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RESUMO

Este trabalho trata do desenvolvimento de uma metodologia para construgdo de
eletrodos impressos, utilizando adesivos vinilicos como moldes para a construgdo de
eletrodos. Utilizando esta metodologia inovadora foram construidos eletrodos impressos (EI),
e eletrodos construidos por sputtering (SPT). Para os EI, foi utilizada tinta condutiva de
carbono na preparagdo dos eletrodos de trabalho e contra-eletrodo, bem como tinta condutiva
de prata na preparagdo do eletrodo de referéncia, resultando no eletrodo EI-Ag (eletrodo
impresso cujo eletrodo de referéncia ¢ de prata). Foi construido um segundo EI partindo do
EI-Ag, o EI-Ag/AgCl (eletrodo impresso cujo eletrodo de referéncia ¢ de prata/cloreto de
prata). Utilizando o mesmo design de adesivo da constru¢do dos eletrodos acima, foram
construidos eletrodos chamados nesse trabalho de SPT-Au-Ag, os quais possuem as trilhas do
eletrodo de trabalho e contra-eletrodo de ouro, produzidas por sputtering. A morfologia dos
eletrodos foi analisada por estereomicroscopia, microscopia eletronica de varredura e
microscopia de forga atdmica. Os trés tipos de eletrodos desenvolvidos neste trabalho foram
comparados frente um eletrodo comercial da Dropsens DS110. Os perfis eletroquimicos
foram avaliados e comparados por voltametria ciclica, utilizando os diagnosticos de
reversibilidade, sendo utilizada a sonda cationica ferrocianeto e ferricianeto de potassio.
Sendo ainda avaliada a repetibilidade para os valores de corrente para a mesma sonda, bem
como os valores de densidade de corrente. Utilizando o eletrodo SPT-Au-Ag, foram
realizados testes iniciais visando a construgdo de um biossensor utilizando MicroRNA-184,
sendo este de grande relevancia para o diagnostico e/ou monitoramento de patologias

carcinogénicas.

Palavra-chave: eletrodo impresso, eletrodo de ouro, eletrodo de referéncia, biossensor,

miRNA184.



ABSTRACT

This work deals with the development of a methodology for the construction of
printed electrodes, using vinyl adhesives as mold for the construction of electrodes. Using this
innovative methodology was constructed printed electrodes (EI), and electrodes constructed
by sputteting (SPT). For the EIL, carbon conductive paint was used in the preparation of the
working electrodes and counter electrode, a silver conductive ink was used in the preparation
of the reference electrode, resulting in the electrode EI-Ag (printed electrode whose reference
is silver) . A second EI was constructed starting from the EI-Ag, the EI-Ag / AgCl (printed
electrode whose reference electrode is silver / silver chloride). Using the same adhesive
design used for the construction of the above electrodes, the so-called SPT-Au-Ag electrodes
were constructed, this one has the work electrode and conter electrod made in gold, which
were constructed by sputtering. The morphology of the electrodes was analyzed by
stereomicroscopy, scanning electron microscopy and atomic force microscopy. The three
electrodes developed in this work were compared to a commercial electrode of Dropsens
DS110. The electrochemical profiles were evaluated and compared by cyclic voltammetry,
using the reversibility diagnostics, using the cationic probe ferrocyanide and ferricyanide. It is
still evaluating the repeatability for the current values for the same probe as well as the
current density values. Using the SPT-Au-Ag electrode, initial tests were performed aiming
the construction of a MicroRNA-184 biosensor, and this is of great relevance for the diagnosis

and / or monitoring of carcinogenic pathologies.

Keyword: printed electrode, gold electrode, reference electrode, biosensor, miRNA 184,
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INTRODUCAO

1.1 ELETRODOS IMPRESSOS
1.1.1 Contexto historico

A utilizacdo da técnica de screen-printing, em tradugdo literal impressdo em tela, ou
também conhecida como silk screen, ¢ uma tecnologia relativamente moderna para
constru¢do de eletrodos. O primeiro relato encontrado da utilizagdo dessa técnica para
constru¢io de sensores, foi feito na patente de Higgins em 1987 Hoje, o documento
pertence a empresa Genetics International. Baseado nesta patente, foi desenvolvido um sensor
comercial na forma de uma caneta, relatada na publicac@o intitulada “Pen-sized digital 30
second blood glucose meter”, em traducdo livre, “Glicosimetro sanguineo de 30 segundos do

tamanho de uma caneta”. Abaixo temos a imagem do esbogo deste dispositivo. [213114]

Figura 1: Diagrama representativo da construgdo do primeiro glicosimetro impresso
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Posteriormente este dispositivo foi aprimorado e langado comercialmente como
ExacTech, sendo esse o primeiro biossensor comercial impresso para a detec¢do de glicose no
sangue. Trata-se de uma fita glicosimétrica depositada sobre um substrato de acetato de
celulose ou poliuretano. O dispositivo possui duas trilhas de material condutor, sendo uma
delas de carbono, que atua como eletrodo de trabalho, na qual tem incorporada uma camada

de um mediador de elétrons com a enzima glicose desidrogenase-GDH. A outra trilha ¢
1



composta por uma mistura de Ag/AgCl, a qual funciona simultaneamente como contra-

eletrodo e eletrodo de referéncia. Na Figura 2 temos sua representacao. [*!

Figura 2: ExacTech, primeiro biossensor comercial impresso
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1.1.2 Construcao de eletrodos impressos

Para a construgdo de eletrodos impressos (screen printed electrodes, Els),
primeiramente se faz necessario o preparo da tela de impressdo. Ela pode ser preparada
baseando-se na revelagdo fotografica, utilizando luz UV, como revelador. O principio consiste
em aplicar uma emulsdo fotossensivel sobre toda a trama da tela e utilizar um fotolito para
delimitagdo das areas em que ndo serdo cobertas pelo revelador, areas essas que sdo as de
interesse, e entdo utilizar luz UV pra promover a revelagdo. Com a tela de impressdo pronta e
ja revelada, aplica-se sobre a tela a tinta condutiva de interesse sobre o substrato a ser
impresso, utilizando um rodo de impressdo. Deste modo, a tinta ir4 permear apenas sobre 0s
locais da trama que ndo foram revelados. Apds um tratamento térmico, tem-se como resultado
os eletrodos impressos. Na maioria dos casos se faz necessaria a utilizagdo de varias telas,
pois os eletrodos impressos sdo compostos de varias partes que requerem composi¢des de
tintas diferentes. Sdo elas eletrodo de trabalho, contra-eletrodo, eletrodo de referéncia e

isolamento para os contatos elétricos. O processo € representado na Figura 3.



Figura 3: Sequéncia de construcdo de eletrodos impresso pela técnica de screen printing.
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A tecnologia de construgdo dos eletrodos impressos ja ¢ bem estabelecida para
fabricacdo de sensores eletroquimicos, tendo alta seletividade e sensibilidade, sendo utilizada
com sucesso em diferentes substratos, sejam eles flexiveis ou ndo. "1 O desenvolvimento de
eletrodos impressos tem entre seus objetivos, a portabilidade, visando realizagdo de analises
in-situ, ou seja, no local de demanda e descentralizacdo das analises, drastica redugdo do
volume de amostra necessario para analise e, consequentemente, reducdo do custo das
analises. P01

Existem diversas empresas que fabricam esses dispositivos. Porém, todas elas sdo
estrangeiras e o processo de compra depende de importagdo, empresas como: BST, BVT,
ItalSens, Micrux Technologies, Rusens e Dropsens. Na Figura 4, temos a representacdo de

alguns eletrodos impressos comerciais.



Figura 4: Imagens de diversos eletrodos impressos comerciais, Dropsens (A), BVT (B),
Itaulsens(C)
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Fonte: Adaptado 12 1131114]
Com relagéo a versatilidade desses dispositivos, como pode ser observado na Tabela 1,

existem diversas possibilidades de combinagdes para os eletrodos impressos.

Tabela 1: Algumas composi¢des de eletrodos impressos comerciais

Composicio eletrodo de Composicao contra Composicio eletrodo de
trabalho eletrodo referéncia
Carbono Platina Prata
Ouro Carbono Prata/Cloreto de prata
: Prata coberta com cloreto de
Platina Ouro
prata
Prata Prata Platina
Liga de ouro e platina Prata/Cloreto de prata Ouro

Liga de ouro e platina

Fonte: [1°116]

A versatilidade desses dispositivos ndo se mantém apenas com relagdo a composi¢ao
de seus eletrodos, mas também pela variagdo da area dos eletrodos, bem como da quantidade
de eletrodos de trabalho. E possivel comprar um eletrodo impresso sem nenhuma
modificagdo, ou ja funcionalizado. Dentre as possibilidades de funcionalizagdo temos: sal de
mercurio; glicose oxidase; azul da prussia; acetilcolinesterase, entre diversas outras possiveis.

A funcionalizagdo ira depender da aplicagio do eletrodo impresso. [171118]



1.2 Eletrodos em Eletroquimica

1.2.1 Eletrodo de trabalho

Para fins eletroquimicos, um eletrodo ¢ um condutor elétrico em contato com um
condutor i6nico. O condutor elétrico pode ser um metal ou um semicondutor. J4 o condutor
i0nico, geralmente ¢ uma solugdo eletrolitica. Os eletrodos utilizados em experimentos

(9201211 oy de materiais

voltamétricos normalmente sdo de metais solidos ou liquidos
carbonaceos, % sendo raramente utilizados 6xidos metalicos ou polimeros. 21 Q pré-requisito
fundamental para um eletrodo, além do fato de ser condutor, € que ele ndo deve reagir com o
solvente ou o eletrdlito. De modo a atender esse requisito, € necessario conhecer a faixa de
potencial em que o eletrodo pode ser polarizado, chamado de janela de estabilidade de
potencial, a qual ¢ a faixa de potencial em que o eletrodo pode ser polarizado sem que ocorra
variagdo na corrente proveniente de processos faradaicos, ou seja, os valores de corrente
obtidos sdo provenientes apenas do carregamento da dupla camada elétrica.

A janela de estabilidade de potencial para um eletrodo € uma propriedade intrinseca e
depende da natureza do eletrodo. Como exemplo, a geracdo de hidrogénio em eletrodos de
mercurio ocorre em potenciais mais negativos, o que o caracteriza como um bom eletrodo
para potenciais catodicos, sendo que o mercurio é facilmente oxidado em potenciais mais
positivos. Em contrapartida, eletrodos de ouro e de platina sdo bastante utilizados em valores
de potenciais anddicos. Eletrodos de ouro tendem a formar uma camada de oxido durante a
varredura anodica, porém este oxido é totalmente reduzido durante a varredura catodica. 1241

Os eletrodos do tipo pasta de carbono consistem basicamente da mistura de dois tipos
de componente principais, sendo eles o material carbondceo em si e o aglutinante. Dentre os
materiais carbonaceos mais utilizados temos o grafite em floco, microesfera de grafite, negro
de acetileno, negro de fumo, nanotubo de carbono e grafeno, entre outros. 2’11 A por¢io
carbonédcea da pasta de carbono, tem como fungdo promover a condutividade elétrica ao
sistema. Os componentes carbondceos que possuem organizac¢io cristalina, como grafite em
flocos e grafeno, promovem um maior favorecimento da passagem de corrente elétrica.
Dentre os aglutinantes utilizados, comumente temos Nujol, Uvasol, parafinas e resinas em

geral. Os aglutinantes tém como fung¢do manter os componentes carbonaceos unidos. 12!



1.2.2 Geometria dos eletrodos

Na literatura, a forma mais comum de eletrodo de trabalho ¢ esférica !, mas ¢

possivel obter microeletrodos e eletrodos impressos com diversas geometrias e tamanhos
diferentes, simplesmente adaptando a matriz utilizada para sua confec¢do. A forma mais
comum ¢ aquela em que possui trés eletrodos, sendo eletrodo de trabalho, contra eletrodo e
eletrodo de referéncia no mesmo substrato. 2’1 A Figura 5 mostra a representacdo de alguns

designs possiveis.

Figura 5: Diferentes arranjos e designs para eletrodos impressos
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Com relagdo a geometria, o eletrodo de trabalho deve ser pequeno o suficiente para
que ocorra uma uniforme e completa polarizagdo das espécies eletroativas na interface do
eletrodo. O eletrodo de referéncia deve ser colocado o mais proximo possivel do eletrodo de
trabalho, visando minimizar o efeito de resisténcia. O contra eletrodo deve ser maior
proporcionalmente que todos ou outros, pois este deve permitir a transferéncia de corrente no

circuito. 1%

1.2.3 Eletrodos de referéncia

Para fins de comparagdo em medidas eletroanaliticas, € possivel aplicar um potencial
constante ao eletrodo de trabalho, utilizando um eletrodo de referéncia como parametro para
controle deste potencial. O eletrodo padrdo de hidrogénio (EPH) ¢ o eletrodo padrdo para a
compara¢do dos potenciais, o qual ¢ composto de um fio de platina dentro de um tubo
preenchido com gas hidrogénio sob pressdo de 1 atm, o qual fica mergulhado em uma solucgéo
de acido sulfurico 1,0 mol. L™t a 25°C. 21 B B A Figura 6 mostra um eletrodo padrio de

hidrogénio.



Figura 6: Representacgio real de um eletrodo padrio de hidrogénio (EPH)

Fonte: 132

A utilizag¢do do eletrodo padrdo de hidrogénio (EPH) ndo ¢é viavel para fins praticos,
devido a sua dificuldade de construgdo. Deste modo, outros eletrodos sdo utilizados em
medidas eletroquimicas. O tipo de eletrodo de referéncia mais amplamente utilizado sdo os de
segunda geracdo, sendo que o EPH ¢ de primeira geracdo. Esta classe de eletrodos consiste
em um metal atuando como eletrodo em equilibrio de solubilidade com um sal deste mesmo
metal, em uma solucgdo eletrolitica, cuja concentragdo do anion do sal do metal é fixa. [2!]
Existem varios exemplos de eletrodos de referéncia comumente utilizados. [ZIB3IB4I3S] A
Tabela 2 apresenta varios eletrodos representagdes, bem como o seu valor de potencial versus

o EPH.

Tabela 2: Valores de potencial dos eletrodos de referéncias vs. EPH.

Eletrodo Sal em equilibrio Potencial a 25°C vs.
EPH (V)
KCI (0.1 mol L 0,338
KCI (1,0 mol L) 0,280
Hg/He:Cla KCL (3,5 mol L) 0,250
KCI (saturado) 0,244
NaOH (0,1 mol.L) 0,165
Hg/HEQ NaOH (1,0 mol.L) 0,140
KCI (0,1 mol L) 0,288
KCI (3,0 mol L) 0,210
Agigll KClI (3,5 mol.L) 0,205
KCI (Saturado) 0,197
[29][33][34][35]

Fonte:



O eletrodo de referéncia Ag/AgCl) € mais frequentemente utilizado em medidas
eletroquimicas, devido a sua facil construgdo e apresentar potenciais reprodutiveis. O eletrodo
¢ construido utilizando um fio de prata, com cloreto de prata adsorvido eletroliticamente. Este
eletrodo fica imerso em uma solugio de KCl 3 mol.L™! ou saturado. Para permitir a troca
i0nica, como este eletrodo fica armazenado em um tubo fechado, € utilizada uma membrana
porosa para contato com a solugdo.I#I3% Uma solugdio de cloreto de potassio (KCl),
geralmente ¢ utilizada como eletrolito devido seus ions possuirem alta mobilidade e numero
de transporte semelhantes. A Figura 7 mostra uma representacdo de eletrodo de prata/cloreto

de prata.

Figura 7: Esquema representativo de um eletrodo de prata/cloreto de prata (a esquerda) e

eletrodo de prata/cloreto de prata construido no Lafip-UFU
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Fonte: 3¢

O funcionamento deste eletrodo baseia-se em duas rea¢des reversiveis e simultaneas

na superficie do eletrodo em contato com a solu¢do, mostrado nas equagdes 1 e 2. 1361137]

Equacéo 1: a‘lg.;'ﬂq} te 2 Aggy

Equacio 2: ﬂg.f}ﬂq}‘f' Cligg) & AgClyy

A equacdo de Nernst para estas reacdes € representada a seguir.

Equacio 3: E=E% + X jp2Aacl_
nF a4geg-



Para a equagdo de Nernst, E f¢o potencial padrdo (V), R € a constante universal dos
gases (8.314 J. K'.mol ™), T é temperatura absoluta (K), n é o numero de elétrons envolvidos
na reagdo, F ¢ a constante de Faraday (96.485 C.mol!) e a € a atividade.

Apesar da solidez e robustez dos eletrodos de referéncia solidos, existem casos em que
o uso desse tipo de eletrodo ndo ¢ adequado, como no caso de analises agricolas, em que a
porosidade do vidro ou membrana utilizada pode vir a dificultar as analises pois, além da
necessidade de utilizagdo de varios eletrodos para monitorar uma darea, o prego de
monitoramento por area se torna demasiadamente caro. Deste modo, os eletrodos de
referéncia do tipo impressos surgem como alternativa para preencher essa lacuna, pois seu uso
é seguro e de baixo custo relativo, facilitando a produgio em larga escala. ¢ Ndo ¢ dificil
encontrar na literatura trabalhos utilizando eletrodos de baixo custo, mas o que ¢ mesmo de
baixo ou alto custo depende bastante da aplicabilidade que se da para o eletrodo. Por exemplo,
a quantidade de eletrodos necessarios para monitorar uma estagdo industrial de agua ¢
relativamente baixa, e o preco de algumas centenas de euros por eletrodo € aceitavel, visto o
custo beneficio. Porém, quando se trata de sensores a serem utilizados em larga escala, por
exemplo, para o ambiente agricola, visto a quantidade de eletrodos necessaria por area, o
custo ¢ impactante. [36137]

Por defini¢do, um eletrodo de referéncia impresso consiste em 3 camadas. A primeira,
responsavel pela transferéncia de elétrons do eletrodo para o circuito elétrico. A segunda
camada, responsavel pela interagdo ion-elétron, descrita nas equagdes 1 e 2. A camada mais
externa € o sal, no caso KCI, responsavel por manter constante a concentragdo de ions cloreto

proximo ao eletrodo. 361371

1.2.4 Eletrodo de pseudo-referéncia

Eletrodos de pseudo-referéncia, ou eletrodos de quase-referéncia, sdo usados na
literatura para representar o mesmo eletrodo, sendo terminologias sindnimas. A diferenca
entre um eletrodo de referéncia e um eletrodo de pseudo-referéncia ¢ a auséncia dos
componentes que ajudam a manter o equilibrio termodindmico, como por exemplo a auséncia
de matriz salina, KCI. %! Este tipo de eletrodo ¢ ndo polarizavel, sendo que o potencial
medido ¢ independente do eletrolito da célula. A prata metalica, ou qualquer outro metal, atua
como eletrodo de pseudo-referéncia, substituindo um eletrodo de referéncia. Porém os

processos eletroquimicos que possibilitam seu uso ndo sdo bem descritos na literatura. /21138



A Figura 8 mostra a representacdo de um eletrodo de pseudo-referéncia e de um
eletrodo de referéncia.

Figura 8: Eletrodo de pseudo-referéncia e de referéncia para eletrodos impressos
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Fonte: 3¢

1.3 Biossensores

Segundo o compéndio de terminologias quimicas da IUPAC, um biossensor ¢ um
dispositivo que utiliza rea¢Ses bioquimicas especificas, mediadas por enzimas,
imunossistemas, tecidos, organelas ou células inteiras e ou isoladas, para detec¢do de
compostos quimicos geralmente por sinais elétricos, térmicos ou opticos 71, Sensores
bioldgicos, também chamados de biossensores, sdo pequenos dispositivos analiticos que
utilizam rea¢des biologicas para detecgdo de analitos-alvo, tendo uma camada de
reconhecimento bioldgico imobilizada sobre um transdutor, 3°! e neste ocorre a transformagcio
de um sinal fisico-quimico em um sinal elétrico ou digital mensuravel. [“9I4!l A interagfo entre
esta camada de reconhecimento biologico, que é o receptor, e o analito, ocorre de forma
adsortiva, ou absortiva. 1“2 E por consequéncia da interacdo entre eles que temos o
bioreconhecimento do analito pelo receptor, a geragdo do sinal e a transdu¢do em um sinal
mensuravel, conforme mostrado na Figura 9, sendo que o objetivo de um biossensor ¢

produzir um sinal elétrico que seja correlativo a concentragdo do analito. [*]
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Figura 9: Esquema de um biossensor, mostrando a organizag¢éo dos seus componentes
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Fonte: Adaptado [+

Quando comparado as técnicas analiticas convencionais como gravimetria,
titulometria, espectroscopias de massa e Raman, interferometria, fotometria e refratometria
1441 os biossensores destacam, uma vez que o dispositivo ndo necessita de instalagdes ou mio
de obra especializada. [+°]

Os biossensores se mostram como alternativa muito promissora em diversas areas, por
exemplo: na detec¢do de doencgas infecciosas em aeronaves, antes mesmo do desembarque de
passageiros [*°l: na deteccio de células vegetativas e esporos de estirpes de Bacillus"; na
construg¢do de sensores baseados em células para a deteccdo e avaliagdo da citotoxidade de
patogenos 8 na detec¢do de esporos do Bacillus glogibii*); na detecgio in situ e em tempo
real de Bacillus anthacis *°!; na detecgio e tratamento do cancer®!?: no monitoramento da
glicose no sangue por um método ndo invasivo, sem realizar furos na pele para retirada
sanguel™], na detec¢dio de baixos niveis de albumina na urinal®¥, dentre outras.

Durante avaliagdo de um biossensor, devem ser observados os seguintes parametros:

e Repetibilidade: avaliagdo da consisténcia dos resultados, quando realizados de
forma independente;

e Sensibilidade: faixa capaz de identificar corretamente um analito frente
variag¢des de incrementos;

e Especificidade: avaliagdo de possiveis interferentes e falsos positivos;

o Shelf life: avaliagdo da estabilidade em func¢do do tempo, para determinagdo do
tempo de prateleira possivel para um biossensor;

e Tempo de analise;

e Custo: sistemas de baixo custo tem uma maior visibilidade para o mercado;

e Portabilidade: para descentralizagio das andlises de laboratorios, via

dispositivos point of care com interface facilitada para analises in-situ.
11



1.3.1 Classificacio dos biossensores

Podemos classificar os biossensores de acordo com dois pardmetros, sendo eles de
acordo com o mecanismo que confere especificidade biologica, ou pelos métodos de
transducdo de sinal, sendo este ultimo o mais utilizado, como mostrado na Figura 10.

Figura 10: Diferentes classifica¢des para os tipos de biossensores
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Fonte: Adaptado [°°!

Sabemos que o transdutor ¢ o componente do biossensor em que ocorre o recebimento
dos sinais fisico-quimicos e conversdo em um sinal que pode ser mensurado como, por
exemplo, massa, carga elétrica, calor ou luz. PSIP7I81 A Tabela 3 apresenta a relagio entre os

sistemas de transdugdo e as técnicas utilizadas.
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Tabela 3: Sistemas de transducio e técnicas de detecgdo utilizadas

Voltametria
_ Amperometria
Eletroquimico ) )
Potenciometria
Impedancia
Elétrico Condutividade
Luminescéncia
Interferometria
Elipsometria
Optico Fluorescéncia
Indice de refracdo
Ressonancia Plasmoénica de Superficie
(SPR)
) Calorimetria
Térmico
Termistores
_ _ Microbalanga de cristal de quartzo
Piezoelétrico o ‘
Ondas acusticas de superficie

Mecanico Microscopia de Forga Atomica (AFM)

Fonte: Adaptado 3!

Os biossensores eletroquimicos, sdo caracterizados por utilizar biorreceptores
imobilizado na superficie do eletrodo, tendo como vantagem seu baixo custo, alta
sensibilidade e estabilidade. [**! A avaliagdo deste tipo de biossensor é dada pela diferenca de
resposta eletroquimica obtida entre o eletrodo e o biorreceptor, que € a sonda, e uma resposta
eletroquimica diferente quando temos o eletrodo ligado a sonda com o analito de interesse,
que ¢ o alvo. Essa diferenciag@o de sinal € proporcional a concentragdo do analito de interesse
e o sinal eletroquimico observado, oriundo dos processos faradaicos que ocorrem devido a

transferéncia de elétrons na interface eletrodo-solucdo. [°*)
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Estes dispositivos eletroquimicos sdo dependentes das propriedades elétricas, tais
como: potencial, corrente, impedancia e resisténcia elétrica. A partir dessas propriedades, sdo
utilizadas diferentes técnicas, tais como: voltametria, potenciometria, amperometria e

condutometria. [01(61]

1.4 Técnicas Eletroquimicas

1.4.1 Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica € uma das técnicas mais amplamente utilizadas para obtengdo de
dados acerca de reagdes eletroquimicas. A capacidade dessa técnica estd em fornecer
rapidamente informagdes relevantes sobre a cinética da reacdo de transferéncia de elétrons e
sobre a termodindmica dos processos redox, além de fornecer uma rapida localizagdo dos
valores de potenciais redox. 2l Por esses motivos, a voltametria ciclica é sempre o
experimento de entrada para um estudo eletroquimico. (2411631

A voltametria ciclica consiste na aplicacdo de uma variagdo linear do potencial, até
atingir um potencial maximo, onde se inicia a varredura inversa, variando linearmente o
potencial no sentido oposto, até alcangar um potencial minimo programado, finalizando assim
um ciclo. P A variagio desses incrementos de potencial ¢ a mesma para ambas as
polariza¢des, e o numero de excita¢do repetido varias vezes. Essa programacdo pode ser tanto
no sentido positivo, iniciando com uma polarizagdo anoddica, quanto no sentido negativo,
iniciando com uma polarizagdo catodica. Como resposta, um voltamograma ¢ obtido,
relacionando o potencial (E) em fung¢io da corrente (1), como mostrado na Figura 11.

Figura 11: Rampa de programagéo de potencial no sentido anddico (A), voltamograma tipico

para processos redox reversiveis (B).
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Fonte: Adaptado [62!
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A metodologia para obtencdo dos principais parametros em um voltamograma ciclico
¢ mostrada na Figura 12. Sdo eles: valores de potenciais anodicos e catodicos (Epa e Epc),
valores de corrente de pico anddico e catodico (Ipa e Ipc) e potencial de meia onda (Ep/2).
Com relagdo a velocidade de varredura, a maioria dos trabalhos utiliza velocidades entre 20 e

200 mV. s [#)

Figura 12: Voltamograma ciclico tipico com guias para obten¢do dos parametros.

A Ein = ¥ Epa
i

B B LN
]
; Eparz —3

Corrente
iy

EDC e L Elz‘?

Potencial

Fonte: [21]

1.4.2 Voltametria de pulso diferencial

A voltametria de pulso diferencial representou um grande avango nas técnicas
voltamétricas. Sendo esta técnica proposta por Barker no comego de 1958 [6°1 sua melhoria se
deu devido a melhoria instrumental na minimizag@o da corrente capacitiva, que € proveniente
do carregamento da dupla camada elétrica e o aumento da corrente faradaica, oriunda dos
processos redox. Essa melhoria permitiu a diminui¢do do limite de deteccdo para a ordem de
107 2 10® mol.L!. [ A técnica consiste na sobreposi¢do de pulsos com amplitude fixa & uma
rampa de potencial crescente, sendo essa programagdo representada na Figura 13(A). A
obten¢do do voltamograma se da pela obtencdo de dois valores de correntes, o primeiro 16,7
ms antes da aplicagdo do pulso, e o segundo 16,7 ms antes do fim do pulso. A diferenca de
corrente € entdo registrada em fun¢do do aumento linear do potencial de excitagdo, figura

13(B).
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Figura 13: Representacdo grafica da programacdo da voltametria de pulso diferencial (A),

Voltamograma de pulso diferencial, com a corrente elétrica em fung@o do potencial (B).

Fonte: 1]

1.4.3 Cronoamperometria

A Cronoamperometria ¢ uma técnica eletroquimica usada quando se deseja avaliar os
processos de adsor¢do e difusdo em um sistema. A técnica consiste na imposi¢do de um
potencial constante no eletrodo e a avaliagdo da corrente que flui na interface do eletrodo de
trabalho em fungdo do tempo. [°1 Geralmente, antes de iniciar o experimento, o eletrodo é
mantido em um potencial onde ndo ocorre reagdo com as espécies eletroativas. Este potencial
tem apenas a fun¢do do carregamento da dupla camada elétrica. Em sequéncia ¢ aplicado um
potencial constante, sendo o inicio do processo a aplicagdo deste segundo pulso definido
como to. Para rea¢des controladas por difusdo, o decaimento da corrente ocorre em uma
propor¢io t'2, obedecendo a equagdo de Cottrell, equagdo 4. 81 [l Estes processos sdo

apresentados na Figura 14.

= . HFA:!JP_,.,"FI
Equacio 4: rL=——"

'v,"ﬁ
Para a equagdo de Cottrell, 7 ¢ a corrente (A), n € o numero de elétrons, F ¢ a

constante de Faday (96485 C.mol!), A é a 4area do eletrodo; ¢,” é a concentragdo inicial do

analito j (mol.cm™), Dj coeficiente de difusdo das espécies j (cm?2.s) e t é o tempo (5).
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Figura 14: Aplicagdo do pulso E; para o carregamento da dupla camada elétrica e pulso E2
coma reagdo de interesse (A), decaimento da corrente em func¢do do tempo (B), representagdo

do t'? segundo a equagio de Cotrell.
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Fonte: Adaptado [6®]
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2 OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver uma metodologia para a
construgdo de eletrodos do tipo Eletrodo impresso (EI) e construido por sputtering (SPT) e,

avaliar o seu desempenho eletroquimico frente a um eletrodo comercial.

2.1 Objetivos Especificos

e Realizar a sintese dos flocos de prata, visando a elaborag@o da tinta condutiva de prata
a ser utilizada nos eletrodos de referéncia;

e Realizar a sintese da tinta condutiva de carbono, visando a sua utilizag¢do nas trilhas do
eletrodo de trabalho e contra eletrodo do tipo Eletrodo impresso (EI) e construido por
sputtering (SPT)

e Desenvolvimento e o otimizagdo do design a ser utilizado nos eletrodos do tipo
Eletrodo impresso (EI) e construido por sputtering (SPT);,

e Modificac¢do do EI-Ag para EI-Ag/AgCl utilizando cronoamperometria em HClag),

e Analises morfologicas das trilhas dos Els e DS110 por MEV, AFM e estereoscopia,;

e Determinagéo da janela de estabilidade de potencial Eletrodo impresso (El);

e Anadlises eletroquimicas visando aplicar os testes de reversibilidade por voltametria
ciclica;

e Comparagdo dos eletrodos com relagdo a repetibilidade da densidade de corrente;

e Utilizacdo do SPT-Au-Ag na detec¢do de miRNA-184.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Materiais utilizados

A lista de reagentes e grau de pureza s3o descritos na tabela 4, bem como a lista de

solugdes preparadas para todos experimentos.

Tabela 4: Reagentes e grau de pureza.

Reagentes Pureza Marca
NH4sOH 28.0% Isofar
Hidrazina 64,0% Dinamica
AgNO3 P.A. ACS Quemix
Isopropanol P.A. ACS Quimex
Acetona P.A. ACS Synth
Acetato de butilglicol >98,0% Dinamica
Resina Vinisol H PA. Mexichem S/A
Metil isobutil cetona 99.0% Vetec
Grafite em flocos (325 mesh) >99.9% Sigma Aldrich
Negro de fumo - Arinos
KCl 99.89% Neon
HCIO4 PA. Reagen
HCI P.A. Vetec
K3[Fe(CN)s] >99,5% Acros Organics
K4[Fe(CN)s] >99,5% Fluka Analytical

Todas as solu¢des utilizadas foram preparadas com agua deionizada em sistema

Master System (Gehaka), com condutancia de 0,05 + 0,01 uS. As massas dos reagentes foram

pesadas em uma balan¢a Shimadzu AY?220.
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3.2  Metodologia de construcio dos eletrodos impressos

3.2.1 Preparaciio dos flocos de prata

Para a preparacdo do floco da prata, primeiramente é necessario o preparo da prata
metalizada. A prata metalizada pode ser preparada a partir da redu¢do de sais de prata
soliveis.'¥! Solugio de nitrato de prata foi utilizada na presenca de hidréxido de amoénio e

solugdo de hidrazina como agente redutor. A reacdo ¢ representada na equagdo 5.

Equacio S:
AgNO3q) + NH4sOH(aq) + 0,25 NoHag——> Ag%s) + NHaNO3@q) + 0,25 Nag) + H20q

Em um reator de ceramica revestido de etileno clorotrifluretileno ECTFE, de 10L
foram adicionados 240 mL de agua deionizada, 55 mL de NH4OH 28% e 112,8 mL de
hidrazina 3,0 mol.L™l. Apos a adigdio dos reagentes, o reator foi preenchido com 8,3 L de 4gua
deionizada, e agitado a 350 RPM com um dispersor tipo cowless por 10 min. Foi preparada
uma solugdo com 200 g de nitrato de prata em 530 mL de 4gua deionizada (2,22 mol.L!) e,
apos homogeneizagdo, esta solugdo foi borrifada no reator com o dispersor cowless ligado ao
longo de 30 min. Este processo deve ser vagaroso para evitar a formagdo de aglomerados de
flocos de prata. A solugdo resultante foi filtrada a vacuo e colocada em dessecador overnight.
O po resultante foi seco em estufa a 45°C por 24h, e obtido uma massa de 105,0919 g. Foi
adicionado 0,9% de estearato de prata em massa em relacdo a massa do po6 de prata (0,9456
g). Agua deionizada (aproximadamente 2/3 do volume total do moinho de bolas) foram
adicionados em um moinho de bolas e o processo de moagem foi mantido por 40h. Apds a
moagem, a suspensdo foi filtrada e o sélido foi colocado em papel de filtro e fechado. Este foi
adicionado a um extrator soxhlet acoplado com um condensador com 300 mL e tratado em
solugdo 1:1 isopropanol/acetona. Este procedimento € necessario para retirada do estearato de
prata, utilizado como lubrificante organico durante o processo de moagem. O floco de prata

foi seco em estufa a 45° C por 24 h, sendo obtida a massa final de 99,3599 g.

3.2.2 Preparacio da tinta de pratall

O procedimento utilizado foi realizado segundo Paula!*. Foi pesado em um béquer de
100 mL, 10,11 g de floco de prata e adicionados 1,9 mL de acetato de butilglicol. Foram
preparados 10 mL de solugdo 20% mV! de resina vinisol H em metil isobutil cetona,

aquecida e agitada a 50 °C até sua completa solubilizacdo. Em um béquer foi pesada uma
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aliquota de 1,022 g da solugdo contendo a resina visinol e adicionado todo o volume da
solucdo contendo os flocos de prata. A mistura foi mantida em agitacdo constante e
aquecimento até a homogeneizagdo da tinta. Posteriormente a tinta de prata foi colocada em

tubos eppendorf para posterior utiliza¢do, sendo armazenada na geladeira.

3.2.3 Preparacio da tinta de carbono

Foram solubilizados 1,575 g de resina vinisol H em 11,2 mL de metil isobutil cetona, e
aquecido a 50 °C sob agitagdo constante. Apos completa solubilizagdo, foram adicionados
7,35 g de grafite em flocos (325 mesh), 1,575 g de negro de fumo, e 9,0 mL de acetato de
butilglicol. Em seguida, foi mantida a agita¢do a 50 °C até completa homogeneizagio da tinta.

A tinta de grafite foi armazenada sob refrigeracao. [**!

3.2.4 Desenvolvimento do design do molde de adesivo

O design para o eletrodo impresso foi efetuado em Corel Draw 2018® e, a partir
desse, foram produzidos os recortes dos moldes dos eletrodos, os quais foram feitos em uma
plotter Roland 540i, com agulha Roland® de 45°. O recorte foi feito em adesivo vinilico, com
dimensdes de 210 mm por 297 mm (dimensdes de uma folha A4). Essas dimensdes
comportam 0s recortes necessarios para construgdo de 63 eletrodos, como mostrado no anexo

1. Na figura 15 € mostrado o design do eletrodo impresso utilizado para os estudos.
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Figura 15: Design do eletrodo
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Fonte: O autor

3.2.5 Construcio do eletrodo impresso EI-Ag

Os eletrodos impressos foram construidos utilizando como substrato uma chapa de
PVC de 0,5 mm de espessura. A primeira etapa consiste da colagem do adesivo vinilico sobre
a chapa de PVC. A trilha referente ao eletrodo de referéncia ¢ destacada e, com um adesivo
auxiliar, a trilha do contra eletrodo e de trabalho sdo cobertas. A tinta de prata € aplicada com
uma espatula retilinea na posicdo do eletrodo de referéncia. Apds o eletrodo € levado a 55 °C
por 25 min para cura da tinta de prata. Em sequéncia as trilhas que protegiam as areas do
eletrodo de trabalho e contra eletrodo sdo retiradas e a area do eletrodo de referéncia ¢
protegida com um adesivo. A tinta de carbono € aplicada nas areas do eletrodo de trabalho e
contra eletrodo, utilizando uma espatula, e o eletrodo ¢ levado ao forno a 55 °C por 25 min
para cura da tinta de carbono. Apods a cura, os eletrodos sdo recortados e os adesivos sdo
retirados.

Em sequéncia, o adesivo isolante é colado. Chamaremos a esse eletrodo de EI/Ag, pois
se trata de um eletrodo impresso com tinta de prata como eletrodo de referéncia. O

procedimento € representado na figura 16.
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Figura 16: Fluxograma de constru¢do do EI-Ag

Fonte: O autor
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3.2.6 Construcao do EI-Ag/AgCl

Partindo do EI/Ag, foi construido um segundo tipo de eletrodo impresso, com outro
tipo de eletrodo de referéncia, o EI/Ag(AgCl). Para a construgdo foi utilizada a técnica de
cronoamperometria, em potencial de +0,7 V (vs. Ags/AgClag/Clag), durante 180s.1°! Foi
utilizado como eletrodo de trabalho a trilha do eletrodo de referéncia do EI/Ag), como
eletrodo auxiliar foi utilizado um fio de platina em espiral (4rea geométrica de 232.5 mm?) e
como eletrodo de referéncia Agsy/ AgCl(aq/Clag)(comercial). Os eletrodos foram mergulhados

em um béquer contendo solugdo de HCl(aq) 0,1 mol.L™!, conforme mostrado na figura 17.

Figura 17: Esquema montado para a constru¢io do EI-Ag/AgCl

‘contra-eletrodo
| e

Fonte: O autor

3.2.7 Construcio do eletrodo SPT-Au-Ag

Os eletrodos SPT-Au-Ag foram construidos utilizando o mesmo design mostrado no
item 3.2.4, que foi o mesmo usado para os outros eletrodos j4 mostrados. Os passos iniciais
para a construgdo foi o mesmo adotado para o Ei-Ag, diferenciando apds a aplicagdo da tinta
de prata no eletrodo de referéncia. Para o procedimento anterior, o passo seguinte seria a
aplicagdo da tinta de carbono, ja para o SPT-Au-Ag, o passo seguinte passa pela utilizagdo de
uma metalizadora, sendo aplicados 20mA durante 240 s , utilizando a técnica de sputtering
para deposic¢do de ouro sobre o eletrodo. A figura 18 apresenta o procedimento de construgao,

e a figura 19 mostra os eletrodos antes e depois da metalizagao.
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Figura 18: Fluxograma de constru¢do dos SPT-Au-Ag

Fonte: O autor
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Figura 19: Eletrodo SPT-Au-Ag dentro da metalizadora antes e depois de aplicar sputtering

sputtering

K

Fonte: O autor

3.3 Analises morfologicas dos eletrodos impressos

Os eletrodos impressos foram analisados por estereoscopia e microscopia eletronica de
varredura (MEV). As imagens estereoscopicas das superficies foram obtidas em um
estereomicroscopio trinocular, marca Optron, modelo TIM2T. Para realizar as analises por
MEYV, os eletrodos impressos foram colocados em um metalizador Quorum, modelo Q150ES,
sendo aplicado 20 mA durante 90 segundos para eletrodeposi¢do do ouro, que tem por
finalidade melhorar as imagens obtidas. Apds a metalizagdo, os eletrodos foram analisados
em um microscopio eletrénico de varredura, da Oxford Instruments, modelo Vega 3 LMU,
com uma tensdo de aceleragdo de 8,00 kV Os microscopios utilizados e a metalizadora sdo

mostrados na figura 18.
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Figura 20: Imagens do microscopio eletronico de varredura utilizado (a2 esquerda),

metalizadora (a direita).

Fonte: O autor

As morfologias dos eletrodos impressos foram também analisadas por microscopia de
forca atomica. As imagens foram obtidas utilizando um equipamento da Hitachi modelo
5100N, no modo ndo contato, com um cantilever de ouro modelo NGS10. Foram obtidas
imagens para uma area de 10 nm x 10 nm, além dos valores de rugosidade média (Ra) e

rugosidade média quadratica (Rq). A seguir temos a imagem do AFM utilizado.

Figura 21: Hitachi modelo 5100N utilizado nas anélises de AFM

Fonte: [
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3.4 Testes Eletroquimicos

Os testes eletroquimicos foram realizados em um potenciostato Autolab modelo
PGSTAT302N, sendo utilizado o software NOVA 2.1.3 para controle dos pardmetros e
obtencdo dos dados experimentais. Foram necessarios 75 pL. de solug¢do para cobertura dos
eletrodos. Os eletrodos impressos foram conectados ao potenciostato por meio de um conector

da Dropsens. A figura 20 mostra o potenciostato e o conector utilizados.

Figura 22: Potenciostato Autolab PGSTAT302N (A), conector Dropsens (B).

(8)

Fonte: O autor

O condicionamento dos eletrodos foi realizado via polimento eletroquimico em
solugdo de acido perclérico, iniciando em altas velocidades (1000 mV.s') de varredura e
diminuindo a velocidade (50 mV.s), 4 medida que a resposta do eletrodo de trabalho tende a
estabilizar. Para comparagio entre os eletrodos, foi registrado o ultimo ciclo do voltamograma
a 50 mV.s apds a estabilizagdo, sendo utilizados os eletrodos com a area eletroativa
semelhante.

Apods o condicionamento dos eletrodos (EI-Ag, EI-Ag/AgCl, DS110, SPT-Au-Ag),
foram efetuados testes para analise de reversibilidade utilizando voltametria ciclica em
solugdo de KC1 0,1 mol.L™! contendo ferrocianeto de potassio Ka[Fe(CN)s] (5 mmol.L) e
ferricianeto de potassio Ks[Fe(CN)s]. Foram obtidos voltamogramas em diferentes
velocidades de varredura (5, 10, 25, 50, 100, 200, 250 e 300 mV.s™), sendo avaliados 7

dispositivos para cada tipo de eletrodo.
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3.5 Aplicacio de eletrodos impressos em biossensores

Utilizando o SPT-Au-Ag, foi testada sua aplicabilidade na detec¢do do microRNA-
184. Estes testes foram realizados para o eletrodo sem nenhuma funcionaliza¢do. Para isso,

foram gotejados 4ul da sonda de DNA DEPIS a 2umol L™, sob a 4rea do eletrodo de

trabalho, tendo ficado em contato por 40 min, a temperatura ambiente. A sonda DEP1S ¢
especifica para detec¢do do miRNA-184 e sua imobiliza¢do no eletrodo foi conduzida por
quimissor¢do, uma vez que esta sonda possui modificagdo com grupamento tiol na
extremidade 5°, o qual interage com a superficie do ouro, garantindo étima imobilizagdo e
orientacdo da mesma. Foi realizada uma lavagem em tampdo fosfato sob agitacdo, para
retirada do excesso de sonda ndo imobilizada.

Os eletrodos foram separados em dois grupos, um para realizagdo da deteccdo
utilizando os eletrodos contendo apenas a sonda, e um segundo grupo para adi¢do do alvo e
detecg¢do do sinal referente a interacdo sonda-alvo. No primeiro grupo, para a deteccdo da
sonda, foram adicionados 5 pL de brometo de etidio a 1 mmol.L™! e deixado por 10 min em
temperatura ambiente, no escuro. Apoés isto, a superficie do eletrodo foi lavada por imersao
em agua deionizada sob agitagdo, para retirada do excesso de brometo de etidio. Por fim, para
a detec¢do do brometo de etidio remanescente, foi realizada uma voltametria de pulso
diferencial em um intervalo de potencial de +0,2 4 +0,8V a 30mV.s™. Sendo este experimento
realizado em triplicata, utilizando 3 eletrodos diferentes.

Para o segundo grupo, foram adicionados 10uL de alvo microRNA 184 (miRNA-184)
10 pmol.L™!, e colocado em contato com o eletrodo contendo a sonda a 55°C por 20 minutos.
Em seguida, a superficie do eletrodo foi lavada por imersdo em tampdo fosfato. Apos a
interacdo sonda-alvo, foram adicionados 5 uL de brometo de etidio 1,0 mmol.L™!, deixado no
escuro por 10 min e repetida a lavagem em agua deionizada, para retirada do excesso de
brometo de etidio. Para a detecgdo, foi efetuada uma voltametria de pulso diferencial nos
mesmos parametros utilizado para o eletrodo contendo apenas a sonda, +0,2 a +0,8V, 30

mV s Este experimento também foi realizado em triplicata para 3 SPT-Au-Ag diferentes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Construcao dos Eletrodos

A tinta de prata, descrita por Paula ¥ se mostrou adequada para utilizagio na

,
preparagdo dos eletrodos impressos, apresentando excelente condutividade elétrica e
facilidade em sua utilizagdo para impressdo nos eletrodos impressos baseados em adesivos
vinilicos como moldes. A tinta de carbono, descrita por Silval*?! necessitou de modificagdes
em sua metodologia de sintese para adequag@o aos eletrodos impressos propostos neste
trabalho, sendo necessario aumentar a porcentagem de solventes, visando melhoria na
qualidade da impressdo, pois esta tratava-se de uma pasta de carbono e, para impressdo, a

tinta deve ser menos viscosa. Em sequéncia, o desenho a ser utilizado no eletrodo foi

otimizado, o qual esta representado na Figura 21.

Figura 23: Imagens do desenho das trilhas para preparacdo dos eletrodos impressos.

13 versSo 22 yersdo 33 versSo

trilha

trilha + adesivo

Fonte: O autor

As duas primeiras versdes de trilhas ndo mostraram boa reprodutibilidade em sua
construgdo, sendo proposta a terceira versdo que mostrou ser uma alternativa eficiente para
delimitagdo das areas dos eletrodos, tendo ainda como melhoria a aproximagao das trilhas,

diminuindo o sobrepotencial a ser aplicado. Sendo esta versdo, representada na Figura 24,
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utilizada para todos os testes. Os valores das areas dos eletrodos de trabalho, auxiliar e
referéncia estdo descritos na Tabela 5. Em relagdo aos eletrodos baseados em discos de
grafite, esta metodologia de preparagdo de eletrodos apresenta maior facilidade e praticidade
de construcdo, sendo possivel construir cerca de 40 eletrodos em 4 horas. Comparando o
tempo gasto para a constru¢do dos eletrodos de disco de grafite utilizados pelo grupo, onde

todo processo demora cerca de 3 dias para preparagdo, em média, de 15 a 20 eletrodos. 321>

Figura 24: Eletrodos impressos EI com e sem adesivo isolante e eletrodos construidos por

sputtering sem adesivo isolante.
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Tl

Fonte: O autor
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Tabela S: Valores de area geométrica dos eletrodos do tipo EI e SPT

Area (mm?)
Contra Eletrodo 12,14
Trabalho 6,35
Referéncia 5,25

Fonte: O autor
4.2 Preparacio do eletrodo de referéncia Ag/AgCl no eletrodo impresso
O eletrodo de referéncia Ag/AgCl foi preparado no eletrodo impresso a partir do

eletrodo EI/Ags), via cronoamperometria, sendo aplicado um potencial constante de +0,7 V vs.

Ag/AgCls), durante 180 s (Figura 25).
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Figura 25: Cronoamperogramas para eletrodeposi¢cdo de AgCl sobre a tinta de prata, em

diferentes EI-Ag/AgCl.
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Fonte: O autor

Como ja visto anteriormente na equagdo 1 e 2, o processo que ocorre ¢ a oxidagdo da
prata seguida da formacdo de uma camada de cloreto de prata na superficie do eletrodo.
Graficamente, podemos notar que, para todos os eletrodos, obtivemos o mesmo perfil de
difusdo proximo a superficie do eletrodo, percebido pela queda de corrente com o decorrer do

tempo.
4.3 Analise Morfologica dos eletrodos
A morfologia dos eletrodos foi analisada por microscopia optica, microscopia de forga

atdmica, e microscopia eletrénica de varredura. Na figura 24 temos a imagem de microscopia

optica para os eletrodos impressos.
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Figura 26: Imagens de estereomicroscopia para El-Ag, EI-Ag/AgCl, DS110, SPT-Au-Ag,
ambos com mesma ampliag¢do (4X). O eletrodo em formato de disco ao centro € o eletrodo de

trabalho, a direita dela temos o eletrodo de referéncia e acima temos o contra-eletrodo.

EI-Ag/gCl .

SPT-Au-A

Fonte: O autor

A Figura 26 mostra que os eletrodos preparados neste trabalho apresentam boa
separagdo entre as trilhas, indicando que a utilizagdo do adesivo vinilico se mostra como uma
alternativa para o desenvolvimento de trilhas. Comparando o EI-Ag e o EI-Ag/AgCl, notamos

diferenca entre os eletrodos de referéncia, ocasionada pela eletrodeposi¢cdo de AgCl sobre a
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tinta de prata, tornando a superficie mais escura. O eletrodo DS110 apresenta menor
rugosidade da superficie e melhor resolucdo das trilhas, devido a metodologia de impressao
ser efetuada por equipamento de impressdo. As imagens do SPT-Au-Ag mostram que a
superficie do eletrodo de trabalho é mais lisa e uniforme que todos os outros, devido ao
espalhamento uniforme ocasionado durante a sua construgdo por sputfering.

A figura 27 mostra as imagens por microscopia eletronica de varredura dos eletrodos

de trabalho de EI-Ag, EI-Ag/AgCl e do eletrodo DS110.

Figura 27: Microscopia eletronica de varredura da area do eletrodo de trabalho, preparados
neste trabalho (EI) e o eletrodo comercial (DS110) (coluna da esquerda). Na primeira linha

temos 500X de ampliag@o, na segunda 1.000X e na terceira 10.000X.
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Fonte: O autor

A Figura 27 mostra a presenca de sulcos e aglomerados para o eletrodo impresso
preparado neste trabalho, bem como a presenca de placas recobertas por material de maior
granulagdo, perfil diferente em relagdo ao eletrodo comercial. Nao foi avaliada a morfologia
do eletrodo SPT-Au-Ag pois o que seria visto nas imagens seria apenas as imperfei¢des do
substrato utilizado (PVC), pois a camada de ouro ¢ extremamente fina.

A morfologia avaliada por microscopia eletronica de varredura dos eletrodos de

referéncia do EI-Ag, do EI-Ag/AgCl e do eletrodo DS110 sdo mostradas na Figura 28.
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Figura 28: Imagens por microscopia eletronica de varredura da éarea dos eletrodos de

referéncia para EI-Ags), El-Ag/AgClis) e do eletrodo comercial (DS110), colunas em

sequéncia da esquerda para a direita. Na primeira linha temos ampliagdes de 1000X, na

segunda 10000X, e na terceira 20000X.
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A figura 28, para amplia¢des de 10.000 e 20.000X, mostra a presenca de material em
forma de placas, caracteristico dos flocos de prata utilizados na sintese da tinta de prata para
os eletrodos EI-Ag. Para o eletrodo EI-Ag/AgCl (ampliagdo de 10.000X), é observada a
camada de AgCl eletrodepositada sobre o eletrodo, bem como ao fundo s@o observadas as
placas referentes ao floco de prata. E possivel notar uma diferencia¢do mais pronunciada nas
imagens com ampliagdo de 10.000X e 20.000X. As imagens do eletrodo comercial (DS110)
mostra maior uniformidade de sua superficie, com pequenos granulos distribuidos pela
superficie formada por aglomerados maiores, sendo que o material deste eletrodo de
referéncia € prata, originaria de tinta de prata comercial, conforme descrigdo do fabricante.

A Figura 29 mostra imagens por microscopia de for¢a atdmica dos eletrodos
preparados neste trabalho, bem como do eletrodo comercial (DS110).

Figura 29: Imagens por microscopia de for¢a atdmica do eletrodo de trabalho DS110 (a),
eletrodo de referéncia DS110 (b), eletrodo de trabalho EI (c), eletrodo de referéncia EI-Ags)
(d), eletrodo de referéncia EI-Ag/AgClI (e).

Fonte: O autor
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A tabela 6 apresenta os valores de rugosidade média e rugosidade quadratica obtidas

para os diferentes eletrodos estudados.

Tabela 6: Valores de rugosidade média (Ra) e rugosidade média quadratica (Rq) para os

diferentes eletrodos analisados

Eletrodo Fabricante Ra(nm) Rq(nm)
Dropsens 109,3 131,1
Trabalho
Lafip 245,6 336,0
Dropsens 49.0 69,6
Referéncia Ag
Lafip 125,0 160,7
Referéncia Ag/AgCl Lafip 91,1 123,0

Fonte: O autor

Os valores de Ra e Rq sdo representacdes da rugosidade superficial, porém cada um ¢
calculado com formulas diferentes. O Ra ¢ calculado a partir da média da rugosidade da
superficie entre os picos e vales da superficie. J4 o Rq € calculado a partir dos mesmos valores
de picos e vales, porém esses valores sdo obtidos a partir de uma média quadratica. Devido
esses termos serem elevados ao quadrado, minimos valores que se diferem da média sdo mais
impactantes nos resultados de rugosidade. [711721

Analisando as imagens da figura 7(a) e (b), bem como os valores de Ra e Rq, ¢
possivel observar que o eletrodo de trabalho da Dropsens®, apresenta menor rugosidade
média e rugosidade quadratica em relagdo aos eletrodos preparados neste trabalho. Também
pode ser notado que a rugosidade dos eletrodos de trabalho ¢ maior quando comparada aos
eletrodos de referéncia. Quando o eletrodo de referéncia do EI-Ag ¢ comparado com EI-
Ag/AgCl, pode ser observado o aparecimento de aglomerados, bem como o aumento de
rugosidade, o que pode ser atribuido a eletrodeposi¢do do AgCl. Estes resultados estdo em

concordancia com as analises por microscopia eletronica de varredura.
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4.4 Avaliacao do perfil eletroquimico

4.4.1 Escolha do eletrélito suporte e janela de estabilidade de potencial

Eletrolitos suporte sdo necessarios em eletroquimica para diminuir a resisténcia da

solugdo, eliminar os efeitos de migragio e manter constante a forga idnical”’l. A escolha do

eletrélito suporte deve considerar tanto a natureza do eletrodo quanto a natureza do analito em

questdo. Cada eletrélito suporte tem a sua janela de potencial de trabalho ideal.

[74][75][76]

Alguns eletrodos de trabalho com os respectivos eletrolitos e janelas de potencial sdo

apresentadas na Figura 30.

Figura 30: Janela potencial de eletrodos de platina, mercurio e carbono em varios eletrolitos

de suporte.

Fonte: 12

| f—————11 M H,S0,
l f——————1MNaOH
11 M H,80,
an frmmeee—————{ 1 M KCI
l jf—————1 M NaOH
p———————————0.1 M Et;,NOH
c { 1 MHCIO,
}— 4 0.1 MKCI
- SR T— 1 1 1
+2 +1 0 -1 -2

Potencial (V vs. SCE)

Visando determinar a janela de estabilidade de potencial para os eletrodos impressos

El preparados neste trabalho, foram efetuados estudos utilizando voltametria ciclica em

HCIO4 5,0 mmol.L!. Foram realizadas sucessivas varreduras de potencial em amplas faixas

de potenciais, para determinar qual € o intervalo em que ocorre apenas processos capacitivos.

Na Figura 31 temos a representag¢@o do ultimo ciclo para a janela de estabilidade de potencial.
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Figura 31: Ultimo ciclo de potencial do eletrodo EI-Ag em HCIO4 5,0 mmol.L!, de -0,6 V
até +1,2V
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Fonte: O autor

Para potenciais maiores que +1,2 V, ocorre aumento dos valores de corrente,
correspondente a eletrdlise da dgua e geragdo de oxigénio. Para valores catodicos até -0,6 V
ndo sdo observados processos faradaicos. Abaixo deste ocorre a redugdo da agua e
consequente geracdo de hidrogénio. Portanto, a janela de estabilidade de potencial ¢ de 1,8 V,

comegando em -0,6 v até 1,2 V.

4.4.1 Condicionamento eletroquimico

Foi realizado um polimento eletroquimico com o intuito de padronizar a resposta dos
eletrodos antes de iniciar os testes. Esse pré-tratamento se mostrou como alternativa eficaz
para condicionar os eletrodos impressos, pois ndo ¢ realizado nenhum outro tipo de pré-
tratamento, por exemplo, polimento mecanico da superficie do eletrodo de trabalho. Como
resultado desse condicionamento eletroquimico, pode ser observado que ndo existe um
numero padrdo de ciclos de potencial que estabiliza todos eletrodos, entretanto todos eles, ao
estabilizarem, apresentam o mesmo perfil. Na figura 30 s3o apresentados voltamogramas

efetuados para o condicionamento de um eletrodo impresso.
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Figura 32: Sequéncia adotada de pré-tratamento eletroquimico para um EI-Ag em HCIO4 0,5

mmol L'
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Fonte: O autor

A figura 32(A) mostra a presenga de um pico anddico inicialmente em cerca de +0,5V,
atribuido a impurezas na tinta ou adesivo. A medida que sucessivas varreduras de potencial
sdo aplicadas, ocorre diminui¢@o da corrente deste pico e diminuigdo significativa do ruido. A
Figura 31 apresenta os voltamogramas correspondentes ao ultimo ciclo de potencial para os 7

eletrodos de cada tipo (EI-Ag e EI-Ag/AgCl).
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Figura 33: Ultimo ciclo de potencial em HCIOs 5mMol.L"! a 50mV.s', para EI-Ag
voltamograma (A), e EI-Ag/AgCl)voltamograma (B)
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Fonte: O autor

A Figura 31 indica que foi possivel obter eletrodos com perfil de eletroatividade
semelhantes para cada tipo de eletrodo impresso preparado neste trabalho, sendo possivel
identificar uma diferenca de resposta entre os dois tipos de eletrodos impressos. O El-Ag
possui uma resposta de corrente de fundo maior que o EI-Ag/AgCl, apresentando também

maior ruido em seu perfil eletroquimico.

4.4.2 Avaliacio da reversibilidade dos eletrodos impressos

Um sistema eletroquimico € considerado reversivel quando ocorre a uma velocidade
suficientemente alta para o estabelecimento de um equilibrio dindmico na interface do
eletrodo com a solucdo, ou seja, as reagdes de oxirreducdo devem ser suficientemente rapidas
para que as concentragdes das espécies permanecam constantes na interface eletrodo/solugao.
Neste sistema, a taxa de transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo ¢ rapida e o
sistema ¢ limitado apenas pelo transporte de massa. Em um sistema eletroquimico quasi-
reversivel, os dois processos, transporte de massa e transporte de carga, limitam o processo. Ja
para um sistema irreversivel, o transporte de massa ¢ favorecido, porém, a transferéncia de
carga ¢ limitada. [

O comportamento eletroquimico foi avaliado para os quatro eletrodos: El-Ag, EI-
Ag/AgCl, DS-110 e SPT-Au-Ag, visando comparagdo de suas respostas eletroquimicas. Para

isso foram utilizados como pardmetros os testes com a sonda catidnica de ferricianeto de

potassio e ferrocianeto de potassio, avaliando os critérios de reversibilidade. Os testes foram
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realizados com um espago amostral de 7 eletrodos para todos os tipos de eletrodos testados.
Inicialmente, para determinar quais velocidades de varreduras seriam utilizadas foi
utilizado o El-Ag. Foram efetuados estudos em diferentes velocidades de varredura de

potencial, conforme mostrado na Figura 32, onde temos voltamogramas representativos para

os dois eletrodos.

Figura 34: Voltamogramas ciclicos em solu¢do de KCI1 (0,1 mol.L™") contendo K3[Fe(CN)s] e
K4[Fe(CN)s] (5 mmol.L), em diferentes velocidades de varredura, para eletrodo EI/Ag.
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Fonte: O autor

A Figura 32(a) mostra que, para velocidades maiores que 320 mV.s', o El-Ag
apresentou um grande deslocamento, maior que 500 mV, entre os picos de oxidagdo e
reducdo. A partir disso foram realizadas voltametrias ciclicas, novamente para 7 eletrodos, até
300 mV.s! [Figura 32(b)].

No diagnostico 1 foi monitorada a diferenca entre os valores de potenciais de pico

anodico (Epa) e potenciais de pico catddico (Epc), segundo a equagdo 6
Equacio 6: AEp = Epa - |Epc|

O diagnostico 1, para sistema eletroquimico reversivel, tem como resultado um valor
de AEp igual a 59 mV.n"!, sendo n o niimero de elétrons envolvidos. Para este sistema, o AEp
se mantém constante, independente da velocidade de varredura aplicada. J4 em um sistema
quase-reversivel, o valor de AEp é maior que 59 mV/n, e este valor tende a aumentar com o

aumento da velocidade de varredura. Para sistemas irreversiveis € observado um valor de AEp
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maior que 250 mV ou a auséncia de picos na varredura reversa.l'?l Na figura 35 estdo
representados os resultados para esse diagnostico e, na tabela 7, os dados utilizados para a
construgdo do grafico.

Para esse critério, foram avaliadas as velocidades de 5, 10, 25, 50, 100, 150, 200, 250,
e300 mV.s.

Figura 35: Variagdo do AEp em fun¢do de incrementos de velocidade de varredura em
solugdo de KC1 (0,1 mol L) contendo K3[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)s] (5 mmol L), para EI-Ag,
EI-Ag/AgCl DS110, SPT-Au-Ag.
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Fonte: O autor.

Os resultados de AEp em fun¢do da velocidade de varredura mostram que o eletrodo
EI-Ag e o eletrodo omercial DS110 tem comportamento eletroquimico semelhante, sofrendo
o maior aumento da separacdo de pico com aumento da velocidade de varredura entre os
eletrodos testados. O EI-Ag/AgCl mostrou a melhor resposta eletroquimica dentre os
eletrodos impressos para este diagndstico, pois mostrou uma menor sensibilidade a

incrementos de velocidade de varredura, explicado pela eletrodeposi¢do de AgCle), que
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facilita o estabelecimento do equilibrio dindmico na interface do eletrodo com a solugdo. O
SPT-Au-Ag, construido por sputfering, demostrou ser o menos sensivel a incrementos de
velocidade de varredura, sendo o melhor gentre os eletrodos do tipo impresso. No quadro 7

temos todos os AEp com desvio padrdo obtidos.

Tabela 7: Valores de AEp e desvio padrao para EI-Ag, EI-Ag/AgCl DS110, SPT-Au-Ag
em diferentes velocidades de varredura em solugdo de KCI (0,1 mol.L!) contendo

K3[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)s] (5 mmol.L1).

AEp
El-Ag Ei-Ag/AgCl Ds110 Spt-Au-Ag
W (mV.s-1)| AEp (mV) |desv. Pad(+) mV| AEp (mV) |desv. Pad(z) mV| AEp (mV) |desv. Pad(t) mV| AEp (mV) |desw. Pad(t) mV

5 130,2 6,1 119,8 10,1 122.9 5.5 89,0 29
10 153,1 10,4 137,3 11,7 156,7 7,0 91.9 12,6
25 199,7 12,3 167,6 14,2 209,1 8,8 104,5 14,5
50 243,9 12,3 207,9 20,1 251,5 12,5 118,3 19,5
100 306,1 18,1 246,3 254 305,2 14,7 132,2 28,3
150 341,0 19,0 275,5 28,7 330,0 17,4 146,0 30,6
200 369,0 21,9 302,8 33,8 363,0 292 171,2 39,0
250 397,8 27,6 318,7 37,4 398,4 16,7 1813 42,7
300 422.3 29,3 340,6 371 A25,2 17,4 193,9 44,8

Fonte: o autor

Pode ser constatado, baseado no Quadro 7 que todos os eletrodos apresentam um
aumento de AEp com o aumento na velocidade de varredura, que € uma caracteristica de
sistemas quase-reversiveis. Notamos também que a soma dos valores de AEp médio com seu
desvio padrio indica que o eletrodo de SPT-Au-Ag apresenta menores valores para todas
velocidades, sugerindo melhor reversibilidade dos processos redox. Para todas as velocidades
testadas para este eletrodo, os processos eletroquimicos foram quasi-reversiveis. Processos
com AEp >250 mV s3o considerados ja como irreversiveis. Baseado neste pardmetro, os
processos eletroquimicos que ocorrem nos eletrodos EI-Ag e DS110 sdo quasi-reversiveis
para velocidades de até 50 mV.s, ja o EI-Ag/AgCl apenas para velocidades maiores que 100
mV.s™!, sendo melhor que estes dois Gltimos.

Visando avaliar o segundo diagnodstico de reversibilidade para os eletrodos, foi
construida uma tabela contendo os valores de potencial de pico catddico (Epc) e respectivos

desvios padrao, em fungdo das velocidades de varredura de potencial (Tabela 8).
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Tabela 8: Valores de Epc para EI-Ag, EI-Ag/AgCIl DS110, SPT-Au-Ag em solu¢do de KCl
(0,1 mol L") contendo K3[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)s] (5 mmol L),

Fonte: O autor

Epc
El-Ag Ei-Ag/AgCl DS110 Spt-Au-Ag
WV (mV.s-1)| Ep (mV) |desv. Pad(t) mV| Ep(mV) [desw. Pad{z) mV| Ep (mV) |desv. Pad(+) m\/| Ep(mV] |desv.Pad(z) mV

5 95,7 5,7 93,5 9,4 66,6 9,1 1211 5.5
10 85,9 9.7 87,0 12,1 49,5 7.5 120,0 7,6
25 80,4 14,2 70,5 16,7 23,5 6,3 114,89 8,6
50 38,1 17,4 48,9 19,2 3,6 L7 107,4 11,2
100 12 22,4 26,6 24,6 -22,9 6,5 96,1 12,7
150 -8,6 244 12,2 27,7 -34,3 8,7 91,9 15,4
200 -25,9 29,9 -2,9 30,9 -50,6 9,3 78,4 17,0
250 -40,3 30,9 -10,8 34,4 -68,5 6,8 75,9 19,1
300 -50,3 28,6 -20,9 36,2 -78,2 8,1 68,4 20,6

A tabela 8 indica que os valores de Epc em fungdo da velocidade de varredura
deslocam para valores mais negativos, com o aumento da velocidade de varredura, para
ambos os tipos de eletrodos de referéncia utilizados, caracterizando ambos os sistemas como
quase-reversiveis.

Baseado no segundo diagnostico, em que quanto menor o deslocamento para valores
catddicos, melhor a reversibilidade, os EI-Ag e EI-Ag/AgCl tiveram melhor desempenho que
o eletrodo comercial DS110 e, novamente, o eletrodo EI-Ag/AgCl se saiu melhor dentre os
eletrodos do tipo impressos. O deslocamento sofrido pelo eletrodo Spt-Au-Ag foi o menor de
todos, sendo, portanto, o melhor segundo este diagnostico.

O critério 3 avalia a razdo da magnitude dos valores de corrente de pico anddico (Ipa)
e catodico (Ipc), tendo como fung¢do o aumento da velocidade de varredura. A tabela 9

representa esses resultados.
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Tabela 9: Valores de |Ipa/Ipc| para EI-Ag, EI-Ag/AgCIl, DS110, SPT-Au-Ag em solugdo de
KCI (0,1 mol.L!) contendo K3[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)s] (5 mmol.L1).

Ip
El-Ag Ei-Ag/AgCl DS110 Spt-Au-Ag
V (mV.s-1) | |Ipa/ipc| desv. Pad(t) |1pafipc| desv. Pad(t) |Tpa/ipc| desv. Pad(t) | 1pa/ipc| desv. Pad(t)

5 0,98 0,02 0,96 0,02 1,03 0,05 1,02 0,05
10 1,00 0,03 1,02 0,03 1,01 0,01 1,02 0,04
25 1,00 0,02 0,99 0,01 1,00 0,01 0,99 0,02
50 1,01 0,01 0,99 0,01 0,99 0,01 0,92 0,03
100 1,00 0,02 0,98 0,01 0,99 0,02 1,01 0,03
150 1,02 0,04 0,99 0,01 0,99 0,04 0,99 0,03
200 1,01 0,04 0,38 0,02 0,38 0,02 0,98 0,04
250 1,01 0,04 1,00 0,01 0,97 0,02 0,99 0,02
300 1,01 0,04 1,00 0,02 0,98 0,03 0,98 0,02

Fonte: O autor

Para todos os eletrodos, os valores de Ipa/lpc observados foram bem proximos a 1,00
indicando um sistema quase-reversivel para todos eletrodos. Caso o valor fosse exatamente
1,00 o processo seria reversivel, o que significaria que a quantidade de elétrons envolvidas na
oxida¢do ¢ o mesmo que na redugdo. Observamos no Quadro 9 que ndo houve nenhuma

diferenca significativa dentre todos os eletrodos.
O critério 4 ¢ fundamentado na equagdo de Randles-Sevcic, equagdo 7.
Equagio 7. Ip = 2,686.10°.C.A.n*/2p¥/2 y1/2

Esta equacdo mostra que a corrente de pico varia proporcionalmente com a
concentracdo das espécies, a area eletroativa do eletrodo de trabalho, o numero de elétrons
envolvidos, o coeficiente de difusdo e a raiz quadrada da velocidade de varredura. Com base
nisso, foi construido um grafico para os eletrodos, relacionando a corrente de pico com a raiz
quadrada da velocidade de varredura.

A Figura 36 mostra a representacdo grafica que relaciona a equacdo de Randles-Sevcic
para ambos os eletrodos, e o Quadro 10 apresenta os valores de coeficientes de correlagdo

para os eletrodos.
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Figura 36: Ip vs. v? para EI-Ag, EI-Ag/AgCl DS110, SPT-Au-Ag em solugdo de KCI (0,1
mol L) contendo K3[Fe(CN)s] e K4[Fe(CN)s] (5 mmol L),
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Fonte: O autor

Tabela 10: Valores de correlagio ao quadrado de Ip vs V2 para EI-Ag, EI-Ag/AgCl DS110,
SPT-Au-Ag em solugio de KCI (0,1 mol.L!) contendo Ki[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)s] (5

mmol L),

R? Anédico R? Catédico
El-Ag 0,991 0,990
El-Ag/AgCl 0,988 0,988
SPt-Au-Ag 0,999 0,999
DS110 0,995 0,995

Fonte: O autor
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A Tabela 10 indica linearidade entre os valores de corrente de pico e o aumento da
raiz quadrada da velocidade de varredura, quanto mais proximo de 1,00 o valor de correlagao,
maior a reversibilidade do sistema. Pl'2l Observando os pardmetros deste diagnéstico, o
DS110 teve um maior valor de R? dentre os eletrodos impressos, e o segundo melhor ¢ o EI-
Ag/AgCl. Ja o Spt-Au-Ag teve novamente o melhor desempenho de todos, melhor mesmo

que o eletrodo comercial, pois teve R? >0,999.

4.4.3 Avaliacio da Repetibilidade

Com o intuito de avaliar e comparar a repetibilidade das respostas eletroquimicas dos
eletrodos construidos, foram utilizados os dados do experimento com a sonda catidnica
K3[Fe(CN)s] e K4[Fe(CN)s]. Foi avaliada a repetibilidade dos valores de corrente, porém foi
normalizado pela densidade de corrente, pois o eletrodo comercial DS110 possui uma area
que ¢ o dobro dos eletrodos construidos para este trabalho, visto que a corrente € proporcional
a area do eletrodo de trabalho. Assim como em todos os testes deste trabalho, os testes foram
realizados com 7 eletrodos diferentes para maior confiabilidade nos resultados. Abaixo na

Tabela 11 temos os resultados.

Tabela 11: Valores de densidade de corrente anodica Ipa para EI-Ag, EI-Ag/AgCl, DS110,
SPT-Au-Ag em solugio de KCI (0,1 mol.L!) contendo Ki[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)s] (5

mmol L1).
Ipa
El-Ag El-Ag/AgCl DS110 SPT-Au-Ag
v [m\'_g'l) Media Ipa pA | Desv. Pad (1) | Média Ipa pA | Desv. Pad (%) | Média Ipa pA | Desv. Pad (+) | Média Ipa pA | Desv. Pad (%)
10mV.s’ 5,6 1,3 6,1 1,1 6,0 0,4 6,36 0,39
25mV.s’ 8,9 1,4 9,4 1,4 9,0 0,7 10,21 0,87
50 mV.s™ 11,6 1,8 12,9 3,0 12,0 0,9 13,50 1,61
100 mV.s™ 14,8 22 16,0 32 15,6 1,0 19,99 3,02
150 mVs? 16,6 2,2 18,1 3,5 17,2 2,0 25,24 2,02
200 mV.s™ 18,7 2,6 19,5 3,8 19,1 2,3 29,23 3,70
250 mV.s™ 20,1 2,8 20,8 3,8 21,0 1,9 32,70 4,60
300 m\f‘_g’l 21,1 3,0 21,8 4,1 22,0 2,0 35,44 5,54

Fonte: O autor
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Tabela 12: Valores de densidade de corrente catodica Ipc para EI-Ag, EI-Ag/AgCl DS110,
SPT-Au-Ag em solugio de KCI (0,1 mol.L!) contendo Ki[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)s] (5

mmol L),
Ipc
El-Ag El-Ag/Agcl Ds110 SPT-Au-Ag
v [m\'_s'l) Média lpc pA | Desv. Pad (%) | Média lpc pA | Desv. Pad (%) | Média Ipc pA | Desv. Pad (£) | Média Ipa pA | Desv. Pad (%)
10mv.s’ 5,6 1,3 -6,0 1,1 -6,0 0,4 5 0,4
25 mV.s" 8,8 1,4 9,5 1,5 9,0 0,6 10,3 1,0
50mvs’ SHLE 1,9 13,0 3 12,2 0,9 14,5 1,9
100 mv.s™ -14,8 25 -16,3 3.4 -15,8 14 19,9 3,4
150 mV.s™ -16,4 2,5 -18,3 3,7 17,3 1,8 25,7 4,8
200mVs’ -18,7 3,1 19,7 4,0 -19,5 2,3 29,9 4,7
250 mv.s” 20,0 3,2 20,5 4,0 21,6 1,8 -33,0 5
300mvs’ 21,1 3.4 21,6 4,4 22,6 1,9 61 57

Analisando os quadros 11 e 12, pode ser observado que a densidade de corrente dos

eletrodos EI-Ag e EI-Ag/AgCl sdo semelhantes ao eletrodo comercial DS110, apesar de terem

um desvio padrdo levemente maior. Ao observar o SPT-Au-Ag, temos valores de densidade

de corrente significativamente maiores que o eletrodo comercial DS110. Esta maior densidade

de corrente indica que ocorre maior transferéncia eletrénica no eletrodo SPT-Au-Ag que no

eletrodo comercial, pois a uma mesma concentracdo de analito, foi obtido um maior sinal de

corrente. A figura 35 mostra os voltamogramas ciclicos para um eletrodo representativo de

cada tipo a 300 mV.s™, onde pode ser constatada esta observago.

Figura 37: Ultimo ciclo de potencial a 300 mV s para EI-Ag, EI-Ag/AgCl DS110, SPT-
Au-Ag em solugdo de KCI (0,1 mol.L™) contendo K3[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)s] (5 mmol.L1).

Ip/uA

—— Ei-Ag/AgCl

—FEiAg
——DS110

—— Spt-Au-Ag.

Fonte: O autor
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4.5 Aplicacio de eletrodos impressos em biossensores

MicroRNAs (miRNA) sdo filamentos de RNA néo codificados que contém entre 20 e
24 nucleotideos.[”®! O MicroRNA-184, especificamente, ¢ uma molécula descrita na literatura
e possui papel importante em diversas doengas, tais como osteosarcomas /7],
adenocarcinomas!’®!, cancer de ovario [”°!, cancer de mamal®” e glioblastomas!®!l. Deste modo,
a sua deteccdo tem grande relevancia para o diagnostico e/ou monitoramento de patologias. O
miRNA-184 foi detectado por meio de detecgdo indireta, utilizando o brometo de etidio como

mediador. Foi monitorada a amplificagdo de seu sinal de corrente para processos anodicos. Na

Figura 38 temos a sobreposi¢do de um voltamograma representativo para sonda e alvo.

Figura 38: Voltamograma de pulso diferencial para sonda (DEP1S)+tbrometo de etidio e

sonda-alvo (DEP1S-MicroRNA-184)+brometo de etidio utilizando o eletrodo SPT-Au-Ag

16 4 —DEP1S
e (IR NA 184 (0, 1mol.L
14 4
12 4
10‘

1/ pA

03 04 05 06 07
E/V vs. Ag

Fonte: O autor

A Figura 38 mostra claramente uma diferenciacdo entre a resposta do eletrodo
contendo apenas a sonda e o eletrodo contendo a sonda que teve interagdo com o alvo. Essa
diferenciagdo se deu devido a capacidade do brometo de etidio se ligar, preferencialmente, na
dupla fita de DNA formada pela interagdo sonda-alvo. Esta diferenciagdo ¢ perceptivel para
valores de corrente de pico e para potenciais de oxidagdo, ou seja, trata-se de um biossensor

amperométrico e potenciométrico. Os valores de potenciais obtidos foram +0,44 V (somente
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sonda) e +0,55 V (interagdo sonda-alvo) vs. Agg). Essa diferenga de potencial pode ser
explicada pelo fato do brometo de etidio estar intercalado entre as bases nitrogenadas, as quais
fornecem maior resisténcia a processos eletroquimicos, deslocando o pico de oxidag¢do do
brometo de etidio para maior potencial. De modo oposto, quando o intercalante de DNA se
encontra ligado apenas a simples fita (sonda), o pico de oxidagdo aparece em menor potencial
(0,44 V). Na figura 39 temos a representacdo do histograma contendo a média e desvio padrio

para a triplicata realizada.

Figura 39: Histograma representativo dos valores de corrente de sonda e alvo com desvio

padrdo para detec¢do de MicroRNA-184.

Il Sonda (DEP1S)
Alvo (mRNA 184)

Corrente / pA

0,6 08 1,0 1.2 14

Fonte: O autor

O histograma mostra claramente uma grande diferenciagdo de valor de corrente entre o
eletrodo contendo apenas a sonda e o eletrodo contendo a sonda que teve interagdo com o
alvo, tendo este ultimo um valor de corrente 4,53 vezes maior que a resposta do eletrodo
somente com a sonda. Esta diferenga pode ser explicada pela capacidade do intercalante de
DNA brometo de etidio apresentar maior afinidade ao duplex de DNA, ligando-se com maior
intensidade neste caso ao alvo. Os valores de desvio padrdo para a sonda foram de 11,92% e
de 8,30% para o alvo, Sendo estes resultados considerados promissores por ser obtidos ap

partir de um experimento exploratorio inicial.
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CONCLUSOES

A utilizac¢do de adesivo vinilico comercial, se mostrou uma alternativa eficiente para
substituigdo das telas de gravacdo de eletrodos impressos, e ainda eficaz para construcio de
eletrodos por sputtering. Foi possivel preparar com éxito uma tinta de carbono com
aplicabilidade em impressdo de eletrodos impressos. A utilizagdo de HCl para a
transformagdo EI-Ag em EI-Ag/AgCl foi confirmada. A partir das imagens de microscopia
eletronica de varredura foi possivel observar a presenca de flocos na tinta de prata, bem como
o cloreto de prata recobrindo os flocos, isto para o EI-Ag e EI-Ag/AgCl. Por microscopia de
forca atémica, foi observada uma maior rugosidade da superficie dos eletrodos do tipo EI, em
comparagdo com o eletrodo comercial (DS110), bem como estas analises confirmaram a
modificagdo da superficie apos preparagdo do eletrodo de referéncia por cronoamperometria,
pelo aparecimento de aglomerados e aumento nos valores de rugosidade. Os
condicionamentos eletroquimicos dos EI preparados neste trabalho foram adequados e
necessarios para sua utilizagdo. Comparando entre os eletrodos impressos, o EI-Ag/AgCl
apresentou menor corrente de fundo e menor ruido, em comparagdo ao eletrodo EI/Ag. Os
diagndsticos de reversibilidade eletroquimica indicam uma melhor resposta eletroquimica do
eletrodo SPT-Au-Ag, seguido do EI-Ag/AgCl. O eletrodo DS110 teve um desempenho de
reversibilidade semelhante ao EI-Ag. Analisando a repetibilidade da densidade de corrente
temos que o SPT-Au-Ag teve uma maior densidade de corrente. Esta maior sensibilidade de
corrente implica em uma maior sensibilidade eletroquimica. A densidade de corrente para os
El foi semelhante ao do eletrodo comercial. A utilizagdio do SPT-Au-Ag na detec¢do do
miRNA-184 foi possivel amperometricamente e potenciometricamente, demonstrando

potencial de aplicabilidade.
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6 PERSPECTIVA FUTURAS

o Aplicagdo dos eletrodos EI/Ag, EI-Ag/AgCl e SPT-Au-Ag na construgdo de

biossensores;

e Avaliagdo dos eletrodos EI/Ag, EI-Ag/AgCl e SPT-Au-Ag por Espectroscopia de

Impedancia eletroquimica
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