analitica para cisteina empregando o arranjo de

microeletrodos. Condicdes: 8% de CoPC, tampado acetato 0,5 mol L pH 4,0 e
Eapl.=0,6 V.

Os resultados da caracterizagdo analitica do arranjo de microeletrodos e
uma comparagdo com o ePAD, , com um unico eletrodo podem ser observados na
Tabela VI.3. Uma melhoria significativa dos parametros analiticos sao claramente
mostrados na Tabela.
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Tabela VI1.3. Comparagéo analitica entre um e quatro microeletrodos (arranjo).

Numero de Sensibilidade / Faixa linear / R? L.D./
microeletrodos  nA mol L™ pmol L™ pmol L™
1 0,061 50 - 600 0,998 52,0
4 (arranjo) 0,21 10 - 500 0,998 4.8

Outro ponto positivo dos dispositivos com um arranjo de microeletrodos € o
baixo custo (R$ = 1,80), o qual ainda pode ser ajustado para fornecer dispositivos

ainda mais baratos.

VI.3 Conclusodes parciais e motivacao para a proxima etapa

Noés relatamos aqui a construgdo e caracterizagdo eletroquimica de
microeletrodos de pasta de carbono para dispositivos eletroquimicos a base de
papel. Folhas de transparéncia sdo uma nova alternativa de baixo custo para
serem usadas como substrato na fabricagdo de microeletrodos para ePADs. Além
disso, transparéncias sao facilmente combinadas com papel para a montagem de
dispositivos com uma configuracdo do tipo sanduiche. A resposta eletroquimica
dos ePADs é similar ao comportamento de microeletrodos ja reportados na
literatura e pode ser prevista também por formulacdes tedricas. Os microeletrodos
modificados com CoPC mostraram ser uma excelente alternativa para a deteccao
eletrocatalitica de cisteina com uma das mais altas constantes cinéticas
reportadas até agora. Microeletrodos de pasta de carbono modificados sdo uma
ferramenta promissora para ePADs uma vez que sao faceis de fabricar, usar,
modificar e, talvez uma das caracteristicas mais importantes e promissoras, eles
podem melhorar o limite de deteccao dos ePADs. Os limites de detecgdo podem
ser levados para niveis ainda mais baixos com a inser¢cdo de mais microeletrodos
no arranjo.

A motivagdo para a Ultima etapa do trabalho foi juntar alguns aspectos
apresentados nos ultimos tépicos para formar um biossensor para a detecg¢édo de

metil paration. Sendo assim, o dispositivo contard com canais microfluidicos,
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layout 3D e microeletrodos de baixo custo. Tendo em vista as excelentes
caracteristicas do microeletrodo de pasta de carbono na deteccéo do grupo tiol, o
principio de funcionamento do biossensor sera baseado na detecgdo de um outro
composto contendo o grupo tiol, a tiocolina.
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Vil. Biossensor para metil paration (ePAD,p)
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VIl.1 Apresentacao

O Brasil se destaca na agricultura e acaba sendo um importador em
potencial de pesticidas e inseticidas devido a sua grande éarea territorial e clima
subtropical. O metil paration (Fig. VILL1) é um inseticida e acaricida
organofosforado que possui uma classificagdo toxicologica tipo |, ou seja,
extremamente téxico [157]. Devido a sua ampla utilizacdo na agricultura este
composto foi escolhido como molécula modelo nos estudos deste topico.

O mecanismo de acao dos organosfosforados ocorre através da inibicao da
enzima acetilcolinesterase nos tecidos nervosos [158]. Concretamente, os
organofosforados interrompem a comunicacdo entre as células, que € efetuada
pela molécula acetilcolina. Esta transmissao de célula para célula ndo pode operar
adequadamente, a menos que a molécula de acetilcolina seja eliminada apoés ter
executado a sua funcdo. Os organofosforados ligam-se seletivamente as enzimas
cuja funcado é destruir a acetilcolina, blogueando, dessa maneira, sua agao. A
molécula de inseticida tem, entdo, o efeito de suprimir a transmissao continuada
de impulsos entre as células nervosas, que é essencial para a coordenacao dos
processos vitais dos organismos, provocando por fim a morte [158,159].

Assim, uma das propostas deste tépico é fornecer uma ferramenta de
deteccdo simples fundamentada no préprio mecanismo de acao dos
organofosforados. A molécula de acetiltiocolina foi selecionada como substrato da
enzima para que o produto formado apds a hidrélise, tiocolina (R-SH), possa ser
detectado pelos microeletrodos de pasta de carbono descritos no tépico anterior.

NO
lsl 2
No—Fug
—O0

Figura VII.1. Férmula estrutural do metil paration.
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VIl.2 Resultados e discussao

VII.2.1 Principio da deteccao de tiocolina

O dispositivo para deteccao de metil paration baseado na inibicdo da
enzima acetilcolineserase (Ache) foi montado conforme ilustrado na parte
experimental Fig. I11.9. O substrato imobilizado na regido mais externa (Fig. 11.9(i)) é
forcado pelo fluxo vertical a atravessar a regidao contendo a enzima antes de
chegar ao detector. Com isso, 0 produto da reagédo abaixo (tiocolina R-SH) pode
ser detectado pelos microeletrodos na porcéo inferior do dispositivo.

j\ ‘+/30H3 Ache /H20 IL*/CHC‘ )k Eq. VII.1
A~N > HS” > * H,C” "OH B
HsC™ S o > CHs HS G CHs ’

A Fig. VII.2 mostra os voltamogramas de varredura linear na presenga e
auséncia da enzima Ache. O voltamograma mostra um aumento significativo da
corrente e um formato sigmoidal indicando que a deteccdo da tiocolina pelos
microeletrodos esta funcionando de forma adequada. Além disso, fica claro a partir
do voltamograma em vermelho que a acetiltiocolina ndo sofre oxidagdo na

superficie do microeletrodo de trabalho.
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Figura VIL.2. (a) Voltamogramas de varredura linear obtidos na presenca e
auséncia da enzima acetilcolinesterase (Ache). Condicdes: 100 uL de tampéao
TRIS 0,5 mol L™ pH 8,0, substrato = 0,5 umol na face (i), Ache = 20 U na face (iv)

e v=5mVs’.

VIl.2.2 Influéncia do pH

Conforme discutido no topico 1V.2.8 as enzimas possuem um pH étimo ou
uma faixa onde a atividade catalitica € méaxima [14]. Assim, foram obtidos
voltamogramas de varredura linear em diferentes pHs (Fig. VII.3).

Assim como pode ser observado na Fig. VII.3, o processo de oxidacao é
favorecido em funcao do aumento do pH da solucao, ou seja, ha um deslocamento
catédico dos potenciais de meia onda na faixa de pH 4,0 até 8,0. Ja em pH 9,0
nao foi observado um deslocamento significativo do potencial de meia onda. Esse
efeito possivelmente esta relacionado com o pKa (7,7) [160] do grupo tiol
envolvido no processo de oxidacdo. Em pH 9,0 o grupo tiol da molécula de
tiocolina esta desprotonado e portanto ndo ha variagdo do potencial de meia onda.

A Fig. VII.3 mostra também que o maior sinal de corrente limite foi obtido
em solugcédo tampao pH 8,0. A maior resposta obtida neste pH esta coerente com
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outros estudos reportados na literatura [23,161]. Pode ser observado também na
Fig. VII.3 em pH 8,0 que a resposta de corrente atinge um valor maximo em 0,2 V
vs. Ag e entdo permanece constante para potenciais mais elevados. Assim, o

potencial de 0,2 V foi selecionado para conduzir os demais estudos.

200
8.0

150 - 9.0

6.0
100 4 7.0

< | 5.0
c
4.0

= )

-50 4

=100 T T T T T T T
-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

E/Vvs. Ag
Figura VII.3. Voltamogramas de varredura linear obtidos em diferentes valores de
pH (4,0 até 9,0). Condicdes: 100 pL de tampao 0,5 mol L™, substrato = 0,5 umol

na face (i), Ache = 20 U na face (iv)e v=5mV s™.

VII.2.3 Influéncia da concentracao do substrato

A concentracdo do substrato € um parametro que afeta diretamente a
resposta de biossensores que empregam sistemas enzimaticos. Observando a Eq.
VII.1, podemos afirmar que o aumento da concentragédo do substrato ira favorecer
a reacao no sentido da formacdo de mais moléculas de tiocolina [14]. Baseado
nisso, foram realizados experimentos cronoamperométricos para avaliar o efeito
da concentracdo do substrato na resposta do dispositivo. A Fig. VII.4 ilustra as
resposta de corrente em funcédo da concentracao de acetiltiocolina.
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Figura VIl.4. Resposta de corrente obtida por cronoamperometria (Eapl. = 0,2 V
vs. Ag) em funcéo da [acetiltiocolina]. Ache = 20 U na face (iv). As concentragdes
no eixo x representam as concentracées esperadas apds a adicdo de 100 ulL de

tamp3o 0,5 mol L pH 8,0 na face (i) do dispositivo.

Assim como pode ser observado na Fig. VIl.4, a resposta do ePAD,
aumenta até 5 mmol L' e entdo permanece praticamente constante para as
demais concentracdes. O patamar observado apds 5 mmol L™ indica uma possivel
saturacao do sitio ativo da enzima devido ao excesso de substrato adicionado no

dispositivo [14].

VIl.2.4 Curva analitica: inibicao da enzima

Na presenca de metil paration a enzima Ache é inibida pela agdo do
inseticida e com isso é esperado uma diminuicdo da quantidade de produto
formado. Sendo assim, podemos antecipar que na presenga do inseticida as
respostas serdo menores do que para os experimentos de controle, ou seja, na

auséncia de metil paration.
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Para os ensaios de inibicdo, inicialmente o canal microfluidico de coleta foi
colocado em contato com a amostra ou solugdao-padrao do inseticida. Assim, a
amostra percorre o canal microfluidico por capilaridade até a zona onde a enzima
foi imobilizada. O tempo necessario para que este processo ocorra foi de 7
minutos. Outro ponto importante do canal microfluidico € a possibilidade de
filtracdo, o qual é uma caracteristica importante quando amostras de interesse
ambiental estdo sendo analisadas. Nés selecionamos um tempo total para coleta
de amostra e inibicdo de 20 minutos. Com isso, 0 tempo necessario para a
inibicao fica dentro do que vém sendo observado por outros pesquisadores, entre
10 e 15 minutos [162,163,164].

A Fig. VIL.5(a) ilustra as resposta de corrente em funcédo da concentracao
de metil paration de 0,1 nmol L™ até 0,5 mmol L. A partir do grafico pode ser
observado que concentracdes baixas de metil paration ja exercem um impacto
significativo na resposta do biossensor. Essa queda brusca de sinal préximo da
origem no eixo das abscissas (Fig. VIl.5(a)) pode ser melhor visualizada através
de um grafico de semi-log (Fig.VIl.5(b), uma vez que as concentracdes cobrem

uma grande gama de valores.

180 (a) 180 4

i (b)

160 < 160

140 ~ 140 4

120 4 120 4 *

100 4 * 100 + *
T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6

[Metil paration] / 10° nmol L™ Log [metil paration] / nmol L™

1/ nA
1/ nA

Figura VIL5. (a) Gréafico de resposta de corrente obtida por cronoamperometria
(Eapl.: 200 mV vs. Ag por 15 s) em funcao da concentracao do inibidor. (b) Grafico
da resposta de corrente em funcao da concentragao do inibidor (log). Condigdes:
100 pL de tampao 0,5 mol L™ pH 8,0, substrato = 0,5 pmol na face (i), Ache = 20 U

na face (iv).
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O quadro verde na Fig. VIL5(b) ilustra o resultado obtido para os
experimentos de controle, ou seja, correntes obtidas por cronoamperometria na
auséncia do inibidor. Assim, qualquer sinal abaixo do sinal de controle indica a
presenga do inibidor. Pode ser observado também na Fig. VII.5(b) que 0 ePADyp
ndo diferencia a concentracdo de 0,1 nmol L' de metil paration do controle. O
mesmo provavelmente ira ocorrer para concentracoes inferiores a este valor. Ja
caminhando para a outra dire¢do, o ePADn, diferencia claramente as demais

concentragdes de metil paration (> 1 nmol L™).

VIl.2.5 Seletividade

A seletividade é outro parametro importante a ser avaliado em dispositivos
analiticos. Enzimas, de maneira geral, sdo biomoléculas bastante seletivas aos
seus respectivos substratos e por isso sdo motivo de escolha por muitos
pesquisadores para a montagem de plataformas mais seletivas. Por outro lado,
aqui neste ftrabalho, as respostas do ePADn, ndo dependem somente da
concentracdo do substrato mas também do inibidor utilizado. H& relatado na
literatura que varias espécies podem inibir a enzima acetilcolinesterase, como:
carbofuran, metomil, diclorvos, metamidofés, monocrotofés, malation, paration e
etc [23,164]. Dentre estes compostos o inseticida malation também foi testado
com o ePADn,, apresentando uma resposta de 132 nA para a concentragéo de
1,0 umol L. Assim, este ensaio confirma que o ePAD,, nédo é seletivo para um
determinado composto mas por outro lado é uma ferramenta muito simples e

pratica para a deteccao de inibidores da enzima acetilcolinesterase.

VII.3 Conclusoes parciais e continuidade do trabalho

Neste tépico foi abordado um dispositivo com uma configuracdo inédita
visando a determinacédo de inibidores da enzima acetilcolinesterase. O layout do
dispositivo proposto aqui simplifica muito a analise e o ePAD,, demonstrou ser
uma ferramenta promissora para a analise de inibidores da enzima
acetilcolinesterase. A combinacao do fluxo lateral do canal microfluidico com o
fluxo vertical facilita as etapas necessarias para este tipo de biossensor. O
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dispositivo pode coletar e detectar concentragdes de metil paration de 1 nmol L™,
sendo portanto uma ferramenta em potencial para a analise de amostras reais.
Como etapa futura sera investigado a estabilidade do ePAD, e serdo
conduzidos ensaios com amostras reais. O canal microfluidico pode ser
eventualmente utilizado para coletar amostras diretamente sobre a folha de uma

planta ou superficie de uma fruta, sem necessidade de pré-tratamento da amostra.
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VIIl. Conclusoes gerais
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VIIl.1 Conclusoes gerais
Neste trabalho foram desenvolvidos dispositivos simples baseados em uma

plataforma de baixo custo presente praticamente em todos os dias no nosso
cotidiano, o papel. Para controlar a diregdo da amostra pelo dispositivo, foram
desenvolvidas paredes de cera de maneira muito simples e sem a necessidade de
equipamentos sofisticados. Além disso, a detec¢do eletroquimica foi acoplada de
diferentes maneiras para ilustrar a gama de possibilidades que esse modo de
deteccéao oferece.

O primeiro passo foi dado com o intuito de explorar o conceito da separacao
e deteccdo eletroquimica em plataformas a base de papel. A construcdo dos
eletrodos foi conduzida em apenas duas etapas e os eletrodos de ouro formados
sobre o papel apresentaram um perfil similar aos eletrodos de ouro convencionais.
Algumas caracteristicas marcantes desse dispositivo foram o baixo consumo de
amostra (500nL) e uma separacao em nivel de linha de base em 13 minutos para
acido ascoérbico e dopamina. Nessa primeira abordagem o custo foi um tanto
quanto elevando para um ePAD mas essa questao foi melhorada nos trabalhos
posteriores.

A busca por materiais de baixo custo e menores limites de detecg¢ao nos fez
enxergar um material muito comum do nosso cotidiano, o grafite de lapiseira. A
deteccdo eletroquimica foi realizada utilizando um sistema de dois eletrodos,
sendo o eletrodo auxiliar e referéncia de prata e o grafite de lapiseira como
eletrodo de trabalho. O dispositivo é facil de ser construido, com somente uma
etapa de “screen-printing’, simples e possibilita etapas de filtracdo, reacéo
enzimatica e detecgcdo eletroquimica em menos de 5 minutos. Desta forma, o
ePADy; € uma alternativa promissora para a detecgdo de H»O» liberado por muitas
outras enzimas oxidases.

O eletrodo de grafite foi também explorado juntamente com um novo
conceito para ePADs. Esse conceito consiste na incorporacao de codigos QR
(cédigos 2D) juntamente com o sistema de deteccdo eletroquimico. Assim, os
resultados da analise podem ser facilmente interpretados/disseminados pelo
usudrio através de um leitor de cddigo QR de um smartphone. Os dispositivos
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apresentaram um limite de deteccdo de 1,1 pmol L™ para o p-nitrofenol e foram
utilizados para a determinacao desta substancia em amostras reais de agua. Além
do mais baixo custo, sistema de filtracdo integrado, detecgcdo eletroquimica e
portabilidade s&o caracteristicas marcantes do ePADqr

Tendo em vista que houve um ganho de resposta significativo com a
diminuicdo da &rea dos eletrodos de trabalho foram construidos microeletrodos de
pasta de carbono ainda menores e modificados, para diminuir o potencial de
oxidacao e aumentar as correntes. Os microeletrodos modificados com CoPC
mostraram ser uma excelente alternativa para a deteccdo eletrocatalitica de
cisteina, com uma das mais altas constantes cinéticas ja reportadas.
Microeletrodos de pasta de carbono modificados sao uma ferramenta promissora
para ePADs uma vez que sao faceis de fabricar, usar e modificar.

Os microeletrodos modificados foram empregados também na montagem
de um biossensor simples e de uso descomplicado para a determinacdo de
inseticidas. O principio de funcionamento do ePAD,, foi fundamentado na inibicdo
da enzima acetilcolinesterase por agentes inibidores. Para integrar os reagentes
necessarios foi utilizado um dispositivo 3D que possibilita tanto o fluxo lateral
como vertical. O ePAD,, € uma ferramenta promissora para a analise de

inibidores na enzima acetilcolinesterase em amostra reais.
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IX. Perspectivas
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IX.1 Perspectivas

Os topicos Il — VII apresentaram dispositivos inovadores, simples e com
grande potencial para analises descentralizadas. Estas analises, no entanto,
precisam de um leitor de corrente para que seja possivel correlacionar o sinal
obtido com uma determinada concentragdo. N6és demos um primeiro passo com
intuito de facilitar essa correlagédo sinal-concentracao de maneira simples e pratica
empregando um telefone celular. E por que néo realizar a analise inteira
empregando um celular? Alguns avancos nessa area ja foram demonstrados para
a deteccao colorimétrica, principal concorrente da detecgdo eletroquimica. Para
isso, aplicativos poderiam ser criados e utilizados para conduzir a analise na
palma da mao. Uma coisa é certa, a medida que a detecgdo eletroquimica se
dispor de formas mais simples, praticas e acessiveis a populacdo em geral,
aplicacdes diversas serdo bem mais comuns de serem vistas.

Outra perspectiva que surge a partir deste trabalho consiste na fabricagdo
de ePADs visando a detecgcdo de NADH. A nicotinamida adenina dinucleotideo
(NADH) é um cofator e tém sido amplamente estudado por ter um papel crucial no
desenvolvimento de biossensores amperométricos. A grande parte das enzimas
utilizadas para tais fins sdo desidrogenases que dependem diretamente do
processo redox deste cofator. Sendo assim, o grande motivo que explica tantos
estudos com essa molécula se deve ao fato de que existem mais de 300 reacoes
enzimaticas dependentes da etapa redox deste cofator. No entanto, para a
obtengcdo de sensores eletroquimicos a base de papel para NADH algumas
dificuldades terdo que ser superadas: i) alto potencial de oxidacdo do NADH em
eletrodos convencionais, ii) baixa sensibilidade e iii) dificuldade em estabelecer um
eletrodo com o cofator integrado ao sistema de analise.
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