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RESUMO 

Título: “Construção e aplicação de dispositivos analíticos 2D e 3D à base de papel 

com detecção eletroquímica”. 

Autor: Murilo Santhiago 

Orientador: Lauro Tatsuo Kubota 

Palavras-chave: Microfluídica, detecção eletroquímica, dispositivos em papel. 

 Neste trabalho descreve-se a construção e aplicação de dispositivos 

analíticos 2D e 3D à base de papel com detecção eletroquímica (ePAD). Os 

dispositivos foram construídos empregando o método de impressão com cera e 

diferentes tipos de papéis. Eletrodos de ouro foram utilizados juntamente com o 

conceito da separação cromatográfica em dispositivos microfluídicos. No canal 

microfluídico à base de papel foi possível realizar a separação de ácido ascórbico 

e dopamina em 14 minutos. A necessidade por processos de fabricação 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 eletroquímica e um tempo de análise de 4 minutos. O mesmo 

eletrodo de grafite foi acoplado com um sistema de informação para determinação 

de p-nitrofenol. Assim, foi possível detectar 1,0 µmol L-1 de p-nitrofenol em 

amostras de água e analisar/interpretar os resultados empregando um celular. Por 

fim, a necessidade por sistemas eletroquímicos com menores limites de detecção 

nos impulsionou a fabricar microeletrodos de pasta de carbono. Os microeletrodos 

foram fabricados em folhas de transparência e acoplados no papel empregando 

uma configuração do tipo sanduíche. Os dispositivos foram caracterizados 

eletroquimicamente na presença de cisteína e apresentaram uma constante 

cinética de 105 L mol-1 s-1. Um limite de detecção de 4,8 µmol L-1 para cisteína foi 

obtido empregando um arranjo de microeletrodos. Por fim, os microeletrodos de 

pasta de carbono foram utilizados para a construção de um biossensor visando a 

determinação de metil paration. O ePAD foi construído 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 mol L-1 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 105 L mol-1 s-1. A detection limit of 4.8 mol L-1 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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máscara sobre a coluna de papel. (d) Eletrodos de ouro 
depositados no papel após sputtering e remoção da 
máscara. 
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Figura II.2. (a) Foto da região frontal e lateral do conector. (b) Esquema 
do dispositivo microfluídico e suas regiões principais após 
ser devidamente cortado com uma tesoura: 1) Entrada do 
eluente; 2) paredes hidrofóbicas; 3) região de adição da 
amostra; 4) região de trabalho dos eletrodos; 5) região do 
dispositivo que é encaixada no conector e 6) região de 
escape do eluente. 
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Figura II.3. (a) Materiais empregados na construção dos eletrodos e (b) 
esquema de montagem dos eletrodos. 
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Figura II.4. Desenho esquemático do µPAD para a detecção de 
glicose. (i) filtração, (ii) microzona reacional, (iii) zona de 
detecção eletroquímica. 
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Figura II.5. (a) Construção dos eletrodos de prata. (b) Hidrofobização 
da superfície do papel com cera. 
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Figura II.6. Etapas de construção do ePADQR. (a) Folha de papel 
impressa na cor verde. (b) Dispositivo após a impressão do 
código e linhas de delimitação seguido do tratamento 
térmico na face 33  29 mm. (c) Face oposta do dispositivo 
na qual foi feita a impressão. (d) Dispositivo contendo a fita 
dupla face e a trilha de carbono. (e) Esquema ilustrando o 
dispositivo após perfurações e dobragem do papel. (f) Foto 
do dispositivo após a inserção do sistema de filtração e do 
eletrodo de trabalho. (g) Dispositivo pronto para a análise. 
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de metil paration. (i) reservatório do substrato, (ii) 
espaçadores, (iii) canal microfluídico de coleta e filtração da 
amostra, (iv) reservatório da enzima e (v) RE/CE. (b) 
Acoplamento com o WE. (c) Foto do dispositivo com os 
conectores. 
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Figura III.1. Fórmula estrutural da dopamina (a) e do ácido ascórbico 
(b). 
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Figura III.4. (a) Voltamogramas cíclicos obtidos empregando a célula 
eletroquímica fabricada sobre o papel em diferentes 
velocidades de varredura (10 – 100 mV s-1). (b) Gráfico de 
Ip vs. 1/2. Fe(CN)6

3-/4- 5 mmol L-1 em KCl 0,1 mol L-1. 
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Figura III.10. Respostas analíticas normalizadas em função da área 
eletroativa. Estudo realizado em papel trocador catiônico 
P81 da Whatman, eluente tampão acetato 0,1 mol L-1 pH 
5,0 e Eapl. = 0,4 V vs. Au. Injeção de 0,5 L de uma 
solução padrão contendo a mistura de DA e AA 1 mmol L-1 
à 12 mm do eletrodo de trabalho. 
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I.1 Análises de “point-of-care” 
 Atualmente a Química Analítica tem concentrado inúmeros estudos visando 

o desenvolvimento de análises simples para as mais diversas aplicações. Parte 

desta dedicação desde a década de 90 foi impulsionada pelo crescimento 

acentuado da venda de kits para análises de “point-of-care” (POC). Este tipo de 

análise é usualmente descrita como auxiliar, próxima do paciente, remota e 

descentralizada, sendo possível realizar testes clínicos no local mais cômodo para 

o paciente, como por exemplo: no escritório, em salas de espera ou até mesmo 

em casa [1]. Assim, testes de diagnóstico são baseados em dispositivos leves, 

portáteis e fáceis de usar que visam tornar todo o processo de uma análise 

rotineira muito mais simples [2]. A Figura 1 mostra um esquema comparando as 

diferentes etapas envolvidas em análises rotineiras e de POC.  

 

Sala do médico Amostragem Transporte Análise

Requisição 
do teste Flebotomia Rotulagem e 

transporte
Recebimento e 

preparação

Análise

Validação

Reportar o
resultado

Recebimento
do resultado

Contatar o paciente 
e divulgar o resultado

(a) Análises rotineiras

(b) Análises de “point-of-care”

Decisão para 
o teste

Amostragem
(gota de sangue)

Realizar 
o teste

Obter o 
resultado

 

Figura I.1. Comparação das etapas envolvidas em análises rotineiras e de “point-
of-care”. Figura adaptada [1]. Copyright 2009, Springer. 
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 Análises rotineiras, Fig I.1(a), são 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 análises de POC (Fig. I.1(b)) possuem um número menor de etapas 

envolvidas no processo, fazendo com que o resultado seja obtido de maneira 

simples e com rapidez, beneficiando não somente a população em geral mas 

também os profissionais da saúde. 

 A obtenção rápida dos resultados em hospitais por profissionais da saúde 

permite que os mesmos ajam também rapidamente em situações de emergência, 

tal como em casos de ataque cardíaco, e forneçam um diagnóstico enquanto o 

paciente ainda está na unidade hospitalar, agilizando o tratamento e minimizando 

eventuais problemas. Para pacientes, o teste de POC ajuda os usuários 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 população que desfruta dos 

benefícios 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 cardíacos e de tumores, doenças infecciosas, drogas de abuso 

e muitas outras espécies presentes no sangue ou urina têm despertado o 

interesse de inúmeras empresas [3,4]. Esse interesse é refletido pelas mais de 

100 empresas em todo o mundo que fabricam dispositivos para testes rápidos [1]. 

De acordo com uma previsão divulgada pela agência Reuters, espera-se que o 

mercado global de dispositivos de POC gire na casa de 25 bilhões de dólares até 

2016 [5].  

 Assim, para que o negócio seja economicamente rentável e alcance as 

previsões esperadas [5], um dos pontos de partida da indústria visa estabelecer 

como integrar as várias etapas descritas na Fig. I.1(a) em um único dispositivo de 

baixo custo. 

 

 





Murilo Santhiago                                                                                                                             Tese de Doutorado                                          
 

6 

 

I.3 Papel: uma plataforma versátil 

 Durante o passar dos anos o papel foi lentamente sendo substituído pelo 

plástico para os mais variados fins como fabricação de embalagens em geral, 

sacolas de supermercado e condicionamento de alimentos. Isso nos leva há a 

questão interessante: por quê devemos voltar para o papel e construir dispositivos 

nesta plataforma? A resposta é simples, o papel oferece vantagens únicas em 

relação ao plástico e outros materiais poliméricos [2,13]: 

 

(1) o papel é barato e produzido praticamente em todas as partes do mundo a 

partir de recursos renováveis e recicláveis; 

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

(3) a celulose é um polímero de ocorrência natural; 

(4) é biodegradável;  

(5) a estrutura porosa facilita a preparação de dispositivos microfluídicos 

baratos.  

 

 A celulose, principal constituinte do papel, é um homopolissacarídeo sem 

ramificações composto de cerca de 10.000 a 15.000 unidades de D-glicose. O 

polímero formado por essas unidades de glicose pode ser representado através 

de uma série de anéis de glicopiranose na conformação cadeira, onde o átomo de 

oxigênio funciona como ponte para conectar os átomos de carbonos [14]. Essa 

ligação por onde as moléculas de glicose são unidas é chamada de ligação 

glicosídica (14), conforme ilustrado na Fig. I.3(a). As cadeias formadas a partir 

dessa ligação interagem com outras cadeias do mesmo material formando uma 

rede que é estabilizada por ligações de hidrogênio intra e intermoleculares (Fig. 

I.3(b). Essa rede de interações dá origem às fibras do papel [14]. 
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                         (a) 

 

                                            (b) 

 

Figura I.3. (a) Estrutura de repetição da celulose formada por duas moléculas de 

D-glicose e (b) esquema ilustrativo das interações intra e intermoleculares na 

celulose. 

 

 As suas fibras, os blocos de construção do papel, são tubos ocos de ~1,5 

mm de comprimento, 20 m de largura e com uma espessura de paredes de ~2 

m. A orientação das fibras é outro fator importante da preparação do papel. 

Usualmente, as fibras têm uma orientação ligeiramente preferida ao longo da 

direção em que o papel foi fabricado. Assim, o transporte de soluções ao longo da 

fita de papel em dispositivos pode depender do ângulo 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 

forças de capilaridade puxem o líquido pela fita [13]. Esse tipo de análise pode 

oferecer as seguintes vantagens que são únicas para o papel e substratos 

porosos similares.  

 

(1) O líquido vai se mover, ao passo que partículas grandes vão ficar retidas na 

matriz do papel, uma forma de filtração da amostra. A separação 

cromatográfica de componentes solúveis na superfície do papel também é 

possível [13]. 
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(2) A inserção de barreiras para fornecer canais que possam dividir a amostra 

em duas ou mais partes transportando-as para diferentes locais na 

superfície do papel [12]. 

  

 Face às inúmeras vantagens do material como suporte para separações 

cromatográficas, portabilidade, baixo custo, possibilidade de modificação e 

construção de canais [12,13], fica claro que o papel é uma plataforma muito 

versátil e que possibilita uma gama de aplicações. Quando essas aplicações 

entram no campo da química analítica, ensaios qualitativos e quantitativos podem 

ser estabelecidos de maneira simplificada. Visando esse tipo de análise, uma das 

etapas iniciais consiste em controlar o fluxo no papel para possibilitar o 

acoplamento com sistemas de detecção.  

 

I.3.1 Construção de dispositivos à base de papel 

 O primeiro passo na construção de microdispositivos analíticos à base de 

papel (PADs) consiste em estabelecer regiões hidrofílicas delimitadas por 

barreiras que direcionem o fluxo para um local ou zona de detecção desejada, 

caso contrário, o líquido irá se espalhar radialmente pelo papel. Um dos métodos 

de destaque que alavancou o campo dos PADs foi proposto por Martinez et al. 

em 2007 [12]. Basicamente, os autores utilizaram um fotorresiste negativo para 

formar paredes hidrofóbicas no papel cromatográfico. As etapas envolvidas no 

processo podem ser visualizadas na Fig. I.4(a). Após a incorporação das paredes 

hidrofóbicas, o dispositivo pode ser devidamente cortado e modificado com os 

reagentes cromóforos visando o ensaio de dois analitos, conforme ilustrado na 

Fig. I.4(b). Cores mais intensas são observadas nas zonas de detecção à medida 

que as concentrações de albumina de soro bovino (BSA) e glicose também 

aumentam, conforme ilustrado na Fig. I.4(c). 

 Esse trabalho marcante que possibilita o controle do fluxo através da 

inserção de paredes hidrofóbicas foi uma das principais contribuições para 

impulsionar o campo de dispositivos de baixo custo para aplicações de POC 

[15,16]. Por outro lado, o processo de fabricação fotolitográfico ainda exigia 
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inúmeras etapas de construção e de lavagem com solventes orgânicos para 

remoção do fotorresiste. Mesmo após todas as etapas de lavagem o material 

ainda permanecia nos poros, fazendo-se necessário tratar o papel com plasma de 

oxigênio para deixar os canais mais hidrofílicos [12]. Assim, a necessidade por 

processos de construção mais simples e que não exijam tantas etapas como nos 

processos litográficos tem impulsionado o desenvolvimento de métodos de 

construção mais simples. 

 

 

Figura I.4. (a) e (b) Etapas envolvidas no processo de construção do dispositivo. 

Os reagentes necessários para os ensaios de cada analito foram adicionados nas 

zonas de detecção com o auxílio de uma micropipeta: glicose (KI + peroxidase + 

glicose oxidase) e BSA (azul de tetrabromofenol). (c) Fotos das zonas de detecção 

ilustrando o aumento de intensidade da cores em função do aumento da 

concentração dos analitos. Figura adaptada [12]. WILEY-VCH Verlag GmbH & 

Co. (2007). 

  

 Após o trabalho de Martinez et al. em 2007 surgiram uma série de artigos 

reportando novos métodos de construção para PADs [1727]. A Tabela I.1 ilustra 

algumas das contribuições recentes visando a fabricação de PADs. 
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Tabela I.1. Comparação entre os diferentes métodos de fabricação de PADs. 

Métodos Custo Resolução Vantagens Desvantagens 

Corte     
Manual  Baixo Baixa Sem contaminação de reagentes; Produção em larga escala, resolução baixa 

e susceptível às habilidades do usuário; 

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

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

Impressão     
Cera [21] Baixo Moderada Produção em larga escala, uso 

simples; 

Espalhamento desigual da cera durante o 

tratamento térmico; 

Tinta [17, 

22,23] 

Baixo - 

Moderado 

Moderada Impressão de reagentes ao 

mesmo tempo 

Entupimento; algumas impressoras operam 

em temperaturas relativamente altas. 

“Screen-

printing” [24] 

Baixo Baixa - 

Moderada 

Matéria prima facilmente obtida; Necessidade de uma tela com um padrão 

definido; 

Outros     
Desenho [25] Baixo Baixa Simples e de preparo fácil; Produção em larga escala; baixa resolução; 

Imersão em 

cera [26] 

Baixo Moderada Não necessita de etapas de pós 

tratamento, rápido; 

Necessita de máscaras físicas e de um 

aquecimento prévio da cera; 

Fotolitografia 

[12] 

Alto Moderada -

alta 

Pode ser adotada em locais com 

baixos recursos; 

Necessita de inúmeras etapas/e 

equipamentos, difícil remover fotorresiste; 

Spray [27] Baixo Moderada Rápida e simples; Necessita de máscara física. 
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 Assim como pode ser observado na Tabela I.1 há uma diversidade de 

métodos utilizados para a fabricação de PADs. A maioria dos métodos criam 

paredes hidrofóbicas em papéis hidrofílicos, com exceção para alguns métodos 

que fabricam canais hidrofílicos em papéis hidrofóbicos [17,18,28,29]. 

Basicamente, a escolha de um método vai depender de uma série de fatores 

como custo, resolução, infraestrutura disponível, quantidade de reagentes, 

geração de resíduos sólidos ou líquidos e etc. Dentre os métodos apresentados na 

Tabela I.1, a impressão com cera apresenta um excelente balanço entre baixo 

custo e resolução. Além disso, somente três etapas de construção são 

necessárias para a fabricação dos dispositivos (Fig. I.5(a)). 

 

Figura I.5. (a) Etapas envolvidas no processo de construção. (b) Desenho 

estudado. (b) Esquema ilustrativo que mostra o espalhamento da cera pelo papel 

após o tratamento térmico. Figura adaptada [21]. Copyright (2009) American 

Chemical Society. 

 

 As duas primeiras etapas são muito simples e consistem em estabelecer o 

layout e imprimir, respectivamente. A última etapa requer o posicionamento dos 

dispositivos impressos sobre uma chapa de aquecimento para que a cera se funda 

e preencha os poros do papel. O aquecimento faz com que a cera se espalhe por 

todos os lados da região impressa, conforme ilustrado na Fig. I.5(b). De maneira 

geral, o método de impressão com cera é barato, rápido, simples, não necessita 

de solventes, requer poucas etapas e possui resolução suficiente para inúmeras 

aplicações (canais microfluídicos de largura > 600 m) [21]. 

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

para a construção de PADs. Os diferentes métodos de construção possibilitaram 
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também um grande avanço no ponto de vista da detecção. Uma vez selecionado o 

método de construção mais adequado, resta estabelecer qual será o modo 

detecção utilizado para uma determinada aplicação. 

 

I.4 Métodos de detecção 

 Até o presente momento uma série de métodos de detecção têm sido 

reportados. Sistemas de detecção quimioluminescente [30-33], 

eletroquimiluminescente [34-37], fluorescente [38], colorimétrico [12,16,39-43], 

Raman [44,45], espectrometria de massas [46,47] e eletroquímico [48-53] foram 

recentemente acoplados com PADs visando a determinação quantitativa de 

moléculas-alvo. Dentre os métodos de detecção mencionados os mais 

empregados são o colorimétrico e o eletroquímico [54]. Iniciaremos essa 

abordagem destacando a detecção colorimétrica pois este modo de detecção 

sempre acompanha as principais novidades em PADs. 

 

I.4.1 Detecção colorimétrica 

 A espectrofotometria UV-VIS é uma das técnicas analíticas mais utilizadas 

e o grande número de aplicações está relacionado com o baixo custo e 

simplicidade dessa técnica [55]. Visto que simplicidade e baixo custo são um dos 

requisitos básicos quando se visa à construção de dispositivos de POC [1], 

sistemas de detecção colorimétricos podem ser um bom ponto de partida para o 

acoplamento com dispositivos à base de papel. Além do mais, o longo histórico de 

separações cromatográficas em papel e detecção colorimétrica deixou uma 

enorme bagagem que impulsiona a escolha por este método de detecção. Outro 

ponto a favor se refere à facilidade de modificação onde os reagentes 

colorimétricos podem ser pipetados nas zonas de detecção. 

 

I.4.1.2 Análise qualitativa 

 Um dos sistemas de detecção colorimétricos mais simples é o próprio olho 

humano [56]. Assim, sistemas analíticos de baixo custo onde somente um “sim” ou 

“não” já são suficientes como resposta, como por exemplo o teste de gravidez, 
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não necessitam de nenhum outro equipamento para monitorar a intensidade da 

cor. Muitos dos testes envolvendo doenças são também qualitativos e de enorme 

importância para a população [57].  

 Outro exemplo que não requer nenhum tipo de equipamento ou sistema de 

amplificação do sinal é o papel indicador de pH. Esses papéis são baratos, 

possuem um longo tempo de vida e apresentam uma alta sensibilidade. O papel 

de pH indicando pH 11, por exemplo, está mostrando uma concentração de íons 

H+ na ordem de 10-11 mol L-1, o qual é uma sensibilidade na ordem de picomolar 

[13].  

 Estes foram alguns exemplos que mostram como uma simples mudança de 

cor pode ser suficiente para uma análise, mas para outros casos pode ser 

insuficiente. Assim, antes de chegar na questão quantitativa da detecção 

colorimétrica, existe um espaço que é preenchido com a utilização de dispositivos 

com detecção semi-quantitativa.  

 

I.4.1.3 Análise semi-quantitativa 

 As análises semi-quantitativas em PADs são normalmente acompanhadas 

por ensaios envolvendo soluções padrão concomitantemente à analise da amostra 

[58] ou por informações adicionais que permitam o usuário a estimar a 

concentração de uma determinada espécie [59]. 

 Wang et al. reportaram em seu trabalho a utilização de um dispositivo à 

base de papel com seis padrões de proteína em diferentes concentrações 

imobilizados no papel e uma região para a adição da amostra [58]. Desta forma, 

foi possível comparar a intensidade da amostra com a dos padrões e obter o 

resultado.  

 De maneira similar ao funcionamento das fitas de pH, Pollock et al. 

desenvolveram um PAD para a determinação de aspartato aminotransferase 

(AST) e alanina aminotransferase (ALT), indicadores de possíveis danos ao fígado 

[59]. Basicamente, os autores construíram zonas de detecção e de controle 

circulares empregando o método de impressão com cera. Os reagentes 

necessários foram gotejados nas regiões circulares e uma membrana de filtração 
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[16]. Nesse exemplo, as curvas de calibração para a determinação de proteína 

foram obtidas e armazenadas no colorímetro. O desenvolvimento do colorímetro 

descartou a necessidade de encaminhar os resultados para um software 

específico e permitiu estudar concentrações de proteína em urina artificial na 

ordem de 2,5 mol L-1.  

 Recentemente, a detecção colorimétrica tem sido explorada empregando 

uma ferramenta muito comum do nosso cotidiano, um smartphone. Basicamente, 

o que muda em relação ao conceito de telemedicina em PADs [6] é que o próprio 

aplicativo do celular já analisa e reporta os resultados na tela, sem qualquer 

necessidade de envio para um profissional ou técnico especializado [60]. 

Possivelmente, esse tipo de abordagem irá acompanhar de perto o avanço da 

tecnologia nos novos smartphones. 

 Por fim, a detecção colorimétrica teve e ainda tem um papel importante no 

contínuo crescimento da área de dispositivos à base de papel. Há ainda uma 

busca constante visando menores limites de detecção através do uso de novos 

reagentes cromóforos [61] e diferentes layouts, incluindo dispositivos 2D [62, 63] e 

3D [64,65]. O espalhamento desigual das cores formadas nas zonas de detecção 

e a necessidade do controle da iluminação durante a captura das imagens são 

pontos que merecem uma atenção especial quando esse modo de detecção é 

selecionado. Observando essas questões, pesquisadores propuseram então a 

utilização do modo de detecção eletroquímico para dispositivos analíticos à base 

de papel. 

 

I.4.2 Detecção eletroquímica 

 A detecção eletroquímica é uma alternativa promissora para a construção 

de dispositivos microfluídicos à base de papel devido à possibilidade de 

miniaturização, portabilidade, baixo custo, alta sensibilidade e também 

seletividade com a escolha adequada do potencial de detecção. Outra vantagem 

adicional da detecção eletroquímica é a simplicidade da instrumentação 

resultando em um baixo consumo de eletricidade para análises em campo [48]. 

Outra facilidade em relação à instrumentação é que já podem ser encontrados no 
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mercado potenciostatos portáteis 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 propósito consiste no emprego de eletrodos 

impressos.    

 

I.4.3 Fabricação de eletrodos impressos 

  A primeira etapa do processo de screen-printing consiste na fabricação da 

tela que acomodará os padrões a serem impressos no substrato. A região interna 

dos padrões permite que a tinta atravesse a tela enquanto que as demais regiões 

bloqueiam a passagem da tinta. Após a fabricação da tela contendo os padrões, a 

tela é posicionada sobre o substrato e então a tinta é adicionada sobre a tela. Em 

seguida, a tinta é espalhada com uma espécie de rodo ou puxador e forçada a 

passar pelas regiões abertas dos padrões contidos na tela. Por fim, a tela é 

removida e o substrato é submetido a uma etapa de secagem [69]. 

 Outra questão importante na fabricação dos eletrodos impressos é a 

escolha da tinta. O eletrodo deve ser condutor de corrente elétrica e, portanto, a 

formulação das tintas utilizadas no processo de impressão é de suma importância. 

Tintas condutoras comerciais têm se mostrado apropriadas para serem utilizadas 

como material base na confecção de eletrodos impressos [48,49]. A composição 

das tintas de carbono compreende basicamente de um material inerte de elevada 

condutividade como grafite de alta pureza finamente pulverizado; um aglutinante 

como o polímero acetato de celulose e um sistema solvente como a 

ciclohexanona-acetona [70,71]. Além do carbono, prata e ouro também são 

utilizados na composição das tintas [69].  

 De maneira geral, o processo de impressão é rápido, simples, de baixo 

custo e possibilita a produção em massa de eletrodos. Essas características 

marcantes motivaram alguns pesquisadores a utilizar esse processo para a 

fabricação de dispositivos à base de papel com detecção eletroquímica (ePADs). 
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I.4.4 Eletrodos impressos acoplados em dispositivos à base de 

papel 

 Existem basicamente duas vertentes que envolvem o processo de 

fabricação de ePADs empregando o processo de screen-printing. A Fig. I.8 ilustra 

as duas aproximações juntamente com exemplos para cada caso. 

        

 

Figura I.8. Esquema das duas estratégias adotadas visando à detecção 

eletroquímica em dispositivos à base de papel. (a) Construção 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. I.8, os eletrodos podem ser fabricados diretamente sobre 

o papel. Nessa abordagem, o papel é o próprio substrato utilizado na construção 

dos eletrodos. Já 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 será 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 à base de papel para a determinação de 

glicose em sangue [72].  

 A Fig. I.8(a) ilustra um exemplo importante que alavancou a detecção 

eletroquímica em dispositivos microfluídicos à base de papel e é considerado um 

dos mais importante por muitos pesquisadores [4,54,73,74]. Nesse trabalho, 

Dungchai et al. reportaram a construção de uma célula eletroquímica em papel 

com capacidade para três eletrodos. Através de uma delimitação do papel com um 

fotorresiste, os autores estabeleceram os contatos dos eletrodos na porção 

hidrofóbica e as regiões de trabalho dos eletrodos na região hidrofílica [48]. Assim, 

utilizando uma tinta de carbono modificada e enzimas oxidases nas zonas de 

detecção, os autores determinaram indiretamente glicose, ácido úrico e lactato 

monitorando o peróxido de hidrogênio formado a partir das enzimas oxidases de 

cada analito. 

 Já voltado para a detecção de metais, Nie et al. construíram eletrodos de 

carbono e prata e adicionaram por cima dos eletrodos um canal de papel com 

paredes hidrofóbicas, que posteriormente foi preso ao eletrodo com fita adesiva 

(Fig. I.8(b) [49]. Empregando o ePAD proposto, foram obtidos limites de detecção 

na ordem de 1,0 ppb para os metais Pb2+ e Zn2+. Já Carvalhal et al., combinaram 

eletrodos impressos de ouro com tiras de papel cromatográfico para a construção 

de dispositivos microfluídicos de separação à base de papel com detecção 

eletroquímica [52]. Os autores conseguiram separar os ácidos úrico e ascórbico e 

detectar, ao final da coluna de papel, as espécies nos eletrodos de ouro. Além 

dessas aplicações, a combinação de eletrodos impressos com papel também 

pode ser observada em outros trabalhos [41,42]. 

 As duas vertentes ilustradas acima ainda são ferramentas constantes na 

construção de ePADs. Basicamente, o cenário atual visa à modificação 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 

microfluídica digital no papel [80]. Além disso, há uma busca constante por ePADs 

com menores limites de detecção e processos de construção envolvendo 

materiais mais simples. 

 

I.5   Motivação 

Fica claro através dos exemplos mostrados anteriormente que os 

dispositivos à base de papel são ferramentas únicas e muito promissoras. Em 

particular, os dispositivos com detecção eletroquímica apresentam um enorme 

potencial para inúmeras aplicações de tipo POC. Com essa linha em mãos, uma 

das motivações do nosso trabalho foi trazer novas contribuições para esse campo 

tão versátil e em constante ascensão. Sistemas de separação em papel, 

construção de ePADs em diferentes tipos de papéis, eletrodos simples e de baixo 

custo, códigos de informação e dispositivos 3D com fluxo lateral e vertical 

integrados são alguns dos tópicos que serão abordados nesse trabalho. 

 

I.6   Objetivos 
 

I.6.1 Geral 

 Este trabalho de pesquisa visa o desenvolvimento de dispositivos à base de 

papel com detecção eletroquímica para a determinação de espécies de interesse 

biológico, farmacológico e ambiental. 

 

I.6.2 Específicos 

 Construir e empregar canais microfluídicos à base de papel visando a separação 

de analitos e detecção eletroquímica. 

 Fabricar, caracterizar e utilizar dispositivos dobráveis e eletrodos de baixo custo 

para simplificar as medidas e diminuir os limites de detecção. 
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 Construir e aplicar um dispositivo 3D de baixo custo com um código de 

informação integrado. 

 Construir e caracterizar microeletrodos de pasta de carbono para serem 

acoplados com dispositivos à base de papel. 

 Utilizar os microeletrodos de pasta de carbono para fabricar um biossensor 3D 

para a detecção de metil paration. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                                                                                                 

22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Murilo Santhiago                                                                                                                             Tese de Doutorado                                          

23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

  

 

 

 

  

 
II. Parte experimental



                                                                                                                                                                                                                 

24 

 

 

 



Murilo Santhiago                                                                                                                             Tese de Doutorado                                          

25 

 

II.1   Parte experimental 
 

II.1.2   Reagentes e soluções  
Ácido ascórbico, L-cisteína, ftalocianina de cobalto, dopamina, ácido 

acético, acetato de sódio, 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-(hidróximetil)-1,3-propanodiol (TRIS), quitosana de alta massa molecular, 

1-etil-3-(3-dimetilaminopripil) carbodiimida (EDC), N-hidroxi succinimida (NHS), 

ácido p-aminofenilborônico, trealose e glicose ferrocianeto, ferricianeto de potássio 

e grafite (tamanho de partícula < 20 m) foram obtidos da Sigma-Aldrich, St. 

Louis, USA. Ácido cítrico, citrato de sódio e óleo mineral de alta massa molecular 

foram adquiridos da Fischer Scientific, NJ, EUA. N’N-dimetilformamida (DMF), 

dihidrogenofosfato de sódio (NaH2PO4), hidrogeno fosfato de sódio (Na2HPO4) e 

cloreto de potássio (KCl) foram obtidos da Synth, São Paulo, Brasil. Ácido 

fosfórico (H3PO4) e hidróxido de sódio (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 partícula de 0,3 µm da Fortel, São 

Paulo, Brasil foi empregada para o polimento dos eletrodos de grafite. As 

soluções-padrão foram preparadas diariamente por diluição apropriada das 

soluções estoque. As soluções foram preparadas usando água purificada em um 

sistema Milli-Q Millipore e os valores de pH das soluções tampão foram ajustados 

com um pHmetro Corning, modelo 350. 

 

II.1.3   Equipamentos e materiais 

A detecção voltamétrica e cronoamperométrica foi obtida empregando um 

potenciostato modelo PGSTAT-30 da Autolab Eco Chemie (Utrecht, Holanda) 

conectado à um computador utilizando um programa computacional GPES 4.9. 

Uma célula eletroquímica com capacidade para três eletrodos foi utilizada em 

alguns ensaios para a caracterização dos dispositivos. Eletrodos de referência 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 balança analítica 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 perfilomêtro óptico ZeScope foi utilizado 

para medir o tamanho e a distância entre os microeletrodos de pasta de carbono. 

Para a construção dos eletrodos de ouro foi utilizado um equipamento Sputtering 

DC, Balzers, modelo BA 510. Um sistema de gravação a laser da Epilog modelo 

1000, CO, EUA foi usado para o corte das transparências. 

 Bastões de grafite H com 150 m de raio da marca Pentel e lápis 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 construção do dispositivo. Resina epóxi da marca Araldite® foi 

utilizada para aderir os bastões de grafite ao capilar de vidro e isolar a área 

eletroativa. Capilares de vidro foram fabricados na oficina do Instituto de Química 

da UNICAMP. Fitas adesivas e de dupla-face foram adquiridas em uma livraria 

local de Campinas. Os papéis cromatográficos P81 e #1 foram adquiridos da 

Whatman. Papel de impressão convencional tamanho A4 foi adquirido em uma 

livraria local (Suzano Report 75 g m2, Limeira-SP). Folhas de transparência da 

Highland 901 (215 × 279 mm × 0.11 mm) da 3M, Austin, TX, USA foram 

empregadas para a fabricação das máscaras e dos microeletrodos de pasta de 

carbono. Perfuradores circulares de 4, 5, 6 e 8 mm de diâmetro da marca Kolplast 

Itupeva, SP, Brasil foram usados para abrir regiões circulares no papel. 

 

II.1.4 Fabricação dos dispositivos 

 O processo de fabricação apresenta algumas etapas que são comuns a 

todo os tipos de ePADs reportados aqui neste trabalho. Basicamente, a primeira 

etapa consiste no desenho do dispositivo empregando um software gráfico 
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CorelDRAW X5. Em seguida, o desenho é impresso no papel empregando uma 

impressora da XEROX que utiliza cera sólida ao invés das tintas convencionais. 

Foi efetuado um tratamento térmico no papel com o auxílio de uma chapa de 

aquecimento (110 oC por aproximadamente 60 segundos). Após o tratamento o 

papel foi removido e deixado esfriar a temperatura ambiente [21]. A etapa 

posterior consiste no acoplamento com o sistema de detecção eletroquímico. 

Como cada ePAD possui uma configuração única, mais detalhes sobre a 

fabricação serão abordados detalhadamente nos tópicos a seguir. 

 

II.1.5 Separação e detecção eletroquímica de ácido ascórbico e 

dopamina (ePADAD) 

 O procedimento de construção dos dispositivos microfluídicos de separação 

à base de papel com detecção eletroquímica pode ser dividido em duas etapas, i) 

construção dos canais e ii) formação 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 hidrofóbicas como linhas pretas para delimitar o caminho do eluente e da 

amostra. Os papéis cromatográficos #1 e P81 da Whatman foram cortados em 

folhas de tamanho A4 (210  297 mm) e os dispositivos foram impressos 

utilizando uma impressora da XEROX. Em seguida, foi efetuado um tratamento 

térmico no papel com o auxílio de uma chapa de aquecimento. Após o tratamento 

o papel foi removido e deixado esfriar à temperatura ambiente. A Fig. II.1(a) 

mostra um desenho esquemático do papel impresso com os canais hidrofóbicos.  

 A construção dos eletrodos foi efetuada pelo pesquisador Ângelo L. Gobbi 

no laboratório de microfabricação lotado no CNPEM. Para a construção dos 

eletrodos inicialmente foi construída uma máscara em cobre com delimitações 

para três eletrodos (Fig. II.1(b)).  
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resultando em um filme fino de ouro de aproximadamente 200 nm. Após a 

remoção da máscara pode ser observado à disposição dos eletrodos no 

dispositivo (Fig. II.1(d)). 

 

II.1.5.2 Medidas cromatográficas 

 Inicialmente, o dispositivo foi devidamente cortado com uma tesoura e 

encaixado em um conector (Fig. II.2(a)) construído no nosso laboratório utilizando 

cabos coaxiais,  capa DB9, peças em teflon e um conector N/Lock. Em seguida, a 

extremidade da coluna de papel mais afastada do detector foi colocada no 

reservatório do eluente para o início do experimento. Para as medidas 

cromatográficas foram utilizados como eluente soluções tampão ácido 

acético/acetato de sódio pH 5,0. Após 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 função do tempo por cronoamperometria. As amostras foram 

adicionadas com o auxílio de uma micropipeta na região da coluna entre os 

detectores e a entrada do eluente. Para que o eluente permaneça se deslocando 

pela coluna de papel no sentido do detector, cerca de quinze folhas de papel 

Whatman #1 de tamanho 1  1 cm foram colocados sobre a região de escape do 

eluente. A Fig. II.2(b) mostra um resumo das principais regiões de funcionamento 

do dispositivo. 
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II.1.6.4 Modificação dos dispositivos 

 Na região (ii) dos dispositivos (Fig. II.4), foi adicionado inicialmente 3 L de 

uma solução 20 mmol L-1 do mediador redox, o ácido 4-aminofenilborônico, 

preparada em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 pH 7,4. Em seguida, esperou-se 

secar por 40 minutos para a próxima etapa de modificação. Com o dispositivo 

seco, foi adicionado na mesma região 2,5 L da enzima glicose oxidase preparada 

em uma solução tampão 0,1 mol L-1 pH 7,4 + trealose 0,3 mol L-1. Antes das 

medidas eletroquímicas os dispositivos foram deixados secar sob temperatura 

ambiente por 60 minutos.  

 

II.1.6.5 Detecção eletroquímica 

 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 eletroquímicas, 40 L da 

amostra ou da solução padrão foi adicionada na região (i) do dispositivo que 

corresponde ao processo de filtração. Após 1 minuto, 15 L foram coletados na 

face oposta do dispositivo e transferidos para a região (ii) de análise. Após 3 

minutos de reação nessa microzona, 10 L dessa solução foram transferidos para 

a região (iii) do dispositivo. O eletrodo foi posicionado verticalmente, sem tocar o 

papel, sobre a microzona (iii) para efetuar as medidas eletroquímicas. Foi 

empregado um sistema de dois eletrodos, eletrodo de trabalho (WE) e referência 

(RE)/contra eletrodo (CE) (sistema combinado).    

 

II.1.6.6 Preparo da amostra e medidas 

 Para a análise empregando o ePADgli foram preparadas amostras de soro 

sanguíneo artificial conforme descrito por Liu et al. [81]. Utilizando a solução 

descrita acima, foram preparadas soluções de glicose nas concentrações de 0,1 e 

1,0 mmol L-1. As amostras foram analisadas por cronoamperometria aplicando 200 

mV vs. Ag no eletrodo de trabalho. 
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II.1.7 Dispositivo para determinação de p-nitrofenol (ePADQR) 
 
II.1.7.2 Fabricação dos eletrodos 
 O eletrodo de referência foi fabricado pelo processo de desenho onde um 

lápis foi usado para preencher a área que foi demarcada para o eletrodo de 

referência. Basicamente, 1,5 minutos foram suficientes para pintar a área 

demarcada e proporcionar um bom contato elétrico. A morfologia da superfície do 

papel antes e depois do procedimento de desenho foi verificada com um 

microscópio eletrônico de varredura (MEV) JEOL JSM-5610LV. 

 O eletrodo de trabalho foi preparado da mesma forma descrita 

anteriormente, ver tópico II.1.6.1. 

 

II.1.7.3 Construção dos dispositivos 

 Para a determinação de p-nitrofenol foram inseridos no papel um código de 

informação bidimensional (código QR) para facilitar a interpretação por leigos 

nesse tipo de análise. Inicialmente uma folha inteira de papel convencional de 

impressão de tamanho A4 (210  297 mm) foi impressa com uma cor selecionada 

e tratada termicamente. Basicamente, qualquer cor que proporcione um bom 

contraste com os símbolos do código pode ser usada. Nós selecionamos o 

contraste verde e preto para fabricar os nossos dispositivos. A Fig. II.6 ilustra o 

esquema de preparo e montagem dos dispositivos, iniciando-se pela folha 

impressa na cor verde (Fig. II.6(a).  

 Os códigos QR foram construídos usando um software gratuito e livre 

disponível em http://www.qrstuff.com. A informação a ser decodificada foi digitada 

no espaço previsto para a construção do código e, após a geração do código pelo 

software, o mesmo foi copiado e posicionado em uma das faces do desenho do 

dispositivo. O código QR (25  25 mm) e as linhas de delimitação foram impressas 

no dispositivo usando a impressora descrita no tópico II.1.4 (Fig. II.6(b). Depois 

disso, a face do dispositivo contendo a delimitação para os eletrodos de 

referência+contra eletrodo (face 33  29 mm) foi tratada termicamente. Atenção: A 

face do código QR não pode tocar a chapa de aquecimento, caso contrário, as 
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informações sobre onde perfurar e dobrar o dispositivo. A Fig. 6(e) ilustra o 

dispositivo perfurado e dobrado juntamente com uma região retangular pontilhada 

no qual deverá ser colado o sistema de filtração. O sistema consiste de um 

pedaço de papel cromatográfico Whatman #1 contendo uma região hidrofóbica 

(quadrado em preto de 1515 mm) e um círculo hidrofílico (círculo em branco d = 

5 mm) que foi colado na face posterior do código QR utilizando uma fita adesiva 

convencional, a qual foi previamente perfurada (d = 5 mm). O eletrodo de trabalho, 

grafite de lapiseira descrito no tópico II.1.6.1 foi anexado no dispositivo usando fita 

dupla face, conforme ilustrado na Fig. II.6(f). A Fig. II.6(g) mostra uma foto do 

dispositivo pronto para análise. 

 

II.1.7.4 Medidas eletroquímicas 

 Para as medidas eletroquímicas, o eletrodo de grafite de lapiseira foi 

posicionado na horizontal e integrado com pedaço 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 eletroquímicas foram conduzidas empregando 

um sistema de dois eletrodos, grafite de lápis como referência (RE) / contra-

eletrodo (CE) e grafite de lapiseira como eletrodo de trabalho (WE). Os 

voltamogramas de pulso diferencial foram realizados a 50 mV s-1 na faixa de 

potencial de 0,0 até 1,2 V versus pseudo referência de carbono. 

 

II.1.7.5 Preparo das amostras e medidas 

 Amostras de água da torneira a partir de três locais diferentes na cidade de 

Campinas-SP foram coletadas e utilizadas para a determinação de p-nitrofenol. As 

amostras foram fortificadas com 40 mol L-1 de pNP e analisadas conforme 

descrito no tópico acima. O resultado da análise da amostra foi interpretado 

utilizando um iPhone modelo 4S da Apple usando um leitor de código QR 

disponível gratuitamente. 
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de carbono não modificada foi preparada através de uma mistura de pó de grafite 

com óleo 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 

óleo mineral. As pastas de carbono modificadas e não modificadas foram 

mantidas em um frasco de vidro fechado e foram utilizadas quando necessário. A 

Fig. II.8(b) ilustra as etapas envolvidas no processo de construção do eletrodo 

RE/CE. A Fig. II.8(c) mostra o esquema de montagem dos eletrodos e uma 

fotografia com os conectores fazendo contato elétrico com as trilhas de prata. 

 

Figura II.8. Esquema do processo de construção do eletrodo de trabalho (a) e do 

RE/CE (b) empregando fita dupla face. (c) Montagem do WE + RE/CE para a 

construção ePAD. 
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II.1.8.4 Medidas eletroquímicas 

 Nas medidas eletroquímicas 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 manipulação do dispositivo, assim como ilustrado na fotografia da 

Fig. II.8(c). Para a caracterização analítica e eletroquímica do ePAD, tipicamente 

30 L de solução (mínimo de 20 L) podem ser usados com o dispositivo proposto 

sem que haja vazamento na parte superior. A molécula de cisteína foi utilizada 

como prova de conceito para a detecção de tióis nos testes de voltametria e 

cronoamperometria. A detecção amperométrica de cisteína foi realizada aplicando 

um potencial de 0,6 V vs. Ag durante 20 segundos. 

 

II.1.9 Biossensor para metil paration (ePADmp) 

 A determinação de metil paration foi baseada na inibição da enzima 

acetilcolinesterase pelo inseticida. Para isso, foram criados reservatórios nos 

dispositivos para acomodar a enzima e o substrato (acetiltiocolina). A Fig. II.9(i-v) 

ilustra as principais partes do dispositivo. Após a dobragem do dispositivo a face 

(i) foi modificada com 5 L de acetiltiocolina 100 mmol L-1 em água MilliQ e a face 

(iv) com 5 L de uma solução de enzima acetilcolinesterase (3830 U mL-1) 

preparada em uma solução tampão acetato 0,5 mol L-1 pH 4,0 com a seguinte 

composição: 0,1 % (m:v) de quitosana, 80 mmol L-1 de NHS e 50 mmol L-1 de 

EDC. Após as modificações o dispositivo foi seco por 20 min a temperatura 

ambiente e em seguida foi devidamente colado com o eletrodo de trabalho 

desenvolvido no tópico anterior (ver Fig. II.8(a)).  

 Para os ensaios de inibição, o canal microfluídico (Fig. II.9(a)iii) foi colocado 

em contato com a solução do inibidor por 20 minutos. O inibidor foi preparado em 

uma solução tampão TRIS 50 mmol L-1 pH 7,0 contendo 10 % de DMF. Após a 

inibição pelo metil paration, 100 L de solução tampão TRIS 0,5 mol L-1 pH 8,0 foi 

adicionado na face (i) do dispositivo. Após 3 min as medidas voltamétricas e 

cronoamperométricas foram conduzidas. Os voltamogramas foram obtidos a uma 
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III.2     Resultados e discussão 

 

III.2.1 Caracterização eletroquímica dos eletrodos de Au sobre 

papel 

 Eletrodos de ouro convencionais são extensivamente utilizados em química 

eletroanalítica para inúmeras aplicações. Esses eletrodos apresentam um 

comportamento eletroquímico característico, uma espécie de “impressão digital”, 

quando voltamogramas cíclicos são obtidos somente na presença do eletrólito de 

suporte [84]. Essa “impressão digital” pode ser definida, de maneira simplificada, 

como a formação do óxido de ouro no sentido anódico e a respectiva redução 

desse óxido formado no sentido catódico da varredura de potencial, Fig. III.2(a). 
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Figura III.2. Voltamogramas cíclicos em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 e  = 

50 mV s-1 para (a) Au convencional e (b) Au em papel. 

 

 Para verificar o comportamento eletroquímico dos eletrodos de ouro 

construídos sobre a plataforma de papel, foram obtidos voltamogramas cíclicos na 

faixa de potencial de -0,1 até 1,2 V em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 em pH 

7,0. Como pode ser observado na Fig. II.2(b), os eletrodos de ouro apresentaram 

um perfil similar ao dos eletrodos de ouro convencionais, com formação e redução 

do óxido de ouro. 

 A região de redução do óxido de ouro pode ser utilizada ainda para o 

cálculo da área eletroativa de eletrodos de ouro. Desta forma, a carga necessária 
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para a redução do óxido de ouro formado sobre a superfície de eletrodos de ouro 

foi considerada 390 ± 10 C cm-2 [84]. Empregando esse valor, foram calculadas 

as áreas eletroativas para todas as colunas de papel, Fig. III.3. 
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Figura III.3. Comparação entre as áreas eletroativas e geométricas dos eletrodos 

de trabalho para os canais de papel com largura de 1,0 a 5,0 mm. A área do 

retângulo de ouro na região hidrofílica foi utilizada como área geométrica. 

 

Após o estudo do comportamento eletroquímico dos eletrodos de ouro 

somente com o eletrólito de suporte, foram obtidos voltamogramas cíclicos 

utilizando como sonda redox o sistema Fe(CN)6
3-/4- em uma solução de KCl 0,1 

mol L-1. A Fig. III.4(a) ilustra o perfil voltamétrico da sonda redox em diferentes 

velocidades de varredura (10 – 100 mV s-1). 
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Figura III.4. (a) Voltamogramas cíclicos obtidos empregando a célula 

eletroquímica fabricada sobre o papel em diferentes velocidades de varredura (10 

– 100 mV s-1). (b) Gráfico de Ip vs. 1/2. Fe(CN)6
3-/4- 5 mmol L-1 em KCl 0,1 mol L-1. 

 

 A razão entre as correntes de pico dos processos anódico e catódico 

(Ipa/Ipc) foram obtidas como sendo aproximadamente 1,0. Além disso, a diferença 

entre os potenciais de pico de oxidação (Epa) e redução (Epc) foi de 83 mV para 

 = 10 mVs-1, valor próximo do esperado para um comportamento eletroquímico 

reversível (59,2 mV para n = 1) [85]. Plotando as correntes de pico dos 
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voltamogramas cíclicos em função da raiz quadrada da velocidade de varredura 

(1/2) foi obtido uma dependência linear entre os parâmetros (Fig. III.4(b)), 

confirmando que as espécies eletroativas chegam até a superfície do eletrodo por 

difusão. Utilizando os coeficientes angulares das retas contidas na Fig. III.4(b) foi 

possível calcular o coeficiente de difusão das espécies Fe(CN)6
3-/4- utilizadas 

(Tabela III.1). 

 

Tabela III.1. Comparação entre coeficientes de difusão do Fe(CN)6
3-/4- 

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

 Coeficientes de difusão / 10-6 cm2 s-1 

Sonda redox Au em papel Au convencional* Literatura [86] 

Fe(CN)6
3- 1,15  0,07 5,87  0,09 7,63 

Fe(CN)6
4- 1,23  0,05  6,34  0,04 6,50 

* Experimento conduzido em um sistema eletroquímico convencional: célula 
eletroquímica de 10 mL com capacidade para três eletrodos. Eletrodo de trabalho = Au 
de área eletroativa de 0,115 cm2, referência ECS e eletrodo auxiliar de Pt. 
Os valores contidos na Tabela são referentes à medidas feitas em KCl 0,1 mol L-1. 

 

 A Tabela III.1 mostra ainda uma comparação dos valores de coeficiente de 

difusão da sonda redox entre o eletrodo de ouro em papel e o eletrodo de ouro 

convencional, usando a mesma solução da sonda redox para ambos os testes. 

Como pode ser observado na Tabela, os valores de coeficiente de difusão 

empregando o Au em papel foram aproximadamente cinco vezes menores 

quando comparado com o sistema eletroquímico convencional. Essa diminuição 

pode estar relacionada com a presença das fibras de celulose próximas ao 

eletrodo de trabalho, dificultando o processo de difusão.  

 Além das caracterizações eletroquímicas com o eletrodo de trabalho, foram 

feitos testes também com o pseudoeletrodo de referência de ouro. Após 50 

voltamogramas cíclicos obtidos na mesma faixa de potencial da Fig. III.4(a) e  = 

50 mV s-1, nenhuma alteração significativa dos potenciais de oxidação e redução 

da sonda redox foram observados. Em seguida, avaliou-se o deslocamento do 

potencial formal Eo´ (Epa + Epc / 2) da sonda redox em comparação com 

eletrodos de referência já bem estabelecidos, Fig. III.5. 
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Figura III.5. Voltamogramas cíclicos do Fe(CN)6
3-/4- 5 mmol L-1 em KCl 0,1 mol L-1 

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

pontilhadas mostram a localização do Eo´ da sonda para cada referência. 

  

 Pode ser observado na Fig. III.5, através das linhas verticais pontilhadas, 

diferenças do Eo´ obtido para o Au de 203 e 244 mV em relação aos eletrodos de 

ECS e Ag/AgCl, respectivamente. A diferença entre o ECS e o Ag/AgCl foi de 37 

mV, valor próximo ao reportado (44 mV) [85], indicando que a montagem do 

experimento foi feita de maneira a minimizar efeitos de queda ôhmica.  

  

III.2.2 Influência do tipo de papel na separação de DA e AA 

 O papel Whatman #1 é um dos papéis cromatográficos mais utilizados para 

a construção de dispositivos de baixo custo, tanto para a detecção colorimétrica 

quanto para a detecção eletroquímica [18,23,29,48,49,52,87-89]. Inicialmente 

foram construídos dispositivos microfluídicos de separação empregando o papel 

#1 para verificar a separação das espécies de interesse nessa plataforma. A Fig. 
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III.6 mostra a resposta de corrente do dispositivo após injeções de uma solução 

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

 

Figura III.6. Injeções de 0,5 L de uma solução padrão contendo uma mistura DA 

e AA (1 mmol L-1 cada). Eluente: Tampão acetato 0,1 mol L-1 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 injeções dos padrões. Gráfico inserido: ilustração 

da coluna de papel com destaque para as regiões de adição da amostra. 

 

 Na tentativa de favorecer o processo de separação foram feitas injeções da 

mistura dos padrões em distâncias mais afastadas do detector (Fig. III.6), mas 

mesmo assim, não foi possível observar nenhuma melhora no resultado. Sendo 

assim, não foi possível observar a separação das bandas cromatográficas dos 

analitos utilizando o papel cromatográfico 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 

ácido ascórbico [91], foram construídos dispositivos utilizando um papel trocador 

catiônico para favorecer o processo de separação. A Fig. III.7 mostra um 

cromatograma obtido nesse tipo de papel após a injeção de uma mistura 

contendo AA e DA.  

500 1000 1500 2000
-25

0

25

50

75

100

DA

 

 

I 
/ 

n
A

Tempo / s

AA

 

Figura III.7. Cromatograma em papel trocador catiônico P81 da Whatman. 

Eluente: Tampão acetato 0,1 mol L-1 pH 5,0. Eapl. = 0,4 V vs. Au. Largura do 

canal de 2,0 mm. Injeção de 0,5 L de uma solução padrão (seta inserida) 

contendo uma mistura DA e AA 1 mmol L-1 cada. Injeção à 12 mm do WE. 

  

O cromatograma obtido com o dispositivo microfluídico, Fig. III.7, 

demonstra uma separação para AA e DA em nível de linha de base. Pode ser 

observado ainda que o ácido ascórbico apresenta um tempo de retenção menor 

do que a dopamina. A razão para isso está relacionado com o tipo de papel 

empregado na construção do dispositivo. O papel Whatman P81 é um papel 
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trocador catiônico forte de alta capacidade [92]. O grupo ácido fosfórico com 

contraíons de sódio é responsável pelo processo de troca iônica [93,94]. Assim, 

quando a forma protonada da dopamina está percorrendo o canal microfluídico  

um processo de troca iônica acontece no interior dos poros do papel. Esse 

processo retém substâncias com carga positiva devido à presença de grupos 

funcionais com carga negativa imobilizados no papel. 

 

III.2.3 Distância de aplicação da amostra 

O fator de retardamento (RF), razão entre as distâncias percorridas pelo 

analito e a fase móvel, não é uma constante cromatográfica que define o 

deslocamento de uma substância em quaisquer condições. Os valores de RF se 

alteram de acordo com as condições experimentais nas quais os experimentos 

são obtidos, inclusive com a posição onde a amostra é adicionada [95]. No 

entanto, no dispositivo microfluídico de separação a frente da fase móvel não é 

monitorada. O sistema de detecção eletroquímico foi fixo ao final da coluna de 

papel e, conhecendo a distância de aplicação das amostras e soluções padrão, o 

termo RF pode ser substituído pelo tempo de retenção (TR). 

Assim, um dos fatores importantes está relacionado com a distância de 

aplicação da amostra em relação ao sistema de detecção eletroquímico. Para 

verificar o efeito da distância na separação dos compostos foi obtido um 

cromatograma onde as soluções padrão contendo uma mistura de AA e DA foram 

adicionadas em diferentes posições da coluna de papel (Fig. III.8). 

Na Fig. III.8, pode ser observado que o processo de separação é 

favorecido quando os padrões são adicionados em posições mais distantes do 

sistema de detecção.  
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Figura III.8. Injeções de 0,5 L de uma solução padrão contendo uma mistura DA 

e AA (1 mmol L-1 cada). Eluente: Tampão acetato 0,1 mol L-1 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 injeções dos padrões. Distâncias em relação 

ao eletrodo de trabalho de cada injeção: (a) 3 mm, (b) 7 mm, (c) 12 mm, (d) 17 

mm e (e) 22 mm. 

 

Para avaliar a separação dos dois compostos foram calculados os valores 

de resolução (RS), definido como a distância (dR) que separa os pontos máximos 

dos picos e a média das larguras de suas respectivas bases, wb, [96]: 

 

Rs = 2(dR DA – dR AA) / (wb DA + wb AA)                                                             Eq. III.1 

 

A resolução dos picos aumentou de 0,6 até 1,3, indicando que a 

separação dos picos é fortemente influenciada pela distância de aplicação das 

soluções padrão. Pode ser verificado também na Fig III.8 uma separação em nível 

de linha de base para uma distância de 12 mm em relação ao sistema de 
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detecção eletroquímico. Para distâncias maiores que 12 mm a resolução 

aumenta, mas por outro lado, o tempo necessário para efetuar a separação torna-

se cada vez maior. Buscando uma separação em nível de linha de base no menor 

tempo análise foi selecionada a distância de 12 mm para injeção dos padrões. 

 

III.2.4 Volume de amostra 

 O volume de amostra é um parâmetro que também deve ser 

cuidadosamente avaliado em separações cromatográficas [95,96]. A quantidade 

de amostra a ser adicionada depende da sensibilidade do método de detecção, e 

de maneira geral empregam-se quantidades na ordem de microgramas a 

miligramas [96]. Para avaliar a influência desse parâmetro foram adicionados 

volumes de 0,25 até 2,5 L de uma solução padrão contendo uma mistura de AA 

e DA (Fig. III.9). 
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Figura III.9. Cromatogramas em papel trocador catiônico P81 da Whatman. 

Condições: Tampão acetato 0,1 mol L-1 pH 5,0, Eapl. = 0,4 V vs. Au, largura do 

canal 2,0 mm. Injeções (seta inserida) de (a) 0,25, (b) 0,5, (c) 1,0, (d) 1,5, (e) 2,0 e 

(f) 2,5 L de uma solução padrão contendo a mistura de DA e AA 1 mmol L-1. 
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Como pode ser observado na Fig. III.9, o aumento do volume adicionado 

na coluna de papel prejudica o processo de separação da DA e do AA. Assim, 

buscando por um compromisso entre o maior sinal analítico e uma separação em 

nível de linha de base, o volume de amostra de 0,5 L foi selecionado. 

 

III.2.5 Influência da largura dos canais 

 A largura do canal é um parâmetro que influencia diretamente na detecção 

dos compostos de interesse. Conforme demonstrado na Fig. III.3, a medida que a 

largura do canal aumenta a área dos eletrodos de trabalho também aumenta. 

Visando investigar a influência da largura do canal na detecção dos compostos, 

as respostas analíticas foram normalizadas em função da área eletroativa do 

eletrodo de trabalho em cada canal (Fig. III.10). 
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Figura III.10. Respostas analíticas normalizadas em função da área eletroativa. 

Estudo realizado em papel trocador catiônico P81 da Whatman, eluente tampão 

acetato 0,1 mol L-1 pH 5,0 e Eapl. = 0,4 V vs. Au. Injeção de 0,5 L de uma 

solução padrão contendo a mistura de DA e AA 1 mmol L-1 à 12 mm do eletrodo 

de trabalho. 
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 Como pode ser observado na Fig. III.10, a resposta analítica normalizada 

aumenta até uma largura de canal de 2 mm e então decresce para canais mais 

largos. Esse decréscimo do sinal pode estar relacionado com a distribuição da 

amostra de 0,5 L adicionada no canal. Canais mais largos que 2 mm podem 

estar concentrando a amostra na região central do canal, fazendo com que o 

eletrodo de ouro na proximidades das parede de cera contribua somente com o 

aumento da corrente capacitiva. 

 

III.2.6 Curva analítica 

 A curva analítica foi construída utilizando as condições experimentais que 

apresentaram a maior resposta (área do pico) e com separação de AA e DA em 

nível de linha de base. A Fig. III.11 mostra os cromatogramas obtidos após 

adições sucessivas de AA e DA preparadas em solução tampão acetato 0,1 mol L-

1 pH 5,0. 
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Figura III.11. Cromatogramas em papel trocador catiônico P81 da Whatman. 

Condições: Solução tampão acetato 0,1 mol L-1 pH 5,0, Eapl. = 0,4 V vs. Au, 

largura do canal 2,0 mm. 0,5 L das soluções padrão contendo a mistura de DA e 

AA 0,075 até 4,0  mmol L-1 adicionadas à 12 mm do eletrodo de trabalho. 
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Como pode ser observado na Fig. III.11, os cromatogramas obtidos para 

concentrações de AA e DA até 2,0 mmol L-1 apresentaram uma separação em 

nível de linha de base. Assim, as áreas dos picos foram plotadas em função da 

concentração dos analitos estudados (Fig. III. 12).  
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Figura III.12. Curva analítica para dopamina e ácido ascórbico. 

 

 Na Figura III.12, pode ser observado uma faixa linear de resposta de 0,075 

até 2,0 mmol L-1 para ambos os analitos. Cada faixa linear pode ser expressa com 

as seguintes equações: 

  

Área (C) = -0,06(0,03) + 2,9(0,1) [AA mmol L-1]                                      Eq. III.2 

 

Área (C) = -0,15(0,07) + 9,3(0,4) [DA mmol L-1]                                      Eq. III.3 

 

com coeficiente de correlação de 0,994 e 0,995 para ácido ascórbico e dopamina, 

respectivamente. Os limites de detecção e quantificação para o ácido ascórbico 
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foram de 0,031 e 0,10 mmol L-1. Já para a dopamina, os limites de detecção e 

quantificação foram de 0,022 e 0,075 mmol L-1. Os limites de detecção e 

quantificação foram calculados seguindo as recomendações da IUPAC, 3sb 

/coeficiente angular e 10sb/coeficiente angular. 

  

III.2.7 Testes de estabilidade 

 Além dos ótimos resultados referentes à separação e detecção 

eletroquímica da dopamina e do ácido ascórbico, os resultados referentes aos 

ensaios de estabilidade também surpreenderam. Enquanto que os protótipos 

encontrados na literatura permitem que o dispositivo seja utilizado uma única vez 

[48,49], com o protótipo proposto foi possível realizar 83 separações com um 

único dispositivo. Esse é um ponto interessante visto que eletrodos de ouro são 

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 número de separações possíveis com 

cada dispositivo. Aproximadamente vinte separações a cada dia por até quatro 

dias seguidos podem ser conduzidas. O ponto chave que possibilita inúmeras 

separações em um único dispositivo está relacionado com a maneira com que o 

canal foi construído. Os dispositivos publicados normalmente realizam medidas 

eletroquímicas em regiões 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 região de escape ao final da coluna de papel que permite 

que os analitos previamente detectados sejam direcionados para essa região, não 

atrapalhando as análises posteriores. Dessa forma, essa região de escape (Fig. 

II.2(b)) funciona como um reservatório de descarte para o eluente e amostras, de 

maneira similar aos equipamentos de HPLC. 

 

III.3 Conclusões parciais e motivação para a próxima etapa 

 Neste tópico foi desenvolvido um dispositivo de microfluídico à base de 

papel com um sistema de detecção eletroquímico baseado em eletrodos de ouro. 

O processo de fabricação dos dispositivos é muito simples e pode ser dividido em 
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apenas dois passos: 1) construção das paredes hidrofóbicas e 2) fabricação dos 

eletrodos de ouro.  

 Os canais hidrofílicos criados no papel funcionaram como uma plataforma 

de separação de baixo custo. O comprimento desses canais, bem como nos 

métodos cromatográficos convencionais, teve um efeito importante na separação 

dos analitos. Uma separação em nível de linha de base de ácido ascórbico e 

dopamina pode ser conseguida através da injeção da amostra em 12,0 mm do 

eletrodo de trabalho de ouro. Os canais de separação também podem ser 

utilizados para a filtração da amostra, caso seja necessário.  

 Assim, a combinação de canais de separação à base de papel com  

detecção eletroquímica é uma ferramenta promissora para a tecnologia de lab-on-

a-paper. Por outro lado, não foi possível atingir os limites de detecção para a 

determinação de dopamina em fluídos biológicos (~ 1,0 mol L-1). O tempo de 

análise de 15 minutos é outro fator que precisa ser melhorado. Com isso, a nossa 

motivação foi buscar por processos de construção mais simples e de baixo custo, 

onde os dispositivos resultantes apresentem menores tempos de análise e limites 

de detecção mais apreciáveis. 
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           IV. Biossensor para detecção de glicose (ePADgli)
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IV.2   Resultados e discussão 

 

IV.2.1 Layout e funcionamento do dispositivo 

 Após a construção dos eletrodos de prata e da hidrofobização de uma das 

microzonas circulares, o ePADgli foi devidamente cortado assim como ilustrado na 

Fig. IV.2. Como pode ser observado na Fig. IV.2, o dispositivo apresenta três 

regiões principais de operação. A região (i) funciona como uma microzona de 

filtração para minimizar o efeito de possíveis interferentes. O processo de filtração 

é rápido e após 1 minuto já é possível coletar uma quantidade suficiente de 

amostra para a análise. Após este processo, a amostra passa por uma segunda 

microzona (ii) onde estão imobilizados a enzima glicose oxidase (GO) e o ácido 4-

aminofenil borônico (4-APBA). Nesta etapa, o peróxido de hidrogênio formado 

como produto da reação enzimática reage com o 4-APBA (mediador redox) 

formando o 4-aminofenol. Após a formação do 4-aminofenol, a amostra é então 

transferida para a microzona de detecção (iii). Na última etapa, o 4-aminofenol é 

correlacionado com a concentração de glicose empregando a detecção 

eletroquímica (voltametria cíclica 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 construção de 

eletrodos em microdispositivos analíticos à base de papel [4851]. Normalmente, 

eletrodos de carbono são estabelecidos no papel empregando a tecnologia de 

“screen-printing”. Em muitos casos, é necessário que o contato elétrico do eletrodo 

com o potenciostato ou com o leitor de corrente seja feito com o auxílio de outro 

material condutor, como por exemplo a prata [48,51,99,100]. Possivelmente, uma 

das razões para a incorporação 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 são necessárias.  

 Buscando uma alternativa mais simples para acoplar eletrodos de carbono 

com dispositivos a base de papel está sendo proposto aqui neste tópico a 

utilização de grafite de lapiseira como eletrodo de trabalho. O grafite de lapiseira 

possui ótimas características para ser acoplado com ePADs, como: baixo custo, 

disponível em diversos tamanhos (raio entre 150 e 350 µm), condutor de corrente 

elétrica e disponibilidade de compra no mundo todo em livrarias e/ou papelarias.  

 Os grafites comerciais para lapiseira apresentam uma rigidez intermediária 

que fica entre o grafite pirolítico ou eletrodos de pasta de carbono e o carbono 

vítreo [101]. Uma das maneiras de avaliar os diferentes tipos de grafite é 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 diferença desses tipos é 

influenciada basicamente pela quantidade de polímero utilizado na sua fabricação 

[102]. 

 Tavares e Barbeira estudaram o comportamento eletroquímico de inúmeras 

marcas e diferentes tipos de grafite [101]. Os autores avaliaram parâmetros como 

Ep, repetibilidade das medidas, sensibilidade, razão das correntes de pico em 

módulo (|Ipa / Ipc|) e verificaram que grafites mais duros são mais recomendados 

para serem utilizados como materiais eletródicos [101]. Assim, buscando por 

grafites acessíveis comercialmente, com superfície reprodutível e parâmetros 
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eletroquímicos apropriados o grafite H da Pentel com raio de 150 m foi 

selecionado como eletrodo de trabalho. Além disso, outro fator importante que 

contribuiu para a escolha dessa marca de grafite foi a localização da empresa. A 

Pentel conta com distribuidores em pontos estratégicos pelo mundo, incluindo: 

Brasil, México, África do Sul, Tailândia, Canadá. Estados Unidos, Austrália, China, 

Japão e etc [103]. Este fator localização poderá facilitar o emprego de dispositivos 

de baixo custo com detecção eletroquímica em praticamente todas as localidades, 

inclusive em países emergentes. 

 

IV.2.3 Caracterização eletroquímica: sistema convencional 

 Eletrodos de carbono são extensivamente empregados em química 

eletroanalítica para inúmeras aplicações. Uma das maneiras de realizar a 

caracterização eletroquímica de eletrodos de carbono é empregando uma sonda 

redox com um comportamento eletroquímico bem estabelecido [104]. Inicialmente 

foram obtidos voltamogramas cíclicos empregando a sonda redox Fe(CN)6
4-/3- para 

avaliação dos eletrodos de trabalho. 

 Como pode ser observado na Figura IV.3, o par redox da sonda apresenta 

um comportamento bem definido e sem ruído. A razão em módulo entre as 

correntes de pico foi de 1,01 sugerindo um processo eletroquímico reversível. Já a 

separação de picos (Ep) foi de 83 mV. Este valor é um pouco maior do que o 

esperado para um processo eletroquímico reversível envolvendo 1 elétron (Ep ~ 

60 mV) mas é inferior quando comparado com alguns eletrodos impressos de 

carbono disponíveis comercialmente [105]. Além disso, quando cinco eletrodos 

foram preparados da mesma maneira e testados em uma solução contendo 1 

mmol L-1 de Fe(CN)6
4-/3- e KCl 0,1 mol L-1 o coeficiente de variação (C.V.), 

avaliando a corrente de pico anódica, foi menor que 5 %. 
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Figura IV.3. Voltamograma cíclico obtido em sistema eletroquímico convencional 

com três eletrodos. Eletrodo de trabalho = grafite H, eletrodo de referência = 

Ag/AgCl e auxiliar = platina. Condições: Fe(CN)6
4-/3- 1 mmol L-1 + KCl 0,1 mol L-1 e 

 = 30 mV s-1. 

 
  A sonda redox Fe(CN)6

4-/3- foi empregada também para calcular a área 

eletroativa dos eletrodos de grafite conforme relatado na literatura [107]. Para isso, 

inicialmente foram obtidos voltamogramas cíclicos em diferentes velocidades de 

varredura (30 – 110 mV s-1) e em seguida as correntes de pico obtidas foram 

plotadas em função da raiz quadrada da velocidade de varredura (Figura IV.4).  
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Figura IV.4. Gráfico de corrente de pico (Ip) versus raiz quadrada da velocidade 

de varredura (1/2). Condições: Fe(CN)6
4-/3- 1 mmol L-1 + KCl 0,1 mol L-1 e  = 30 – 

110 mV s-1. Sistema convencional de três eletrodos. 

 

 As correntes de pico apresentaram um comportamento linear em função da 

raiz quadrada da velocidade de varredura indicando que as espécies eletroativas 

chegam até a superfície do eletrodo de grafite por difusão. O mesmo gráfico pode 

ser usado também para o cálculo da área eletroativa empregando a equação de 

Randles-Sevcik [85]: 

 

2/1*2/12/351069,2 CDAnIp 




                                                              Eq. IV.1 

 

onde Ip é a corrente de pico (A), n é o número de elétrons envolvidos, A é área do 

eletrodo (cm2), D é o coeficiente de difusão (cm2 s-1), C é a concentração das 

espécies eletroativas no seio da solução (mol cm-3) e  é a velocidade de 

varredura (V s-1). Utilizando o coeficiente angular do processo anódico na Fig. IV.4 
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e substituindo os demais parâmetros na Eq. IV.1 foi possível determinar a área 

eletroativa dos eletrodos de grafite como sendo 0,19 ± 0,02 mm2 (n = 3). 

 

IV.2.4 Caracterização eletroquímica do ePADgli 

 Dispositivos analíticos à base de papel com detecção eletroquímica 

empregam sistemas com três eletrodos para a determinação de espécies 

eletroativas [48,49,89,100,108,109]. Por outro lado, quando o diâmetro dos 

eletrodos de trabalho atinge alguns micrômetros existe a possibilidade de efetuar 

experimentos eletroquímicos com somente dois eletrodos, sem que haja uma 

diminuição da corrente [85]. Baseado nesta informação, uma das motivações do 

nosso trabalho foi desenvolver um sistema eletroquímico de análise 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 referência e 

auxiliar. Inicialmente, buscando a maior resposta eletroquímica empregando um 

sistema de dois eletrodos, foram conduzidos experimentos utilizando o ePADgli 

com diferentes diâmetros da região circular do eletrodo de referência (Fig. IV.5). 
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Figura IV.5. Gráfico de Ipa versus diâmetro do eletrodo de referência (RE). 

Condições: Fe(CN)6
4-/3- 1 mmol L-1 + KCl 0,1 mol L-1 e  = 30 mV s-1. 
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 Como pode ser visualizado na Figura IV.5, a Ipa atinge um máximo de 

resposta para o eletrodo de referência com diâmetro de 4 mm e permanece 

constante para diâmetros superiores. Assim, o diâmetro de 4 mm foi selecionado 

para a fabricação do eletrodo de referência no papel. Em seguida, o desempenho 

do ePADgli com o eletrodo de referência de 4 mm foi comparado com sistemas 

eletroquímicos convencionais utilizando dois e três eletrodos (Figura IV.6). 
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Figura IV.6. Voltamogramas cíclicos obtidos em Fe(CN)6
4-/3- 1 mmol L-1 + KCl 0,1 

mol L-1 e  = 30 mV s-1.(   ) Sistema eletroquímico usando três eletrodos. Sistema 

eletroquímico empregando dois eletrodos: (   ) Ag/AgCl e grafite e (   ) ePADgli com 

tinta de prata (d = 4 mm) e grafite. 

 
 Como pode ser observado na Figura IV.6, não há diferença nas correntes 

de pico anódica e catódica quando a resposta do ePADgli é comparada com as 

medidas realizadas nos sistemas eletroquímicos com dois ou três eletrodos. 

Assim, de maneira geral, o ePADgli com detecção eletroquímica é um dispositivo 

muito promissor no desenvolvimento de sensores simples, práticos e de baixo 

custo. Pode ser observado ainda na mesma Figura um deslocamento anódico de 
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40 mV do potencial formal E0´ (Epa + Epc / 2) em relação ao eletrodo de referência 

convencional.  

 O efeito da velocidade de varredura na resposta do ePADgli também foi 

verificado utilizando voltametria cíclica e a sonda redox Fe(CN)6
4-/3-. As correntes 

de pico foram plotadas em função da raiz quadrada da velocidade de varredura, 

assim como ilustrado na Fig. IV.7. 
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Figura IV.7. Gráfico de corrente de pico (Ip) versus raiz quadrada da velocidade 

de varredura (1/2). Condições: Fe(CN)6
4-/3- 1 mmol L-1 + KCl 0,1 mol L-1 e  = 30 – 

110 mV s-1. Sistema de dois eletrodos (ePADgli com detecção eletroquímica). 

 

 Na Fig. IV.7 pode ser observado que para ambos os processos, anódico e 

catódico, foi observado um comportamento linear da corrente de pico em função 

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 difusão. 

Utilizando a equação de Randles-Sevcik (Eq. IV.1) e os coeficientes angulares das 

retas ilustradas na Figura IV.7 foi calculado o coeficiente de difusão da sonda 

redox (Tabela IV.1). 
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Tabela IV.1. Comparação entre coeficientes de difusão do Fe(CN)6
3-/4- e 

coeficiente de difusão do Ferroceno-COOH. 

  Coeficientes de difusão / 10-6 cm2 s-1 

Referências Sonda redox ePAD Literatura 

Este trabalho Fe(CN)6
3- 7,33 ± 0,46a 7,63 [110] 

Este trabalho Fe(CN)6
4- 7,61± 0,28a 6,50 [110] 

Nie et al. [49] Ferroceno-COOH 4,3b 5,7 [111] 

a  Experimentos conduzidos usando 1 mmol L-1 da sonda redox em KCl 0,1 mol L-1. 
b Experimentos conduzidos em 2 mmol L-1 da sonda redox (ácido ferrocenomonocarboxílico) em 

KCl 0,5 mol L-1. 

 Como pode ser observado na Tabela IV.1 os valores dos coeficientes de 

difusão obtidos pelo ePADgli proposto aqui são bem próximos dos valores 

encontrados na literatura. Empregando uma sonda redox diferente, Nie et al. 

também obtiveram um valor de coeficiente de difusão próximo do valor reportado 

na literatura [49]. Por outro lado, os mesmos autores relataram que o contato do 

eletrodo de carbono impresso com o papel cromatográfico resulta em uma 

diminuição de 30 % da resposta quando comparado com um sistema 

convencional. Nie et al. atribuíram essa diminuição sugerindo que 30 – 40 % do 

volume que deveria estar ocupado pela solução está sendo preenchido pelas 

fibras do papel [49]. Assim, o contato dos eletrodos com as fibras do papel 

ocasiona uma diminuição considerável na resposta do dispositivo. No entanto, no 

ePADgli proposto neste trabalho não há contato papel-eletrodo e, portanto, há uma 

ótima perspectiva na obtenção de menores limites de detecção. Essa perspectiva 

é fortalecida a partir do momento em que não há perda de resposta do eletrodo de 

grafite usando sistemas eletroquímicos com dois ou três eletrodos (Fig. IV.6 e 

comparação entre as Figs. IV.4 e IV.7). Assim, os tópicos a seguir serão 

destinados para discutir o efeito da concentração dos reagentes e das condições 

experimentais visando a maior resposta do ePADgli. 
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IV.2.5 Efeito da concentração da enzima glicose oxidase 

 O emprego de enzimas em sistemas analíticos visa principalmente o 

desenvolvimento de sistemas mais seletivos e com menores limites de detecção. 

Como prova de teste do funcionamento deste ePAD foi escolhida a enzima glicose 

oxidase devido a sua ampla utilização na construção de biossensores 

eletroquímicos, inclusive para a detecção de glicose em dispositivos do tipo POC 

[112]. A enzima glicose oxidase catalisa, na presença de oxigênio, a oxidação da 

glicose formando ácido glicônico e peróxido de hidrogênio [112]: 

 

   Glicose  +  O2      oxidaseGlicose   ácido glicônico  +  H2O2                 Eq. IV.2 

 

 Inicialmente foi avaliada a concentração da enzima glicose oxidase na 

resposta do ePADgli. A Fig. IV.8 mostra os gráficos de corrente de pico anódica 

obtidos a partir de voltamogramas cíclicos em função da concentração (U mL-1) da 

enzima.  
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Figura IV.8. Gráfico da resposta do ePADgli (Ipa) em função da concentração da 

enzima GO. Condições: [4-APBA] = 4 mmol L-1, tempo de reação = 3 min, [glicose] 

= 1 mmol L-1,  = 30 mV s-1 e PBS 0,1 mol L-1 pH 7,4. 
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 Assim como pode ser observado na Figura IV.8, a resposta do ePADgli 

atinge um valor máximo empregando 65 U mL-1 da concentração da enzima GO e 

permanece praticamente constante para valores de concentração mais altos. Esse 

perfil de curva que tende a uma saturação é típico para sistemas enzimáticos 

[113,114]. Assim, visando o maior sinal analítico combinado com uma economia 

de reagentes, a concentração de 65 U mL-1 foi selecionada. 

 

IV.2.6 Concentração do mediador redox 

 Compostos contendo átomos de boro já têm sido amplamente estudados, 

principalmente na síntese de novos compostos orgânicos. Uma parte desses 

estudos envolve reações de oxidação com derivados do ácido borônico utilizando 

peróxido de hidrogênio. A oxidação em meio básico do ácido fenilborônico com 

peróxido de hidrogênio, por exemplo, resulta na formação de fenol e íons tetra-

hidróxiborato [115]. De maneira similar, o 4-APBA é um mediador redox que reage 

com peróxido de hidrogênio liberado como produto da reação enzimática (Eq. 

IV.2) formando o 4-aminofenol que pode ser detectado na superfície do eletrodo 

[116]. A Fig. IV.9 mostra as reações envolvidas entre o peróxido de hidrogênio e 

mediador e a reação de oxidação do 4-aminofenol.  

 

Figura IV.9. Reação entre o peróxido de hidrogênio e o mediador redox (a) e 

reação de oxidação do 4-aminofenol (4-AF) (b). 
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 A Fig. IV.10(a) ilustra o voltamograma cíclico obtido empregando o ePADgli 

na presença e ausência de glicose. Conforme esperado, na ausência de glicose 

não foi observado nenhum processo redox. Já na presença de glicose o 

voltamograma cíclico apresenta dois picos na faixa de potencial estudado, onde os 

mesmos podem ser atribuídos a oxidação do 4-aminofenol na varredura direta e 

redução do produto de oxidação (p-benzoquinona-imina) na varredura reversa.  

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

-50

0

50

100

150

I 
/ 
n

A

E / V vs. Ag

(a)

 
1 2 3 4 5 6

30

60

90

120

150

180

(b)

Ip
a
 /
 n

A

[4-APBA] / mmol L
-1

 

Figura IV.10. (a) Voltamograma cíclico obtido em PBS 0,1 mol L-1 pH 7,4, [4-

APBA] = 4 mmol L-1, [GO] = 65 U mL-1, tempo de reação = 3 min e  = 30 mV s-1 

na ausência (   ) e na presença (   ) de glicose 1 mmol L-1. (b) Influência da 

concentração do mediador na resposta do dispositivo. As condições experimentais 

são as mesmas da Figura (a) com exceção para a concentração do mediador que 

foi variada entre 1 – 6 mmol L-1. 

 

 A Fig. IV.10(b) mostra a dependência da corrente de pico anódica em 

função da concentração do mediador redox. A corrente de pico atinge um máximo 

para 4 mmol L-1 de 4-APBA e decresce para concentrações superiores (Fig. 

III.10(b)). Essa diminuição de resposta pode estar associada ao excesso de 

mediador presente nas fibras do papel, dificultando o acesso do substrato ao sítio 

ativo da enzima.  
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IV.2.7 Tempo de reação 

 Como demonstrado nos tópicos IV.2.5 e 2.6, a resposta do ePADgli com 

detecção eletroquímica depende de uma série de reações, que incluem a 

formação de peróxido de hidrogênio e reação desta espécie com o mediador 

redox para formar o produto eletroativo (4-aminofenol). Com o intuito de buscar o 

maior sinal analítico do dispositivo, o tempo necessário para que essas reações 

aconteçam foi avaliado monitorando a corrente de pico anódica dos 

voltamogramas cíclicos (Fig. IV.11). 
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Figura IV.11. Gráfico de corrente de pico anódica em função do tempo da reação. 

Condições: PBS 0,1 mol L-1 pH 7,4, [4-APBA] = 4 mmol L-1, [GO] = 65 U mL-1, 

glicose = 1 mmol L-1 e  = 30 mV s-1. 

 Assim como pode ser observado na Fig. IV.11, a corrente de pico anódica 

aumenta até 3 minutos de reação e então o sinal permanece constante. Dessa 

forma, o tempo de reação de 3 minutos foi selecionado tendo em vista uma 

análise rápida. 
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IV.2.8 Influência do pH 

 Enzimas possuem um pH ótimo ou uma faixa de pH onde a sua atividade 

catalítica é máxima; para os demais valores de pH a atividade da enzima diminui 

[14]. A razão para esse comportamento está relacionado com a protonação ou 

desprotonação de grupos funcionais de moléculas que exercem uma função 

importante no sítio ativo da enzima [14]. Para investigar esse efeito foram 

conduzidos voltamogramas cíclicos empregando o ePADgli. A Fig. IV.12 ilustra os 

valores de corrente de pico anódica em função do pH. 
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Figura IV.12. Influência do pH na resposta do ePADgli. Condições: [4-APBA] = 4 

mmol L-1, tempo de reação = 3 minutos, [GO] = 65 U mL-1, glicose = 1 mmol L-1 e  

= 30 mV s-1. 

 

 A Fig. IV.12 mostra que a resposta do ePADgli aumenta até pH 7,4 e então 

permanece praticamente constante para os demais valores de pH (8,0 e 8,5). Um 

ponto interessante a ser mencionado aqui é que o pH de maior resposta obtido 

difere bastante do pH ótimo da enzima glicose oxidase, cuja atividade catalítica 

máxima é em torno de pH 5,5 [117,118]. Por outro lado, a resposta do dispositivo 

não depende somente da atividade da enzima. Para que seja obtida a resposta 
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em potenciais menos positivos o peróxido de hidrogênio deve reagir com o 

mediador redox, e essa reação é favorecida com o aumento do pH, conforme 

demonstrado na Fig. IV.9(a). No entanto, a resposta do ePADgli não aumenta para 

valores de pH acima de 7,4 indicando, possivelmente, uma diminuição da 

atividade enzimática a medida que o pH se afasta do pH ótimo da enzima. Assim, 

a respeito do estudo de pH pode ser concluído que a maior resposta obtida pelo 

ePADgli é uma combinação de dois fatores, atividade enzimática e condição 

adequada para a reação entre o mediador e peróxido de hidrogênio. 

 

IV.2.9 Concentração do eletrólito de suporte 

 Eletrólitos de suporte são necessários em experimentos eletroquímicos 

para diminuir a resistência da solução, minimizar os efeitos da migração e manter 

uma força iônica constante [85,106]. Assim, para investigar a influência da 

concentração do eletrólito de suporte, inicialmente foram obtidos voltamogramas 

cíclicos e as correntes de pico anódica desses voltamogramas foram plotadas em 

função da concentração do eletrólito de suporte Fig. IV.13. 
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Figura IV.13. Gráfico de corrente de pico anódica em função da concentração do 

eletrólito de suporte. Eletrólito = PBS pH 7,4, [4-APBA] = 4 mmol L-1, tempo de 

reação = 3 minutos, [GO] = 65 U mL-1, glicose = 1 mmol L-1 e  = 30 mV s-1.  
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 Assim como pode ser visualizado na Fig. IV.13, a Ipa aumenta em função 

da concentração do eletrólito até 50 mmol L-1 e então permanece constante até 

300 mmol L-1. Outro aspecto interessante que chama a atenção na Fig. IV.13 é a 

resposta do dispositivo na ausência de eletrólito de suporte. O ePADgli apresenta 

aproximadamente 40 % da resposta quando comparado com a resposta do 

dispositivo em PBS 0,1 mol L-1. A Fig. IV.14 mostra a resposta do dispositivo na 

ausência e presença de 100 mmol L-1 de eletrólito de suporte.  
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Figura IV.14. Voltamogramas cíclicos obtidos na presença e ausência de eletrólito 

de suporte (PBS 0,1 mol L-1 pH 7,4). Condições: [4-APBA] = 4 mmol L-1, tempo de 

reação = 3 minutos, [GO] = 65 U mL-1, glicose = 1 mmol L-1 e  = 30 mV s-1. 

 
 O voltamograma em vermelho ilustrado na Fig. IV.14 mostra uma resposta 

bem definida e sem ruído obtida na ausência de eletrólito de suporte. Tal 

comportamento não é uma surpresa. Em alguns casos, microeletrodos são 

explorados em meios de baixa condutividade [119]. A baixa magnitude de corrente 

medida nesses eletrodos faz com que o efeito da queda ôhmica (IR) seja 

minimizado e com isso voltamogramas cíclicos bem definidos podem ser obtidos 
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nesses meios [119]. Por outro lado, o menor valor de Ep foi obtido empregando 

PBS 0,1 mol L-1 e, portanto, esta concentração de eletrólito foi mantida nos 

estudos subsequentes. 

 

IV.2.10 Efeito de potencial aplicado 

 Buscando uma aplicação amperométrica o efeito do potencial aplicado na 

resposta do dispositivo também foi avaliado. O potencial aplicado é um parâmetro 

muito importante no desenvolvimento de sensores amperométricos pois pode 

conferir seletividade ao sistema [48], minimizando a oxidação de possíveis 

espécies interferentes. A Figura IV.15 mostra o gráfico de corrente versus 

potencial aplicado empregando o ePADgli para a detecção de glicose. 
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Figura IV.15. Efeito do potencial aplicado na resposta de corrente do µPAD. 

Condições: PBS 0,1 mol L-1 pH 7,4, [4-APBA] = 4 mmol L-1, tempo de reação = 3 

minutos, [GO] = 65 U mL-1, glicose = 1 mmol L-1 e  = 30 mV s-1.  
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 Na Fig. IV.15 pode ser observado que a corrente obtida nos experimentos 

cronoamperométricos aumenta em função do potencial aplicado até 200 mV 

versus Ag. Após 250 mV a corrente apresentou um leve decréscimo. Assim, 

buscando por um compromisso entre menor potencial aplicado e maior sinal 

analítico o valor de 200 mV vs. Ag foi selecionado para a construção da curva 

analítica. 

 

IV.2.11 Curva analítica: cronoamperometria 

 Para a construção da curva analítica os parâmetros que apresentaram 

maior resposta foram selecionados. A Fig. IV.16 mostra os cronoamperogramas 

obtidos em diferentes concentrações de glicose. 
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Figura IV.16. Cronoamperogramas obtidos em diferentes concentrações de 

glicose (0,01 até 5 mmol L-1). Condições: PBS 0,1 mol L-1 pH 7,4, [4-APBA] = 4 

mmol L-1, tempo de reação = 3 minutos, [GO] = 65 U mL-1, e Eapl. = 200 mV vs. 

Ag. Gráfico inserido: Curva analítica.  
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No gráfico inserido na Fig. IV.16, pode ser observado uma faixa linear de 

resposta de 0,01 até 1,5 mmol L-1, podendo ser expressa com a seguinte 

equação: 

 

∆I(nA)= 4,0(±0,2) + 90,7(±0,9)[D-glicose] (mmol L-1)                                    Eq. IV.3  

          

com um coeficiente de correlação de 0,9989 (n = 3). O ePADgli apresentou limite 

de detecção e quantificação de 3,3 e 10 mol L-1 respectivamente, seguindo as 

recomendações da IUPAC [97].  A Tabela IV.2 mostra os parâmetros analíticos 

obtidos por alguns trabalhos encontrados na literatura para a determinação de 

glicose em ePADs. 

 

Tabela IV.2. Comparação de parâmetros analíticos na detecção eletroquímica de 

glicose empregando dispositivos à base de papel. 

Trabalho 
Faixa linear / 

mmol L-1 

L.D. / 

mol L-1 
R 

Eapl. / mV vs. 

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] 1,5 – 9,7   0,994 700 vs. Ag 

Nie et al. [51] 2,5 – 25,0 1443 0,993   

ePADgli 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 detecção dentre os trabalhos 

selecionados. Além disso, com exceção do trabalho reportado por Dungchai et al. 

[48], o ePADgli desenvolvido aqui apresenta um dos menores potenciais aplicados 

para a detecção de glicose. Além destas características, o dispositivo apresentou 

um custo de R$ 1,60. 
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IV.2.12 Estudo de interferentes 

 Quando se trata de determinações eletroquímicas em amostras de sangue 

ou de soro sanguíneo os maiores interferentes são o ácido ascórbico e o ácido 

úrico [121]. Visando estudar esse efeito foram obtidos voltamogramas cíclicos 

para verificar se os possíveis interferentes se oxidam no mesmo potencial do 

mediador redox (Fig. IV.17).  
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Figura IV.17. Voltamogramas cíclicos obtidos para o estudo de interferentes. 

Condições: PBS 0,1 mol L-1 pH 7,4, [4-APBA] = 4 mmol L-1, [glicose] = 1 mmol L-1, 

tempo de reação = 3 minutos, [GO] = 65 U mL-1,  = 30 mV s-1.[interferentes] = 1 

mmol L-1. 

 

 Assim como pode ser observado na Fig. IV.17, o ácido úrico se oxida em 

potenciais mais positivos que o mediador redox. Por outro lado, o ácido ascórbico 

inicia o seu processo de oxidação em aproximadamente 0 V e é um possível 

interferente na detecção eletroquímica de glicose. Apesar disto, existe uma boa 

perspectiva, mas que não será abordada aqui, no sentido da modificação dos 

eletrodos de grafite ou da região de filtração para minimizar o efeito do ácido 

ascórbico como interferente. 
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IV.2.13 Estabilidade e repetibilidade 

 Os testes de estabilidade e repetibilidade do ePADgli foram verificados em 

PBS 0,1 mol L-1 pH 7,0 através de medidas de corrente por cronoamperometria, 

após a adição de uma solução de glucose 1,0 mmol L-1. Quando os dispositivos 

foram armazenados a 2  8 ° C nenhuma alteração significativa na resposta foi 

observada em cinco dias. O dispositivo modificado apresentou boa repetibilidade 

na determinação de glicose. O desvio padrão relativo (DPR) para cinco 

determinações foi de 5,8%. 

 

IV.2.14 Determinação de glicose nas amostras 

 Em base no conhecimento anterior em que o ácido ascórbico é um 

interferente nas amostras de sangue, foi preparada uma amostra de soro 

sanguíneo artificial para demonstrar o funcionamento do dispositivo [81]. Para a 

aplicação, as amostras de soro de sangue foram preparadas e enriquecidas com 

glicose em dois níveis, de 0,1 e 1,0 mmol L-1. As amostras foram analisadas como 

descrito na seção experimental e os resultados obtidos utilizando o ePAgli foram 

considerados satisfatórios, com um intervalo de recuperação entre 90,7114%. É 

importante mencionar aqui que o tempo de análise usando o ePADgli com 

detecção eletroquímica é baixo. Uma amostra que contenha glicose pode ser 

analisada em menos de 5 minutos, incluindo a filtração, a reação enzimática e a 

etapa de detecção eletroquímica. 

  
IV.3 Conclusões parciais e motivação para a próxima etapa 

 Neste tópico foram desenvolvidos dispositivos analíticos à base de papel 

para a detecção eletroquímica de glicose. Inicialmente foram criadas regiões 

circulares no papel com o auxílio de uma impressora à base de cera para 

estabelecer as regiões hidrofóbicas do dispositivo. As três regiões circulares 

construídas de maneira simples e rápida funcionam como etapas de filtração, 

reação enzimática e detecção eletroquímica.  

 A detecção eletroquímica foi realizada utilizando um sistema de dois 

eletrodos, sendo o eletrodo auxiliar e referência de prata e o grafite de lapiseira 
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como eletrodo de trabalho. Esse trabalho demonstrou pela primeira vez a 

utilização de eletrodos de grafite e sistemas eletroquímicos com dois eletrodos 

para ePADs. O dispositivo proposto aqui é fácil de ser construído e, além disso, 

somente uma etapa de “screen-printing” foi necessária para a construção dos 

eletrodos de referência e auxiliar. Empregando o grafite de lapiseira foram obtidas 

excelentes respostas eletroquímicas para a detecção de glicose. Assim, aliando 

rapidez a uma excelente resposta eletroquímica, o dispositivo proposto aqui é uma 

alternativa promissora para a detecção de H2O2 liberado por muitas outras 

enzimas oxidases. 

 Aproveitando os excelentes resultados obtidos com o grafite de lapiseira, a 

motivação para a próxima etapa do trabalho consistiu em utilizar materiais 

presentes no nosso dia-a-dia para deixar a construção dos eletrodos ainda mais 

simples. Outro ponto que será abordado é a utilização de códigos bidimensionais 

para facilitar a interpretação dos resultados. Ou seja, usuários não-treinados ou 

leigos vão poder ter acesso rápido às principais características 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 análise 

simples e com sistema de filtração integrado para a determinação de substâncias 

de interesse ambiental. 
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                                       V. Dispositivo para determinação de  

                                                        p-nitrofenol (ePADQR)
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V.2 Resultados e discussão 

 

V.2.1 Layout do dispositivo 

 Para a construção dos dispositivos foram selecionados sistemas de dois 

eletrodos e códigos de informação para ajudar os usuários. Códigos 

bidimensionais foram escolhidos perante os códigos de barra devido à capacidade 

dos mesmos de guardar mais informações por unidade de área. A Fig. V.2 mostra 

uma comparação entre os códigos de informação.  

 

Figura V.2. Esquema ilustrando a comparação entre códigos de informação [131]. 

(Prezado leitor, baixe gratuitamente o leitor de código QR no seu smartphone, 

escaneie o código na Figura e acesse informações sobre a defesa de doutorado). 

 

 Uma vez selecionado o código de informação, torna-se necessário 

estabelecer o substrato no qual o código será impresso. Para a impressão do 

código QR e construção dos dispositivos foram utilizados papéis de impressão 

convencionais como substratos de baixo custo e de ampla disponibilidade. O 

tamanho do código QR foi selecionado para ter 25 mm2 e uma região de 2 mm de 
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espaço livre ao redor do código (quiet zone). Esta distância deve ser obedecida 

com garantia de que o código vai ser facilmente lido por diferentes leitores de 

códigos QR [132]. O sistema RE/CE foi facilmente fabricado através de um 

processo de desenho com um lápis. Uma região circular de filtração foi criada no 

centro do código 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 regiões internas do dispositivo. Esta etapa simples conecta os 

eletrodos sobre a plataforma à base de papel formando um dispositivo integrado e 

ao mesmo tempo mantém o WE próximo do sistema RE/CE. Uma fotografia do 

ePADQR pode ser visualizada na Fig. V.3. 

 

 

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

 

V.2.2 Microscopia eletrônica de varredura 

 A morfologia da plataforma de papel foi caracterizada antes e depois do 

processo de desenho com lápis. A Fig. V.4(a) ilustra uma micrografia do papel 

impresso com cera após 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 impressão são modificados com produtos químicos ou 

aditivos para melhorar as propriedades superficiais para muitas aplicações [25].  
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(a) 

 

(b) 

 

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

do lápis sobre o papel. 

 

 Após o procedimento de desenho com lápis, é possível observar uma 

alteração significativa na morfologia do papel (Fig. V.4(b)). A estrutura fibrosa do 

papel foi uniformemente recoberta por camadas de grafite oriundas do lápis de 

desenho. Além disso, pode ser observado na Fig. V.4(b) à formação de algumas 

placas que são características do processo mecânico no qual as folhas de grafite 

são transferidas para o substrato. Assim, o procedimento de desenho com lápis é 

uma abordagem muito interessante, simples e de baixo custo para a fabricação de 

trilhas condutoras uniformes e sem rachaduras em plataformas flexíveis baseadas 

em papel. 

 

V.2.3 Caracterização eletroquímica 

 Os primeiros experimentos foram realizados empregando um sistema de 

dois e três eletrodos com intuito de comparar a resposta do ePADQR com sistemas 

eletroquímicos 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 eletroquímica convencional, as respostas de corrente são basicamente 

iguais considerando um desvio de 5 %. 
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Figura V.5. Voltamogramas cíclicos obtidos em KCl 0,1 mol L-1 e  = 30 mV s-1 

usando um sistema eletroquímico convencional de três eletrodos (linha preta) e o 

ePADQR com dois eletrodos (linha azul). 

 

 A única diferença foi um deslocamento catódico de 203 mV em relação ao 

sistema eletroquímico convencional. Além disso, a resposta do ePADQR 

apresentou uma razão de pico normalizado de aproximadamente 1,0 e uma 

separação de picos (Ep) de 96 mV. A separação dos picos foi maior do que o 

esperado para um processo eletroquímico reversível (Ep ~ 60 mV para um 

elétron) [85], mas é menor quando comparado com alguns eletrodos fabricados 

via screen-printing [105]. 

 A oxidação eletroquímica de 200 mol L-1 de pNP empregando o ePADQR 

pode ser observada na Fig. V.6. O voltamograma cíclico para o primeiro ciclo de 

oxidação apresenta um pico bem definido em 0,9 V vs. carbono na varredura 

direta e nenhum pico de redução na varredura reversa.  
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Figura V.6. Voltamogramas cíclicos obtidos a 30 mV s-1 na presença e ausência 

de 200 mol L-1 de pNP em solução tampão acetato 0,1 mol L-1 e pH 4,0. 

 

 A medida que o grafite de lapiseira é ciclado no dispositivo, a corrente de 

pico associada ao processo de oxidação diminui e os potenciais de pico se 

deslocam para potenciais mais positivos. Este resultado sugere que os produtos 

da reação eletroquímica do pNP são adsorvidos na superfície do WE, como 

recentemente demonstrado [134]. Visando um ePADQR com boa sensibilidade, o 

primeiro ciclo ou scan foi selecionado para medir todas as correntes de pico nos 

experimentos posteriores. Um ponto interessante é que o ePADQR é descartável, 

fazendo com que a adsorção do produto de oxidação não afete as medidas.  

 A influência da velocidade de varredura nos experimentos de voltametria 

cíclica foi também verificado na presença de pNP. A Fig. V.7(a) mostra os 

voltamogramas cíclicos para diferentes velocidades de varredura 10  50 mV s-1. 
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Figura V.7. (a) Voltamogramas cíclicos obtidos para diferentes velocidades de 

varredura (10 até 50 mV s-1) na presença de 200 mol L-1 de pNP em solução 

tampão acetato 0,1 mol L-1 e pH 4,0. (b) Gráfico de corrente de pico anódica em 

função da raiz quadrada da velocidade de varredura. 

 

 Assim como se pode ser observado na Fig. V.7(a), a corrente associada ao 

processo de oxidação eletroquímica aumenta em função da velocidade de 

varredura. Em seguida, as correntes de pico anódica foram plotadas em função da 

raiz quadrada da velocidade de varredura e uma correlação linear foi encontrada 

(Fig. V.7(b)), indicando que o processo é limitado pelo transporte de massa [85]. 

Além disso, o potencial de pico anódico não se desloca para potenciais mais 

positivos, indicando uma cinética rápida na superfície do eletrodo. 

 

V.2.4 Efeito do pH e da concentração de eletrólito de suporte 

 O efeito do pH do eletrólito de suporte de 2,5 até 8,0 sobre a resposta do 

ePADQR foi avaliado medindo a corrente de pico nos voltamogramas cíclicos. 

Como se pode observar na Fig. V.8(a), as respostas para a oxidação 

eletroquímica do pNP diminuem com o aumento do pH da solução. 
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Figura V.8. Efeito do pH do eletrólito de suporte na resposta do ePADQR. 

 

 Assim, as respostas eletroquímicas 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 composição do eletrodo. Grafites de lapiseira são normalmente fabricados 

com uma mistura de um aglutinante (caolinita), solventes e pó de grafite [102]. A 

caolinita é 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 eletroquímicos em condições de 

baixa concentração de eletrólito de suporte [136]. A Figura V.9(a) mostra a 

influência da concentração do eletrólito de suporte na resposta do dispositivo. 
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Figura V.9. (a) Gráfico de corrente de pico anódica em função da concentração do 

tampão acetato em pH 4,0 e (b) voltamogramas cíclicos obtidos na presença e 

ausência de pNP 200 mol L-1 sem eletrólito de suporte.  = 30 mV s-1. 

 

 Como pode ser observado na Fig. V.9(a), a resposta do ePADQR aumenta 

até 0,025 mol L-1 e mantém-se constante para concentrações mais elevadas. 

Basicamente, as dimensões micrométricas do grafite de lapiseira minimizam os 

efeitos de queda ôhmica (queda IR) possibilitando obter voltamogramas mesmo 

na ausência de eletrólito de suporte. O ePADQR mantém mais de 80% da resposta 

máxima mesmo na ausência de eletrólito, no entanto, o pico de oxidação 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 aplicação analítica 

do ePADQR em amostras de água. A VPD é uma técnica eletroquímica 

relativamente simples e pode ser acoplada com leitores eletroquímicos portáteis 

para análises no campo. De modo a estudar as condições de detecção 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. 

Condições:  = 50 mV s-1, 50 mol L-1 de pNP e tampão acetato 0,1 mol L-1 em pH 

4,0. 

 

 Assim como pode ser observado na Fig. V.10, a corrente de pico anódica 

aumenta até 125 mV e depois permanece constante até 200 mV. Sendo assim, a 

amplitude de 125 mV foi selecionada para a construção da curva analítica. 

 A curva analítica para a determinação pNP foi construída utilizando o 

ePADQR nas condições de maior resposta obtidas até o momento. A Fig. V.11(a) 

mostra os VPDs obtidos para diferentes concentrações de pNP. 
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Figura V.11. (a) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em diferentes 

concentrações de pNP (10 – 200 mol L-1),  = 50 mV s-1, amplitude de 125 mV 

em tampão acetato 0,1 mol L-1 pH 4,0. (b) Curva analítica. 

 

  A curva analítica foi linear de 10  200 mol L-1 (Fig. V.11(b)) e pode ser 

descrita pela seguinte equação: 

 

Ipa (nA) = 30,2 (± 3,6) + 7,6 (± 0,1) [pNP] (mol L-1)                                      Eq. V.1 

 

com um coeficiente de correlação de 0,998. O limite de detecção (LD) de 1,1 mol 

L-1 foi calculado como sendo a concentração de pNP que apresentou uma relação 

sinal-ruído (S/R) de 3. 

  

 A concentração de pNP estabelecida para proteger a vida aquática em 

água doce e água salgada não deve exceder 4,0 e 0,86 mol L-1, respectivamente 

[137]. A Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (EPA) estabeleceu a 

concentração desta classe de compostos como sendo de 72 mol L-1 para 

proteger a saúde humana [138]. O código ePADQR apresenta um limite de 

detecção inferior aos valores acima relatados, exceto para a análise de amostras 

de água salgada em que o seu LD é mais elevado que o especificado, mas ainda 
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comparável. A Tabela V.1 apresenta alguns trabalhos que envolvem a 

determinação eletroquímica de pNP em diferentes amostras. 

 

Tabela V.1. Comparação dos parâmetros analíticos obtidos na determinação 

eletroquímica de pNP.  

[Ref] Tipo de eletrodo Técnica 
Faixa 

linear / 
µmol L-1 

Sensibilidade 
/ nA L mol-1 

L.D. / 
µmol L-

1 
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/TiO2/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 vítreo, ITO = óxido de 
índio dopado com estanho, MIP = polímero 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 

eletroquímicas mais usadas para determinação de pNP e o dispositivo proposto 

apresenta limites de detecção semelhantes com as referências [141] e [143]. Fica 

claro a partir da Tabela V.1, que os eletrodos modificados, exceto para a 

referência [139], mostraram uma maior sensibilidade quando comparado com este 

trabalho. Por outro lado, baixo custo (R$ = 0,80), fácil manuseio e fabricação 

simples são pontos importantes para ressaltar sobre o dispositivo proposto. O 

ePADQR apresentou também um limite de detecção suficiente para ser usado para 

verificar a qualidade de amostras de água [137,138]. 
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V.2.6 Sistema de filtração 

 Amostras coletadas no campo podem ter partículas sólidas que podem 

entrar em contato com a superfície do eletrodo e levar a resultados não confiáveis. 

Assim, a filtração é um dos primeiros passos normalmente realizados por 

laboratórios de análise quando amostras provenientes de matrizes ambientais são 

analisadas. Para combinar a etapa de filtração juntamente com o código QR um 

pedaço de papel cromatográfico foi incorporado ao dispositivo.  

 O tamanho do círculo no código QR é o único fator que pode dificultar o 

processo de decodificação. Observou-se que para círculos de até 6 mm de 

diâmetro, não há nenhuma complicação na leitura do código. Assim, a 

contribuição do diâmetro do círculo hidrofílico no volume filtrado foi estudado. A 

Fig. V.12 mostra o gráfico do volume filtrado (face posterior) versus tempo de 

filtração.  
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Figura V.12. Gráfico de volume coletado ou filtrado em função do tempo. Volume 

adicionado = 100 L. 
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 Como pode ser observado na Fig. V.12, para um diâmetro fixo, o volume 

filtrado aumenta em função do tempo até atingir um patamar. Para obtenção de 

dispositivos com respostas mais rápidas, o tempo de filtração também pode ser 

reduzido, aumentando o diâmetro da zona de filtração. Aqui, uma zona de filtração 

de 5 mm e 40 s para o tempo de filtração (volume de ~ 25 L) foram selecionados 

para os demais experimentos. 

 

V.2.7 Análise das amostras de água 

 Foram selecionadas amostras de água de torneira de três locais diferentes 

da cidade de Campinas-SP. As amostras foram fortificadas com pNP e o ePADQR 

foi utilizado para medir os níveis de pNP dessas amostras. Nós incluímos algumas 

informações no código para ajudar o analista a fazer a análise, incluindo: o tipo de 

grafite, volume da amostra, tempo de filtração, curva analítica, níveis de 

concentração definidos pela EPA e mais (Fig. V.13). Para ter acesso as 

informações contidas no código basta abrir o leitor de código QR no smartphone e 

posicionar o celular sobre o código. A Fig. V.13 mostra a informações que 

aparecem na tela do celular após a leitura do código inserido no ePADQR.  

 

Figura V.13. Foto da tela do celular após a leitura do código QR contido na face 

superior do ePADQR. As concentrações foram inseridas no código em unidades de 

micromolar (M) somente para facilitar a digitação.  
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 Assim como pode ser observado na Fig. V.13, várias informações podem 

ser incluídas para tornar a análise e obtenção dos resultados mais simples. 

Usuários não-treinados não estão interessados em valores de corrente, mas sim o 

que aquele valor representa. Ou seja, qual a concentração da espécie de 

interesse que originou aquela medida. Para ajudar neste ponto, nós incluímos na 

quinta linha a curva analítica da determinação de pNP. Basicamente é a Eq. V.1 

isolando a concentração de pNP. Desta forma, o usuário só necessita fazer duas 

operações muito simples para chegar ao resultado, subtração e divisão. Esse 

cálculo pode ser facilmente conduzido com a própria calculadora do celular. A 

concentração de pNP na amostra pode ser obtida em menos de 3 minutos 

utilizando o dispositivo proposto combinado com o leitor de código QR do iPhone.  

 Outro fator importante é fornecer informações sobre o analito de interesse. 

Afinal, o valor de concentração encontrado representa algum risco? Para ajudar 

nessa questão nós incluímos o valor da concentração limite para que não haja 

risco para a saúde humana e adicionamos um número de telefone caso o valor 

encontrado for maior do que o valor crítico. Outra vantagem dos smartphones é 

que muitos deles já possuem um sistema de GPS integrado, o que facilita a 

montagem de um mapa de concentração para análises no campo. 

 Por fim, os resultados da análise das amostras de água podem ser 

observados na Tabela V.2. Os níveis de recuperação das três amostras 

fortificadas variaram entre 91,8  108,2%, indicando a ausência de efeito de matriz 

nos resultados. 
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 Tabela V.2. Determinação de pNP nas amostras de água. 

Amostras 
[pNP] encontrado   

/ mol L-1 

Recuperação      

/ % 

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 mol L-1. 

 

V.2.8 Repetibilidade do ePADQR 

 O ePADQR é descartável, assim como muitos outros dispositivos do tipo 

point-of-care ou point-of-need, e uma das principais preocupações é que o 

dispositivo deve apresentar um baixo coeficiente de variação. Assim, foram 

preparados e testados oito dispositivos diferentes e um valor de 6,3% para o 

coeficiente de variação (CV) foi encontrado medindo a corrente associada ao 

processo de oxidação de 200 mol L-1 de pNP. O valor obtido é aceitável, 

considerando que o processo de construção é muito simples e feito manualmente. 

 

V.3 Conclusões parciais e motivação para a próxima etapa 

 A construção, caracterização eletroquímica e aplicação de um dispositivo 

3D à base de papel com detecção eletroquímica foi apresentado aqui neste tópico. 

A célula eletroquímica à base de papel empregando eletrodos de grafite de 

lapiseira (dureza H) como eletrodos de trabalho oferece excelentes sinais 

eletroquímicos, Ep de 96 mV e respostas eletroquímicas reversíveis para a 

sonda redox estudada aqui. O formato 3D permite a integração com grafite H de 

forma simples e o acoplamento de uma camada de filtração contendo instruções 

para o analista. Além disso, os materiais para a construção deste dispositivo 

podem ser encontrados em praticamente qualquer livraria ou loja de material de 

escritório e incluem papel, fita adesiva, grafite e lápis. Neste exemplo, o ePADQR 

apresentou um limite de detecção de 1,1 mol L-1 para o p-nitrofenol, e foi utilizado 

para a determinação desta substância em amostras de água. O layout 3D 
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proposto permite uma filtragem livre de bombas de vácuo, detecção eletroquímica 

e análise/interpretação dos resultados em menos de 3 minutos. Acreditamos que 

layouts 3D para dispositivos analíticos à base de papel com detecção 

eletroquímica serão usados em muitas aplicações analíticas uma vez que a etapa 

de dobragem é muito simples. Possivelmente, este tipo de abordagem irá abrir 

muitas possibilidades, inclusive com o acoplamento de diferentes métodos de 

detecção. 

 Os excelentes resultados obtidos com eletrodos de grafite nos motivaram a 

mergulhar ainda mais na busca por eletrodos de carbono com dimensões 

reduzidas. Outra vertente que será explorada é a modificação dos eletrodos de 

carbono visando propriedades eletrocatalíticas. Sendo assim, o próximo tópico 

abordará a construção e caracterização eletroquímica de microeletrodos para 

ePADs. Seguindo a mesma linha de baixo custo, os dispositivos serão fabricados 

usando substratos simples. 
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                                VI. Microeletrodos de pasta de carbono (ePAD)
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VI.2 Resultados e discussão 

 

VI.2.1 Layout e funcionamento do dispositivo 

 Foi projetado um sistema de dois eletrodos para o desenvolvimento deste 

trabalho inserindo folhas de transparência entre trilhas condutoras de prata. 

Folhas de transparência são excelentes materiais a serem acoplados com ePADs 

uma vez que são fáceis de usar, flexíveis, podem ser cortadas e têm um baixo 

custo. Assim, foram desenhados círculos a serem cortados na transparência 

através de um sistema de gravação a laser. O processo de corte é de baixo custo 

(R$ 0,30 por hora de uso do laser) e rápido, cada furo pode ser cortado em 1-2 

segundos, o que permite a produção em massa do substrato a ser usado na 

construção do eletrodo de trabalho. Para a fabricação do microeletrodo de 

trabalho, a pasta de carbono foi selecionada para preencher os microfuros criados 

na folha de transparência. Trilhas condutivas de prata foram estabelecidas na 

folha de papel para a fabricação dos contatos elétricos e do RE/CE. O sistema 

RE/CE foi desenhado sob a forma de um anel para facilitar a introdução de 

amostras no centro do dispositivo (Fig. VI.2). Além 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 Caracterização eletroquímica 

 Assim como pode ser visto na Fig. VI.3, os eletrodos que foram desenhados 

inicialmente para ter uma forma circular de 50 m de diâmetro, apresentam uma 

forma elíptica após o processo de corte a laser. Uma das razões para esse efeito 

pode estar relacionada à fusão do plástico devido ao contato do laser com a folha 

de transparência. Esse efeito também pode ter originado a região de alto relevo 

observado em torno da região de trabalho do eletrodo. Portanto, os ensaios de 

caracterização foram conduzidos com microeletrodos de forma elíptica. 

 

Figura VI.3. Imagem do microeletrodo de trabalho obtida pelo perfilômetro óptico. 

 

 Microeletrodos são geralmente reconhecidos pelo formato sigmoidal 

característico das curvas I vs. E que se origina devido ao processo de 

transferência de massa que é peculiar nestes sistemas [85]. Assim, a fim de fazer 

uma caracterização eletroquímica dos ePAD, a técnica de voltametria de 

varredura linear e a sonda redox Fe(CN)6
4- foram utilizadas para tal propósito. A 

Fig. VI.4 mostra um voltamograma bem definido, com uma forma sigmoidal típica 

para um microeletrodo. 
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Figura VI.4. Voltamograma de varredura linear empregando o ePAD2 e  = 10 

mV s-1. 

 

 A corrente de difusão de microeletrodos de forma elíptica foi descrito por 

Bruckenstein e Janiszewska [148], onde a corrente limite elíptica (Iel,lim) para a 

oxidação de espécies eletroativas denominadas A pode ser definida como: 

 

   baabKaCDFnI b   ,
2/1221/AAlim,el 2                                            Eq. VI.1 

onde a e b representam o maior e menor semieixo da elipse respectivamente, n é 

o número de elétrons transferidos, F a constante de Faraday, D é o coeficiente de 

difusão da espécie A (cm2 s-1), CA é a concentração da espécie eletroativa A (mol 

cm-3) e K é a integral elíptica completa de primeiro tipo. Ao resolver K, a corrente 

limite elíptica pode ser obtida [148] e os microeletrodos de baixo custo do ePAD 

podem ser caracterizados.  

 Para a caracterização dos microeletrodos, discos elípticos de diferentes 

tamanhos foram construídos e as correntes limites obtidas foram comparadas com 

valores teóricos, Tabela VI.1.  
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Tabela VI.1. Valores experimentais e teóricos referentes à caracterização dos 

microeletrodos. 

Desenho1  

d / m 

Observado2  

d / m 

Iel,lim / nA 

(teórico) 

Iel,lim / nA 

(experimental) 

Erro 

relativo / % 

25 
a = 190 ± 25 

b = 137 ± 13 
178 ± 18 145 ± 25 18 

50 
a = 246 ± 1 

b = 189 ± 4 
239 ± 3 229 ± 7 4 

75 
a = 247 ± 20 

b = 208 ± 7,0 
253 ± 8 264 ± 2 4 

100 
a = 280 ± 23 

b = 225 ± 2,1 
279 ± 8 276 ± 5 1 

1Formato circular. 2Formato elíptico (a e b representam o maior e menor semieixo, 

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

 

 Os semieixos dos microeletrodos de trabalho foram calculados empregando 

um perfilômetro óptico. Como pode ser observado na Tabela VI.1, o erro relativo 

para a correlação entre os valores teóricos e experimentais é inferior a 5,0 % para 

os microeletrodos que foram inicialmente desenhados na faixa de 50  100 m de 

diâmetro. Uma possível explicação para o maior erro relativo observado para o 

tamanho de 25 m refere-se basicamente à inconsistência do corte do sistema de 

gravação a laser quando dimensões dessa magnitude são selecionadas. Assim, 

os menores microeletrodos que podem ser fabricados com uma boa repetibilidade 

são os eletrodos que foram estabelecidos com um tamanho inicial de 50 m. 

 

VI.2.3 Atividade eletrocatalítica do ePAD 

 A atividade eletrocatalítica do ePAD2 foi investigada inicialmente por 

voltametria cíclica na presença e ausência de Cys. O processo associado com a 

oxidação eletroquímica de Cys é ilustrado na Fig. VI.5 por voltametria cíclica 

usando 500 mol L-1 de Cys em tampão acetato 0,5 mol L-1 pH 4,0. 
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Figura VI.5. Voltamogramas cíclicos obtidos a 5 mV s-1 usando o ePAD2 

modificado (CPE+CoPC) e não modificado (CPE) na presença e ausência do 

analito em solução tampão acetato 0,5 mol L-1 e pH 4.0. 

 

 Como pode ser observado na Figura VI.5, o microeletrodo de pasta de 

carbono não modificado apresenta apenas uma resposta discreta para 

eletrooxidação de Cys. Por outro lado, um pico de oxidação bem definido e um 

aumento drástico da corrente são 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 eletrooxidação de Cys. Na varredura 

reversa pode ser observado que há um comportamento anômalo para o 

voltamograma obtido com o eletrodo modificado com CoPC na presença de Cys. 

Esse tipo de perfil possivelmente está associado com a contínua oxidação 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. Influência do pH 

 A cisteína é um composto zwitteriônico e apresenta três formas diferentes 

que dependem do pH da solução [14]. Assim, um dos nossos primeiros 

experimentos foi estudar o pH no qual o ePAD2 fornece as maiores respostas de 

corrente (Fig.VI.6). 
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Figura VI.6. Gráfico de Ipa vs. pH para o ePAD2. Condições 8 % de CoPc,  = 5 

mV s-1 e 500 mol L-1 de Cys.  

 

 A Fig. VI.6 mostra que as correntes mais elevadas são observadas para 

pHs 4,0  4,5. Para valores de pH superiores a 5,5 o pico de oxidação se desloca 

para potenciais mais positivos. Observou-se que as maiores respostas são 

observadas abaixo do ponto isoelétrico da Cys (pI = 5,07) [14]. O efeito da 

diminuição da resposta em função do aumento do pH pode estar relacionado com 

a coordenação de íons hidroxila no centro metálico de cobalto. 
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VI.2.5 Influência 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 

vítreo pode influenciar a resposta da corrente e também o aparecimento de mais 

de um pico no processo de oxidação do ácido 2-mercaptosulfônico [149]. A fim de 

verificar os dois parâmetros, estudos foram conduzidos empregando a técnica de 

voltametria cíclica utilizando diferentes porcentagens de CoPC na pasta de 

carbono (Fig. VI.7(a)).  
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Figura VI.7. (a) Gráfico de Ipa vs. porcentagem de CoPC e (b) Voltamograma 

cíclico empregando 0,5 % de CoPC. Condições:  = 5 mV s-1, 500 mol L-1 de Cys 

em tampão acetato 0,5 mol L-1 (ePAD2).  

 

 Observou-se uma correlação 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 saturação dos sítios eletroativos. Foi 

verificado que, mesmo em baixas concentrações de CoPC os voltamogramas 

cíclicos mostraram o mesmo formato, um pico com um ombro (Fig. VI.7(b)). 

Assim, sob as nossas condições experimentais, a presença de um ombro não é 

uma função da concentração de CoPC uma vez que o mesmo perfil foi observado 

em todos os voltamogramas cíclicos como uma espécie de impressão digital do 
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processo redox. Estudos mais aprofundados sobre a presença do ombro no 

voltamograma estão fora do escopo deste trabalho.     

 

VI.2.6. Influência da velocidade de varredura 

 A influência da velocidade de varredura foi avaliada por voltametria cíclica 

na presença de Cys. Basicamente, qualquer alteração na velocidade de varredura 

irá refletir diretamente na escala de tempo do experimento. A Fig. VI.8(a) mostra 

uma dependência linear da corrente de pico anódica do processo a 0,6 V versus a 

raiz quadrada da velocidade de varredura, indicando que o processo eletroquímico 

de oxidação é controlado pelo transporte de massa [85]. O processo de oxidação 

a 0,6 V desloca para potenciais mais positivos em função do aumento da 

velocidade de varredura, indicando uma limitação cinética da reação entre a 

cisteína e a ftalocianina de cobalto (Tabela VI.2). 
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Figura VI.8. (a) Gráfico de Ipa vs. 1/2 e (b) Gráfico da resposta normalizada em 

função de 1/2 versus . Condições: 500 mol L-1 de Cys em tampão acetato 0,5 

mol L-1 e ePAD2 contendo 8 % de CoPC. 
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Tabela VI.2. Influência de  no deslocamento 

do potencial de oxidação. 

 / mV s-1 Epa / mV 

5 597 ± 4 

50 623 ± 1 

100 640 ± 9 

 

 A partir dos resultados obtidos na Figura VI.8(a), mais informações sobre o 

mecanismo que ocorre na superfície do eletrodo podem ser extraídas. Assim, um 

gráfico de corrente pico normalizado pela raiz quadrada da velocidade de 

varredura (Ip / 1/2) plotado em função da velocidade de varredura (Figura VI.8(b)) 

apresenta um formato típico de um processo eletroquímico-químico catalítico 

(ECcat) [85]. Um exame mais aprofundado do processo eletrocatalítico entre a 

cisteína e o ePAD2 pode ser feito por cronoamperometria. 

  

VI.2.7. Estudos cronoamperométricos 

 A cronoamperometria de uma única etapa foi utilizada para realizar a 

caracterização analítica do microeletrodo de pasta de carbono e extrair a 

constante catalítica entre os sítios ativos do mediador redox e a cisteína. 

Primeiramente, para obter as condições de maior resposta, foram realizados 

experimentos para estabelecer o potencial de detecção. A Figura VI.9(a) mostra 

as respostas obtidas por cronoamperometria em função do potencial aplicado.  
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Figura VI.9. (a) Gráfico de corrente versus potencial aplicado na presença de 500 

mol L-1 de Cys. (b) Cronoamperogramas obtidos após adições sucessivas de 

cisteína e Eapl. = 0.6 V vs. Ag. Condições (a-b): tampão acetato 0,5 mol L-1 

usando o ePAD2 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 após 

sucessivas adições de cisteína. Na Figura VI.9(b), maiores respostas catalíticas 

são observadas com o aumento da concentração de cisteína. A reação entre a 

cisteína e o mediador redox pode ser descrita como: 

 

      HRSPCIICoRSHPCIIICo                              Eq. VI.2 

 

     ePCIIICoPCIICo                                                                            Eq. VI.3 

 

 As equações descritas acima são consistentes com o tipo de mecanismo 

(ECcat) obtidos através dos estudos conduzidos por voltametria cíclica. A reação 

global pode ser escrita como: 

 

      HRSSRPCIICo
k

RSHPCIII2Co obs 222              Eq. VI.4 



Murilo Santhiago                                                                                                                             Tese de Doutorado 

121 

 

 Sendo assim, uma reação química ocorre na superfície do microeletrodo 

modificado na presença de Cys e a constante cinética (kobs) desta reação pode ser 

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

 

                                                                                  Eq. VI.5 

 

onde Icat é a corrente catalítica do microeletrodo modificado na presença de Cys, 

IL é a corrente na ausência de Cys, C é a concentração de Cys (mol L-1) e t é o 

tempo (s)). A partir do coeficiente angular de um gráfico Icat / IL versus t1/2 o valor 

de kobs pode ser obtido para uma concentração conhecida do analito. Assim, como 

pode ser observado na Fig. VI.10(a), inicialmente foi um obtido um gráfico de Icat / 

IL em função de t1/2. Em seguida, os coeficientes angulares dessas retas foram 

plotados em função da [Cys]1/2, Fig. VI.10(b). O coeficiente angular obtido foi de 

1110,1 s-1/2 L1/2 mol-1/2, resultando em um valor de constante de 3,92×105 L mol-1 s-

1 para a constante cinética.  
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Figura VI.10. (a) Gráfico de Icat / IL em função de t1/2. (b) Gráfico dos coeficientes 

angulares obtidos em função de [Cys]1/2. Condições (a-b): tampão acetato 0,5 mol 

L-1 pH 4,0 usando o ePAD2 contendo 8 % de CoPC.  
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 O ponto chave que possibilita a obtenção de uma alta constante cinética 

para este ePAD pode ser basicamente descrita como uma combinação de uma 

reação rápida entre a cisteína e o mediador redox com eletrodos de tamanho 

reduzido. 

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

para construir a curva analítica para cisteína (Fig. VI.11).  
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Figura VI.11. Curva analítica para cisteína empregando o ePAD2 contendo 8% de 

CoPC. Condições: tampão acetato 0,5 mol L-1 pH 4,0 e Eapl. = 0,6 V. 

 

 O intervalo de resposta linear foi de 50 até 600 mol L-1 (Fig. VI.11), o qual 

pode ser expresso pela seguinte equação: 

 

I (nA) = 0,4(± 0,3) + 0,061(± 0,001) [Cys] (mol L-1)                              Eq. VI.6 

 

com um coeficiente de correlação de 0,998 (n = 3). 

 

 A preocupação com a baixa sensibilidade dos dispositivos analíticos à 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 à base de papel ainda mais 

sensíveis. Assim, uma das maneiras de aumentar a sensibilidade de dispositivos à 

base de papel com detecção eletroquímica consiste no desenvolvimento de um 

arranjo de microeletrodos.  

 

VI.2.8 Arranjo de microeletrodos 

 Arranjos de microeletrodos foram relatados recentemente para muitas 

aplicações, que vão desde sensores a gás [151] passando por alguns estudos de 

caracterização [152] até aplicações em sistemas biológicos [153-155]. Em geral, a 

construção de um arranjo de microeletrodos envolve muitas etapas de construção 

e procedimentos de limpeza, distanciando este tipo de abordagem de uma 

possível combinação com dispositivos analíticos à base de papel. Assim, outra 

inspiração do nosso trabalho foi demonstrar pela primeira vez um procedimento de 

construção simplificado e caracterização eletroquímica de um arranjo de 

microeletrodos para ePADs. A principal vantagem de uma matriz de 

microeletrodos é combinar as propriedades de um microeletrodo único, criando 

uma série de eletrodos para aumentar a resposta do dispositivo eletroquímico. A 

construção de um arranjo de microeletrodos deve ser avaliada cuidadosamente, 

pois a sobreposição das camadas de difusão resulta em voltamogramas com um 

formato de pico indicando que a difusão linear tem uma boa parcela de 

contribuição 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 distância entre os microeletrodos. A Fig. VI.12(a) mostra a influência da 

resposta do microeletrodo para a oxidação de Fe(CN)6
4- em função da distância 

entre os microeletrodos. Para a distância de 300 m, um voltamograma com 

formato de pico é obtido e, como consequência, a resposta do ePAD é menor 

quando comparado com as outras distâncias. O aumento da resposta do 

dispositivo pode ser facilmente visualizado através da comparação da corrente 

limite empregando um microeletrodo e o arranjo com quatro microeletrodos (Fig. 

VI.12(b). 
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Figura VI.12. (a) Gráfico da resposta dos microeletrodos em função da distância 

(centro a centro). (b) Voltamogramas de varredura linear para a comparação entre 

o arranjo de microeletrodos (d = 500 m) e o ePAD2. A resposta dos gráficos (a) e 

(b) foi avaliada medindo a corrente de pico ou limite nos voltamogramas de 

varredura linear na presença de 5 mmol L-1 de Fe(CN)6
4- em KCl 0,5 mol L-1 a 10 

mV s-1. CoPC = 8% em ambos os dispositivos. (c) Imagem do arranjo de 

microeletrodos obtida pelo perfilômetro óptico. 

 

 A Fig. VI.12(b) mostra a resposta voltamétrica para a oxidação de Fe(CN)6
4- 

utilizando um e quatro microeletrodos (distância = 500 m). Como pode ser 

observado na mesma Figura, os voltamogramas têm 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 

(c) 
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perfilômetro óptico. Os valores teóricos para a resposta eletroquímica do arranjo 

de microeletrodos foram calculados utilizando a Equação VI.1, e estão em boa 

concordância com os resultados experimentais. 

 A fim de mostrar o aumento de resposta na presença do analito, 

cronoamperogramas foram obtidos após adições sucessivas de Cys e a resposta 

de corrente obtida foi representada graficamente em função da concentração de 

Cys (Fig. VI.13).  
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Figura VI.13. Curva analítica para cisteína empregando o arranjo de 

microeletrodos. Condições: 8% de CoPC, tampão acetato 0,5 mol L-1 pH 4,0 e 

Eapl. = 0,6 V. 

 

 Os resultados da caracterização analítica do arranjo de microeletrodos e 

uma comparação com o ePAD2 com um único eletrodo podem ser observados na 

Tabela VI.3. Uma melhoria significativa dos parâmetros analíticos são claramente 

mostrados na Tabela. 
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Tabela VI.3. Comparação analítica entre um e quatro microeletrodos (arranjo). 

Número de 

microeletrodos 

Sensibilidade / 

nA mol L-1 

Faixa linear / 

mol L-1 
R2 

L.D. / 

mol L-1 

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 é o 

baixo custo (R$ = 1,80), o qual ainda pode ser ajustado para fornecer dispositivos 

ainda mais baratos.  

 

VI.3 Conclusões parciais e motivação para a próxima etapa  

 Nós relatamos aqui a construção e caracterização eletroquímica de 

microeletrodos de pasta de carbono para dispositivos eletroquímicos à base de 

papel. Folhas de transparência são uma nova alternativa de baixo custo para 

serem usadas como substrato na fabricação de microeletrodos para ePADs. Além 

disso, transparências são facilmente combinadas com papel para a montagem de 

dispositivos com uma configuração do tipo sanduíche. A resposta eletroquímica 

dos ePADs é similar ao comportamento de microeletrodos já reportados na 

literatura e pode ser prevista também por formulações teóricas. Os microeletrodos 

modificados com CoPC mostraram ser uma excelente alternativa para a detecção 

eletrocatalítica de cisteína com uma das mais altas constantes cinéticas 

reportadas até agora. Microeletrodos de pasta de carbono modificados são uma 

ferramenta promissora para ePADs uma vez que são fáceis de fabricar, usar, 

modificar e, talvez uma das características mais importantes e promissoras, eles 

podem melhorar o limite de detecção dos ePADs. Os limites de detecção podem 

ser levados para níveis ainda mais baixos com a inserção de mais microeletrodos 

no arranjo. 

 A motivação para a última etapa do trabalho foi juntar alguns aspectos 

apresentados nos últimos tópicos para formar um biossensor para a detecção de 

metil paration. Sendo assim, o dispositivo contará com canais microfluídicos, 
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layout 3D e microeletrodos de baixo custo. Tendo em vista as excelentes 

características do microeletrodo de pasta de carbono na detecção do grupo tiol, o 

princípio de funcionamento do biossensor será baseado na detecção de um outro 

composto contendo o grupo tiol, a tiocolina. 
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                              VII.  Biossensor para metil paration (ePADmp)
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VII.2 Resultados e discussão 

 

VII.2.1 Princípio da detecção de tiocolina 

 O dispositivo para detecção de metil paration baseado na inibição da 

enzima acetilcolineserase (Ache) foi montado conforme ilustrado na parte 

experimental Fig. II.9. O substrato imobilizado na região mais externa (Fig. II.9(i)) é 

forçado pelo fluxo vertical a atravessar a região contendo a enzima antes de 

chegar ao detector. Com isso, o produto da reação abaixo (tiocolina R-SH) pode 

ser detectado pelos microeletrodos na porção inferior do dispositivo.  

 

     

 

+ 
 

 

Eq. VII.1 

 

 A Fig. VII.2 mostra os voltamogramas de varredura linear na presença e 

ausência da enzima Ache. O voltamograma mostra um aumento significativo da 

corrente e um formato sigmoidal indicando que a detecção da tiocolina pelos 

microeletrodos está funcionando de forma adequada. Além disso, fica claro a partir 

do voltamograma em vermelho que a acetiltiocolina não sofre oxidação na 

superfície do microeletrodo de trabalho. 

   

 

 

 

  OH / Ache 2
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Figura VII.2. (a) Voltamogramas de varredura linear obtidos na presença e 

ausência da enzima acetilcolinesterase (Ache). Condições: 100 L de tampão 

TRIS 0,5 mol L-1 pH 8,0, substrato = 0,5 mol na face (i), Ache = 20 U na face (iv) 

e  = 5 mV s-1.  

 

VII.2.2 Influência do pH 

 Conforme discutido no tópico IV.2.8 as enzimas possuem um pH ótimo ou 

uma faixa onde a atividade catalítica é máxima [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 oxidação é 

favorecido em função do aumento do pH da solução, ou seja, há um deslocamento 

catódico dos potenciais de meia onda na faixa de pH 4,0 até 8,0. Já em pH 9,0 

não foi observado um deslocamento significativo do potencial de meia onda. Esse 

efeito possivelmente está relacionado com o pKa (7,7) [160] do grupo tiol 

envolvido no processo de oxidação. Em pH 9,0 o grupo tiol da molécula de 

tiocolina está desprotonado e portanto não há variação do potencial de meia onda. 

 A Fig. VII.3 mostra também que o maior sinal de corrente limite foi obtido 

em solução tampão pH 8,0. A maior resposta obtida neste pH está 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 máximo em 0,2 V 

vs. Ag e então permanece constante para potenciais mais elevados. Assim, o 

potencial de 0,2 V foi selecionado para conduzir os demais estudos. 
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Figura VII.3. Voltamogramas de varredura linear obtidos em diferentes valores de 

pH (4,0 até 9,0). Condições: 100 L de tampão 0,5 mol L-1, substrato = 0,5 mol 

na face (i), Ache = 20 U na face (iv) e  = 5 mV s-1.  

 

VII.2.3 Influência da concentração do substrato 

 A concentração do substrato é um parâmetro que afeta diretamente a 

resposta de biossensores que empregam sistemas enzimáticos. Observando a Eq. 

VII.1, podemos afirmar que o aumento da concentração do substrato irá favorecer 

a reação no sentido da formação de mais moléculas de tiocolina [14]. Baseado 

nisso, foram realizados experimentos cronoamperométricos para avaliar o efeito 

da concentração do substrato na resposta do dispositivo. A Fig. VII.4 ilustra as 

resposta de corrente em função da concentração de acetiltiocolina. 

 



Murilo Santhiago                                                                                                                             Tese de Doutorado 

136 

 

1 2 3 4 5 6 7 8

0

50

100

150

200

250

I 
/ 

n
A

[Acetiltiocolina] / mmol L
-1

 

Figura VII.4. Resposta de corrente obtida por cronoamperometria (Eapl. = 0,2 V 

vs. Ag) em função da [acetiltiocolina]. Ache = 20 U na face (iv). As concentrações 

no eixo x representam as concentrações esperadas após a adição de 100 L de 

tampão 0,5 mol L-1 pH 8,0 na face (i) do dispositivo. 

 

 Assim como pode ser observado na Fig. VII.4, a resposta do ePADmp 

aumenta até 5 mmol L-1 e então permanece praticamente constante para as 

demais concentrações. O patamar observado após 5 mmol L-1 indica uma possível 

saturação do sítio ativo da enzima devido ao excesso de substrato adicionado no 

dispositivo [14]. 

 

VII.2.4 Curva analítica: inibição da enzima 

 Na presença de metil paration a enzima Ache é inibida pela ação do 

inseticida e com isso é esperado uma diminuição da quantidade de produto 

formado. Sendo assim, podemos antecipar que na presença do inseticida as 

respostas serão menores do que para os experimentos de controle, ou seja, na 

ausência de metil paration.  
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 O quadro verde na Fig. VII.5(b) ilustra o resultado obtido para os 

experimentos de controle, ou seja, correntes obtidas por cronoamperometria na 

ausência do inibidor. Assim, qualquer sinal abaixo do sinal de controle indica a 

presença do inibidor. Pode ser observado também na Fig. VII.5(b) que o ePADmp 

não diferencia a concentração de 0,1 nmol L-1 de metil paration do controle. O 

mesmo provavelmente irá ocorrer para concentrações inferiores a este valor. Já 

caminhando para a outra direção, o ePADmp diferencia claramente as demais 

concentrações de metil paration ( 1 nmol L-1).  

 

VII.2.5 Seletividade 

 A seletividade é outro parâmetro importante a ser avaliado em dispositivos 

analíticos. Enzimas, de maneira geral, são biomoléculas bastante seletivas aos 

seus respectivos substratos e por isso são motivo de escolha por muitos 

pesquisadores para a montagem de plataformas mais seletivas. Por outro lado, 

aqui neste trabalho, as respostas do ePADmp não dependem somente da 

concentração do substrato mas também do inibidor utilizado. Há relatado na 

literatura que várias espécies podem inibir a enzima acetilcolinesterase, como: 

carbofuran, metomil, diclorvos, metamidofós, monocrotofós, malation, paration e 

etc [23,164]. Dentre estes compostos o inseticida malation também foi testado 

com o ePADmp, apresentando uma resposta de 132 nA para a concentração de 

1,0 mol L-1. Assim, este ensaio confirma que o ePADmp não é seletivo para um 

determinado composto mas por outro lado é uma ferramenta muito simples e 

prática para a detecção de inibidores da enzima acetilcolinesterase. 

 

VII.3 Conclusões parciais e continuidade do trabalho 

 Neste tópico foi abordado um dispositivo com uma configuração inédita 

visando a determinação de inibidores da enzima acetilcolinesterase. O layout do 

dispositivo proposto aqui simplifica muito a análise e o ePADmp demonstrou ser 

uma ferramenta promissora para a análise de inibidores da enzima 

acetilcolinesterase. A combinação do fluxo lateral do canal microfluídico com o 

fluxo vertical facilita as etapas necessárias para este tipo de biossensor. O 
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dispositivo pode coletar e detectar concentrações de metil paration de 1 nmol L-1, 

sendo portanto uma ferramenta em potencial para a análise de amostras reais. 

 Como etapa futura será investigado a estabilidade do ePADmp e serão 

conduzidos ensaios com amostras reais. O canal microfluídico pode ser 

eventualmente utilizado para coletar amostras diretamente sobre a folha de uma 

planta ou superfície de uma fruta, sem necessidade de pré-tratamento da amostra. 
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VIII.1 Conclusões 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 direção da amostra pelo dispositivo, foram 

desenvolvidas paredes de cera de maneira muito simples e sem a necessidade de 

equipamentos sofisticados. Além disso, a detecção eletroquímica foi acoplada de 

diferentes maneiras para ilustrar a gama de possibilidades que esse modo de 

detecção oferece. 

 O primeiro passo foi dado com o intuito de explorar o conceito da separação 

e detecção eletroquímica em plataformas à base de papel. A construção 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 características marcantes desse dispositivo foram o baixo consumo de 

amostra (500nL) e uma separação em nível de linha de base em 13 minutos para 

ácido ascórbico e dopamina. Nessa primeira abordagem o custo foi um tanto 

quanto elevando para um ePAD mas essa questão foi melhorada nos trabalhos 

posteriores.  

 A busca por materiais de baixo custo e menores limites de detecção nos fez 

enxergar um material muito comum do nosso cotidiano, o grafite de lapiseira. A 

detecção eletroquímica foi realizada utilizando um sistema de dois eletrodos, 

sendo o eletrodo auxiliar e referência de prata e o grafite de lapiseira como 

eletrodo de trabalho. O dispositivo é fácil de ser construído, com somente uma 

etapa de “screen-printing”, simples e possibilita etapas de filtração, reação 

enzimática e detecção eletroquímica em menos de 5 minutos. Desta forma, o 

ePADgli é uma alternativa promissora para a detecção de H2O2 liberado por muitas 

outras enzimas oxidases. 

 O eletrodo de grafite foi também explorado juntamente com um novo 

conceito para ePADs. Esse conceito consiste na incorporação de códigos QR 

(códigos 2D) juntamente com o sistema de detecção eletroquímico. Assim, os 

resultados da análise podem ser facilmente interpretados/disseminados pelo 

usuário através de um leitor de código QR de um smartphone. Os dispositivos 
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apresentaram um limite de detecção de 1,1 mol L-1 para o p-nitrofenol e foram 

utilizados para a determinação desta substância em amostras reais de água. Além 

do mais baixo custo, sistema de filtração integrado, detecção eletroquímica e 

portabilidade são características marcantes do ePADQR 

 Tendo em vista que houve um ganho de resposta significativo com a 

diminuição da área dos eletrodos de trabalho foram construídos microeletrodos de 

pasta de carbono ainda menores e modificados, para diminuir o potencial de 

oxidação e aumentar as correntes. Os microeletrodos modificados com CoPC 

mostraram ser uma excelente alternativa para a detecção eletrocatalítica de 

cisteína, com uma das mais altas constantes cinéticas já reportadas. 

Microeletrodos de pasta de carbono modificados são uma ferramenta promissora 

para ePADs uma vez que são fáceis de fabricar, usar e modificar. 

 Os microeletrodos modificados foram empregados também na montagem 

de um biossensor simples e de uso descomplicado para a determinação de 

inseticidas. O princípio de funcionamento do ePADmp foi fundamentado na inibição 

da enzima acetilcolinesterase por agentes inibidores. Para integrar os reagentes 

necessários foi utilizado um dispositivo 3D que possibilita tanto o fluxo lateral 

como vertical. O ePADmp é uma ferramenta promissora para a análise de 

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

 Os tópicos III – VII apresentaram dispositivos inovadores, simples e com 

grande potencial para análises descentralizadas. Estas análises, no entanto, 

precisam de um leitor de corrente para que seja possível correlacionar o sinal 

obtido com uma determinada concentração. Nós demos um primeiro passo com 

intuito de facilitar essa correlação sinal-concentração de maneira simples e prática 

empregando um telefone celular. E por que não realizar a análise inteira 

empregando um celular? Alguns avanços nessa área já foram demonstrados para 

a detecção colorimétrica, principal concorrente da detecção eletroquímica. Para 

isso, aplicativos poderiam ser criados e utilizados para conduzir a análise na 

palma da mão. Uma coisa é certa, à medida que a detecção eletroquímica se 

dispor de formas mais simples, práticas e acessíveis à população em geral, 

aplicações diversas serão bem mais comuns de serem vistas.  

 Outra perspectiva que surge a partir deste trabalho consiste na fabricação 

de ePADs visando a detecção de NADH. A nicotinamida adenina dinucleotídeo 

(NADH) é um cofator e têm sido amplamente estudado por ter um papel crucial no 

desenvolvimento de biossensores amperométricos. A grande parte das enzimas 

utilizadas para tais fins são 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 reações 

enzimáticas dependentes da etapa redox deste cofator. No entanto, para a 

obtenção de sensores eletroquímicos à base de papel para NADH algumas 

dificuldades terão que ser superadas: i) alto potencial de oxidação do NADH em 

eletrodos convencionais, ii) baixa sensibilidade e iii) dificuldade em estabelecer um 

eletrodo com o cofator integrado ao sistema de análise. 
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