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RESUMO

A tecnologia de impressdo 3D (manufatura aditiva) tem se mostrado uma poderosa ferramenta
para a construcdo de dispositivos analiticos. Neste contexto, este trabalho traz como novidade
um adaptador para micropipetas comerciais, impresso em copolimero de acrilonitrila butadieno
estireno (ABS) ou &cido polilatico (PLA), permitindo o uso de microeletrodos no interior de
ponteiras plasticas. O trabalho trata ainda sobre a construcdo de um puxador de micropipetas de
vidro (micropipette puller) simplificado, com materiais de facil aquisicdo para a obtencéo de
capilares para a confeccdo dos microeletrodos. Os microeletrodos fabricados foram
caracterizados eletroquimicamente e através de microscopia Optica, com uma boa concordancia
nos valores de diametro medidos (cerca de 10,01 um para platina e 18,57 um para ouro). Foi
realizada a determinacdo de catecol em suor e saliva sintéticos utilizando volumes reduzidos de
amostra (5 pL), com valores de recuperagdo que variaram de 90 a 110 %. Foram estabelecidos
ainda limites de deteccdo e quantificacdo instrumentais da ordem de 18 e 54 pmol L7,
respectivamente, para a amostra de saliva sintética e 51,5 e 156,0 umol L, respectivamente,
para a amostra de suor sintético. Em um segundo momento, o adaptador foi testado em diferentes
solventes organicos e aplicado na determinacdo de ferroceno em 10 uL de DMF apresentando
linearidade na faixa de 41 a 142 pmol L. Limites de deteccdo e quantificacdo de 7,5 e
22,8 umol L, respectivamente, foram estabelecidos para o microeletrodo de platina e 6,1 e
18,5 umol L1, respectivamente, para o microeletrodo de ouro. Foi ainda comprovado o processo
de difusdo radial envolvido, através do critério de Thomes, obtendo-se um valor de 55,2 mV. No
terceiro trabalho, foi desenvolvido um método eletroanalitico para determinacdo de dopamina
usando microeletrodo de ouro modificado com platina, os testes mostraram que a modificacdo
traz um ganho de cerca de 40 % de sinal analitico, e que a presenca de dopamina no meio foi
altamente dependente do pH, com a consequente perda de sinal analitico. O método proposto foi
avaliado com relagdo aos limites de deteccdo e quantificacdo, que foram 15,6 e 51,9 umol L%,
respectivamente. Outro trabalho desenvolvido foi a determinacdo de cobre em aguas naturais,
com limites de deteccdo e quantificacdo da ordem de 7,98 e 26,6 pug L™ respectivamente e uma
faixa linear entre o limite de quantificacdo e 500 pg L. Por fim, for realizada a determinagéo de
chumbo em &gua de abastecimento usando microeletrodo de ouro modificado com filme de

bismuto, com concentragdes de chumbo entre 30 e 180 pg L™.
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ABSTRACT

3D printing technology (additive manufacturing) has proven to be a powerful tool for building
analytical devices. The novelty of this work is an adapter for commercial micropipettes, printed
on a copolymer of acrylonitrile butadiene styrene (ABS) or polylactic acid (PLA), allowing the
use of microelectrodes inside plastic tips. The work also deals with the construction of a
simplified micropipette puller with materials easily obtained, for the making of the
microelectrodes. The microelectrodes manufactured were characterized electrochemically and
by optical microscopy, with a good agreement in the measured diameter values (about 10.01 um
for platinum and 18.57 um for gold). The determination of catechol in synthetic sweat and saliva
was performed using reduced sample volumes (5 pL), with recovery values ranging from 90 to
110%. It was also established instrumental detection and quantification limits of the order of 18
and 54 pmol L, respectively, for the synthetic saliva sample and 51.5 and 156.0 umol L%,
respectively for the synthetic sweat sample. In a second moment, the adapter was tested in
different organic and applied in the determination of ferrocene in 10 pL of DMF, presenting
linearity in the range of 41 to 142 umol L. Limits of detection and quantification of 7.5 and 22.8
umol L7, respectively, were established for the platinum microelectrode and 6.1 and 18.5 umol
L, respectively, for the gold microelectrode. It was also verified the process of radial diffusion
involved, using the Thomes criterion, obtaining a value of 55.2 mV. In the third moment of the
project, an electroanalytical method was developed for determination of dopamine using
platinum modified gold microelectrode. The tests showed that the modification brings a gain of
about 40% of analytical signal, and that the presence of dopamine in the medium is highly
dependent on the pH, with the consequent loss of analytical signal. The proposed method was
evaluated with respect to the limits of detection and quantification, which were 15.6 and 51.9
umol L1, respectively. Favorable conditions were sought for the quantification of copper in a
sample of water supply, with limits of detection and quantification of the order of 7.98 and 26.6
ng Lt respectively and a linear range between the limit of quantification and 500 pg L. Finally,
the determination of lead in water supply was carried out using gold microelectrode modified

with bismuth film, with concentrations of lead between 30 and 180 pg L™.

Keywords: 3D printing. Trace metals. Dopamine. Catechol. Ferrocene.
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PREFACIO

No atual cenario tecnolégico e cientifico, existe uma busca incessante pela criacao,
obtencdo ou desenvolvimento de sistemas em escala micro e nanométrica, sejam microchips,

materiais nanoestruturados, componentes eletronicos ou ainda sistemas analiticos abrangentes.

Esse crescente interesse sobre a reducdo das dimensdes de equipamentos, dispositivos
e processos recebeu uma grande ajuda nas Gltimas décadas, devido a recente expansdo da
manufatura aditiva ou tecnologia de impressdo tridimensional (3D). Tudo isso levou ao
fortalecimento e a consolidacdo de uma interessante linha de pesquisa dentre as diversas

ramificacdes da ciéncia, em especial na quimica analitica: a miniaturizacéo.

A construcdo de dispositivos de pequeno porte, além de ser interessante
economicamente, também é interessante do ponto de vista ambiental e produtivo, com pequenos

custos de producéo e com a possibilidade de utilizar materiais biodegradaveis.

A manufatura aditiva, ou a impressao 3D, ganhou grande atencdo na manufatura, porque
permite criar diretamente projetos 3D a partir de um arquivo de desenho auxiliado por
computador (CAD). A tecnologia evoluiu de uma abordagem de prototipagem rapida para um

método de fabricacao.

A obtencdo de dispositivos e aparelhos de baixo custo e ambientalmente seguros é
benéfica, porque possibilita alcancar regides onde ndo ha pesquisa devido a falta de recursos.
Dispositivos miniaturizados tornam possiveis varias etapas analiticas como a amostragem, a
extracdo, pré-tratamento de amostra, a pré-concentracdo, a separacdo e a deteccdo por exemplo

em um Unico dispositivo.

O impacto deste tema € tdo grande que varios periddicos o trazem, como o Lab on a
Chip e o0 Nano Letters, ambos com um alto indice de impacto, mostrando a importancia do tema

na atualidade e uma tendéncia a longo prazo & manutencédo desta influéncia na ciéncia.

ESTRUTURA DA TESE

Esta tese foi estruturada em 6 capitulos. No capitulo 1 é apresentada uma revisao sobre
os diversos temas envolvidos no desenvolvimento do trabalho. Inicialmente, um resumo das

técnicas eletroquimicas utilizadas e suas particularidades. Também serdo tratados aspectos
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tedricos e praticos do uso e construcdo de microeletrodos, assim como uma rapida descrigdo dos
principais métodos de modificagcdo de microeletrodos com filmes metalicos. No final do capitulo,
é apresentada uma revisdo sobre os métodos de manufatura aditiva, com énfase no processo de

manufatura por fusdo e deposicao, trazendo aplicacBes na ciéncia e na quimica analitica.

O capitulo 2 descreve os principais objetivos desta tese, enquanto o capitulo 3 contém
uma descri¢do dos reagentes, materiais, instrumentacdo, informacdes detalhadas da construgéo
dos equipamentos, do suporte para analises em gota suspensa e do adaptador para micropipetas,
e também traz consideracbes sobre os analitos e procedimentos de preparo das amostras

utilizadas para os testes de conceito descritos no trabalho.

O capitulo 4 trata dos resultados da constru¢do dos microeletrodos, caracterizagGes
realizadas, aplicacOes, estudos preliminares e otimizacBes das condicBes para as analises

eletroquimicas.

A conclusdo esta apresentada no capitulo 5, onde séo tratadas também as perspectivas e

os desdobramentos possiveis para dar continuidade a este trabalho.

O capitulo 6 traz as contribuicdes relativas a producéo de artigos completos publicados

no periodo de desenvolvimento deste trabalho.
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1.INTRODUCAO

1.1 TECNICAS VOLTAMETRICAS

As técnicas voltamétricas sao um grupo de técnicas interfaciais que envolvem aplicacao
de um potencial controlado ao longo do tempo em uma célula eletroquimica, promovendo uma
reacdo na interface do eletrodo com a solugdo analisada. As varias formas de aplicacdo do
potencial ao longo do tempo, sdo 0 que tornam cada uma das técnicas voltamétricas Unica e com
caracteristicas bem definidas. Para tanto sdo utilizados, no arranjo experimental convencional,
trés eletrodos: trabalho, referéncia e auxiliar. Através da polarizacdo do eletrodo de trabalho
torna-se possivel a ocorréncia de reacdes redox. Tais reacdes, ao se processarem, geram uma
transferéncia de carga do eletrodo para a solucéo ou vice-versa, e essa transferéncia de carga gera

uma corrente elétrica, que é registrada em funcao do tempo, ou em funcédo do potencial aplicado.

E importante destacar neste ponto a existéncia de dois tipos principais de corrente
distintas, que podem surgir ao polarizar um eletrodo: As correntes faradaica e capacitiva. A
corrente faradaica é aquela que possui intensidade proporcional ao nimero de espécies quimicas
eletroativas na interface eletrodo/solucdo, ou seja, a sua concentracdo em solucdo. A corrente
capacitiva por outro lado ndo guarda uma relacdo com a concentracdo de espécies quimicas
eletroativas, mas é proveniente da aproximacéao de cargas opostas quando ha a aplicacdo de um
potencial elétrico sobre uma superficie eletrédica (dupla camada elétrica). Esta corrente, apesar
de indesejada, ndo pode ser eliminada do sistema. Algumas medidas, entretanto, podem ser
tomadas para diminuir ao maximo a influéncia da mesma como, por exemplo, a utilizacdo de
microeletrodos, ou 0 uso de técnicas de pulso. Essas Gltimas permitem a amostragem da corrente
em pontos distintos, onde ocorre uma diferenciacdo natural das correntes capacitiva e faradaica,
uma vez que o perfil de decaimento das mesmas é diferente: a corrente capacitiva decai segundo

a Equacdo 1 e a corrente faradaica segundo a Equacéo 2 (Bard, 1980):

E
: — —t/RgsC
lcapacitiva - R_se /RsCa

Equacéo 1
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, nFADY%C
lfaradaica = “1/2¢1/2

Equagéo 2

Onde E é o potencial do eletrodo, R € a resisténcia da solucdo entre os eletrodos de
trabalho e referéncia, t é o tempo, C, é a capacitancia da dupla camada elétrica, n € o nimero de
elétrons envolvidos, F é a constante de Faraday, A é a rea do eletrodo, D é a constante de difusédo

da espécie e C é a concentragdo da espécie quimica envolvida.

A partir das equacGes Equacado 1 e Equacdo 2 podemos constatar a natureza exponencial
do decaimento da corrente capacitiva, enquanto observa-se um decaimento segundo uma raiz
quadrada para a corrente faradaica. Ap6s um periodo curto (usualmente cerca de 20 ps) a corrente
capacitiva decai 95 % do seu valor original em t = 0, portanto apds esse periodo a corrente é
praticamente decorrente do processo redox que acontece na superficie do eletrodo. A curva que
descreve a dependéncia dessa corrente com o potencial é chamada voltamograma. (Bard, 1980)

Como ja descrito anteriormente, a geracdo de uma corrente num sistema depende das
reacdes redox ocorrendo na interface eletrodo/solucdo, entretanto essas reacfes sdo limitadas
pelo transporte de substancias eletroativas para esta mesma interface, tais processos sao
denominados transportes de massa e podem ocorrer de trés diferentes formas numa célula

eletroquimica: migracdo, conveccao e difusao.

A migracdo esta associada ao movimento dos ions sob a acdo do campo elétrico gerado
ao polarizar o eletrodo. A conveccdo € 0 movimento do liquido como um todo. Naturalmente
este movimento é influenciado por fatores como diferencas de densidade e de temperatura. Nas
celulas voltamétricas geralmente ocorre o processo de conveccao forgada, onde a conveccdo é
impulsionada por uma forgca motriz externa como um agitador mecéanico, magnetico, bomba
peristaltica, eletrodo rotativo, etc. A difusdo ocorre devido a diferenca de potenciais quimicos
(1) em diferentes pontos de um determinado volume de solucdo e € o mecanismo responsavel
pelo movimento de ions ou espécies neutras. Em uma célula eletroquimica, as reacfes de
oxirreducdo ocorrem apenas na interface eletrodo/solucdo, consumindo o reagente nesta regido
e tornando sua concentracdo menor quando comparada com aquela do seio da solugéo, gerando

portanto um gradiente de concentracdo em direcao ao eletrodo. (Bard, 1980)
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Apesar da existéncia de trés tipos de transporte de massa nas células eletroquimicas, o
unico que mantém uma relacdo de proporcionalidade com a concentracdo das espécies
eletroativas € o transporte difusional. Por este motivo, existe uma necessidade de minimizar a

contribuicdo dos demais para a corrente total do sistema.

Uma forma simples e direta de minimizar a convec¢do é manter a solu¢do em repouso.
A migracdo das especies de interesse pode ser reduzida a um patamar minimo através da adi¢do
de um eletrdlito ndo eletroativo (eletrolito suporte) em concentragéo elevada (cerca de 100 vezes
maior que a da espécie eletroativa). A adicdo do eletrolito traz ainda outros beneficios como a
diminuicdo da resisténcia da solugdo, diminuindo o efeito da queda 6hmica entre o eletrodo de
trabalho e o de referéncia, melhorando assim o controle do potencial. (Bard, 1980)

Um efeito direto da migracdo quando um eletrodo é polarizado é a formacéo da dupla
camada elétrica. Esta dupla camada elétrica se comporta experimentalmente como um arranjo de
capacitores de placas paralelas, formada, de um lado pelo eletrodo carregado, e pelo outro lado
de ions de carga oposta em solucdo. Diferentemente da superficie eletrddica, a solugdo tem seu
comportamento descrito como sendo formada de diferentes camadas de ions, mais precisamente

trés regides.

A Figura 1 ilustra 0 modelo de Bockris, Devanathan e Muller para a regido interfacial
entre o eletrodo e a solucdo. Nela podemos visualizar uma primeira camada, diretamente sobre a
superficie do metal carregado: € a chamada camada compacta. Esta camada contém ions do
solvente ou outras moléculas especificamente adsorvidas, sem mobilidade; a esta primeira
camada da-se também o nome de plano interno de Helmholtz (IHP). Mais externamente, uma
segunda camada (camada difusa), mais larga, € formada por ions solvatados que ficam mais
afastados do eletrodo, esses ions interagem eletrostaticamente com a superficie do eletrodo e
formam o chamado plano externo de Helmholtz (OHP) que é a regido de fronteira entre as
camadas compacta e difusa. Esta Ultima se estende até uma terceira camada, o0 seio da solucdo
(representado pelos tragos horizontais), onde o eletrodo ndo apresenta influéncia sobre as
espécies presentes. A concentracdo de analito na camada difusa € proporcional a concentracéo
de analito no seio da solucdo, o que tem a importante consequéncia de proporcionar um aspecto
analitico quantitativo na medida de corrente gerada pela interacdo do analito com o eletrodo.
(Bard, 1980)
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Figura 1 — Representacdo da regido interfacial entre eletrodo e solucdo segundo modelo de

Bockris, Devanathan e Miller.

Fonte: Adaptado de Brett et al. (Bockris et al., 1963; Brett, 1994)

A escolha da forma de aplicacdo do potencial é 0 que permite sob certa perspectiva, 0
controle sobre os processos redox. Na voltametria ciclica, o potencial aplicado ao eletrodo de
trabalho tradicionalmente varia de forma linear, segundo uma onda triangular, entretanto mais
recentemente também sob a forma de uma onda quadrada (Mann et al., 2014), na forma semi-
circular (Uchida et al., 2018) e como uma cossenoide. (Uchida et al., 2017), todas sobrepostas a

onda triangular.
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Nas técnicas de varredura de potencial, como s&o os casos da voltametria de varredura
linear e voltametria ciclica, a corrente que flui no sistema é monitorada enquanto o potencial é
variado em funcao do tempo entre valores pré-estabelecidos (Figura 2). Na voltametria ciclica, o
potencial inicial é escolhido geralmente onde nédo existe atividade eletroquimica, ou seja, onde
ndo se processam reagdes redox, e o potencial final onde o processo redox é regido pelo
transporte de massa, em seguida o potencial retorna ao valor inicial, completando um ciclo do

voltamograma ciclico.

Figura 2 - Perfil de aplicacdo de potencial para um experimento tipico de voltametria ciclica.
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Fonte: Elaborado pelo autor

A técnica, além de versatil, é rapida e possibilita o estudo do ndmero de elétrons
envolvidos numa reacdo, reversibilidade, mecanismos de reagdes, existéncia de reagoes
acopladas, quantificacdes e ainda € uma ferramenta exploratoria, para investigar a existéncia de

processos redox de novas substancias. (Brett, 1994)

E importante perceber que o perfil de resposta dos microeletrodos é diferente daquele
dos eletrodos de tamanhos convencionais. N&o apenas a magnitude de corrente € menor devido
a diminuicao da area eletroativa, como também o fato de a corrente atingir um estado estacionario
(sigmoide) (Figura 3) e ndo a forma de um pico, dadas as alteragdes no transporte de massa que

levam a solug0es distintas para as equacOes de difusdo de Fick.
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Figura 3 - Voltamograma ciclico tipico para um microeletrodo de disco para uma solucao
contendo ferroceno a 10 mmol Lt em DMF contendo TBATFB a 0,25 mmol L.

Corrente {A)

0,20 0,40 0,60 0,80
Potencial vs Ag/AgCl (V)

Fonte: Elaborado pelo autor

Este estado estacionario € resultado do transporte de massa diferenciado existente nos
microeletrodos. O perfil hemisférico da camada de difusdo se expande até o seio da solucéo,
neste sentido, a quantidade de espécies eletroativas que difundem para a superficie do eletrodo
de trabalho é definida pelo volume do hemisfério, ao contréario dos eletrodos macrométricos,
onde a difusdo é planar. Para uma reacao reversivel que se processa num microeletrodo, a

Equacdo 3 descreve a forma esperada do voltamograma (Brownson e Banks, 2014)

. 1/2
RT 17—t RT D
__ prev L . rev _ 0r R
E=E/, +—nFln—i , 12 =E +—nFlnD(1)/2
Equacéo 3

Onde E7/; € o potencial de meia onda, i, € a corrente limite, R € a constante universal

dos gases, T € a temperatura absoluta, n € o nimero de elétrons envolvidos, F é a constante de

Faraday, Dre D, séo os coeficiente de difusdo da espécie reduzida e oxidada, respectivamente.
Uma vez que a razdo entre os coeficientes de difusdo é proxima da unidade, E7/, é uma

boa aproximagcéo de E° para um sistema reversivel.

Uma resposta linear é esperada entre E e In lL—l_l se 0 processo é reversivel, entretanto

um método mais direto para avaliar a reversibilidade, é o critério de Thomes,
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|E3/4 — E1/4| = % mV a25°C onde E3,, € E; 4 S0 0s potenciais onde as correntes sao % e

Y4 da corrente limite , respectivamente.(Bard, 1980)

Outro importante parametro a ser considerado, especialmente para fins analiticos é a
corrente limite (i;). Na voltametria ciclica os transportes de massa por convecgao e migracao sao
eliminados pela auséncia de agitagdo e pela adi¢do de eletrélito suporte respectivamente, desta
forma o Unico presente é o transporte de massa difusional. Dadas estas condicdes, as espécies
eletroativas seguem a lei de difusdo de Fick. Através de um tratamento matematico trabalhoso
pode-se chegar a Equacéo 4, que mostra a parte independente do tempo da equacao da corrente:
(Ciobanu et al., 2007);(Bard, 1980; Pletcher, 1991)

I =nFAmC

Equacéo 4

Onde i € a corrente de estado estacionario, m é o coeficiente de transferéncia de massa
. 4D . . , . . ~
(igual a — para microdiscos), n o numero de elétrons envolvidos na reacdo, F a constante de

Faraday, D o coeficiente de difusdo da espécie (cm2 s), C a concentragdo das espécies
eletroativas no seio da solugdo (mol L), r o raio do microeletrodo (cm) e A é a area do

microeletrodo (cm?).

Uma vez determinada a corrente limite, a mesma pode ser utilizada para quantificacoes,
haja vista que € proporcional a concentracdo das espécies eletroativas. Também pode ser avaliado

0 numero de elétrons envolvidos, estabelecer a constante de difusdo e o raio do microeletrodo.

Dentre as inumeras aplicacbes da técnica de voltametria ciclica utilizando
microeletrodos tem-se a determinagdo de acidez livre em azeites (Baldo et al., 2016) e a
determinacéo de peroxido de hidrogénio em tecido cerebral através do uso de um microeletrodo
de fibra de carbono (Sanford et al., 2010). Outras aplicacbes envolvem diferentes técnicas
analiticas, mas fazem o uso da voltametria ciclica para estudos preliminares de caracterizacdo de
microeletrodos. (Wang et al., 2014);(Zhang et al., 2017)

Conforme mencionado anteriormente, a forma de aplicacdo do potencial sobre o
eletrodo de trabalho é o fator determinante de cada uma das diferentes técnicas voltamétricas.
Foi visto anteriormente que a forma de aplicacdo do potencial na voltametria ciclica tem

tradicionalmente a forma de uma onda triangular. A fim de aumentar a velocidade e a
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sensibilidade das técnicas voltamétricas, foram desenvolvidos outros padrdes de aplicacdo de
potencial, através da inclusdo de pulsos de potencial, ao invés de apenas uma rampa. Varias sdo

as formas possiveis de aplicacdo destes pulsos, sendo trés mais utilizadas: o pulso normal, o pulso
diferencial e a onda quadrada.

A técnica de voltametria de pulso normal usa uma série de pulsos com amplitude
crescente (ou decrescente), sobreposta a um potencial de base fixo a fim de realizar uma
varredura de potencial (Figura 4A). A amostragem da corrente é realizada no final do periodo do

pulso, para que ocorra a diferenciacdo da corrente faradaica.

Figura 4 - Perfis de aplicagédo de potencial nas voltametrias de pulso normal (A), pulso
diferencial (B) e onda quadrada (C).
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Fonte: Elaborado pelo autor

A técnica de pulso diferencial também realiza uma varredura de potencial. Entretanto,
o0 potencial de base é variado, e ndo a amplitude dos pulsos, que tém a mesma magnitude nesta
técnica (Figura 4B). A amostragem da corrente é realizada em dois momentos, diferentemente
da voltametria de pulso normal, sendo medida antes da aplicacéo e no final do periodo do pulso.
Tal método permite a diferenciacao da corrente capacitiva da corrente faradaica, a diferenca entre
elas é disposta num voltamograma.
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Por fim, a voltametria de onda quadrada consiste na aplicagdo de uma onda simétrica de
amplitude constante, sobreposta a uma rampa de potencial, (variacdo linear em funcéo do tempo)
(Figura 4C). A voltametria de onda quadrada é caracterizada por trés principais componentes: a
frequéncia de aplicacdo do pulso, a amplitude de cada pulso e o incremento de potencial para a
varredura. A aplicagéo desse tipo de pulso permite a aquisicao das correntes dos processos direto
e reverso e a corrente medida pode ser descrita pela seguinte Equacdo 5 (Bard, 1980):

1/2
Aj = IFADG Co

14 7t1/2t11)/2 Al/jp

Equacéo 5

Onde Ai, é a diferenca das correntes amostradas nos processos direto e reverso, t, € 0
tempo de aplicagdo do pulso, Ay, € o termo de corrente adimensional, gerado a partir da
subtracdo dos pares de amostragens em cada onda quadrada, n 0 nimero de elétrons envolvidos
na reacdo, F a constante de Faraday, D o coeficiente de difusdo da espécie, C, a concentragdo das
espécies eletroativas no seio da solucdo e A € a area do microeletrodo.

Para um sistema reversivel, percebe-se através da Equacdo 5 que a corrente aumenta
linearmente com a raiz quadrada da frequéncia (f = 1/t,) com a consequente melhora na

sensibilidade da analise.
1.2 MICROELETRODOS

Na quimica eletroanalitica em especial, a miniaturizagcdo € um processo em continuo
desenvolvimento, onde muita pesquisa j& tem sido direcionada, desde a fabricacdo de
microeletrodos (Tsai et al., 1997; Oni et al., 2001; Lowinsohn et al., 2006; Davis et al., 2007
Huan et al., 2012; Belowitz e O’donnell, 2013), na microfluidica para analises em fluxo (Gu et
al., 2013; Cerqueira et al., 2014; Kang et al., 2014; Cerqueira et al., 2015) e também em
microssistemas totais de analise, que também recebem grande atencdo e séo tema de diversos
trabalhos. (Greenway et al., 1999; Xu et al., 2009; Rios et al., 2013)
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O uso de microeletrodos esta amplamente difundido no meio cientifico e a aplicacao do
mesmo para diversos tipos de analises quimicas também tem sido bastante explorada (Zestos et
al., 2013; Jiang et al., 2014; Silva et al., 2014; Chu et al., 2015; Hébert et al., 2015; Mahé et al.,
2015; Ng et al., 2015; Zdrachek et al., 2015), uma vez que a miniaturizacao esta cada vez mais

presente no cotidiano.

Microeletrodos s&o definidos, de maneira geral e simplista, como eletrodos que
apresentam um tamanho micromeétrico (pelo menos uma de suas dimensdes). Apesar de parecer
pouco, o simples fato de reduzir as dimensdes dos eletrodos altera drasticamente as
potencialidades das técnicas eletroquimicas, uma vez que em escala microscopica tem-se
alteracdes no perfil de transporte de massa, no efeito causado pela queda 6hmica e na espessura
da dupla camada elétrica. Como efeito destas mudancas tornou-se possivel trabalhar em meios
resistivos (como nos solventes organicos apolares), com volumes extremamente reduzidos,
podendo inclusive ser utilizado para medidas intracelulares (Brown e Lowry, 2003; Makos et al.,
2009; Njagi et al., 2010) e ainda em escalas de tempo reduzidas a nanosegundos, dando a
oportunidade de estudar varios eventos eletroquimicos como a transferéncia de prétons numa

reacao ou ainda saida de grupos abandonadores ou reacdes de isomerizacao.

Uma das formas mais intuitivas de se entender as alteracGes do transporte de massa
consiste em considerar dois casos: primeiramente o de um eletrodo planar de dimensdes
convencionais, da ordem de mm e em seguida o caso de um outro eletrodo, na ordem de um, em
uma célula eletroquimica tradicional. Para uma varredura no potencial aplicado, iniciando-se em
um valor que nenhuma transferéncia de elétrons ocorre para uma espécie eletroativa em solucao,
indo em direcdo a um potencial que ocorre transferéncia de elétrons, a concentracdo das espécies
ativas redox sera reduzida na superficie do eletrodo, levando a formacdo de um gradiente de
concentragdo. Quanto maior o tempo que o eletrodo permanecer num potencial suficiente para
permitir a transferéncia eletronica, maior serd a extensdo do gradiente de concentracdo em
direcdo ao seio da solucéo. Esse gradiente induz a difusdo do material eletroativo da regido mais
concentrada (seio da solucéo) para a regido de menor concentracdo (interface eletrodo/solucdo).
(Stulik et al., 2000) Essa difusdo pode ser descrita pela lei de difusdo de Fick, sob diferentes
formas para eletrodos de diferentes geometrias. Para eletrodos planares sob essas condi¢des, a
difusdo em direcdo ao eletrodo é perpendicular a superficie do mesmo. Na voltametria ciclica,

essas condigdes normalmente d&o origem ao voltamograma tradicional em forma de pico.

No segundo caso, com as mesmas condi¢des experimentais, um voltamograma

sigmoidal (Figura 3) é obtido, ao invés do tradicional, em forma de pico. Este € o resultado de
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uma condicdo de estado estacionario, obtida pelo tipo de difusdo que ocorre nos eletrodos
micrométricos, onde a taxa de difusdo é muito préxima da taxa de transferéncia eletrénica na
superficie do eletrodo. Devido ao tamanho do eletrodo, existe uma contribuigéo significativa da
difusdo nas bordas do eletrodo para o transporte de massa, este efeito de difusdo radial, permite
que um fluxo maior de material chegue até a superficie do eletrodo, e portanto ndo gera um

gradiente de concentracao significativo.

Quando uma corrente de qualquer natureza flui por uma solucéo, ela gera um potencial
intrinseco, igual ao produto dessa corrente pela resisténcia da solugédo contida entre os eletrodos
de trabalho e referéncia. Este potencial desenvolvido (queda 6hmica) gera uma diminui¢do do
potencial elétrico aplicado, podendo alterar o perfil voltamétrico, por exemplo, através do
deslocamento de pico (Forster e Keyes, 2007). Nos microeletrodos ele é substancialmente menor
que nos eletrodos de tamanho convencional, porque as correntes desenvolvidas sdo da ordem de
nA, enquanto nos macroeletrodos sdo da ordem de mA, ou seja cerca de seis ordens de grandeza
menores, possibilitando o uso mesmo em solventes resistivos, como ja mencionado

anteriormente.

No que diz respeito aos aspectos experimentais do uso dos microeletrodos, podemos
destacar conceitos da obtencdo/fabricacdo, dos tipos, materiais e algo sobre a instrumentacéo
para a confecgdo dos mesmos. Alguns microeletrodos de Au, Pt, fibra de carbono e carbono
vitreo, podem ser adquiridos comercialmente, entretanto, com um custo ainda relativamente
elevado. Por outro lado, eles podem ser fabricados sob diferentes geometrias em laboratorio
como por exemplo anel, hemisférico, esférico, microbanda, cilindrico e também combinacdes

dos anteriores como arranjos de microeletrodos. (Figura 5)
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Figura 5 — Geometrias mais importantes de microeletrodos e de arranjos de microeletrodos. (a)
microeletrodo de disco, (b) anel, (c) arranjo de microdiscos, (d) arranjo de microbandas
construido por litografia, (e) banda, (f) cilindrico, (g) esférico, (h) hemisférico, (i) arranjo de

cilindros e (j) arranjo de bandas interdigitadas.

Fonte: Adaptado de (Stulik et al., 2000)

Um dos procedimentos mais utilizados para a fabricacdo de microeletrodos de disco € a
selagem de microfibras de carbono, ou metais (Au, Cu, Pt), dentro de um isolante apropriado
como vidro ou resinas. Em linhas gerais, o processo envolve a inser¢do de um fio micrométrico
em um capilar de vidro, em seguida o capilar € aquecido e puxado e entdo sela o fio, uma das
extremidades é unida a um condutor metalico para estabelecer o contato elétrico com o
equipamento/potenciostato para aquisicdo de dados e a outra, é polida para expor a fibra ou o

microfio. (Figura 6)
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Figura 6 - Etapas para a selagem dos microfios para a constru¢do de um microeletrodo de
disco. Etapa 1 — Processo térmico de selagem do no fio. Etapa 2 — Processo térmico e mecanico

para afinamento. Etapa 3 — Processo de estabelecimento do contato elétrico.

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3

Fonte: Adaptado de Bertotti, M. et al.(Paixao e Bertotti, 2009)

1.3 ELETRODOS MODIFICADOS COM FILMES METALICOS

A definicdo de um eletrodo quimicamente modificado € um substrato (material condutor
ou semicondutor), que foi recoberto com um filme mono ou multimolecular, i6nico ou
polimérico, que altera as propriedades interfaciais. O substrato condutor ou semicondutor é
derivado dos materiais convencionais de eletrodo, enquanto os modificadores sdo 0s mais
variados em origem e propriedades, sendo esta diversidade que amplia as possibilidades de

aplicacdo dos eletrodos. (Edwards et al., 2007)

A modificagdo garante o controle da natureza fisico-quimica da superficie eletrodica,
alterando a reatividade, seletividade, capacidade adsortiva, taxa de transferéncia eletrdnica,
ampliando a janela de potencial, possibilita estudos interfaciais, favorecendo assim a construgéo

de eletrodos completamente novos. (Pereira et al., 2002)

Os metodos mais usados para modificacdo de superficies incluem a adsorcéo
irreversivel, por ligacdo covalente, através do recobrimento com filmes poliméricos ou ainda

eletrodos de pasta de carbono modificados.

A modificacdo através da deposicdo eletroquimica de metais também é bastante

utilizada. A mais comum talvez seja a modificacdo com filme de mercurio para a determinacao
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de metais traco (Vinicius De Faria et al., 2018) ;(Sherigara et al., 2007), mas também é possivel
a modificagdo com outros metais: ouro (Dutta et al., 2019); (Wang et al., 2015), prata (Inoue et
al., 2018; Smajdor et al., 2018), platina (Chou et al., 2018) e mais recentemente a troca do filme
de mercurio, pelos filmes de bismuto (Tyszczuk-Rotko et al., 2018) ;(Domanska e Tyszczuk-
Rotko, 2018; Finsgar et al., 2019), estanho (Czop et al., 2011) ;(Lee et al., 2015) e antimonio
(Tesarova et al., 2009); (Serrano et al., 2016), que sdo menos toxicos ao analista e a0 meio

ambiente.

De uma maneira geral, a deposicdo de filmes metélicos € feita através da aplicacdo de
um potencial suficientemente redutor, com o eletrodo imerso em uma solugéo contendo ions do
metal a ser depositado e, através da aplicacdo deste potencial, os ions em solucdo séo reduzidos

a sua forma metalica, sendo adsorvidos ao eletrodo. (Gerent et al., 2015)

Os filmes metalicos, especialmente aqueles de bismuto, mercurio e estanho podem ser
preparados por dois diferentes processos: Ex situ e in situ. No processo ex situ o eletrodo é imerso
em uma solucdo contendo o ion do metal e eletrdlito suporte. Em seguida um potencial redutor é
aplicado para a formacdo do filme metélico. O eletrodo é entdo, levado para a célula
eletroquimica para proceder a analise. (Hutton et al., 2005; Serrano et al., 2010) No processo in
situ 0 metal a ser depositado ¢ adicionado a célula eletroquimica em analise, com isso o filme é
depositado concomitantemente com os metais a serem analisados (Sukeri et al., 2012; Gerent et
al., 2015).

1.4 TECNICAS DE IMPRESSAO 3D

Nesta parte do desenvolvimento do trabalho serdo apresentadas tecnologias capazes de
gerar objetos a partir de desenhos computacionais: as chamadas técnicas de manufatura aditiva,

comumente conhecidas como técnicas de impressao 3D.

Apesar da recente popularizagdo destas técnicas, elas tiveram seu nascimento na década
de 1980, com o trabalho de Hideo Kodama (Kodama, 1981), que descreveu as técnicas basicas
que ele utilizou para criar pecgas plasticas a partir da solidificacdo de camadas consecutivas de
um material fotopolimérico. Em 1984 Charles Hull depositou uma patente (Hull, 1984) intitulada

“Apparatus for Production of Three-Dimensional Objects by Stereolithography”.
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A década de 1980 foi marcada pelas invencGes e depositos de patentes de diversos
métodos para a obtencdo de objetos tridimensionais a partir de camadas, como foram os casos da
estereolitografia do inglés “stereolithography’” (SLA), da sinterizacdo seletiva a laser do inglés,
selective laser sintering” (SLS) (Deckard, 1986) e da modelagem por fusdo e deposi¢do do

inglés, “Fused deposition modelling” (FDM) patenteada por Scott Crump. (Crump, 1989).

Acompanhando a evolucédo das técnicas de impresséo tridimensional, muitos trabalhos
foram desenvolvidos na area de computacgéo grafica na década de 90, com o desenvolvimento
dos computadores portateis e a revolucdo causada pelos sistemas operacionais, que permitiram a
popularizacdo das técnicas de desenho assistido por computador, do inglés, computer aided
drawing (CAD).

Os anos 2000 foram marcados pela visibilidade dos métodos de impressdo 3D,
especialmente advinda da queda da patente sobre a técnica de FDM, momento a partir do qual
iniciativas para auto replicagdo de impressoras (RepRap) tornaram-se de grande proporcao. A
iniciativa baseia-se na impressdo de partes plasticas para a confecgdo de uma nova impressora,

facilitando ainda mais a popularizacéo e a visibilidade da impressédo 3D. (Pearce, 2014)

Nos Gltimos anos, a busca por inovagdo trouxe a tona a potencialidade das técnicas de
manufatura aditiva, a partir da impressdo de mdveis, carros, motos, casas € até prédios valendo-
se da manufatura aditiva. Essas potencialidades avancam também na area gastrondmica, com a
impresséo de chocolates, massas, biscoitos, molhos, que podem enriquecer a experiéncia de se
alimentar. A inovacdo também estd presente nas areas médica e biologica, através da
possibilidade de impressdo de tecidos (Chia e Wu, 2015), 6rgdos, proteses, orteses, moldes para
odontologia (Ventola, 2014) e farmacos (Awad et al., 2018). Uma infinidade de aplicacdes é
possivel, a impressao 3D portanto representa uma promessa de revolugdo em todas as areas do

conhecimento humano.

Fundamentalmente, todas as técnicas de manufatura aditiva partem de informacGes
eletronicas que descrevem modelos virtuais tridimensionais. Tais dados sdo produzidos em
programas CAD, digitalizados a partir de objetos fisicos e mais recentemente, através de varias
plataformas online que disponibilizam esses arquivos. Apos a obtengdo do modelo tridimensional
os dados sdo convertidos para um formato apropriado, com extensdo .STL. O formato é uma
aproximacdo da superficie da peca usando malha de triangulos, e é usado desde o surgimento das
plataformas CAD. (Szilvéi-Nagy e Matyasi, 2003) Este arquivo apresenta, portanto, as

coordenadas dos vértices dos triangulos e ainda um vetor normal, que orienta a face do tridngulo.
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Este arquivo deve ser enviado para um software que planeja o processo de adi¢do de
camadas. Esse software separa o arquivo em centenas (as vezes milhares) de camadas horizontais
planas com base nas configuracdes programadas, e calcula a quantidade de material que sera
utilizado, o tempo de impresséo e as rotas de deposicéo. Todas essas informacdes séo agrupadas

em um arquivo com a extenséo .GCode, o idioma nativo da maioria das impressoras.

Embora o termo “Impressdo 3D seja utilizado como sindnimo de todos 0s processos
de manufatura aditiva, existem muitos processos individuais que variam em seu método de
fabricacdo de camadas. Os processos individuais serdo diferentes dependendo do material e da
tecnologia da maquina usada. Assim, em 2015, o grupo ASTM F42 - Additive Manufacturing da
American Society for Testing and Materials (ASTM), formulou um conjunto de normas que
classificam a gama de processos de manufatura aditiva em 7 categorias (Iso/Astm52900-15,
2015).

As categorias supracitadas sdo: Fotopolimerizacdo em cuba, jateamento de material,
jateamento de aglutinante, fusdo de cama de po, adicdo de laminas, deposicdo com energia

direcionada e extrusdo de material.

A categoria de fotopolimerizagdo em cuba inclui os métodos de estereolitografia,
escaneamento vetorial, projecdo de imagens entre outras. As técnicas desta categoria sdo
baseadas no endurecimento de um polimero em uma cuba pela aplicagdo de um laser ou radiacdo

na regido do UV. (Rezai et al., 2012)O processo da SLA é representado na Figura 7A.

Os objetos sdo fabricados em um tanque contendo uma resina fotopolimérica liquida (1)
e uma plataforma (2) € posicionada na parte mais alta do tanque, uma camada abaixo da
superficie. Um espelho movel (3) direciona um feixe de luz UV sobre a superficie solidificando
a primeira camada do objeto. A plataforma é entdo abaixada e a camada endurecida anteriormente
é recoberta por uma fina camada de liquido, o feixe de luz é entdo aplicado novamente para
solidificar a camada superficial, que fica colada a camada anterior. O processo se repete até a
obtencdo do objeto, que passa ainda por uma etapa de pos processamento, para fazer a limpeza e
a remocao de suportes de construcao para total solidificagdo em uma camara UV. Uma variacéo
do método envolve a elevacdo da plataforma, e a aplicagdo do laser ou imagem pelo fundo do

tanque, o que garante um menor consumo de resina. (Figura 7B)
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Figura 7— (A) Representacdo esquematica do processo de impressédo estereolitografico. (B)
1 — Resina fotopolimérica liquida, 2 — Plataforma mdvel, 3 — Espelho movel. Processo de SLA

invertido.

Fonte: Adaptado de Manufacturingguide.com (Manufacturingguide.Com, 2018)

A categoria de jateamento de material inclui os métodos nos quais um liquido
termopléastico é adicionado a uma plataforma enquanto uma luz na regido do UV realiza a

polimerizacdo. Uma representacdo é apresentada na Figura 8.

Figura 8 - Representacdo esquematica do processo de impressao por jateamento de material.
1 — Cabecote de impresséo, 2 — Recipiente contendo resina fotopolimérica liquida, 3 —

Recipiente contendo cera.

Fonte: Adaptado de Manufacturingguide.com (Manufacturingguide.Com, 2018)
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No processo de impressdo, uma plataforma é gradualmente abaixada e o objeto é
construido através de um cabecote de impressdo (1), que alterna entre dispensar a resina
fotopolimerizavel (2) e uma cera (3) que funciona de material de suporte para pecas com
geometrias complicadas ou com partes suspensas. Apds cada deposicdo, a resina € solidificada
pela aplicacdo da luz UV e uma nova camada se inicia, até a completa impressdo do modelo.
Ap0s o término da impressdo o material de suporte € removido por aquecimento. A qualidade de

acabamento € altissima, 0 que minimiza a necessidade de pos processamento.

A categoria de jateamento de aglutinante (Figura 9) inclui as técnicas nas quais um
aglutinante ¢é adicionado a um material em forma de p6. No processo, um material em p6 (1) é
espalhado através da passagem de um rolo (3) sob a forma de uma camada fina e compacta em
uma plataforma (2). O cabecote de impressdo aplica entdo um agente aglutinante sobre a camada
superficial a fim de aglutinar o p6. O processo se repete camada por camada enquanto a

plataforma é abaixada até o final da impressédo. (Gibson et al., 2015)

Figura 9 - Representacdo esquematica do processo de impressao por jateamento de aglutinante.

1 — Recipiente contendo p6 do material de impressao, 2 — Plataforma de construcédo, 3 — Rolo

para distribuicdo do po.

Fonte: Adaptado de Manufacturingguide.com (Manufacturingguide.Com, 2018)

A categoria de fusdo de cama de po € representada na Figura 10 a seguir, e usa uma

estrutura semelhante & anterior, com uma plataforma (2) e um rolo (3) para distribuir o material
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em po (1), entretanto 0 po é aquecido até préximo do ponto de fusdo e um laser pulsado (4)
desenha a superficie, sinterizando o material. A plataforma é entdo abaixada cerca de 0,1 mm ou
menos e uma nova camada é construida. O processo se repete camada por camada até a

construcao do objeto.

Figura 10 - Representacdo esquematica do processo de impressédo por fusdo de cama de po.
1 — Recipiente contendo p6 aquecido do material de impressdo, 2 — Plataforma de construcéo,

3 — Rolo para distribuicdo do po, 4 — Fonte de laser pulsado.

t

Fonte: Adaptado de Manufacturingguide.com (Manufacturingguide.Com, 2018)

A categoria de adicdo de laminas inclui os métodos onde sucessivas folhas de material
(plastico, metal ou papel) sdo sobrepostas para a formagdo do objeto. Um esquema é geral é

apresentado na Figura 11.
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Figura 11 - Representacdo esquematica do processo de impressdo por adi¢ao de laminas.

1 — Plataforma de construcédo, 2 — Bobina de material, 3 — Rolo aquecido, 4 — Faca ou laser de

corte.

Fonte: Adaptado de Manufacturingguide.com (Manufacturingguide.Com, 2018)

A técnica de deposicdo com energia direcionada (Figura 12) é baseada na construgdo de
um objeto através da fusdo de um fio metélico por um feixe de elétrons de alta energia (2) em
uma camara sob alto vacuo (1). O feixe de elétrons derrete a superficie da peca de trabalho
juntamente com o fio de metal. Tanto o feixe de elétrons quanto o bocal sdo movidos de acordo
com uma secao transversal do modelo CAD para formar uma camada completa. O metal liquido
solidifica assim que o feixe de elétrons é movido. Em seguida uma nova camada é construida
sobre a anterior. Esta técnica ndo esta disponivel comercialmente e foi desenvolvida pela NASA

para possiveis aplicagdes espaciais. (Taminger et al., 2006)
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Figura 12 — Representacdo esquematica do processo de deposi¢do com energia direcionada.
1 — Cémara sob alto vacuo, 2 — Feixe de elétrons de alta energia.

Fonte: Adaptado de Manufacturingguide.com (Manufacturingguide.Com, 2018)

Dentre 0s métodos de impressdo 3D, o mais popular é a FDM, a técnica desenvolvida
por Scott Crump se tornou popular pela simplicidade e também gracas ao projeto RepRap, que
incentivou a construcdo de inimeros modelos disponiveis comercialmente. A técnica é baseada
na extrusdo de um material, tipicamente um termoplastico por um bico extremamente fino (cerca
de 0,3 mm, mas pode ter variacdes dependendo do material). O processo € similar ao processo
de aplicacdo de cola quente, muito utilizado no artesanato, entretanto a aplicacdo ¢é

completamente computadorizada.

A Figura 13 mostra os principais componentes de uma impressora 3D do tipo FDM. Os
equipamentos sdo de maneira geral compostos por uma plataforma que pode ou néo ser aquecida
(1), um rolo de filamento de um material termoplastico (2), um mecanismo de alimentacdo de
material (3), um cabecote de impressao contendo um bico de extrusdo aquecido (4), motores para
a movimentacdo do cabecote de impressdo e uma eletronica que controla todo o processo.

O filamento é forgado contra o bico aquecido, ocorrendo a fusao e a extrusdo do material
plastico enquanto 0 mesmo é depositado na plataforma segundo um programa pré-estabelecido
pelo software de fatiamento. Ao entrar em contato com a plataforma o material solidifica e retém

sua forma. Apds a fabricacdo da primeira camada, a plataforma se movimenta e uma nova
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camada é construida sobre a anterior, 0 processo se repete camada por camada até a confecgdo
completa do objeto (5). (Mohamed et al., 2016)

Figura 13 - Representacdo esquematica do processo de impressdo por FDM. 1 - Plataforma,

2 —Rolo de filamento, 3 — Mecanismo de alimentacdo de material, 4 — Bico extrusor aquecido,

5 — Objeto impresso.

Fonte: Adaptado de Manufacturingguide.com (Manufacturingguide.Com, 2018)

A técnica de FDM apresenta uma grande versatilidade, isto pode ser visto desde a
construgdo das maquinas, que podem apresentar diferentes tipos de movimentacdo, como por
exemplo as cartesianas (Figura 14A) e as do tipo Delta (Figura 14B), também as menos comuns,
como as do tipo SCARA e polar, cada uma com suas peculiaridades. A versatilidade se estende
também aos materiais utilizados, podendo ser destacado principalmente os diferentes materiais
plasticos. Por outro lado, alguns tipos especificos de impressoras tém sido desenvolvidas para
trabalhar com concreto (Lim et al., 2016), chocolates (Xie et al., 2017; Zeleny e Ruzicka, 2017),

e conforme descrito por Godoi (Godoi et al., 2016) também em glacé, massas e purés de carne.
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Figura 14 — Modelos mais comuns de movimentacéo de cabegote de impressao em impressoras
do tipo FDM cartesiana (A) e delta (B).

Fonte: https://reprap.org/wiki/RepRap_Options

Dentre os materiais plasticos mais explorados estdo o polimero do &cido latico (PLA)
(Robertson e Jorgensen, 2015), o copolimero de acrilonitrila, butadieno e estireno (ABS)
(Cantrell et al., 2017) e o politereftalato de etileno modificado com glicol (PETG) (Szykiedans
et al., 2017). No entanto, outros polimeros como o alcool polivinilico (PVA) (Cataldi et al.,
2018), poliamida (Nylon) (Tuan Rahim et al., 2015), policarbonato (PC) (Cantrell et al., 2017),
polipropileno (PP) (Kreiger et al., 2014; Carneiro et al., 2015) e polieteretercetona (PEEK) (Wu
et al., 2015) por exemplo também vém sendo explorados.

Para garantir ainda mais funcionalidade e tornar os itens impressos mais aplicaveis, uma
série de aditivos sdo incorporados aos filamentos para gerar compdsitos com caracteristicas
condutoras, transparéncia oOptica, resisténcia térmica, estrutural, flexibilidade, dureza, etc. Os
aditivos mais empregados sao os pigmentos coloridos, entretanto alotropos de carbono (grafeno,
fibra de carbono, nanotubos) (Garcia-Tufion et al., 2015), metais (Prorokova et al., 2014),
madeira (Le Duigou et al., 2016), fibra de vidro (Zhong et al., 2001) e elastdmeros (Zhang e

Xiao, 2018) também tém sido aplicados.

Uma das caracteristicas mais importantes da técnica de FDM é a sua simplicidade,
quando comparada as demais técnicas de manufatura aditiva; junto a esta caracteristica existem
as vantagens da ampla gama de materiais poliméricos que podem ser utilizados, baixo custo e a

possibilidade de producgéo de pecas inteiramente funcionais.
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E necessario destacar também os pontos em que a tecnologia ainda requer atencio: a
preciséo, especialmente nos modelos de entrada, deixa a desejar, entretanto modelos de ponta
possuem resolucdo excelente, bem préximas daquelas oferecidas pela técnica de
estereolitografia, por exemplo. Um outro ponto negativo ¢é a necessidade de suporte para muitos
modelos, esses suportes sdo “colunas” incorporadas ao desenho da peca que servem de

sustentacdo de partes suspensas.

A multifuncionalidade das técnicas de FDM pode ser vista dentre as inumeras
aplicacOes para a construcdo de equipamentos comuns de laboratério como: moinho de bolas,
micromanipuladores, centrifuga de microtubos, suportes de placas e de tubos de ensaio, agitador

magnético e microscopio por exemplo, conforme exemplificado na Figura 15 abaixo.

Figura 15 — Equipamentos impressos via FDM, moinho de bolas (A), micromanipulador (B),
centrifuga de microtubos (C), suportes de placas (D), de tubos de ensaio (E), agitador

magnético (F) e microscopio (G).

Fonte: Adaptado de https://www.thingiverse.com

Além destes, foi descrita por Brennan e colaboradores (Brennan et al., 2018) a
construgdo de uma micropipeta de volume variavel de baixo custo, de codigo aberto e que atende
as normas da Organizacdo Internacional de Padronizacdo (ISO). A micropipeta apresenta
precisdo comparavel a de modelos comercialmente disponiveis, podendo substituir a micropipeta
comercial por exemplo em casos onde 0 solvente pode agredir a estrutura da mesma, ou ainda

para evitar contaminagdo cruzada, usando diferentes pipetas impressas.
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Grasse e colaboradores (Grasse et al., 2016), descreveram a construcdo de um
espectrofotdmetro UV-VIS impresso via FDM, para uso em conjunto com um aparelho celular
para 0 ensino da técnica de espectrofotometria UV-VIS em cursos de graduacdo. O modelo
construido possibilita o estudo do funcionamento e da construcdo de um espectrofotdmetro de
absorcdo molecular e permite ainda abordar temas comuns como resolugéo, precisao, lei de

Lambert-Beer e ainda torna possivel o ensino sobre a teoria de conversdo de imagens em dados.

Honeychurch e colaboradores (Honeychurch et al., 2018) realizaram a impressao do
primeiro eletrodo de carbono impresso para a determinacgéo de zinco utilizando a voltametria de
pulso diferencial. Este trabalho demonstrou a possibilidade de imprimir eletrodos de trabalho
funcionais e estaveis para determinagdes, sem a necessidade de modificacdo do eletrodo com
filmes de mercurio e bismuto, por exemplo. D& ainda indicios da possibilidade de imprimir o

conjunto de eletrodos e a célula eletroquimica em uma Gnica impressao.

Cardoso e colaboradores (Cardoso et al., 2018), descreveram o0 uso de uma impressora
3D para a construcdo de uma célula eletroquimica para aplicacfes em andlise por injecdo em
fluxo e analises por injecdo em batelada (BIA), tendo mostrado a performance da mesma em

analises de farmacos.

Erkal e colaboradores (Erkal et al., 2014), reportaram a construcéo de dois dispositvos
para andlises eletroquimicas em fluxo, com canais construidos da ordem de 500 pm X 500 pm.
Eles investigaram a coleta do trifosfato de adenosina, concomitantemente ao estimulo de

liberacdo do mesmo.

Krejcova e colaboradores (Krejcova et al., 2014), descreveram o uso de um chip
impresso em 3D para a deteccdo eletroquimica do virus influenza marcados com pontos
quanticos. O chip desenvolvido é capaz de proceder com duas etapas, sendo a primeira o
isolamento do virus marcado com os pontos quéanticos (CdS), e a segunda, a etapa voltamétrica

para a deteccdo indireta do virus atraves da eletroatividade do cadmio.

Bishop e colaboradores (Bishop et al., 2015) construiram um dispositivo microfluidico
capaz de realizar o preparo de nanoparticulas de azul da pruassia e deposita-las sobre um eletrodo
de ouro para proceder com a deteccdo de peroxido de hidrogénio em fluxo. O dispositivo conta

com encaixes para o0s eletrodos convencionais de trabalho, referéncia e auxiliar.

Ambrosi e Pumera (Ambrosi e Pumera, 2016) escreveram uma revisao sobre o tema,

trazendo outras aplicacdes eletroquimicas para impressao 3D, desde a fabricacdo de eletrodos,
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até a construcdo de células em fluxo, estacionarias, baterias, eletrossintese, entre outras

aplicacoes.

A relevancia deste tema pode ser percebida atraves da evolugdo no nimero de artigos
publicados em periddicos mostrado na Figura 16, evidenciando o crescimento também no

numero de publicagdes nacionais.

Figura 16 - Publicagdes envolvendo a busca por “3D printing” na base de dados Science Direct.

Data da pesquisa 13/02/2019.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAIS

A proposta do trabalho foi o desenvolvimento de um adaptador miniaturizado para a
realizacdo de microanalises dentro de ponteiras de micropipeta. Nesse sentido foram propostas
cinco provas de conceito, indicando algumas possiveis aplicacdes do adaptador construido para

diferentes analises.

2.2 ESPECIFICOS

1. Desenvolver um equipamento puxador de micropipetas de vidro para a confeccao de

microeletrodos, para determina¢Ges em microambientes.
2. Realizar a caracterizacao eletroquimica e optica dos microeletrodos construidos.

3. Desenvolver um modelo tridimensional de adaptador para microeletrodos para ser

utilizado juntamente com micropipetas comerciais.
4. Realizaraimpressao do adaptador desenvolvido utilizando filamentos de ABS e PLA.

5. Desenvolver estudos em diferentes meios e a analise eletroguimica de catecol
utilizando microeletrodos em meios com baixa condutividade e em amostras de suor

e saliva sintéticos.

6. Realizar a caracterizacdo dos microeletrodos em meio organico, por meio da analise

de ferroceno em DMF.

7. Realizar a modificacdo da superficie dos microeletrodos com platina para

determinacéo de dopamina em agua.

8. Realizar a quantificagdo de Cu em 4gua utilizando um microeletrodo de ouro sem a

modificacdo da superficie.

9. Realizar a modificagdo de um microeletrodo com filme de bismuto para a

quantificacdo de Pb em amostras simples aquosas com volume reduzido.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 REAGENTES E SOLUCOES

Solucdes de cobre e chumbo foram preparadas a partir de solugbes padrdo Titrisol
(1000 mg L) da Vetec (Rio de Janeiro, Brazil) e SpecSol (Jacarei, SP, Brazil) respectivamente.
Todas as solugdes aquosas utilizadas no trabalho foram preparadas com agua deionizada (MilliQ,

Millipore, USA), com resistividade maior ou igual a 18 MQ cm.

SolucBes de ferroceno (Sigma-Aldrich) e tetrafluoroborato de tetrabutilaménio

(TBATFB) (TCI) foram preparadas por dissolucéo apropriada dos sélidos em dimetilformamida.

Solucdes de catecol (Sigma-Aldrich) foram preparadas a partir da dissolucéo do sélido
imediatamente antes das andalises em diferentes solventes (grau HPLC) e solucbes aquosas:
solucdo de hidroxido de sédio 0,9 mol L, acetonitrila (ACN) (Vetec), acetona (Vetec), acetato
de etila (Vetec), N,N dimetilformamida (DMF) (Vetec), dimetilsulfoxido (DMSO) (Vetec),
solugdo de HCI 0,01 mol L (Fluka), metanol (Vetec), metil-isobutil-cetona (Vetec), n-hexano
(Vetec), tolueno (Vetec) e solugdo de KCI 0,25 mol L(Vetec).

Solucdes de ferricianeto de potassio (Vetec) foram preparadas a partir da dissolucdo do

s6lido em agua deionizada.

Tampéo BR foi preparado pela mistura de H3BOz (Vetec), HsPO4 (Vetec), CH3COOH
(Vetec), todos & 0,04 mol L2, e ajustado com solugdo de NaOH (Vetec)

Solucdes de suor sintético foram preparadas pela mistura de NaCl (Vetec), NH4CI

(Vetec), acido acético glacial (Dinamica) e acido latico (Dinamica).

3.2 MATERIAIS

Microfios de ouro e platina de 25 um de didametro (Goodfellow) foram utilizados para a
construcao dos microeletrodos de trabalho e um fio de prata (0,3 mm) foi utilizado para confec¢éo
do eletrodo de referéncia. Fio de liga estanho/chumbo de 0,3 mm na proporgéo 63/37 % m/m
(‘Yaxun) foi utilizado para efetuar a soldagem entre os microfios e os fios de cobre para conexao

ao equipamento.
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Tubos capilares de vidro sem heparina (Precision Glass) (1,0 mm de didmetro interno;
1,5 mm de didmetro externo; 75 mm de comprimento) foram utilizados para fabricagdo das

micropipetas de vidro para encapsulamento dos microfios.

Placas de Aluminio, uma guia linear, fio de niquel-cromo, isolantes elétricos e uma fonte
de corrente continua ajustavel de 10 A foram utilizados para a constru¢do do puxador de
micropipetas de vidro.

Os suportes para 0s microeletrodos também foram usinados em aluminio e possuem

também um sistema de ajuste de posi¢cdo por meio de parafusos para posicionamento no plano.

Para as impresses dos modelos foram utilizados filamentos plasticos de PLA e ABS
(Voolt3D).

Ponteiras plasticas (10 a 200 pL) foram utilizadas como células eletroquimicas nas

medidas utilizando o adaptador para micropipetas.

3.3 INSTRUMENTACAO

Os estudos eletroquimicos foram realizados utilizando um potenciostato/galvanostato
AUTOLAB modelo 128N interfaceado a um microcomputador, usando o software NOVA 2.1.3
como programa de aquisicdo e tratamento de dados, bem como o Microsoft Office Excel 2010®
e 0 Origin 8.0®

A primeira célula eletroquimica consistiu numa gota de solucéo suspensa pelo proprio
arranjo de eletrodos (um microeletrodo de trabalho de platina ou ouro, um fio de prata recoberto
com AgCl como eletrodo de referéncia e um eletrodo de platina como eletrodo auxiliar). Todas
as medidas foram realizadas dentro de uma gaiola de Faraday para prevenir interferéncias

eletromagnéticas no sistema.

Uma micropipeta eletrénica Labnet® de volume variavel entre 2 e 20 pL foi utilizada

como modelo para fabricacdo do dispositivo impresso.

As imagens da area dos microeletrodos foram obtidas com o Microscépio Olympus

BX51 e com um microscopio para aparelhos celulares Smart Scope Estek 60x.
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O dispositivo adaptador foi modelado através do software Trimble SketchUp, fatiado
utilizando o software de cddigo aberto Slic3r e impresso numa impressora cartesiana VVoolt3D
(Brasil).

Todas as pesagens foram realizadas em balanca analitica Shimadzu®, com preciséo de

+ 0,1 mg.

3.4 PUXADOR DE MICROPIPETAS DE VIDRO

Para a fabricacdo das micropipetas de vidro onde foram encapsulados os microfios, é
comum o uso de equipamentos disponiveis no mercado, os puxadores de micropipetas de vidro
(micropipette puller), entretanto os custos de aquisicéo variam entre USD $ 6000,00 e $ 9000,00
para 0s modelos mais comuns, sem 0s impostos, taxas alfandegarias e de transporte.
Considerando-se o cenario econdmico nacional e a reducdo de custos para a aquisicdo de novos
equipamentos, foi proposto o desenvolvimento, no laboratdrio, de um puxador de micropipetas
utilizando materiais de facil aquisicdo permitindo assim a constru¢do do mesmo com um custo

reduzido (R$ 900,00), podendo ser ainda menor.

Para a fabricacdo do equipamento, foi feita uma pesquisa do modo de operacdo dos
equipamentos comerciais. (Brown e Flaming, 1977) Eles funcionam basicamente aquecendo o
tubo capilar, seja por meio de uma resisténcia elétrica ou por meio de uma micro chama ou laser,
por um determinado tempo (apenas o suficiente para fundir o vidro na regido préxima) e logo em
seguida um atuador elétrico ou pneumatico puxa o capilar nos dois sentidos, esticando e
estreitando o vidro na forma de uma ponteira. Em algumas versodes, a acao de puxar é realizada
por um peso preso ao tubo capilar, sendo que o tempo, a temperatura e a distancia séo controlados

por um microprocessador incorporado ao equipamento. (Tamizhanban et al., 2014)

Numa primeira tentativa foi elaborado um projeto utilizando um peso preso ao tubo
como nos modelos mais simples, entretanto a imprecisdo no aquecimento, no alinhamento e no
posicionamento do capilar ndo permitiram bons resultados, uma vez que 0 aquecimento era
realizado através de um macarico e o alinhamento era dificil por ndo possuir precisdo, uma vez

que dependia de tubos concéntricos.

A percepcao das dificuldades no primeiro arranjo levou a correcdo para a segunda e

atual versdo. Nela o aquecimento passou a ser resistivo, controlado pela aplicagdo de uma
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corrente continua numa resisténcia elétrica montada no laboratério com fio de liga de niquel-
cromo de 1 mm de didmetro, o que melhorou e permitiu fabricar micropipetas mais reprodutiveis.
O alinhamento precario na primeira versado foi corrigido pela utilizacdo de uma guia linear, um
sistema de movimentacdo linear baseado no mesmo principio do rolamento, que possui esferas
em seu interior, gerando reducdo de atrito, suavidade na movimentagdo e alta precisdo de

posicionamento.

A Figura 17 mostra a fotografia da versao atual do puxador de micropipetas de vidro
(B) e um esquema mostrando as partes equipamento (A). Para puxar os capilares (6), 0s mesmos
sd0 presos a guia linear (3) por um dos lados através de um parafuso (2) e um bloco de aluminio
usinado unido a um patins (1), o tubo entéo é passado pelo centro da resisténcia (5) montada no
laboratdério com didmetro interno de 5 mm e 6 voltas, e a extremidade oposta é fixada com um
parafuso a outro bloco de aluminio usinado (7). A fonte era regulada para 50 V, gerando uma
corrente de 6 A no sistema, aquecendo a resisténcia para fundir o vidro no centro da mesma
(regido em vermelho) por 15 segundos (controlado por meio de um crondémetro). A fonte era
entdo desligada e a guia puxada manualmente por cerca de 3 cm de distancia (controlada com
uma régua milimetrada) e um batente de aluminio. Em seguida o tubo era quebrado no ponto

mais estreito e utilizado para a fabrica¢do dos microeletrodos.

Figura 17 — (A) Representacdo esquematica do equipamento construido, indicando as partes do
mesmo. (B) Fotografia da versdo final do puxador de micropipetas montado.
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A
"1 -Patins da guia linear (bloco deslizante)
2 - Parafuso para fixar o tubo capilar
Sentido de
movimentac&o 3 - Guia linear
do patins -
4 - Terminais para conexao

da fonte de corrente continua
—— 5 - Resisténcia

/— 6 -Tubo capilar de vidro

— 2 -Parafuso para fixar o tubo capilar

Regiao aquecida
(vermelho)

/-

7 - Bloco de aluminio usinado

Fonte: Elaborado pelo Autor

3.5 ELETRODOS

O procedimento para a obtencéo das micropipetas de vidro foi baseado em uma rotina
simples, com algumas etapas. A primeira delas é a fabricacdo das micropipetas de vidro com o
auxilio do puxador de micropipetas desenvolvido, em seguida a micropipeta de vidro fabricada,
bem como os microfios de ouro e platina, sdo limpos com &cido nitrico 10 % v/v e agua
deionizada. Os fios sdo inseridos no interior da micropipeta de vidro deixando exposta a
extremidade do fio (Figura 18A), o conjunto tem entdo a ponta aquecida diretamente na chama

ou através da resisténcia elétrica para a selagem do fio (Figura 18B).

Era realizado um acabamento da extremidade com lixa de diferentes granulometrias
para expor a secao transversal do fio (Figura 18C), que tem a forma de um disco. Em seguida o

eletrodo era polido em suspensdo de alumina e lavado com agua deionizada em ultrassom.

O contato elétrico direto ndo foi possivel, uma vez que as dimensdes do fio ndo
permitiram a conexdo direta ao equipamento. Portanto a ultima etapa envolveu a inser¢do na
extremidade oposta, de uma pasta de grafite condutora ou uma solda de estanho para estabelecer
0 contato elétrico, outras alternativas possiveis incluem o uso de mercdrio metalico ou cola de

prata, entretanto sdo op¢Oes mais perigosas ou caras do que as utilizadas e ndo foram utilizadas.
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Figura 18 — (A) Imagem da extremidade da micropipeta de vidro com o microfio de platina
inserido. (B) Apds o processo de selagem térmica com parte do fio ainda exposto. (C) Apos o

polimento, exibindo a secdo transversal do microfio de 25 pm de didmetro.

Secdo exposta
do microfio
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.6 FABRICACAO DO POSICIONADOR PARA OS MICROELETRODOS

Em conjunto com os microeletrodos foi necessario construir um posicionador para 0s
experimentos iniciais do projeto. Uma vez que as medidas foram realizadas diretamente em um
volume reduzido (entre 2 e 10 pL aproximadamente), o posicionamento de trés eletrodos torna-

se complicado num espaco tdo pequeno.

Para tal, o suporte foi construido em aluminio usinado, como alternativa para o
microposicionador comercial, cujo custo é relativamente elevado (USD $ 1200,00), sem o0s
impostos, taxas alfandegarias e transporte. Ele consistiu basicamente de trés blocos de aluminio,
dois deles posicionados sobre 0 eixo x e 0 outro no y do plano, que sdo movidos por meio de
parafusos no sentido de aproximarem-se uns dos outros através dos eixos. Os microeletrodos
foram fixados por meio de parafusos em um angulo de 45° com a base e as extremidades dos
microeletrodos foram colocadas proximas para suspender a gota de solucdo de analise. (Figura
19)

Figura 19 — (A) Arranjo montado do posicionador fabricado. (B) Arranjo com 0s

microeletrodos de trabalho e referéncia.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.7 ADAPTADOR PARA MICROPIPETA

Foram realizadas algumas tentativas para a construgdo de um dispositivo Unico para
analise em volumes reduzidos de solugéo, visando sua adaptacdo a uma micropipeta eletronica
de volume variével entre 2 e 20 pL utilizando técnicas convencionais de manufatura como a

usinagem em torno mecanico e fresa.

A primeira tentativa se mostrou promissora (Figura 20A) e era formada de trés pecas
rosqueadas. Nela foi testado o uso de polipropileno para selagem dos microfios e, apesar de terem
funcionado para algumas tentativas, ndo apresentaram a robustez necessaria para executar 0s
procedimentos tradicionais de polimento, reprodutibilidade de fabricacdo, selagem e
estabelecimento do contato elétrico, fato que impossibilitou o seu uso nas condicdes de trabalho

encontradas no laboratério.

Foi testado ainda a insercdo do microfio em tubos capilares de silica fundida, utilizados
em eletroforese capilar. Estes, apesar de terem se mostrado mais resistentes devido ao
recobrimento de poliimida, ndo sdo facilmente selados e tem as extremidades quebradicas,

impossibilitando o polimento da superficie do eletrodo.

Além das dificuldades mencionadas, neste primeiro arranjo, os microeletrodos eram
rosqueados para serem inseridos em tubos capilares de vidro de cerca de 1 mm de diametro
interno (Figura 20B), que além de delicados e quebradicos eram pequenos e apresentavam um
grande problema de vedacdo entre a peca usinada em PTFE e o capilar de vidro (Figura 20C),

tornando inviavel a succédo através da micropipeta.

Apesar das diversas dificuldades encontradas, foi possivel a anélise de ferricianeto de
potassio com o dispositivo construido. Esse dispositivo precisou ser melhorado para que pudesse
permitir, dentre outras coisas, o polimento do microeletrodo de trabalho, a substituicdo por
microeletrodos de outros materiais, reprodutibilidade de fabricagdo dos microeletrodos, selagem
e estabelecimento do contato elétrico eficiente.
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Figura 20 - Primeira versdo do adaptador para micropipeta eletronica. (A) Visao geral e sistema
de conexdes dos microeletrodos de trabalho, referéncia e auxiliar. (B) Entrada para
micropipeta, pega para rosqueamento e encaixe dos microeletrodos no capilar de vidro. (C)

Arranjo dos microeletrodos: referéncia (R), trabalho (W) e auxiliar (X).

Fonte: Elaborado pelo autor.

A possibilidade recente de imprimir o adaptador em uma impressora cartesiana permitiu
alcancar diversas melhorias no sistema e avancar para a segunda versdao do dispositivo. Para
tanto, inicialmente foi desenvolvido um modelo tridimensional do dispositivo utilizando o
software Sketchup.
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A Figura 21 apresenta 0 modelo tridimensional do adaptador fabricado por impressao 3D
e uma fotografia do conjunto montado na micropipeta. O conjunto de microeletrodos (A)
(trabalho e referéncia) é inserido através do canal de 6 mm (B), expondo os microeletrodos do
outro lado do mesmo. O conjunto é entdo selado com cola de silicone acético (C) para prevenir
vazamentos, através do preenchimento do orificio. A micropipeta (E) € fixada no furo de 4 mm
(F) para aspirar as solugdes dentro da ponteira. A ponteira (D) é entdo colocada no adaptador e
as solucBes sdo simplesmente aspiradas (entre 5 e 100 uL) e analisadas dentro da ponteira. A
Figura 22 mostra o detalhe dos microeletrodos que séo inseridos no dispositivo e selados com

silicone, bem como as medidas aproximadas do conjunto.

Figura 21 — Visdo geral, detalhe e secdo longitudinal do adaptador para micropipetas
construido. (A) Conjunto de microeletrodos de trabalho e pseudo referéncia Ag/AgClsay, (B)
furo para inser¢do dos microeletrodos, (C) silicone acético para vedagéo, (D) ponteira plastica,
(E) micropipeta eletronica e (F) furo para inser¢do da micropipeta eletrénica. Fotografia do

dispositivo em sua atual versao, conectado a ponteira e a micropipeta.
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Fonte: Elaborado pelo autor

O conjunto de microeletrodos pode ser trocado, removendo 0 mesmo, inserindo 0 novo
conjunto e selando novamente com silicone. Outro método para obter diferentes eletrodos de
trabalho, consiste em imprimir varios adaptadores e monta-los com diferentes materiais de

eletrodo, uma vez que o custo do adaptador é baixo.

Algumas melhorias foram realizadas na segunda versdo do adaptador, que permitiram
uma impressdo mais rapida, gerando economia de material pléstico e corrigindo também alguns
problemas associados ao filamento de ABS, principalmente a sua contracdo térmica (Stansbury
e ldacavage, 2016), fato que culminava com a geracdo de pecas com dimensGes diferentes
daquelas programadas. Para contornar esse problema, em substituicdo ao ABS foi utilizado o
PLA, que possui retracdo desprezivel quando comparado ao ABS. As medidas do adaptador
também foram adequadas ao novo material, tendo sido realizado um teste para avaliar varios
formatos de encaixe entre a ponteira e 0 adaptador, conforme indicado na Figura 23. A melhor
condicdo estabelecida foi com um tronco de cone com didmetros externos de 4,95 mm e de

5,8 mm.

Figura 22 — Detalhe da montagem dos eletrodos de trabalho e pseudo-referéncia no adaptador,

mostrando a medida aproximada do conjunto.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 23 — Impressdo teste para avaliar varios formatos de encaixe entre a ponteira e o
adaptador.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 24 mostra as alteracdes realizadas entre a segunda e a terceira versoes do
adaptador. E importante perceber uma diminuicao de cerca de 29 % na altura total do adaptador,
resultando numa economia de 25 % de material, além da solucdo dos problemas relacionados a

contracao térmica.

Figura 24 — Esquema mostrando algumas das diferencas entre a segunda e a terceira versdes do

dispositivo.

PLA

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.8 ANALITOS E AMOSTRAS PARA AS PROVAS DE CONCEITO

No desenvolvimento deste trabalho alguns analitos foram selecionados para caracterizar
0s microeletrodos construidos e avaliar o adaptador impresso. Neste contexto os microeletrodos
foram inicialmente testados com solugdo de ferricianeto. O par Fe3*/Fe?* é um sistema “bem
comportado” eletroquimicamente, sendo considerado modelo para o0s experimentos de
voltametria ciclica e foi utilizado para a caracterizacdo da area eletroativa dos microeletrodos,
bem como para verificacdo da eficiéncia do processo de selagem dos fios nos capilares de vidro.
Os experimentos para caracterizacdo eletroquimica dos microeletrodos foram realizados

baseados na seguinte reagédo (Equagéo 6):

Fe(CN)}™ + e~ = Fe(CN){

Equacéo 6

Para aprofundar os estudos com microeletrodos foi proposta a analise de catecol em suor
e saliva sintéticos. Tal proposta foi realizada com o objetivo de posteriormente proceder com a
extracdo deste composto do meio aquoso para 0 meio organico onde seria feita a determinacao,

mas o sistema nao apresentou 0s requisitos minimos para proceder com a microextracao.

Por outro lado, o estudo do sistema serviu de prova conceitual para a determinacdo de
amostras de suor e saliva sintéticas em uma Unica gota e também como base para o

desenvolvimento do sistema adaptado para a micropipeta.

A amostra de suor sintético foi preparada pela mistura de NaCl 20,00 g L%,
NH4Cl 17,50 g L™, &cido acético 5,00 g L%, cido latico 15,00 g L (Iso, 2015) e na sequéncia
uma aliquota de 50 uL de amostra foi diluida diretamente em 50 pL de eletrolito suporte, a seguir

uma aliquota de 5 pL foi utilizada para analise eletroquimica.

A amostra de saliva sintética (Bioxtra) foi adquirida e analisada através de adicédo de
padrdo, adicionando diferentes concentracdes de catecol em 50 pL de saliva sintética para a
construcdo da curva entre 109 e 545 umol L, em triplicata. Nos experimentos foram utilizados

5 L das solugdes preparadas.

Para a prova de conceito em meio organico, foi utilizado o par [Fe(CsHs),]*/

Fe(C<Hs), em diferentes solventes. O interesse no estudo do ferroceno esta intimamente ligado



63

ao fato de o mesmo ser utilizado como um sistema padrdo na investigacdo da influéncia de

solventes sobre 0s processos redox em meios ndo aquosos.

A dopamina foi usada como molécula modelo para a analise de compostos organicos
em meio aquoso através da voltametria ciclica e concomitantemente para mostrar a possibilidade
de modificacdo dos microeletrodos dentro das ponteiras, utilizando o adaptador construido para
andlise de 4gua de abastecimento, coletada no laboratério e diluida em eletrolito suporte (tampéo
BR pH 4) na proporc¢éo 1:1.

Por fim, foram desenvolvidos métodos para a determinacdo de metais utilizando o
dispositivo adaptador para microeletrodos. Nesta etapa foi executada a quantificagdo de cobre
utilizando um microeletrodo de ouro sem modificacdo e também a quantificacdo de chumbo com
0 microeletrodo de ouro modificado com filme de bismuto, ambas em amostras de agua de
abastecimento, confirmando a possibilidade de modificacdo em microambientes, assim como a

possibilidade de detec¢do de baixas concentracdes de metais em agua.

As amostras de agua de abastecimento foram coletadas e misturadas com eletrélito

suporte na proporcao 1:1 e em seguida foram analisadas.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CONSTRUCAO DOS MICROELETRODOS

Uma boa resposta eletroquimica nos experimentos de voltametria estd relacionada,
dentre outros aspectos, a obtencdo de microeletrodos com &rea reprodutivel. Portanto foi
necessario o desenvolvimento de uma metodologia de construcdo de micropipetas capilares
suficientemente robusta e capaz de ser reproduzida em qualquer laboratorio, com 0 minimo de

equipamentos, para facilitar a construcdo de microeletrodos a partir de capilares de vidro.

A construcdo dos microeletrodos foi avaliada inicialmente com relagdo a
reprodutibilidade da fabricacéo das micropipetas de vidro, para tanto foi realizado o alongamento
de capilares de vidro entre 1 e 10 cm em triplicata (Figura 25), e avaliando principalmente a
reprodutibilidade do comprimento, a fragilidade e a forma das pontas obtidas.
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Figura 25 — Teste de reprodutibilidade de fabricacdo das micropipetas de vidro utilizadas para

confecgéo de microeletrodos.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Num primeiro momento foi feita a avaliacdo dos comprimentos das pontas produzidas
tanto pelo lado fixo quanto pelo lado mével no equipamento, uma vez que as mesmas apresentam
caracteristicas distintas. As medidas foram tomadas da maneira indicada na Figura 26.

Figura 26 - Esquema para a medicao dos capilares mostrando o raio (r°*") e a espessura (€"'9°)

originais do capilar, comprimento da ponta e partes do capilar de vidro ap6s estiramento.

Comprimento da ponta

Fonte: Adaptado de (Tognoni et al., 2016)

Foi possivel verificar a partir da Figura 26 e das medi¢des realizadas (Tabela 1), que o
comprimento da ponta produzida pelo lado preso a guia linear (X,,sve:) € maior e com um perfil
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de estreitamento mais lento (menor dngulo em relacdo ao sentido longitudinal), enquanto o da
parte fixa (Xsi,) € menor e com um cone com maior angulagdo com relagdo ao sentido

longitudinal do capilar.

Outro fato notavel é que as micropipetas produzidas pelo lado fixo apresentaram
caracteristicas dimensionais semelhantes independentemente da distancia de estiramento. A
outra ponta, obtida pelo lado preso a guia linear, apresenta uma distribuicdo aleatéria dos
comprimentos, ndo apresentando uma tendéncia em funcdo da distancia de alongamento. Tal
distribuicdo pode ser resultado da auséncia de controle do tempo de estiramento, visto que este

possui influéncia sobre o perfil das pontas obtidas.

A distancia média entre os ombros das micropipetas (X(©~9)) aparenta possuir um
desvio de aproximadamente 0,38 cm com relacdo ao valor programado, mostrando a presenca de
um erro sistematico associado, tal fato pode ser corrigido pela alteracdo da distancia de

alongamento programada.

Tabela 1 - Medidas longitudinais (em cm) tomadas para os capilares confeccionados através do

puxador de micropipetas fabricado no laboratorio.

Xprogramada X©-0 X€©O Xfixo Xmével
1 1,37 1,02 0,47 £ 0,06 0,8+£0,1
2 2,37 2,05 0,35+ 0,05 1,03 £ 0,06
3 3,42 3,05 0,43+ 0,06 1,33+£0,06
4 4,32 4,07 0,38 £0,03 1,03 + 0,06
5 5,35 5,08 0,39+0,01 0,88 £ 0,03
6 6,40 6,12 0,47 £0,03 1,17 £ 0,06
7 7,40 7,13 0,38 + 0,08 1,03 £0,06
8 8,42 8,15 0,42 £ 0,08 1,47 + 0,06
9 9,37 9,17 0,33+ 0,06 1,1+0,1
10 10,43 10,13 0,45 £ 0,07 1,1+£0,2

Xprogramaaa — Distancia de alongamento configurada; X©~9) — Distancia média entre ombros; X ¢~ — Distancia média

entre 0s cones; Xﬁxo — Disténcia de alongamento pelo lado preso ao bloco fixo; X;,4,¢; — Distancia de alongamento pelo lado

preso a guia movel

Fonte: Elaborado pelo autor.
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As pontas produzidas por estiramentos de maior magnitude possuem parede mais
estreita, e apesar de ser uma caracteristica interessante para a fabrica¢do de microeletrodos, pouca
resisténcia mecanica foi atingida nestas condicdes. A resisténcia mecanica € um fator
extremamente importante na confeccdo de microeletrodos, uma vez que a necessidade de
polimento da superficie € recorrente ¢ realizada através de abrasdo manual em lixa d’agua e
alumina. Neste sentido o comprimento de 3 cm de estiramento foi escolhido para realizar a
fabricacdo dos microeletrodos, uma vez que apresentou espessura de vidro suficiente para dar
robustez ao microeletrodo. As pontas obtidas neste comprimento apresentam cerca de 400 pm

de didmetro, ou seja, cerca de 16 vezes o didmetro dos fios metalicos.

Apos o estiramento dos capilares de vidro, os microfios de ouro ou platina foram
inseridos e selados por aquecimento, lixados e polidos conforme descrito no capitulo 3.5 e em
seguida levados ao microscopio para aquisicdo das imagens da area geométrica dos mesmos.
(Figura 27).

Figura 27 — Imagem no microscopio Olympus BX51, da area superficial de alguns dos

microeletrodos fabricados, as medidas sdo indicadas em micrdmetros.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A imagem confirma a geometria em forma de disco e um didmetro préximo de 25 um,

conforme esperado para os eletrodos confeccionados em platina e também ouro.

4.2 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DOS MICROELETRODOS

Para caracterizar a area eletroativa dos microeletrodos, inicialmente foram registrados
voltamogramas para o eletrolito suporte (KCI 0,25 mol L), com varredura no intervalo de
potencial de 0,7 V a -0,3 V a 50 mVs para o microeletrodo de platina e entre 0,7 Ve -0,5 V a
50 mVs? para o microeletrodo de ouro. Em seguida 2 puL de uma série de solugbes padrio
preparadas de KsFe(CN)s em KCI 0,25 mol L™t com concentragGes variando de 1,2 a5 mmol L™?
foram adicionadas ao sistema (Figura 28). Sabe-se que para microeletrodos é valida a relacdo
(Bard, 1980) (Equacdo 7):

I, =4nFDC*r
Equacéo 7
Onde I, é a corrente de difusdo, n é o nimero de elétrons envolvidos, F e D sdo a

constante de Faraday (96485 C mol™ e o coeficiente de difusdo do analito (7,3x10° cm? s?)

respectivamente, C* (mol cm®) é a concentragio da solucdo e r é o raio do microeletrodo (cm).

Figura 28 - Voltamogramas ciclicos do KsFe(CN)s em KCI 0,25 mol L nas concentragdes de
0 mmol L (a) 1,2 mmol L (b) 2,01 mmol L (c) 3,04 mmol L (d), 4,02 mmol L (e),
5 mmol L (f) para determinagdo do raio dos microeletrodos. Condiges: velocidade de
varredura 50 mV s, microeletrodo de trabalho - platina (A) e ouro (B), pseudo-referéncia -
AQ/AYClsaty,
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Fonte: Elaborado pelo autor

Foram construidas curvas analiticas e, a partir dos coeficientes angulares (0,0028 A cm?3
mol? para Pt e 0,0052 A cm3 mol™ para Au) foram calculados os raios de 10,01 e 18,57 um
respectivamente. Estes valores mostram que o processo de selagem térmica dos microfios em
vidro ocorre de maneira eficiente, uma vez que os valores sdo proximos do valor nominal

informado pelo fabricante (12,5 um).

4.3 PROVAS DE CONCEITO PARA O ADAPTADOR DESENVOLVIDO

4.3.1 Catecol

Para iniciar os estudos em volumes reduzidos foi proposto inicialmente o estudo do
perfil voltamétrico do catecol em diferentes condi¢Bes experimentais. Os experimentos com 0s
diferentes solventes foram realizados utilizando o posicionador de microeletrodos num sistema
convencional de 3 eletrodos. Os solventes e solu¢bes aquosas utilizados foram selecionados para
abranger solventes com polaridades distintas, bem como diferentes condigdes de pH dentre as
solugdes aquosas. Os meios escolhidos para realizacdo dos experimentos de voltametria ciclica
foram ACN, acetona, acetato de etila, DMF, DMSO, HCI 0,1 mol L, metanol, metil-isobutil

cetona, n-hexano, tolueno e KCI 0,25 mol L.

A voltametria ciclica foi aplicada em uma gota de 3 pL de cada solugéo, na faixa de 0 V
a 1 V com uma velocidade de varredura de 0,1 Vs em um microeletrodo de platina. N&o foi
utilizado eletrélito suporte para estes testes em solventes organicos. Os voltamogramas para
alguns solventes sdo apresentados na Figura 29.
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Figura 29 - Voltamogramas ciclicos para catecol a 12 mmol L em diferentes solventes.
Condig0es: Microeletrodo de trabalho - Pt, referéncia - Ag/AgClsaty € auxiliar - Pt, velocidade

de varredura de 100 mV s, As letras (a— f) indicam os mdltiplos ciclos de varredura.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para os solventes apolares como metil-isobutil-cetona, n-hexano, tolueno, e acetato de
etila (os 3 dltimos ndo mostrados) a baixa condutividade, as altas pressdes de vapor e
consequentemente a rapida evaporagdo, também decorrente da relacdo area superficial/volume
da gota ndo permitiram a analise na temperatura ambiente em um volume tao reduzido e também

em volumes maiores como 10-15 pL.

Para os demais solventes ndo aquosos foi possivel observar o inicio da oxidacdo em
potenciais proximos de 0,6 VV como exemplificado na Figura 29, usando metanol como solvente.
A evaporagdo também ocorre nestes casos, mas com menor intensidade sendo possivel registrar
alguns voltamogramas ciclicos (a-f) até a completa evaporacdo do solvente, ocorrendo um

aumento de sinal referente a diminuicdo do volume e consequente aumento de concentragéo.
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Dentre as solucbes aquosas, foi possivel perceber a partir da comparagdo entre 0s
voltamogramas ciclicos para HCI e KCI que a transferéncia eletronica foi facilitada em meio
acido, apresentando um potencial de oxidacdo menor que aquele em solugdes neutras ou basicas,
apresentando concordancia com o trabalho descrito na literatura (Gomes, 2015). Sendo este

eletrdlito escolhido para os experimentos.

Apos definir a condigdo de pH do meio, foi feita a otimizacéo dos pardmetros da técnica
de voltametria de onda quadrada, tendo sido avaliado a amplitude e a frequéncia de pulso e
também o incremento de potencial para as determinacdes. Nos experimentos descritos a seguir
foi utilizado o adaptador impresso em PLA, contendo 2 eletrodos (trabalho e pseudo-referéncia)
aspirando um volume de 20 pL de solugéo contendo catecol 1 mmol L™ em HCI 0,1 mol L.

O primeiro parametro estudado foi a amplitude da onda. Para tanto aplicou-se a
voltametria de onda quadrada com varredura entre 0 e 1,2 VV com frequéncia de 25 Hz, e um
incremento de potencial de 5 mV. O processo foi repetido para os valores de amplitude entre 5 e
150 mV.

Os voltamogramas obtidos sdo exibidos na Figura 30A, juntamente com o grafico que
apresenta a dependéncia da corrente do pico pela amplitude da onda (B). E possivel perceber um
aumento de cerca de 8 vezes no valor da corrente de pico ao se partir de 5 para 58 mV. Entretanto,
ao avaliar valores de amplitude acima de 58 mV pode-se perceber um forte desvio da linearidade,
bem como um comportamento atipico no sinal eletroquimico esperado, com um desdobramento
do pico em dois sinais distintos, portanto, o valor de 58 mV foi utilizado para os experimentos
subsequentes, por possuir um melhor comprometimento com a concentragao, corrente e com o

perfil voltamétrico do sistema.

Figura 30 - (A) Voltamogramas de onda quadrada para o estudo da amplitude da onda variando

de 5mV (a) a 150 mV (t) para a determinagdo de catecol em 20 pL de solucédo. (B) Gréfico da

dependéncia da corrente de pico pela amplitude da onda. Condi¢6es: concentracdo de catecol 1
mmol Lt em HCI 0,1 mol L, microeletrodo de trabalho - platina, pseudo-referéncia -

Ag/AgCl(sap), frequéncia = 25 Hz e Eincremento =5 mV.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Num experimento posterior foi feita a variacdo da frequéncia de aplicacdo dos pulsos.
Nos experimentos, foi realizada uma varredura, através da voltametria de onda quadrada, entre 0
e 1,2 V com frequéncia de pulso entre 5 e 105 Hz, amplitude de 58 mV e um incremento de

potencial de 5 mV.

A Figura 31A, mostra os voltamogramas obtidos para o estudo da frequéncia de
aplicagéo dos pulsos para a analise de catecol e a Figura 31B exibe a dependéncia da corrente de

pico pela raiz quadrada da frequéncia em uma ampla faixa.

Figura 31- (A) Voltamogramas de onda quadrada para o estudo da frequéncia de aplicacéo dos
pulsos variando de 5 Hz (a) a 105 Hz (k) para a determinacdo de catecol. (B) Gréafico da
dependéncia da corrente de pico pela raiz quadrada da frequéncia de aplicagao dos pulsos.

Condicdes: similar ao da Figura 30 e Eamplitude = 58 mV.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

E possivel notar a partir do gréafico anterior um aumento de cerca de 41 % na altura da
corrente de pico quando a frequéncia varia de 5 para 45 Hz, entretanto, para frequéncias maiores
ocorre um desvio da linearidade esperada para a curva de i,x ﬁ . Esse desvio da linearidade
pode ser resultado de alteracdes na reversibilidade e também na alteragdo da cinética de reacdo

e, portanto, o valor de 45 Hz foi utilizado para os experimentos subsequentes, por possuir um

comprometimento com a reversibilidade, concentragéo e corrente do sistema.

Outro pardmetro avaliado foi o incremento de potencial, uma vez que apresenta uma
relacdo direta com a velocidade de varredura. Neste experimento, foi realizada uma varredura,
através da voltametria de onda quadrada entre 0 e 1,2 VV com frequéncia de pulso de 45 Hz,

amplitude de 58 mV variando o incremento de potencial linearmente entre 1 e 5 mV. A Figura
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32 mostra a relacdo entre a corrente de pico e o incremento de potencial aplicado na analise de
catecol.

Figura 32 - Gréafico da dependéncia da corrente de pico pelo incremento de potencial variando
de 1 a5 mV aplicado na determinacgéo de catecol por voltametria de onda quadrada. Condic¢oes:

similar ao da Figura 31 e Frequéncia = 45 Hz.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A avaliacdo do grafico nos permite concluir que a corrente de pico sofre uma pequena
variacdo com o aumento do incremento de potencial na faixa estudada (15 % de aumento), tendo

sido definido o valor de 5 mV para 0s experimentos subsequentes.

Para dar continuidade, foi proposta a aplicacdo dos microeletrodos na determinagéo de
catecol em amostras de suor sintético atraves da voltametria de onda quadrada. Nos experimentos
foram utilizados 5 pL de solugdo de catecol em diferentes concentragOes para a construcdo de
uma curva analitica (entre 218 e 545 umol L) em triplicata. A varredura foi realizada entre 0 e
1,2 V usando as condi¢des descritas na Tabela 2. Os voltamogramas para as réplicas e a curva
analitica obtida sdo mostrados na Figura 33.

As correntes de pico foram medidas e ajustadas pelo método dos minimos quadrados a

uma reta, a equacao que descreve a curva de calibracdo é mostrada na Equagéo 8.
ip¢(nd) = 0,0054 + 0,0002 — 0,48 + 0,08

Equacéo 8
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Onde ip, é a corrente de pico e C é a concentracdo de catecol, as unidades estao entre

parénteses.

Tabela 2 - CondigBes experimentais e instrumentais para as analises de catecol em amostras de

suor e saliva sintéticas.

Parametro
Frequéncia de pulso 45 Hz
Amplitude de pulso 58 mV

Incremento de potencial 5 mV
Microeletrodo de trabalho Platina

Pseudo-referéncia Ag/AQClsat)
Auxiliar Ausente
Volume de solucéo 5uL

Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 33 - Voltamogramas de onda quadrada e curva analitica para catecol nas concentractes
de 218 umol Lt (a-c), 327 umol L (d-f), 436 umol Lt (g-i) e 545 umol L (j-I) obtida em

triplicata em meio de HCI 0,01 mol L. Condicdes: similar ao da Figura 32 e Eincremento = 5 mV.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As curvas foram submetidas a analise de variancia e ndo apresentaram evidéncias de
falta de ajuste a um nivel de 95 % de confianca, o valor de Fcalc foi 0,92 abaixo do valor tabelado

(4,46), com 98,7 % de explicacdo pelo modelo de regressao utilizado.

A partir dos dados da Equacdo 8 foi possivel estabelecer os limites de detecgdo e
quantificagdo instrumentais. Os valores estabelecidos foram 51,5 e 156,0 umol L%,
respectivamente. Eles foram determinados segundo a Equacdo 9 e a Equacdo 10,

respectivamente, dispostas nos critérios da consulta publica n°129 da ANVISA da seguinte
forma: (Anvisa, 2016)

3,30
LD =
a
Equacéo 9
100
a
Equacéo 10

Onde ¢ é o desvio padréo residual da linha de regressao, e a € o coeficiente angular da
curva de analitica.

Apos a construgdo da curva analitica, foi realizada a analise de uma amostra de suor

sintético, que foi fortificada em dois niveis para verificar a exatiddo do método. As amostras
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foram preparadas diluindo diretamente 50 pL de amostra em 50 pL de eletrdlito suporte, a seguir
uma aliquota de 5 pL foi utilizada para analise eletroquimica.

Um volume de 50 pL de amostra foi fortificada em dois niveis pela adicdo de 327 e
436 pmol Lt de uma solugéo padrdo de catecol e em seguida foram avolumadas para 100 pL e
analisadas da mesma forma que a amostra pura. Os voltamogramas obtidos para as amostras
puras e fortificadas sdo mostrados na Figura 34. A amostra de suor sintético ndo apresentou sinal
de corrente na regido estudada, entretanto a analise da amostra fortificada com catecol permitiu
avaliar a dispersao dos resultados como parte do estudo de precisdo. Permitiu também a avaliacéo
da exatiddo do método através dos ensaios de recuperacdo. Os valores médios de recuperagdo
(105 e 98 % para os niveis baixo e alto, respectivamente) estiveram dentro da faixa estabelecida
pela ANVISA (Anvisa, 2016) para o nivel de concentracdo estudado (90 a 107 %) com desvio

padrdo relativo de 3 % em ambos 0s casos, também dentro do limite de 7,3 %.

Figura 34 - VVoltamogramas de onda quadrada obtidos para a analise da amostra de suor sintético
(a-c) e amostras fortificadas com catecol em dois niveis (327 (d-f) e 436 pmol L*(g-i))

Condic0es: similar a Figura 33.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Em seguida uma amostra de saliva sintética foi analisada. A curva de adi¢do de padrdo
foi preparada adicionando diferentes concentragdes de catecol em 50 pL de saliva sintética para

a construcdo da curva analitica entre 95 e 379 umol L, em triplicata. Nos experimentos foi
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utilizada uma gota de 5 pL das solugdes preparadas. A varredura foi realizada entre 0 e 1,2 V

usando as condicGes descritas na Tabela 2. Os voltamogramas para as réplicas e a curva obtida
sdo mostrados na Figura 35.

Figura 35 — VVoltamogramas de onda quadrada para a determinacgéo de catecol em amostra de
saliva sintética (a-d), e adi¢Bes de padrdo de 95 pmol L (e-g), 189 umol L (h-k),
284 umol L™t (I-n) e 379 umol L* (0-p). Condicdes: similar a Figura 33.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As alturas dos picos de correntes foram medidas e ajustadas pelo método dos minimos
quadrados ordinarios a uma reta, descrita na Equacéo 11.

ips(nd) = 0,00403 £+ 0,00007 — 0,01 + 0,02

Equagdo 11

Onde ip; é a corrente de pico e C € a concentracdo de catecol, as unidades estao entre
parénteses.

As curvas foram submetidas a analise de variancia e ndo apresentaram evidéncias de

falta de ajuste a um nivel de 95 % de confianca, 0 valor de Fcac foi 3,4 estando pouco abaixo do



78

valor tabelado (3,6). Nestas condi¢cdes 0 modelo de regresséo utilizado consegue explicar 99,7 %
dos pontos experimentais.

A partir dos dados da Equacdo 11 foi possivel estabelecer o limite de deteccdo e
quantificacdo do método. Os valores estabelecidos foram 18 e 54 pmol L respectivamente,

tendo sido determinados segundo a Equacéo 9 e Equacdo 10 (pag.75)

Em seguida uma amostra dopada com uma concentragio de 142 pmol L de padréo foi
analisada da mesma forma e 0 mesmo tratamento estatistico foi utilizado. O modelo de regressdo
ajustado foi testado quanto a falta de ajuste e ndo apresentou evidéncias de falta de ajuste a 95%
de confianga. Os voltamogramas e a curva de adicdo de padréo na faixa de 95 a 473 pmol L sdo
mostrados na Figura 36. O valor de recuperacéo foi de 110 %.

Figura 36 - Voltamogramas de onda quadrada para a determinacéo de catecol em amostra de
saliva sintética dopada com 142 pmol L™ de catecol (a-d), e adi¢Oes de 94,7 pmol L (e-g),
189 pumol Lt (h-k), 284 umol L (I-n), 379 umol L (0-q) e 473 umol L (r-s). Condicdes:

similar a Figura 33.
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Foi realizado um estudo do comportamento dos eletrodos fabricados em meio organico,
utilizando o par redox [Fe(CsHs),]* /Fe(CsHs), em diferentes solventes e o sistema adaptador

impresso em ABS, contendo o eletrodo de trabalho e o pseudo-referéncia (Ag/AgClsa) apenas.

As respostas voltamétricas sdo mostradas na Figura 37 para alguns dos solventes testados.

Figura 37 - Voltamogramas ciclicos para o ferroceno 10 mmol L* em 10 pL dos solventes

(acetonitrila, acetona, dimetilformamida, dimetilsulfoxido, metanol e n-hexano) em um

microeletrodo de ouro sem a presenca de eletrélito suporte. As letras indicam os ciclos
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Para os solventes apolares como n-hexano, tolueno e acetato de etila (os dois Gltimos
ndo mostrados) h& baixa condutividade, evidenciada pelas correntes na ordem de pA,
impossibilitando a medida eletroquimica. Outro fator critico foi a evaporagdo desses solventes,
0 que também ocorreu para 0s demais solventes, em especial para ACN, acetona e metanol. Nos
trés Gltimos casos, apesar de ser possivel a realizacdo da medida, a mesma possui bastante
instabilidade devido a evaporagdo. Para a acetona, por exemplo isso ocorre durante o primeiro
ciclo, ja para a ACN os sinais aumentam a medida que mais ciclos sdo realizados com um
aumento de aproximadamente 170 % no sinal entre o primeiro e o quinto ciclo, isto porque a
diminui¢do do volume aumenta a concentracdo do ferroceno no meio até que apos 5 ciclos a
corrente deixa de fluir pelo sistema, ndo existindo mais o contato elétrico por meio da solug&o.
O mesmo acontece para 0 metanol ap6s o segundo ciclo. J& com relacdo aos potenciais de
oxidacdo percebe-se que para solventes polares proticos como ACN e metanol a transferéncia
eletronica é facilitada iniciando a oxidacdo em potenciais préximos de 0,3 V, enquanto para
solventes aproticos polares como DMF e DMSO a oxidagdo inicia-se em potenciais maiores,
proximos de 0,4 V, entretanto com correntes mais baixas, evidenciando uma menor

condutividade nesses meios.

Em DMF e DMSO a evaporacao se apresenta menos pronunciada, permitindo varios
ciclos com um desvio padréo relativo de 7 e 8 % (6 ciclos), respectivamente, sem uma diminuicéo
aprecidvel do volume de solvente em temperatura ambiente. Para melhor investigar o
comportamento do ferroceno em solventes aproticos foi utilizado o DMF como solvente nos

testes subsequentes com os microeletrodos de ouro e platina.

Foram realizados voltamogramas ciclicos nos microeletrodos de ouro e platina (Figura
38) para efeito de comparacdo da resposta dos mesmos, para isso 0s voltamogramas foram

normalizados pela area de cada um.
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Figura 38 - Voltamogramas ciclicos e curva analitica corrigida pela area dos microdiscos em
meio de DMF para a construgdo de uma curva analitica para ferroceno nas concentracoes de 0
mmol L (a), 1 mmol L (b), 2 mmol L (c), 3 mmol L (d), 4 mmol L (e) e 5 mmol L (f).

Condic6es: microeletrodo de trabalho de ouro (A) e platina (B) e pseudo-referéncia de
Ag/AgClsar). Eletrdlito suporte: TBATFB 0,25 mol L. Velocidade de varredura 0,1 V s2.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As correntes foram medidas através da altura das curvas sigmoides exibidas na Figura
38 e foram ajustadas pelo método dos minimos quadrados ordinarios, cujas equacles sdo
mostradas para cada um dos eletrodos (Equacdo 12 e Equacdo 13).
Jpe (PAum™2) = 20,6x C
Equacéo 12
jau (PAUM™) = 14,4 x C
Equacéo 13

Onde jp; € j4, S@0 as densidades de corrente para os eletrodos de platina e ouro

respectivamente, e C € a concentracao de ferroceno, as unidades estdo entre parénteses.

A sensibilidade, avaliada pelo coeficiente angular dos dois eletrodos, apresentou uma
diferenca de cerca de 30 %, evidenciando altera¢cdes na forma de transferéncia eletronica entre

os diferentes eletrodos, com uma sensibilidade maior para o eletrodo de platina.

A reprodutibilidade da construcdo dos microeletrodos foi testada com a fabricacéo de
30 eletrodos de platina diferentes e atraves da comparacao da medida de corrente limite para o

ferroceno 10 mmol L em solugdo de DMF, obtendo-se uma corrente média da ordem de 40 nA
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e um desvio padrao relativo de 3,6 % entre as correntes medidas com os eletrodos fabricados. Os
voltamogramas para os 30 eletrodos construidos sdo mostrados na Figura 39.

Figura 39 - Voltamogramas ciclicos para uma solugdo de ferroceno 10 mmol L em
dimetilformamida usando 30 microeletrodos de platina diferentes. Condi¢oes: Eletrodo de

pseudo-referéncia de Ag/AgClsay, velocidade de varredura 0,2 mV s,
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Foi proposta entdo a aplicagdo dos microeletrodos na anélise do ferroceno através da
técnica de voltametria de onda quadrada para investigar a resposta dos microeletrodos a baixas
concentracdes. Nos experimentos descritos a seguir foi utilizado o adaptador impresso em ABS,
aspirando um volume de 20 pL de solucéo contendo ferroceno 1 mmol L™ em DMF contendo

TBATFB 0,1 mol L como eletrélito suporte.

O primeiro parametro estudado foi a amplitude da onda. Para tanto aplicou-se a
voltametria de onda quadrada com varredura entre 0 e 0,7 V com frequéncia de 25 Hz, e um
incremento de potencial de 5 mV. O processo foi repetido para os valores de amplitude entre 5 e
115 mV. Os voltamogramas obtidos estdo exibidos na Figura 40A, juntamente com o grafico que
apresenta a dependéncia da area do pico pela amplitude da onda (Figura 40B). E possivel
perceber um aumento linear no valor da area do pico ao se partir de 5 para 115 mV, sendo
proximo de 21 vezes o valor da area para a menor amplitude, o estudo confirma, portanto, que a

sensibilidade pode ser drasticamente afetada pela mudanca deste parametro.
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Figura 40 — (A) Voltamogramas para o estudo da amplitude da onda variando de 5 mV
(@) a 115 mV (I) para a determinacdo de ferroceno. (B) Gréfico da dependéncia da area do pico
pela amplitude da onda. Condigbes: concentracio de ferroceno 1 mmol L™ em DMF contendo
TBATFB 0,1 mol L como eletrolito suporte, eletrodo de trabalho de platina, pseudo-referéncia
de Ag/AQClsa), frequéncia 25 Hz € Eincremento = 5 mV.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Entretanto ao avaliar a largura dos picos dos voltamogramas da Figura 40 pode-se
perceber uma contribuicdo cada vez mais significativa para o alargamento do pico, fato que
limitou a amplitude até 75 mV com um bom compromisso entre area e largura, apresentando um
aumento de mais de 14 vezes na area do pico para um alargamento da ordem de 70 mV. A partir

dos dados expostos, pdde-se definir a amplitude de 75 mV para 0s experimentos posteriores.
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Num experimento posterior foi feita a variacdo linear da frequéncia de aplicacdo dos
pulsos. Nos experimentos, foi realizada uma varredura, através da voltametria de onda quadrada,
entre 0 e 0,7 VV com frequéncia de pulso entre 5 e 450 Hz, amplitude de 75 mV e um incremento

de potencial de 5 mV.

A Figura 41, mostra os voltamogramas para o estudo da frequéncia e a dependéncia da
area integrada do pico pela raiz quadrada da frequéncia de aplicagcdo dos pulsos em uma ampla
faixa. E possivel notar um aumento da area do pico quando a frequéncia varia de 5 para 450 Hz,
com uma diferenca maior que 5 vezes o valor inicial de corrente. Como pode ser visto na Figura
41B, o sistema apresenta um comportamento linear ao longo de toda a curva de i,x+/f e,

portanto, o valor de 450 Hz foi utilizado para os experimentos subsequentes.
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Figura 41 — (A) Voltamogramas de onda quadrada para o estudo da frequéncia de aplicagéo
variando de 5 Hz (a) a 450 Hz (aj) com incrementos de 13,5 Hz dos pulsos para a analise de

ferroceno. (B) Dependéncia da corrente de pico pela raiz quadrada da frequéncia de aplicacao

dos pulsos. Condigdes: similar ao da Figura 40 e Eampiitude = 75 mV.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Outro parametro avaliado foi o incremento de potencial, uma vez que apresenta uma

relacdo direta com a velocidade de varredura. Neste teste foi realizada uma varredura, através da

voltametria de onda quadrada entre 0 e 0,7 V com frequéncia de pulso de 450 Hz, amplitude de

75 mV, variando o incremento de potencial linearmente entre 1 e 10 mV com incremento de

1mV.
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A partir dos voltamogramas e do gréafico da Figura 42 fica evidente que o incremento
de potencial ndo exerceu influéncia sobre o sinal analitico para a determinacdo de ferroceno,
entretanto, um incremento menor fornece um maior nimero de pontos de amostragem de corrente
no intervalo e por isso foi escolhido o menor incremento de potencial para a realizacéo da analise.
A escolha deste valor ndo comprometeu o tempo de analise de maneira significativa, uma vez
que esta apresenta um tempo bem curto mesmo com o menor incremento de potencial (cerca de
1 segundo).

Figura 42 — (A) Voltamogramas de onda quadrada para o estudo do incremento de potencial
variando de 1 mV (a) a 10 mV (j) para a anélise de ferroceno. (B) Dependéncia da altura do

pico pelo incremento de potencial. CondicGes: similar ao da Figura 41 e frequéncia = 450Hz.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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A curva analitica foi construida usando as condi¢fes experimentais estabelecidas,
resumidas na Tabela 3. Uma sequéncia de voltamogramas de onda quadrada de solugdes
contendo concentragdes crescentes de ferroceno entre 41 e 142 umol L é apresentada na Figura
43, juntamente com as respectivas curvas analiticas. Nos experimentos foram utilizados 10 pL
de solucéo de ferroceno aspiradas no interior de uma ponteira encaixada no dispositivo adaptador

construido.

Tabela 3 - CondicGes experimentais e instrumentais para as analises de ferroceno em solugéo

de DMF.
Parametro
Frequéncia de pulso 450 Hz
Amplitude de pulso 75 mV

Incremento de potencial 1 mV
Microeletrodo de trabalho Platina e Ouro

Pseudo-referéncia Ag/AgCl(sar)
Auxiliar Ausente
Volume de solugéo 10 uL

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 43 — (A) Voltamogramas de onda quadrada e curva analitica obtida em meio de DMF
para o branco (a) e o ferroceno nas concentragdes de 41 pmol Lt (b), 70 pmol L (c), 92
pumol Lt (d), 108 pmol Lt (), 122 umol L (f), 133 pmol L (g) e 142 pmol L (h) para o
eletrodo de platina (A) e ouro (B). CondicGes: frequéncia de 450 Hz, Amplitude de 75 mV e
incremento de potencial de 1 mV.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
As correntes de pico foram medidas e ajustadas pelo método dos minimos quadrados

ordinarios, cujas equagdes sdo mostradas para cada um dos eletrodos nas Equagéo 14 e Equacéo
15.

Jjau (PApm=2) = 0,075+ 0,002 x C — 2,0 £ 0,2

Equacéo 14
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jpe (PApm=2) = 0,182 4+ 0,005xC — 2,34 0,5

Equacéo 15

Onde jp; €j4,580 as densidades de corrente para 0s eletrodos de platina e ouro

respectivamente, e C € a concentracao de ferroceno, as unidades estdo entre parénteses.

As curvas foram submetidas a analise de variancia e ndo apresentaram evidéncias de
falta de ajuste a um nivel de 95 % de confianca, os valores de Fcac foram 1,39 para o
microeletrodo de ouro e 2,14 para o microeletrodo de platina, ambos abaixo dos valores

tabelados.

A partir dos dados da Equacdo 14 e Equagdo 15 obtidas foi possivel estabelecer os
limites de deteccdo e quantificacdo instrumental nos dois microeletrodos desenvolvidos. Os
valores estabelecidos foram 7,5 e 22,8 umol L™, respectivamente, para o eletrodo de platina, e
6,1 e 18,5 umol L™, respectivamente, para o eletrodo de ouro. Eles foram determinados segundo
a Equacdo 9 e a Equacéo 10, respectivamente.

O microeletrodo de platina foi testado ainda para confirmar a teoria relacionada ao perfil
do voltamograma. Foi realizado um estudo variando a velocidade de varredura utilizando os
microeletrodos inseridos no adaptador para micropipetas. A Figura 44 mostra 0s 25
voltamogramas registrados com velocidades de varredura variando entre 0,005 e 1 V s e 0 efeito
causado por essa variacdo. E sabido que para microdiscos a densidade de corrente apresenta uma
dependéncia da difusdo linear e da difusdo radial, apresentando portanto uma contribuicdo
temporal e uma independente do tempo conforme mostrado na Equacéo 16.

__4nFDC® nFDY2C®

7 na + ml/2¢1/2

radial linear

Equacéo 16

Onde I, é a corrente de difusdo, n € o nimero de elétrons envolvidos na reagdo, F é a
constante de Faraday, D é o coeficiente de difusdo da espécie, C* é a concentragdo da espécie

no seio da solucéo, a é a area do eletrodo, e t é o tempo.
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Figura 44 — Voltamogramas ciclicos de uma solugéo de ferroceno 10 mmol L em
dimetilformamida, para o estudo da velocidade de varredura entre 5mV st e 1V s (1-25).
Condicdes: microeletrodo de trabalho de platina, pseudo-referéncia de Ag/AgClsa), frequéncia

de 450 Hz, amplitude de 75 mV e incremento de potencial de 1 mV.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Conforme pode ser visto na Figura 44, a resposta voltamétrica comeca a apresentar um
perfil com a presenca de um pico, que € esperado para eletrodos com difusédo linear (como 0s
macroeletrodos), entretanto a corrente na inversao do potencial e os baixos valores de corrente
mostram que o perfil de estado estacionario (microeletrodos) ainda é dominante, mesmo para
velocidades altas, da ordem de 1 Vs™. Por outro lado, para velocidades até 250 mV s existe uma
independéncia entre a corrente limite e a velocidade de varredura, indicando a predominancia da

contribuic&o radial e uma fraca dependéncia temporal.

Para estender um pouco mais a compreensdo dos voltamogramas ciclicos registrados,
foi avaliado o critério de Thémes |E5,, — E; 4| para os voltamogramas até a velocidade de
250 mV s*. Foi encontrado um valor médio de 55,2 mV, muito préximo do valor teérico de
56,4 mV, sendo possivel confirmar tanto a reversibilidade quanto o nimero de elétrons

envolvidos na oxidagao do ferroceno.
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4.3.3 Dopamina

A fim de verificar a versatilidade do dispositivo construido, foi proposta a modificacdo
da superficie de um microeletrodo de trabalho de ouro inserido no sistema adaptador e testado
para a determinagdo de dopamina em &gua. Inicialmente uma sequéncia de experimentos foram
tratados para definir o pH ideal para a execucdo das analises. Para este proposito alguns
parametros foram fixados: tempo de deposicdo de 120 s, potencial de deposicdo de -0,9 V e uma
concentragdo de platina de 10 mmol L (KzPtCls em tampdo BR pH 3,3). Uma mistura de
H3BOs, H3PO4 e CH3COOH todos a 0,04 mol L™,

Num experimento tipico para investigar a oxidacdo da dopamina, uma aliquota de
solugdo de platina (10 uL) foi aspirada na ponteira e um potencial de -0,9 V foi aplicado para
realizar a modificacdo do eletrodo de ouro. Subsequentemente, a solucdo foi dispensada, a
ponteira foi lavada aspirando e dispensando cerca de 20 uL de agua deionizada 5 vezes. Uma
aliquota de uma solugdo tampdo BR em pH 2 (10 uL) foi entdo aspirada, e uma varredura de
potencial realizada entre -0,2 e 0,6 V & 50 mV s para verificar o sinal analitico gerado pela
solucéo do branco. Logo em seguida uma aliquota de 10 uL da solugdo de dopamina a 5,11 mmol
L (pH 2) foi tomada e analisada da mesma maneira. A ponteira foi entdo removida e o eletrodo
de trabalho foi polido para remover a platina depositada e testado novamente para diferentes
valores de pH (2, 4, 6, 8 e 10).

Os resultados estdo apresentados na Figura 45 tanto para o eletrodo limpo quanto para

0 eletrodo modificado com platina.


https://en.wikipedia.org/wiki/Boric_acid
https://en.wikipedia.org/wiki/Phosphoric_acid
https://en.wikipedia.org/wiki/Acetic_acid
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Figura 45 — (A) Gréfico de corrente limite em funcéo do pH do tamp&o BR para a deteccgdo de
dopamina em um eletrodo de ouro modificado com platina. (B) Influéncia do tempo de
deposicédo de platina na resposta eletroquimica da dopamina. Condigdes: concentracao de
dopamina - 5,11 mmol L, eletrodo pseudo-referéncia de Ag/AgClsa, velocidade de varredura
de 50 mV s,
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 45(A) mostra o efeito da modificagéo do eletrodo, um crescimento de mais de
40 % nos valores de corrente quando comparado aos valores obtidos para o eletrodo de ouro nao
modificado. E interessante também observar um pequeno aumento de corrente quando varia-se
0 pH de 2 para 4. ApGs este valor acontece um decaimento da corrente limite em funcdo do
aumento do pH, isto porque a dopamina é rapidamente oxidada em meio basico pelo oxigénio

dissolvido (Shen e Ye, 1994). Portanto o pH 4 foi escolhido para 0s experimentos subsequentes.

A Figura 45B mostra a dependéncia da corrente pelo tempo de deposi¢cdo de platina.
Neste experimento, o eletrodo foi inicialmente polido ¢ entdo uma aliquota de 10 uL. de uma
solugdo de K2PtCls 210 mmol L foi aspirada e um potencial de -0,9 V foi aplicado por 20 s. A
solucdo foi entdo dispensada, a ponteira foi lavada aspirando e dispensando agua deionizada
repetidas vezes. Uma aliquota de 10 uL. de uma solugdo de dopamina foi aspirada e analisada
através da voltametria ciclica entre -0,2 € 0,6 V a 50 mV s. O mesmo foi realizado para os
tempos de 40, 60, 80 e 100 segundos de deposigéo.

Os resultados indicam que a corrente observada para 0 menor tempo de deposi¢éo é
cerca de 17 % mais baixa do que aquela observada para os demais tempos de deposicéo.

Entretanto, apos 40 segundos de deposicao nao foi constatada nenhuma diferenca expressiva que
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justificasse o aumento do tempo para a realizacdo das analises. Portanto, um tempo de 40

segundos foi utilizado nos experimentos subsequentes.

Apds estabelecer as condigdes de analise, uma curva analitica foi construida e as
amostras de agua foram analisadas através da voltametria ciclica. As amostras de agua de torneira

foram coletadas no laboratério e entdo dopadas com dopamina em 3 niveis distintos.

Para a realizagdo das andlises, o dispositivo foi conectado a micropipeta e inserido na
ponteira, em seguida os eletrodos foram conectados ao potenciostato. Uma aliquota de 10 uL de
uma solucdo de platina foi aspirada e um potencial de -0,9 V foi aplicado a célula por um periodo
de 40 s. Depois deste procedimento, a ponteira e os eletrodos foram lavados aspirando e
dispensando &gua deionizada repetidas vezes. Posteriormente 10 uL de uma solu¢do contendo
apenas o eletrdlito suporte foi aspirada e o potencial foi varrido entre -0,2 € 0,6 V a 50 mVs™. A
solucdo foi dispensada e a ponteira lavada novamente. Logo apo6s, 10 uL de uma solucéo padréo
de dopamina foi aspirada e analisada da mesma forma. O mesmo foi feito para os outros padroes,
amostras e amostras fortificadas. Todo o procedimento foi executado em triplicata. As amostras

foram preparadas por diluicdo (1:1) em tampdo BR pH 4.

A Figura 46 mostra os voltamogramas ciclicos da dopamina (entre 204 e

1022 pmol L™ 1), utilizados para a construcdo da curva analitica.
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Figura 46 — Voltamogramas ciclicos para a construgdo de uma curva analitica nas
concentragdes de 0 umol L (a), 204 pmol L (b), 409 pmol L* (c), 613, umol L (d), 818
umol Lt (e) e 1022 umol L (f). Condigdes: microeletrodo de trabalho de ouro modificado

com platina, pseudo-referéncia Ag/AgClsa, eletrolito suporte - tampéo BR pH 4, velocidade de

varredura - 50 mV s,
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Fonte: Elaborado pelo autor

As correntes limites foram medidas e ajustadas pelo método dos minimos quadrados a
uma reta, a Equacdo 17 descreve a curva de calibracéo.

i (nA) = 0,0062 =C - 0,02 ,R*> = 0,9997

Equacéo 17

Onde i € a corrente limite e C é a concentracdo de catecol, as unidades estdo entre
parénteses.

A partir dos dados da Equagdo 17 foi possivel estabelecer os limites de deteccdo e
quantificacdo instrumentais. Os valores estabelecidos foram 156 e 51,9 pmol L*

respectivamente. Eles foram calculados segundo a Equacéo 9 e a Equacéo 10, respectivamente.
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Testes de adicdo e recuperacdo foram realizados em 3 niveis para avaliar a exatidao do
método, os resultados sdo mostrados na Tabela 4 e evidenciam boa exatiddo para a analise de

dopamina.
Tabela 4 — Valores de recuperacao para as amostras de agua fortificadas.
Concentracdo adicionada (umol L) % recuperacao
306,6 99,8
715,4 99,5
919,8 99,5
4.3.4 Cobre

A determinacdo de cobre foi realizada com o intuito de investigar a potencialidade do
uso do adaptador para analises diretas de metais em microeletrodo de ouro. A fim de alcangar as
melhores condicGes instrumentais para a analise, foi elaborada uma sequéncia de testes para
otimizar os parametros fundamentais da técnica de voltametria de onda quadrada como: o tempo
e potencial de pré-concentracdo, amplitude, frequéncia e ainda o incremento de potencial. Todos
os estudos foram realizados de forma univariada, avaliando a area do pico de redissolucdo do
cobre.

Nos experimentos descritos a seguir foi utilizado o adaptador impresso em PLA,
aspirando um volume de 12 pL de solugdo contendo cobre 525 pg L™ em HCI 0,1 mol L%, o

sistema foi mantido sem agitacdo mecanica ou magnética durante o periodo de analise.

O primeiro parametro estudado foi a amplitude da onda. Para tanto foi aplicado um
potencial de -1,1 V permanecendo por 120 s para a pré-concentracdo do Cu?*. Em seguida,
aplicou-se a voltametria de onda quadrada com varredura entre -1,1 e 0,4 VV com frequéncia de
25 Hz, e um incremento de potencial de 3 mV para a redissolucéo do cobre. Posteriormente, um
potencial de condicionamento de 0,65 V foi aplicado por 30 segundos para limpeza do eletrodo.

O processo foi repetido para os valores de amplitude entre 10 e 100 mV.

Os voltamogramas obtidos estdo exibidos na Figura 47A, juntamente com o grafico que
apresenta a dependéncia da area do pico pela amplitude da onda (Figura 47B). E possivel
perceber um aumento de cerca de 13 vezes no valor da area do pico ao se partir de 10 para

100 mV. Confirmando que a sensibilidade pode ser drasticamente afetada pela mudanca deste
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parametro. A partir dos dados expostos, pode-se definir a amplitude de 100 mV para 0s

experimentos posteriores.

Figura 47 — (A) Voltamogramas para o estudo da amplitude da onda variando de 10 mV
(@) 2100 mV (j) para a determinacéo de cobre. (B) Gréafico da dependéncia da area do pico pela
amplitude da onda. CondigBes: Concentragio de cobre 525 ug L em HCI 0,1 mol L7,
microeletrodo de trabalho de ouro, pseudo-referéncia de Ag/AQClsat), Edep = - 1,1 V, tg = 120 s,
f =25 Hz, Eincremento = 3 MV, Econd = 0,65 V, teona= 30 S.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O segundo parametro estudado foi o potencial para a deposi¢io do Cu?*, onde avaliou-
se potenciais entre -0,1 e -1,1 V. Os potenciais foram aplicados por 120 s para a pré-concentracdo
do Cu?*. Neste estudo, aplicou-se a voltametria de onda quadrada com varredura entre o potencial

de deposicdo e 0,4 V com frequéncia de 25 Hz, amplitude de 100 mV e um incremento de
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potencial de 3 mV para a redissolucdo do cobre. Posteriormente, um potencial de
condicionamento de 0,65 V foi aplicado por 30 s para limpeza do eletrodo.

O grafico que mostra a dependéncia entre a area do pico e o potencial de deposicao
aplicado é apresentado na Figura 48. E possivel perceber um aumento de cerca de 46 % na area
do pico ao se partir de um potencial de deposicdo de -0,3 para -1,1 V. Nesse sentido, definiu-se

como -1,1 V o potencial para a deposicao de cobre.

Figura 48 — Gréafico da dependéncia da area do pico de redissolugdo do cobre pelo potencial de
deposicéo. Condigdes: Concentragdo de cobre 525 pg L em HCI 0,1 mol L, microeletrodo de
trabalho de ouro, pseudo-referéncia de Ag/AQClsat), Edep €ntre -0,1 Ve -1,1V, t4=120s,

f =25 Hz, Eamplitude = 100 MV, Eincremento= 3 MV, Econd = 0,65 V, teond = 30 s.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Num experimento posterior foi feita a variacdo linear da frequéncia de aplicacdo dos
pulsos. Nos experimentos, um potencial de -1,1 V foi aplicado, permanecendo por 120 s para a
pré-concentragdo do Cu?*. Em seguida, foi realizada uma varredura, através da voltametria de
onda quadrada, entre -1,1 e 0,4 V com frequéncia de pulso entre 15 e 105 Hz, amplitude de 100
mV e um incremento de potencial de 3 mV para a redissolucéo do cobre. Finalmente um potencial

de condicionamento de 0,65 V foi aplicado por 30 segundos para limpeza do eletrodo.

Os graficos da Figura 49 mostram a dependéncia entre a area do pico de redissolugdo
do cobre e a frequéncia de aplicacdo dos pulsos e também a dependéncia entre a corrente de pico

e a raiz quadrada da frequéncia.
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Figura 49 — (A) Gréfico da dependéncia da rea integrada do pico de redissolugdo de cobre pela
frequéncia de aplicagdo dos pulsos. (B) Dependéncia da corrente de pico pela raiz quadrada da
frequéncia de aplicacio dos pulsos. Condigdes: concentragio de cobre 525 ug L™ em HCI
0,1 mol L, microeletrodo de trabalho de ouro, pseudo-referéncia de Ag/AgClsar), Edep = -
1,1V, tg=120s, fentre 15 e 105 Hz, Eampiitude = 100 MV, Eincremento= 3 MV, Econda = 0,65V,
tconda = 30 S.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

E possivel notar a partir da Figura 49A um aumento de mais de 18 vezes na area do pico
de redissolucdo do cobre quando a frequéncia varia de 15 para 105 Hz, entretanto, como pode
ser visto na Figura 49B, para as frequéncias de 95 e 105 Hz ocorre um desvio da linearidade
esperada para a curva de i,x ﬁ . Esse desvio da linearidade pode ser resultado de alteracdes na

reversibilidade e também na alteragdo da cinética de reacédo e, portanto, o valor de 85 Hz foi
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utilizado para os experimentos subsequentes, por possuir um comprometimento com a

reversibilidade, concentragéo e corrente do sistema.

Outro parametro avaliado foi o incremento de potencial, uma vez que apresenta uma
relacdo direta com a velocidade de varredura. Neste teste, um potencial de -1,1 V foi aplicado
por 120 s para a pré-concentracdo do Cu?*. Em seguida, foi realizada uma varredura, através da
voltametria de onda quadrada entre -1,1 e 0,4 VV com frequéncia de pulso de 85 Hz, amplitude de
100 mV variando o incremento de potencial linearmente entre 1 e 9 mV para a redissolugédo do
cobre. Por fim, um potencial de condicionamento de 0,65 V foi aplicado por 30 segundos para

limpeza do eletrodo.

A Figura 50 mostra os voltamogramas obtidos, bem como a relacdo entre a area do pico
de redissolucdo e o incremento de potencial aplicado. A avaliacao do grafico nos permite concluir
que a area do pico aumenta linearmente com o aumento do incremento de potencial na faixa
estudada, tendo sido definido o valor de 9 mV para a construcdo da curva analitica, por ter

apresentado tanto uma melhor sensibilidade como um menor tempo de analise.
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Figura 50 — (A) Voltamogramas de onda quadrada para a redissolucdo do cobre variando o
incremento de potencial de 1 mV (a) a9 mV (e). (B) Grafico da dependéncia da area do pico
em funcéo do incremento de potencial. Condigbes: Concentragio de cobre 525 ug L™ em HCI
0,1 mol L, microeletrodo de trabalho de ouro, pseudo-referéncia de Ag/AgClsa),
Edep=-1,1V, t4=120s, f=85Hz, Econa = 0,65V, teond = 30 S, Eampiitude = 100 mV.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Um ultimo experimento foi realizado para definir o tempo de deposi¢do para a
determinacéo de cobre, neste experimento foi utilizado o adaptador impresso em PLA, aspirando
um volume de 12 pL de solugdo contendo cobre 75 pg L™t em HCI 0,1 mol L™ e também as

condicdes atingidas nos experimentos anteriores.
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Um potencial de -1,1 V foi aplicado, permanecendo entre 30 e 300 s para a pré-
concentragdo do Cu?*. Em seguida, foi realizada uma varredura, através da voltametria de onda
quadrada, entre -1,1 e 0,4 V com frequéncia de pulso de 85 Hz, amplitude de 100 mV e
incremento de potencial de 9 mV para a redissolucdo do cobre. Por fim, um potencial de

condicionamento de 0,65 V foi aplicado por 30 segundos para limpeza do eletrodo.

Os voltamogramas obtidos para estes testes séo mostrados na Figura 51, bem como o

grafico que mostra a dependéncia da area integrada do pico de corrente pelo tempo de deposicéo.

E notéavel o aumento da érea integrada do pico de redissolugdo partindo-se de 30 para
300 s de deposicdo (um aumento de cerca de 38 %). Entretanto elevados tempos de deposicéao
comprometem a frequéncia analitica, diminuindo consideravelmente o nimero de analises em
um mesmo intervalo de tempo. Neste sentido a aplicacdo do método deve levar em consideragédo
também a adequacdo as necessidades da amostra a ser trabalhada e também o ganho de

sensibilidade deve ser criteriosamente avaliado.

Buscando um comprometimento entre frequéncia analitica e detectabilidade foi
utilizado o tempo de 180 s de deposicdo, que apresenta um ganho de cerca de 23 % de sinal
analitico com relacdo ao menor tempo testado ao passo que utiliza um tempo 40 % menor que o

maior tempo de deposicgéo testado.
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Figura 51 — (A) Voltamogramas para o estudo do tempo de deposicéo variando de 30 s (a) a
300 s (j) para a determinacéo de cobre. (B) Gréfico da dependéncia da &rea do pico pelo tempo
de deposicéo. Condicdes: Concentracio de cobre 75 pg Lt em HCI 0,1 mol L%, microeletrodo

de trabalho de ouro, pseudo-referéncia de Ag/AgClsat), T = 85 Hz, Eincremento = 9 MV, Econd =

0,65 V, teond = 30 S, Eampiitude =100 mV.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A curva analitica foi construida usando as condi¢Ges experimentais estabelecidas,
resumidas na Tabela 5. Uma sequéncia de voltamogramas de solucGes contendo concentrages

crescentes de cobre entre 30 e 500 pg L™ é apresentada na Figura 52.



abastecimento

Parametro

Frequéncia de pulso
Amplitude de pulso
Incremento de potencial
Potencial de deposigéo
Tempo de deposicédo
Potencial de condicionamento
Tempo de condicionamento
Microeletrodo de trabalho
Pseudo-referéncia

Auxiliar

Eletrélito suporte

Volume de solugéo
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Tabela 5 - Condigdes experimentais e instrumentais para as analises de cobre em agua de

85 Hz

100 mV
9mVv
-11V
120s
0,65V

30s

Ouro
Ag/Ag C I (sat)
Ausente
HCI1 0,1 mol L™
12 uL

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 52 — (A) Voltamogramas de onda quadrada e (B) curva analitica para a determinagédo de
cobre nas concentracdes de 30 ug L (a), 50 pg L (b), 70 pug L2 (c), 90 pg L2 (d), 100 pg L
(e), 300 pug L (f) e 500 pg L (g). Condigdes: Microeletrodo de trabalho de ouro, pseudo-
referéncia de Ag/AgClsat), Edep =- 1,1V, tagep = 180 s, f = 85 Hz, Eincremento = 9 MV, Econd =
0,65 V, teond = 30 S, Eampiitude =100 mV.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As areas integradas dos picos de redissolucdo foram medidas e ajustadas pelo método

dos minimos quadrados a uma reta (R? = 0,999), a Equacdo 18 descreve a curva de calibragio.
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Area (nAV) = 8,16x1072 + 0,09x1073 x C — 0,20 + 0,02

Equacéo 18

Onde Area € a area integrada do pico de corrente e C é a concentragdo de Cu®*, as

unidades estdo entre parénteses.

A partir dos dados da Equacdo 18 foi possivel estabelecer o limite de deteccdo e
quantificacdo instrumental. Os valores estabelecidos foram 7,98 e 26,6 pg L, tendo sido

determinados segundo a Equacédo 9 e a Equacdo 10, respectivamente.

Uma amostra de agua de abastecimento foi fortificada com 75 pg L™ de cobre e
analisada. Obteve-se uma recuperacdo de cerca de 93 % estando dentro do limite méaximo
aceitavel para a faixa de concentracdo estudada. (Anvisa, 2016)

4.3.5 Chumbo

Foi proposta em seguida a determinacdo de chumbo através da modificacdo do
microeletrodo de ouro modificado com filme de bismuto em substituicdo ao filme de mercdrio,

muito utilizado para essa finalidade.

Nos experimentos foram utilizados 10 pL de solucdo de cada um dos pontos da curva
analitica, preparada entre 30 e 180 pg L em tampéo acetato pH 4, a partir de uma solugio
estoque de Pb 1000 pg L. O método desenvolvido por Rehacek e colaboradores (Rehacek et
al., 2008) foi adaptado e aplicado, e consiste na aplicacdo de um potencial de deposicédo de - 0,9
V por 70 segundos para a reducédo do Bi* (numa proporcio 20 vezes maior que a concentragao
de Pb?*) juntamente com o Pb?*. Em seguida, aplicou-se a voltametria de onda quadrada com
varreduraentre - 0,9 e 0 V usando 90 Hz, com amplitude de 100 mV e um incremento de potencial
de 12 mV em um microeletrodo de ouro para a redissolucdo dos metais. Apos a analise, um
potencial de limpeza de 0,3 V foi aplicado por 15 segundos para eliminagcdo completa do filme

de bismuto. Os voltamogramas e a curva analitica obtida sdo mostrados na Figura 53.
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Figura 53 — Voltamogramas de onda quadrada e curva analitica para a determinacdo de chumbo
nas concentragdes de 30 pug L (a), 60 pg L (b), 90 pug L (c), 120 pg L (d), 150 pg L (e),
e 180 ug L (f). CondicBes: Microeletrodo de trabalho de ouro modificado com bismuto,
pseudo-referéncia de Ag/AgClsat), Edep = - 0,9 V, taep = 70°S, f = 90 Hz, Eincremento = 12 mV,
Econd = 0,30 V, tcond = 15'S, Eamplitude =100 mV.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As alturas dos picos correntes foram medidas e ajustadas pelo método dos minimos

quadrados a uma reta, a equacdo que descreve a curva analitica é mostrada na Equacéo 19.
i(nA) =0,052+0,00lxC —0,1+0,1

Equacéo 19

Onde i é a corrente de pico e C é a concentracdo de Pb?*, as unidades estdo entre
parénteses.

A partir dos dados da Equacdo 19 foi possivel estabelecer o limite de deteccédo e
quantificacdo instrumental. Os valores estabelecidos foram 5,8 e 19,2 pg L?, tendo sido

determinados segundo as Equacédo 9 e Equacéo 10, respectivamente.
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A amostra de agua de abastecimento foi adicionada diretamente no eletrolito suporte
utilizado na proporcéo 1:1, tendo sido tomada uma aliquota de 5 UL de amostra para anélise. Em
seguida a amostra foi dopada em dois niveis com 50 e 160 pg L *de padrdo de Pb?* e analisada
da mesma forma. O valor médio estimado para a concentracdo de chumbo na amostra ficou
abaixo do limite de quantificacdo estabelecido. Os valores de recuperagéo calculados foram de
118 e 83 % para as réplicas fortificadas com 50 pg L™ e de 80 % para a fortificagdo em 160 pg
L. O desvio padrdo relativo médio calculado para a amostra fortificada com 50 pg L™ foi de 20
%, dentro do limite maximo aceitavel (Anvisa, 2016) para a faixa de concentracdo estudada

(35 %). Os voltamogramas para a amostra e a amostra fortificada podem ser vistos na Figura 54.

Figura 54 - Voltamogramas para a amostra de agua de abastecimento (a-b) e amostras
fortificadas com 50 pg L (c-d) e 160 pg L (e) de Pb?* para o estudo de recuperacio.
Condic¢oes: Microeletrodo de ouro modificado com filme de bismuto, pseudo-referéncia de
Ag/AQCl(sat), Edep =-0,9 V, tdep = 70 S, Elimpeza= 0,3 V, =90 Hz, Eampiitude = 100 mV, Eincremento =

12 mV.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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5. CONCLUSAO

A construcdo do puxador de micropipetas foi realizada com materiais de baixo custo,
podendo ser utilizado para a confeccdo dos microeletrodos. Existem entretanto, inimeras
possibilidades de melhorias a serem exploradas para a construcdo de uma maquina mais robusta,
como por exemplo através da incluséo de dois patins para deslocamento, motores para tracao dos

patins e também a automac&o do sistema atraves de microcontroladores com codigo aberto.

Os microeletrodos fabricados foram caracterizados eletroquimicamente com
ferricianeto de potassio e através de microscopia optica, tendo apresentado medidas de diametro
do fio compativeis com aquelas informadas pelo fabricante, confirmando que o processo de

selagem térmica dos fios néo altera significativamente as dimensdes dos mesmos.

Uma série de provas conceituais foram desenvolvidas para abranger diferentes
possibilidades de aplicacdo do sistema desenvolvido. Investigou-se a analise de diferentes classes
de compostos, em diferentes meios, valendo-se do uso de eletrodos modificados ou ndo, através

da deposicao eletroquimica.

Nos testes iniciais foi realizada a determinacéo de catecol em suor e saliva sintéticos
utilizando o sistema de posicionamento dos microeletrodos. O uso do sistema permitiu a
realizacdo de analises em gota suspensa e serviu de base para o desenvolvimento do adaptador

para eletroanélises diretamente em micropipetas.

Foi possivel otimizar as condigdes voltamétricas de anélise de catecol em suor e saliva
sintéticos, utilizando volumes reduzidos de amostra (5 uL), onde foi verificado que ndo houve
evidéncias de falta de ajuste do modelo a 95 % de confianca. A precisdo e a exatiddo das medidas
foram verificadas respectivamente a partir dos desvios padréo relativos (3%) e de ensaios de
adicdo e recuperacdo, com valores de recuperacdo que variaram de 90 a 110 %. Foram
estabelecidos ainda limites de detecgdo e quantificacdo instrumentais nas condicdes utilizadas

sendo definidos como 51,5 e 156,0 pmol L1, respectivamente.

Algumas tentativas levaram a construcdo da versdo mais avancada do dispositivo
impresso em 3D. O conjunto foi testado em diferentes solventes organicos como DMF, ACN,
metanol, DMSO entre outros e foram aplicados na otimizacao dos pardmetros instrumentais e na
determinacdo de ferroceno a baixas concentragfes em apenas 10 pL de solvente organico
apresentando linearidade na faixa de 41 a 142 umol L7, testada com relagdo a falta de ajuste,

bem como bons resultados para os limites de deteccio e quantificagdo (7,5 e 22,8 umol Lpara
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o eletrodo de platina e 6,1 e 18,5 pmol L para o eletrodo de ouro). Foi ainda atestado o processo

de difusdo radial envolvido, através do critério de Thomes.

Os testes com a dopamina mostraram que a modificacdo com platina é benéfica e se
traduz num ganho de cerca de 40 % de sinal analitico. Foi possivel ainda investigar a forte
dependéncia em fungdo do pH do meio, sendo evidente a perda da estrutura da mesma em meios
alcalinos e levemente acidificados. O método proposto apresentou bons valores de recuperacdo
(entre 99,5 e 99,8%) e foi avaliado com relacdo aos limites de deteccdo e quantificacdo, que

foram 15,6 e 51,9 umol L respectivamente.

Apesar de simplificada, a abordagem proposta para a determinacéo de cobre em aguas
destaca a possibilidade da realizagdo de analises utilizando o sistema adaptador proposto para a
determinacdo direta de cobre através do uso de um microeletrodo de ouro. Foram buscadas
condicdes favoraveis a quantificacdo de cobre em amostra de agua de abastecimento,
apresentando sensibilidade adequada, com limites de deteccéo e quantificagdo da ordem de 7,98
e 26,6 ug L, respectivamente, e uma faixa linear entre o limite de quantificagdo e 500 ug L

A determinacdo de chumbo foi feita através da modificacdo de um eletrodo de ouro com
filme de bismuto, em substituicdo ao mercurio, demonstrando a possibilidade de modificacdo do
mesmo para a analise de metais em solugdo aquosa na faixa de 30 a 180 pg L com boa
linearidade. A precisdo e exatiddo estdo dentro dos valores esperados na faixa de concentracao
avaliada, entretanto, esses podem ser melhorados através de um nimero maior de experimentos

e aplicado a um ndmero maior de amostras.

5.1 PERSPECTIVAS

Em relagdo a estudos fundamentais, € necessario compreender melhor e realizar
modificagOes no puxador de micropipetas, tanto na vertente de melhorias de design e incluséo de
novas pegas, mas principalmente na automagdo do sistema. Desta forma a construgdo das
micropipetas de vidro podera ser realizada de forma ainda mais reprodutivel, preservando a
simplicidade de operacdo que se prople nesta tese. Ainda com relacdo ao equipamento
construido, é necessario estudar a viabilidade de construir um equipamento contendo pecas
impressas em uma impressora do tipo FDM, a fim de diminuir os custos de producéo e facilitar

0 acesso a esta tecnologia.
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O dispositivo adaptador apresentado nesta tese deu apenas 0S Seus primeiros passos,
com a demonstracdo de suas etapas de fabricacdo, dos processos envolvidos na confecgédo e
caracterizacdo dos microeletrodos e da aplicabilidade do sistema como um todo através de
diversas provas de conceito. Existem muitas melhorias e modificacGes a fazer, sobretudo na
perspectiva de torna-lo um dispositivo ainda mais robusto, por exemplo com todos os eletrodos

integrados numa so6 unidade.

Outra possibilidade a ser explorada diz respeito a impressdo de ponteiras com diferentes
formatos em PLA e ABS com a finalidade de serem modificadas com enzimas para permitir a
andlise indireta de espécies com a detec¢do do peroxido de hidrogénio gerado através das reacdes

enzimaticas especificas.

E possivel ainda investigar a viabilidade da impressdo de eletrodos neste sistema
adaptador utilizando filamentos condutores. Ainda no que diz respeito aos filamentos condutores,
é possivel investigar um conjunto de parametros, como diferentes modificadores de filamento
(grafeno, grafite, nanotubos, nanoparticulas metélicas), orientacdo de impressdo, ativagdo
eletroquimica ou por solventes, com o acompanhamento da morfologia da superficie por
microscopia, caracterizacdo através de técnicas de impedancia eletroquimica e voltametria,

buscando diferentes aplicacdes eletroanaliticas para eletrodos condutores impressos.

Finalmente, estudar o comportamento de compostos nas areas ambiental, alimenticia,
clinica e farmacéutica utilizando o sistema construido como um dispositivo do tipo point of care

é promissor.
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