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RESUMO

Dispositivos analiticos fabricados em papel foram desenvolvidos neste trabalho. Eletrodos
baseados em papel (EPs) foram construidos usando tintas condutoras a base de p6 de carbono
e esmalte incolor para unhas ou verniz vitral como aglutinantes alternativos e de baixo custo.
Papel sulfite e papel filtro quantitativo foram usados como substratos sobre os quais as tintas
condutoras foram aplicadas. A fabricagdo dos EPs foi reprodutivel (RSD < 10%, n =4 para I,
obtida para o [Fe(CN)s]*) e os eletrodos foram empregados para determinagio de dopamina
usando a voltametria de pulso diferencial. Para os EPs/Esmalte, o intervalo linear foi de 30 a
100 pmol L' e limite de deteccdo (LD) de 5,2 umol L', Para os EPs/Verniz, o intervalo linear
foi de 15 a 100 umol L' e LD de 4,1 pmol L. A potencialidade dos EPs/Verniz foi também
avaliada para catecol e hidroquinona usando voltametria de varredura linear. O intervalo linear
para as ambas espécies foi de 10 a 100 pmol L' com LD de 9,0 pmol L para catecol e
5,3 umol L para hidroquinona. Portanto, os resultados mostraram que os EPs forneceram
resultados satisfatorios para os compostos fenodlicos, abrindo possibilidades para novas
aplicagdes. Sistemas microfluidicos baseados em papel e acoplados a eletrodos termoplasticos
(ETs) foram também desenvolvidos neste trabalho. Os ETs foram fabricados pela mistura de
1:1 (m:m) negro de fumo e policaprolactona. Os dispositivos microfluidicos foram produzidos
com dois reservatorios, os quais foram responsaveis por produzir um fluxo répido e continuo
movido por gravidade e capilaridade. O dispositivo proposto ndo requer bombas externas como
unidades propulsoras, garantindo melhor portabilidade. O desempenho desses dispositivos foi
melhorado aumentando a capacidade absorvente do sistema, o que aumentou significativamente
o numero de injeg¢des possiveis com um Unico dispositivo. O volume de injecao € relativamente
baixo (2 pL). Além disso, o sistema microfluidico mostrou parametros satisfatorios como
repetitividade de injegdo (RSD = 2%, n = 6 para I, obtida para FCTMA™) e reprodutibilidade de
fabrica¢do (RSD = 10 %, n = 3 para I, obtida para FCTMA™). A aplicabilidade do dispositivo
microfluidico foi separadamente avaliada para quantificagao de acido cafeico e triptamina e os
resultados mostraram confiabilidade e viabilidade. Portanto, esse trabalho mostra algumas
estratégias baratas para obtencdo de eletrodos descartaveis e dispositivos microfluidicos,

trazendo algumas possibilidades de novas aplicagdes analiticas.

Palavras chave: tinta condutora de carbono, eletrodos baseados em papel, compostos fenolicos,

eletrodos termoplasticos, dispositivos microfluidicos, dcido cafeico e triptamina.



ABSTRACT

Analytical devices fabricated on paper were developed in this work. Paper-based electrodes
(PEs) were prepared using conductive inks based on carbon powder and colorless nail polish or
glass varnish, which were used as alternative and low-cost binders. Office paper and
quantitative filter paper were used as substrates on which the conductive inks were applied. The
fabrication of the PEs was reproducible (RSD < 10%, n =4 for 1, obtained for [Fe(CN)¢]*), and
the electrodes were used for dopamine determination using differential pulse voltammetry. For
PEs/nail-polish, the linear range was 30 to 100 umol L' and the limit of detection (LD) was
5.2 umol L', For EPs/Glass-varnish, the linear range was 15 to 100 umol L! and the LD was
4.1 pmol L. The potentiality of the EPs/Glass-varnish was also evaluated for catechol and
hydroquinone using linear sweep voltammetry. The linear range for both species was 10 to
100 umol L' with LD of 9.0 umol L' for catechol and 5.3 umol L' for hydroquinone.
Therefore, the results showed that PEs provided satisfactory results for phenolic compounds,
opening possibilities for new applications. Paper-based microfluidic systems coupled with
thermoplastic electrodes (TPEs) were also developed in this work. TPEs were fabricated by
mixing 1: 1 (w:w) carbon black and polycaprolactone. The microfluidic devices were produced
with two reservoirs, which were responsible for producing a rapid and continuous flow driven
by gravity and capillarity. The proposed device does not require external pumps as propulsion
units, ensuring better portability. The performance of these devices was improved by increasing
the wicking capacity of the system, which significantly increased the number of injections
possible with a single device. The injection volume is relatively low (2 pL). In addition, the
microfluidic system showed satisfactory parameters such as repeatability of injection (RSD =
2%, n = 6 for I, obtained for FCTMA™) and reproducibility of fabrication (RSD = 10%, n =3
for 1, obtained for FCTMA™). The applicability of the microfluidic device was separately
evaluated for the quantification of caffeic acid and tryptamine in food and drinks and the results
showed reliability and viability. Therefore, this work shows some inexpensive strategies to
produce disposable electrodes and microfluidic devices, bringing some possibilities for new

analytical applications.

Keywords: carbon conductive ink, paper-based electrode, phenolic compounds, thermoplastic

electrodes, microfluidic device, caffeic acid and tryptamine.
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1 INTRODUCAO

1.1 Eletrodos descartaveis

Eletrodos descartaveis t€ém chamado a atencdo de inimeros pesquisadores, pois podem
ser facilmente preparados e modificados a baixo custo, além de poderem ser miniaturizados,
possibilitando a construgdo de dispositivos portateis (CINICIATO et al., 2012; DOSSI et al.,
2014; SANTHIAGO; HENRY; KUBOTA, 2014). Ao contrario dos eletrodos convencionais
como Pt, Au e carbono vitreo, os eletrodos descartaveis podem ser facilmente construidos a
partir de materiais comercialmente disponiveis a custo baixo (NURAK; PRAPHAIRAKSIT;
CHAILAPAKUL, 2013; TOBJORK; OSTERBACKA, 2011), permitindo, assim, que sejam
preparados e desenvolvidos at¢ mesmo em laboratorios com recursos financeiros limitados.
Além disso, por serem projetados para serem utilizados uma unica vez, os eletrodos
descartaveis minimizam problemas associados a desativacdo da superficie do eletrodo de
trabalho devido a adsorcao de intermediarios ou produtos de reagdes eletrodicas, o que tem sido
um grande desafio a ser superado na 4area de eletroanalise (WEESE et al., 2019). Existem
inimeras técnicas para a fabricagao de eletrodos descartaveis, dentre as quais, pode-se destacar:
“inkjet printing”, “pencil drawing”, “sputtering”, “3D-printing”, pirolise, “laser-scribing”,
“screen printing” e “stencil printing” (ATAIDE et al., 2020; NOVIANA et al., 2020a).

A técnica “inkjet printing” consiste na utilizagdo de impressoras a jato para a deposi¢ao
de uma tinta condutora sobre um substrato desejado (SINGH et al., 2010). Essa técnica permite
a produgdo em larga escala dos eletrodos com elevada reprodutibilidade. Além disso, essa
técnica fornece um controle satisfatorio do processo de deposicdo do material condutor
(TORTORICH; SHAMKHALICHENAR; CHOI, 2018). Apesar dessas vantagens, essa técnica
exige um controle da tensdo superficial e viscosidade da tinta condutora, uma vez que esses
parametros podem causar o entupimento das impressoras, danificando os equipamentos. Além
disso, impressoras com maior precisao de deposi¢do apresentam custo elevado, o que pode
inviabilizar a fabricacdo dos eletrodos em muitos laboratdrios de pesquisa nacionais (ATAIDE
et al., 2020). Shi ef al. (SHI et al., 2018) utilizaram a técnica “inkjet printing” para a fabricacao
de eletrodos de prata. Uma tinta a base de nanoparticulas de prata foi utilizada no processo de
impressao sobre um substrato plastico. Vinte camadas de tinta foram necessarias para obtengao

dos eletrodos. A potencialidade analitica do eletrodo foi avaliada para a determinacdo de
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peroxido de hidrogénio ¢ o LD obtido foi 5,0 pmol L™, demonstrando a viabilidade dos
eletrodos preparados pela técnica de “inkjet printing”.

A técnica “sputtering” € bem estabelecida para deposicdo de filmes de metalicos sobre
diferentes substratos. Essa técnica permite a fabricagao de filmes de alta qualidade, permitindo
também a produc¢do dos eletrodos em larga escala. Um dos grandes problemas associados com
essa técnica ¢ o custo elevado do equipamento, inviabilizando, em alguns casos, o uso para a
fabricagdo dos eletrodos. Kokkinos et al. (KOKKINOS; ECONOMOU; GIOKAS, 2018)
usaram essa técnica para a fabricacdo de um sistema eletroquimico sobre um dispositivo
analitico baseado em papel. Inicialmente, canais microfluidicos foram fabricados sobre papel
cromatografico usando uma impressora de cera. Filmes metélicos (Sn, Ag e Pt) foram
depositados na parte de tras papel e usados como eletrodo de trabalho, referéncia e auxiliar,
respectivamente. O dispositivo analitico foi testado para a determinagio simultanea de Zn** e
Cd*". Nguyen et al. (NGUYEN et al., 2019) desenvolveram eletrodos de platina utilizando a
técnica “sputtering”. A deposicao do filme de platina foi realizada sobre um substrato de silicio.
Neste trabalho, os eletrodos foram utilizados para a determinagio de Fe*" em amostras de dgua.

A técnica “3D-printing” € uma técnica de impressdo usando polimeros termoplasticos.
Essa técnica consiste inicialmente no derretimento dos filamentos poliméricos. Em seguida, o
filamento ¢ depositado camada por camada sobre uma plataforma de impressao (CARDOSO et
al., 2020). Os filamentos mais comuns sdo aqueles a base de acido polilatico (PLA) e
acrilonitrila butadieno estireno (ABS). Embora PLA e ABS ndo sejam materiais condutores,
existem filamentos condutores disponiveis comercialmente. Além disso, filamentos de PCL
podem ser modificados com negro de fumo ou nanotubos de carbono para a obtencdo de
materiais compositos condutores. Katseli et al. (KATSELI; ECONOMOU; KOKKINOS, 2019)
utilizaram filamentos a base de negro de fumo e PLA para a fabrica¢do de um biossensor para
glicose. Os eletrodos foram modificados com a enzima glicose oxidase (GOx) por meio da
adicdo de uma solugdo contendo GOx e Nafion® sobre a superficie dos eletrodos. O biossensor
foi baseado na conversao enzimatica de glicose por GOx, produzindo H>O», o que foi detectado
amperometricamente. A “3D-printing” ¢ uma técnica precisa, descarta a utilizacdo de moldes e
permite a criacdo de objetos tridimensionais com diferentes formatos e tamanho. Apesar das
vantagens, o custo do equipamento e problemas de entupimento podem também ser
desvantagens para a fabricacao de dispositivos descartaveis.

A pirdlise ¢ uma técnica atrativa para fabricacdo de materiais condutores de carbono,

especialmente para produgcdo de sensores -eletroquimicos. Os materiais produzidos
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normalmente apresentam boa uniformidade e condutividade elétrica. No entanto, essa técnica
requer um controle adequado da atmosfera durante o processo de fabricagdo. Giuliani et al.
(GIULIANI et al., 2016) produziram eletrodos de carbono por pirdlise usando diferentes
substratos de papel. O processo de fabricacao consistiu inicialmente em cortar os papeis em
dimensdes de 2,5 x 0,5 cm. Esses materiais foram colocados em um forno, o qual foi
ambientado com argdnio por 5 minutos para remog¢ao do oxigénio, evitando, assim, reagdes de
oxidagdo. Posteriormente, a temperatura do forno foi elevada a 1000 ° C. Ao atingir essa
temperatura, foi realizada a adi¢do de 5% de gas hidrogénio por 1 h. Essa etapa foi importante
para criar um ambiente redutor dentro do forno. Em seguida, o forno foi resfriado na presenca
de argdénio durante 1 h. Os eletrodos foram removidos do forno, anexados sobre um substrato
de acrilico usando fita dupla face e cortados usando um laser de CO>. Os eletrodos produzidos
foram usados como biossensor amperométrico para acido urico.

A técnica “laser-scribing” consiste na carbonizagao de um substrato de papel usando uma
fonte de laser CO». Essa técnica permite a producdo de materiais condutores que podem ser
utilizados para aplicacdes como sensores. Dentre suas as vantagens, podemos citar a
possibilidade de produgdo de dispositivos em larga escala e em diferentes configuragdes. Além
disso, essa técnica ndo exige controle do ambiente, como pressdo e temperatura, ¢ descarta a
necessidade de reagentes. De Araujo et al. (DE ARAUIJO et al., 2017) produziram dispositivos
eletroquimicos usando essa técnica. O sistema eletroquimico contendo os trés eletrodos
(eletrodo de trabalho, referéncia e auxiliar) foi produzido sobre um substrato de papeldo. Os
eletrodos foram produzidos usando uma maquina a laser de CO; controlada por um computador.
As condi¢des de fabricacdo foram: velocidade de varredura do laser de CO; = 10 mm s,
poténcia do laser =5 W e distancia entre o substrato e a saida do laser = 10 mm. Os trés eletrodos
foram produzidos através do processo de carbonizacdo. No entanto, o eletrodo de referéncia foi
coberto com tinta de prata apds esse processo. Cola, adquirida da empresa Cascola®, foi usada
para delimitar a area dos eletrodos e a zona de deteccao. Estudos de caracterizagdo mostraram
que o material produzido € composto por folhas de grafeno e nanoparticulas de
aluminossilicato. Os dispositivos eletroquimicos foram satisfatoriamente usados para
determinagdo de diferentes espécies envolvendo aplicacdes clinicas, forenses, farmacéuticas e
alimentares.

A técnica “pencil drawing” consiste em desenhar manualmente os eletrodos sobre um
substrato de papel utilizando um lapis (eletrodos de grafite) ou dispositivos do tipo caneta

adaptados para receber tintas condutoras (GHOSALE et al., 2016; LI et al., 2015). Essa ¢ uma
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das técnicas mais simples e baratas usadas para produzir eletrodos descartaveis. Existe uma
variedade de lapis disponiveis e que podem ser utilizados para a produgao dos eletrodos. Além
disso, essa técnica permite a construgdo de sistemas de deteccao eletroquimicos em diferentes
formatos e tamanhos. Apesar dessas vantagens, essa técnica apresenta menor reprodutibilidade
de fabricacdo, devido ao processo manual de producao e variagdes na composicao dos lapis de
diferentes lotes. Dias et al. (DIAS et al., 2018) produziram um sistema eletroquimico usando
essa técnica. Neste trabalho, os eletrodos foram manualmente desenhados com um lapis sobre
um substrato de papel com area geométrica pré-delimitada. Posteriormente, uma tinta de prata
foi usada para pintar o eletrodo de referéncia. O dispositivo eletroquimico foi usado para
quantificagdo de metamizol e paracetamol em amostras de whiskey. Além da utilizagdo dos
lapis para o desenvolvimento dos eletrodos, pesquisadores tém também utilizado outros
materiais para produzir manualmente os eletrodos descartaveis. Ghosale et al. (GHOSALE et
al., 2016) tém produzido dispositivos eletroquimicos desenhando manualmente um eletrodo
sobre papel fotografico, usado como substrato. Nesse trabalho, uma tinta condutora de
nanoparticulas de prata (AgNPs) foi sintetizada pela mistura de AgNOs3, acido ascorbico e
oleilamina. Um tubo de caneta foi preenchido com a tinta de AgNPs e a caneta foi usada para
desenhar o eletrodo. O dispositivo foi caracterizado eletroquimicamente na presenca do ion
ferricianeto. Li et al (LI et al., 2015) também relataram o desenvolvimento de um dispositivo
utilizando esse método. Os eletrodos foram construidos usando tintas comerciais de carbono e
de prata. As tintas foram colocadas em diferentes tubos. O eletrodo de trabalho e eletrodo
auxiliar foram fabricados usando a tinta de carbono e o eletrodo pseudo-referéncia com a tinta
de prata. Barreiras hidrofobicas foram criadas apos a construgdo dos eletrodos. O dispositivo
foi satisfatoriamente empregado para analisar glicose e melamina. Portanto, a técnica de
producdo manual ¢ extremante simples e barata, uma vez que ndo depende de instrumentagao
de custo elevado (HAN et al., 2014; KANAPARTHI; BADHULIKA, 2017; SANTHIAGO;
KUBOTA, 2013), mostrando, assim, ser uma estratégia extremamente promissora para a
fabricagdo dos dispositivos descartaveis. Todas as técnicas disponiveis para a fabricagdo de
dispositivos descartaveis (METTAKOONPITAK et al., 2016), apresentam suas vantagens e
limitagdes. Portanto, a escolha da técnica de fabricagdo dependerd, na maioria dos casos, da
disponibilidade de equipamentos e materiais necessarios para a producdo dos eletrodos
descartaveis.

Eletrodos impressos, (SPE, do inglés “screen-printed electrodes™) preparados pela

técnica de “screem-printing”, foram os primeiros dispositivos projetados como sensores
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eletroquimicos descartaveis (ATAIDE et al., 2020). A técnica de “screen-printing” foi
introduzida no inicio do século 20 com a fun¢do de produzir circuitos eletronicos e eletrodos
para células solares (BARRY et al., 2009). Atualmente, essa técnica € a mais amplamente
empregada para a fabricacdo de eletrodos descartaveis, pois permite fabricacao reprodutivel de
um grande nimero de dispositivos, com desempenho similar ou até mesmo superior ao de
eletrodos convencionais (METTERS; KADARA; BANKS, 2011). Uma variagao da técnica de
“screen-printing” € a “stencil-printing”, que consiste, em termos gerais, em espalhar uma tinta
condutora sobre um substrato isolante contendo uma “mascara adesiva” que serve para definir
a geometria e as dimensodes dos eletrodos (ATAIDE et al., 2020; NOVIANA et al., 2020a).
Essas mascaras sdo normalmente produzidas com fitas adesivas ou filmes transparentes, os
quais sao fabricados usando cortadores artesanais, impressoras de corte ou impressoras de corte
a laser de CO». Apos a aplicagdo da tinta condutora, a “mdscara adesiva” ¢ removida e novas
camadas adesivas s3o adicionadas para delimitar as regides de contato dos eletrodos com a
solugdo e de contato elétrico. As vantagens da técnica de “stencil-printed” sdao a simplicidade
e o baixo custo, pois dispensa os equipamentos necessarios para a técnica de screen-printed.
Por outro lado, a principal desvantagem ¢ o controle menos eficiente da quantidade de tinta
aplicada o que diminui a reprodutibilidade da fabricagao (ATAIDE et al., 2020; NOVIANA et
al., 2020a). Metters et al. (METTERS et al., 2013) desenvolveram um sensor eletroquimico
pela técnica de “screen-printing”. O sensor foi fabricado sobre um substrato de papel utilizando
tinta de grafite. NADH e nitrito foram usados como analitos para avaliar o desempenho
analitico dos eletrodos. Os sensores foram caracterizados e avaliados, fornecendo limites de
detecgdo (LD) de 1,8 umol L™ para NADH e 15,1 umol L™ para nitrito. Khairy et al. (KHAIRY;
AYOUB; BANKS, 2018) desenvolveram eletrodos impressos modificados com 6xido de niquel
para a determinagdo do pesticida Parathion. Os sensores foram fabricados sobre filmes de
poliéster usando tinta de grafite e forneceram limite de detecgio de 0,024 pmol L' para
Parathion. Camargo ef al. (CAMARGO et al., 2019) também mostraram o desenvolvimento de
um sensor descartavel para a determinagdo de paracetamol (PAR) e melatonina (MEL). Os
eletrodos foram fabricados sobre substrato de papel usando tinta de grafite, sendo observado
que a fabricacdo dos dispositivos foi satisfatoriamente repetitiva e reprodutivel. Neste trabalho,
a técnica de voltametria de pulso diferencial foi usada para a determinacdao de PAR e o LD
obtido foi 0,0536 umol L™'. MEL foi determinada usando voltametria de onda quadrada e o LD

foi de 0,0325 pmol L', Outros trabalhos sobre a utilizagio de eletrodos impressos e técnicas de
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fabricacdo também podem ser encontrados na literatura (LAMAS-ARDISANA et al., 2017;
METTAKOONPITAK et al., 2016).

Para eletrodos baseados em papel, em especial, o desempenho analitico dependera
fortemente de seus dois constituintes principais, isto €, do substrato e da tinta condutora
(ALKIRE; BARTLETT; LIPKOWSKI, 2015). O papel ¢ um substrato promissor para a
fabricacdo de eletrodos descartaveis, pois € barato, abundante, reciclavel e biocompativel; e
dois artigos de revisdo, publicados no corrente ano, discorrem sobre o uso deste substrato para
a construcao de sensores eletroquimicos (ATAIDE et al., 2020; NOVIANA et al., 2020a).
Embora os substratos de papel apresentem caracteristicas promissoras, a baixa resisténcia
mecanica e a infiltracdo do eletrolito de suporte no papel por agdo capilar sdo limitagdes deste
tipo de substrato (METTERS et al., 2013). A penetracao da solugdo do eletrélito de suporte nos
substratos de papel faz com que a area ativa do eletrodo de trabalho varie durante as medidas,
gerando irreprodutibilidade, além de prejudicar o contato elétrico com o potenciostato.
Substratos plésticos apresentam resisténcia mecanica superior aos substratos de papel e evitam
a infiltracdo da solugdo de eletrolito de suporte, originando dispositivos mais duréveis.
Caracteristicas atrativas adicionais dos substratos plasticos incluem inércia quimica e biologica,
flexibilidade, baixo peso e transparéncia (MCALPINE et al., 2007). Apesar destas propriedades
favoraveis dos substratos plasticos em relagdo ao papel, geralmente, a aderéncia das tintas
condutoras sobre substratos plasticos ¢ menor, sendo essa a principal limitacdo deste tipo de
substrato.

Dentre os substratos plasticos mais utilizados destaca-se o poliéster, uma vez que esse
material ¢ amplamente disponivel a baixo custo. Substratos de poliéster t€ém sido amplamente
utilizados para o desenvolvimento de sensores e de biosensores (AFONSO et al., 2016) e tém
permitido o desenvolvimento de dispositivos resistentes a solventes organicos (ALMEIDA et
al., 2016) e de dispositivos ultraflexiveis (FOSTER et al., 2014). Outras aplicagdes de SPE
preparados sobre substratos de poliéster incluem a determinacdo simultinea de Pb*" e Cu®*
(MARTIN-YERGA et al., 2017), de Mn?* (BERG et al., 2016), metil-paration (THOTA;
GANESH, 2016) e a detec¢ao de bactérias (ADKINS et al., 2017). Embora menos empregados
do que os substratos de poliéster, os substratos de PET também s3o importantes e t€ém sido
empregados para fabricacdo de eletrodos descartaveis para a determinagio de cromo total e Cr®*
(WANG et al., 2017b), hidroquinona, epinefrina e serotonina (DE ARAUJO ANDREOTTT et
al., 2019) e do hormonio estriol (PRADELA-FILHO et al., 2019).
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A escolha do substrato ideal ¢é extremamente importante para a fabricacao dos eletrodos
impressos, uma vez que o material escolhido pode influenciar as propriedades mecanicas e
eletroquimicas dos eletrodos. Além do substrato, as tintas condutoras também apresentam forte
influéncia sobre as propriedades eletroquimicas dos eletrodos baseados em papel. Estas tintas,
sdo geralmente formadas por trés componentes: um condutor elétrico, um aglutinante ndo
condutor e um solvente volatil (ALKIRE; BARTLETT; LIPKOWSKI, 2015). P6 de grafite ¢ a
fase condutora mais amplamente empregada, devido a sua elevada condutividade elétrica,
elevada resisténcia quimica, ampla disponibilidade e baixo custo (ADKINS; NOVIANA;
HENRY, 2016). Em relagdo ao agente aglutinante, é necessario que este seja hidrofobico e
capaz de agregar uniformemente as particulas condutoras. Diversos agentes aglutinantes
alternativos e de baixo custo tem sido propostos na literatura, dentre os quais pode-se citar
esmalte incolor para unhas (DE ARAUJO ANDREOTTI et al., 2019; PRADELA-FILHO et
al., 2017), resinas alquidicas (PRADELA-FILHO et al., 2019) e acetato de celulose
(RUNGSAWANG et al., 2016). Apesar da simplicidade e do baixo custo destes materiais, estes
tém se mostrado agentes aglutinantes promissores para o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos descartaveis.

A composi¢ao da tinta condutora ¢ um fator extremamente importante, uma vez que o
material resultante deve apresentar elevada condutividade elétrica, estabilidade quimica e
aderéncia sobre uma variedade de substratos. Tintas comerciais cumprem essas exigéncias,
entretanto, o custo relativamente alto ¢ uma limitagdo, considerando o desenvolvimento de
sensores descartaveis. (DUNGCHAI; CHAILAPAKUL; HENRY, 2009) Essa limitacdo tem
atraido a atencdo de pesquisadores para produzir novas tintas com diferentes materiais
condutores incluindo carbono (ADKINS; HENRY, 2015; DUNGCHAI; CHAILAPAKUL;
HENRY, 2009), prata (LI et al., 2015), grafeno (YANG; WANG, 2016), nanotubos de carbono
(CUARTERO et al., 2014) e nanoparticulas de cobre (TERZI et al., 2017).

A grande variedade de materiais condutores facilita o desenvolvimento de novas tintas
condutoras, destacando-se as tintas a base de nanoparticulas metalicas, as quais geralmente
apresentam elevado desempenho analitico. Entretanto, estas tintas sdo fabricadas utilizando
agentes estabilizantes para manter as nanoparticulas metalicas suspensas e, assim, prolongar o
prazo de validade. Os estabilizantes normalmente empregados sdo polimeros como dietilamina,
polivinilpirrolidona, acetato de polivinila e acido policarilico. No entanto, esses estabilizantes
apresentam baixa condutividade elétrica, o que pode gerar tintas altamente resistivas. Além

disso, algumas particulas metélicas, como nanoparticulas de cobre, podem ser facilmente
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oxidadas a 6xido de cobre, diminuindo a condutividade elétrica das tintas. Assim, apesar da
possibilidade do uso de nanoparticulas metalicas para se preparar tintas condutoras, as tintas de
carbono sao ainda as mais empregadas (ADKINS; NOVIANA; HENRY, 2016).

Constata-se, diante do exposto nesta secdo, que o aprimoramento das técnicas de
fabricacdo de dispositivos eletroquimicos descartaveis tem permitido a produgdo de sensores
eletroquimicos de baixo custo e com elevado desempenho, os quais tem contribuido para a
resolucao de diversos problemas analiticos. Este ¢ um ramo relevante da eletroanalise, que se
encontra em expansao ¢ que poderd trazer inovacdes consideraveis para a darea de
eletroanalitica. Dentre as perspectivas para este ramo, a produgdo de dispositivos
eletroquimicos descartaveis miniaturizados para serem empregados como detectores
amperométricos ou voltamétricos em sistemas microfluidicos ou milifluidicos ¢ uma das mais

promissoras, excitantes e que devera experimentar também uma grande expansao.

1.2 Miniaturizacio e dispositivos microfluidicos

O desenvolvimento de dispositivos analiticos miniaturizados tem despertado o interesse
de pesquisadores de diversas areas, uma vez que, além de reduzir o tamanho dos sistemas
analiticos, vantagens adicionais foram obtidas com essa abordagem incluindo o consumo
reduzido de reagentes e amostras, custo baixo de producdo, aumento da possibilidade de
portabilidade e, algumas vezes, redugdo do tempo de analise (FERNANDEZ-LA-VILLA;
POZO-AYUSO; CASTANO-ALVAREZ, 2019). Terry et al. (TERRY; JERMAN; ANGELL,
1979) apresentaram o primeiro dispositivo analitico miniaturizado na década de 70. O
dispositivo foi baseado em um sistema de cromatografia em fase gasosa com detector de
condutividade térmica. O cromatdgrafo miniaturizado foi produzido utilizando uma ldmina
circular de silicio com didmetro de 5 cm. Neste sistema, foi introduzido uma valvula de injegao
e uma coluna de separacao de 1,5 m de comprimento. Apesar desse sistema realizar separacoes
rapidas, as limitagdes tecnoldgicas da época, principalmente relacionadas aos métodos de
separacdo, limitaram significativamente o avango das pesquisas envolvendo dispositivos
miniaturizados. Como resultado, pesquisas futuras relacionadas a miniaturizagdo ficaram
direcionadas ao desenvolvimento de microbombas, microvalvulas e sensores quimicos
(COLTRO et al., 2007).

Os sistemas miniaturizados de separacdo ressurgiram na década de 90 com o

desenvolvimento de um microssistema para cromatografia em fase liquida proposto por Manz
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et al. (MANZ et al., 1990). Neste trabalho, o dispositivo foi produzido usando substrato de
silicio com dimensdes de 5 X 5 cm contendo uma coluna tubular aberta. O sistema foi integrado
a um detector condutométrico e conexdes externas para uma bomba de cromatografia liquida.
Manz et al. (MANZ; GRABER; WIDMER, 1990) apresentaram também o conceito de
microssistemas para analises totais. A ideia consistia em inserir varias etapas analiticas em um
unico dispositivo incluindo introdugdo e pré-tratamento da amostra, reacdes quimicas,
separacao analitica e detec¢do. Essa ideia permitiu o surgimento do termo “lab-on-a-chip”,
referindo a automatizacao de multiplas etapas, normalmente realizadas durantes as analises em
laborat6rio, em um unico dispositivo.

Derivados dos conceitos de miniaturizagdo e de “lab-on-a-chip”, surgiram os sistemas
microfluidicos de analise, os quais trouxeram uma verdadeira revolugado para a area de Quimica
Analitica. A microfluidica pode ser definida como a ciéncia e a tecnologia dedicadas ao estudo
e desenvolvimento de sistemas capazes de sistematicamente processar ou manipular pequenos
volumes de fluidos (na ordem de nL), por meio de canais com dimensdes variando entre dezenas
e centenas de micrometros (NGE; ROGERS; WOOLLEY, 2013; SHANG; CHENG; ZHAO,
2017; WHITESIDES, 2006). Embora alguns trabalhos classifiquem como dispositivos
microfluidicos apenas aqueles com canais de sec¢ao transversal menores do que 500 pm e com
capacidades de fento a nanolitros, (NGE; ROGERS; WOOLLEY, 2013) ndo hd um consenso
sobre os limites de dimensdes e de capacidades volumétricas para classificar um dispositivo
como sendo microfluidico e mesmo dispositivos de maiores dimensdes e capacidades
volumétricas sdo geralmente englobados como microfluidicos.

Os sistemas microfluidicos oferecem inimeras vantagens incluindo a possibilidade de
reduzir consideravelmente o consumo de amostras e reagentes, custo baixo, realizar separacoes
e deteccdes com alta sensibilidade, tempos curtos de anélise e melhor portabilidade (COLTRO
et al., 2007). Esses sistemas sdo normalmente constituidos por varios componentes, como
reservatorios, bombas, cadmaras e canais microfluidicos (NGE; ROGERS; WOOLLEY, 2013).
Diferentes materiais t€ém sido utilizados para a fabricagdo dos canais microfluidicos, sendo
esses materiais divididos em trés categorias: inorganicos, poliméricos e papel (NGE; ROGERS;
WOOLLEY, 2013). Algumas caracteristicas devem ser consideradas na escolha do material,
sendo elas: custo, biocompatibilidade, propriedades opticas e elétricas, facilidade de fabricagao
em pequena e grande escala, flexibilidade e possibilidade de integragdo com bombas, valvulas

e sistema de deteccao.
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1.2.1 Materiais para a construcio de dispositivos microfluidicos

1.2.1.1 Materiais inorganicos

O silicio e o vidro foram os primeiros materiais usados para a fabricagdo de dispositivos
microfluidicos, porém, foram sendo gradativamente substituidos com o avango das pesquisas
em microfluidica. (NGE; ROGERS; WOOLLEY, 2013). O silicio apresenta alta condutividade
térmica, o que permite o uso desse material em aplicagcdes microfluidicas que envolvem
elevadas temperaturas (por exemplo, para sintese quimica) e demandam a defini¢do precisa de
canais ou poros. O silicio tem sido também utilizado para o desenvolvimento de bombas,
valvulas e microrreatores. A superficie do silicio possui grupos silandis (-Si-OH), o que permite
a modificagdo via silanos. No entanto, o silicio ndo ¢ transparente a luz visivel, o que pode
limitar o uso de alguns sistemas opticos de deteccdo. Esse problema pode ser superado por um
material transparente (polimero ou vidro) ligado ao silicio em um sistema hibrido. O vidro ¢
amplamente utilizado na produgdao de dispositivos analiticos, uma vez que apresenta
caracteristicas como transparéncia Optica, eficiente dissipa¢do de calor, propriedades de
superficie conhecidas e resisténcia quimica a solventes organicos. O uso do vidro, em especial,
abrange uma vasta area de aplicagdes incluindo eletroforese capilar, reacdes em cadeia da
polimerase e cromatdgrafos a gas (ILIESCU et al., 2012; NGE; ROGERS; WOOLLEY, 2013).
Em geral, a fabricagdo de dispositivos a base de silicio ou vidro consiste em métodos subtrativos
(por exemplo, imidos ou gravura a seco) ou métodos aditivos (como deposicdo de vapor
metalico ou quimico) para criar as microestruturas (ILIESCU et al., 2012). Apesar da variedade
de métodos, os processos de fabricacdo normalmente apresentam custo elevado, baixa
capacidade de producdo, envolvem intimeras etapas e requerem instrumentagdo sofisticada, o
que pode tornar inviavel a utilizagdo do silicio e vidro para a fabricacdo dos dispositivos
(NIELSEN et al., 2020). Além disso, o silicio e o vidro sdo materiais quebradigos e de dificil
selagem, o que pode resultar em grande desafio a integracdo de alguns componentes aos
dispositivos produzidos com esses materiais. A selagem inadequada dos dispositivos pode gerar
vazamentos nas plataformas microfluidicas, limitando o uso desses materiais como substrato.
Como resultado, a necessidade de integracdo de componentes como bombas, valvulas ou
instrumenta¢do de deteccdo para a automagado do sistema analitico pode também proporcionar
maior complexidade ao processo de fabrica¢do. Diante dessas limitagdes, novos materiais

foram estudados para a fabricacao de dispositivos microfluidicos.
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1.2.1.2 Polimeros

Os polimeros tém sido amplamente utilizados para a fabricacdo de dispositivos
microfluidicos, uma vez que sdo relativamente baratos, apresentam diferentes composigoes €
podem ser facilmente processados e modificados (BECKER; GARTNER, 2008). Os polimeros
sdo basicamente divididos em elastdmeros e termoplasticos. Elastomeros sdo polimeros que
suportam grandes deformagdes sem perder a elasticidade. O elastdmero mais popular para a
fabricagdo de dispositivos microfluidicos ¢ o polidimetilsiloxano (PDMS). A popularidade do
PDMS ¢ associada ao custo relativamente baixo, baixa temperatura de cura, excelente
transparéncia Otica, elasticidade, ndo toxicidade e facilidade de implementag¢ao (KIM et al.,
2009). Os termoplésticos sdo polimeros molddveis quando aquecidos. Dentre os polimeros
termoplasticos, pode-se citar o polimetilmetacrilato (PMMA). Esse material possui
transparéncia Optica, compatibilidade biologica, impermeabilidade ao gas e facilidade de
usinagem a temperaturas relativamente baixas (~100 °© C) (NGE; ROGERS; WOOLLEY,
2013). Substratos poliméricos foram propostos como uma alternativa ao uso do vidro para o
desenvolvimento de novos dispositivos, devido a variedade materiais poliméricos disponiveis
no mercado com diferentes propriedades quimicas, mecanicas, elétricas e opticas (KIM et al.,
2009). Além disso, esses substratos sdo considerados mais baratos e robustos quando
comparados ao vidro.

Dentre as técnicas de fabricagdo de microcanais usando materiais poliméricos podem
ser citados a grava¢do ou impressdo, moldagem por injecdo e abla¢do a laser (BECKER;
LOCASCIO, 2002). A técnica de gravacao ou impressao consiste em criar microcanais sobre
materiais poliméricos usando carimbo de metal ou silicio. O carimbo e o polimero sio
colocados em uma prensa hidraulica e uma pressao ¢ aplicada por um tempo determinado. Essa
técnica pode ser realizada a temperatura ambiente com pressdes elevadas. No entanto, ¢
importante controlar a pressdo aplicada e tempo de impressdo, uma vez que esses parametros
influenciardo fortemente sobre as dimensdes dos canais. A gravagao pode também ser realizada
em elevadas temperaturas e baixas pressoes, permitindo melhor definicdo dos microcanais. A
técnica de gravacdo a quente tem mostrado reprodutibilidade satisfatoria para a producgdo de
dispositivos microfluidicos. Essa técnica tem sido utilizada para a fabricacdo de canais
microfluidicos sobre diferentes materiais poliméricos, incluindo polietilenotetraftalato de
glicol, PMMA, cloreto de polivinil e policarbonato. A moldagem por inje¢do consiste

basicamente em produzir os sistemas por meio da transferéncia do material fundido para um
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molde contendo a configura¢ao desejada. O material polimérico ¢ aquecido e injetado em um
molde, adquirindo a configuragdo do molde apoés resfriar. A reproducdo dos microcanais pode
ser fortemente influenciada pela temperatura do molde e capacidade eléstica do polimero apds
a remoc¢ao do molde. No entanto, as pecas moldadas podem ser produzidas com excelente
precisdo ajustando o tempo e a temperatura do processo (BECKER; LOCASCIO, 2002). A
técnica de ablagdo requer o uso de uma impressora de corte a laser, responsavel por criar os
microcanais sobre os substratos poliméricos (WADDELL, 2006). Essa técnica apresenta boa
reprodutibilidade. No entanto, o custo elevado do equipamento pode ser uma limitagdo para
aplicagdo dessa técnica em laboratorios de pesquisa. Além desses processos, outras técnicas de
fabricacdo de dispositivos microfluidicos baseados em materiais poliméricos podem também
ser encontradas na literatura (BECKER; LOCASCIO, 2002; FALLAHI et al., 2019; NIELSEN
et al., 2020).

1.2.1.3 Papel

O papel tém mostrado ser uma alternativa promissora para fabricacdo de dispositivos
microfluidicos (MARTINEZ; PHILLIPS; WHITESIDES, 2010). O papel apresenta
caracteristicas como custo baixo, facilidade de modifica¢ao, ser renovavel e descartavel, e ser
facil de usar, armazenar e transportar (CATE et al., 2015; NGE; ROGERS; WOOLLEY, 2013).
Analises em papel surgiram no inicio do século 20 com a invenc¢ao da cromatografia em papel
por Martin e Synge, os quais foram agraciados com o Prémio Nobel de quimica em 1952
(PAROLO; MERKOCI, 2013). Em 1956, foi proposto o primeiro teste comercial em papel, que
consistia em determinar glicose na urina. O papel se tornou popular para o desenvolvimento de
testes rapidos, como por exemplo o teste de gravidez. Esses testes sdo baseados na utilizagao
de um substrato de papel para a imobilizag¢do do anticorpo de captura especifico, o qual se liga
ao antigeno de interesse presente na amostra. Quando a amostra ¢ analisada, uma mudanga de
cor sobre a tira de papel pode ser visualizada em poucos minutos, fornecendo um resultado
qualitativo de forma simples e de custo baixo (ZHAO; VAN DEN BERG, 2008). A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou recentemente estado de pandemia global em
virtude do novo coronavirusSARS-CoV-2. A COVID-19 ¢ uma nova doenga respiratdria que
se espalha rapidamente e ¢ causada pelo virus SARS-CoV-2. Com o aumento acentuado do
numero de casos confirmados de COVID-19 em todo o mundo, pesquisas visando o

desenvolvimento de vacinas e testes para identificagdo do virus SARS-CoV-2 té€m recebido
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grande incentivo. Além do tempo de coleta e transporte de amostras, as andlises realizadas em
laboratérios clinicos podem levar de 4 a 6 horas para serem concluidas, podendo resultar em
um tempo superior a 24 horas para a entrega do resultado (SHERIDAN, 2020). Diante dessa
problematica, surge a necessidade de testes rapidos e portateis para a determinagcdo do SARS-
CoV-2. Como resultado, o papel tem sido estudado como plataforma para o desenvolvimento
de novos testes (SHERIDAN, 2020; YANG et al., 2020). Além de reduzir o custo das analises
e fornecer resultados com maior rapidez, plataformas de papel produziriam dispositivos baratos
e de facil uso, o que permitiria que os testes fossem realizados em residéncias, farmacias ou
postos de saude, descartando, assim, a necessidade de transporte de amostra e,
consequentemente, diminuindo significativamente o risco de propagacdo da doenga.

O desenvolvimento de dispositivos microfluidicos a base de papel, do inglés
microfluidic paper-based devices (WPADs), tem avangado muito nas ultimas décadas (CATE et
al., 2015). Dispositivos de papel dispensam a utilizagdo de bombas externas, devido a
capacidade do papel transportar fluidos por meio da agdo capilar (YANG et al., 2017). Esses
dispositivos apresentam custo relativamente baixo, portabilidade e simplicidade de manuseio.
Os pPADs podem possuir barreiras hidrofobicas responsaveis por conter a solugdao dentro do
canal hidrofilico, evitando vazamentos da solugdo para o ambiente. Existem varios métodos
para a fabricacdo de canais microfluidicos em pPADs, dentre eles pode-se citar: fotolitografia,
impressao a cera, serigrafia ou “silk-screen”, flexografia, recorte a laser e plotagem mecanica
(CATE et al., 2015; NOVIANA et al., 2020D).

A utilizagao da fotolitografia para a fabricagdo de uPADs foi introduzida por Martinez
et al. (MARTINEZ et al., 2007). Os detalhes do processo de fabricacdo de pPADs por

fotolitografia sdo ilustrados na Figura 1.
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Figura 1 — Detalhes do método de fotolitografia proposto por Martinez et al. para a fabricagdo de uPADs.
Reproduzido de (MARTINEZ et al., 2007) com permissdo. Copyright® 2007 WILEY-VCH Verlag
GmbH & Co. KGaA, Weinheim.
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Esse método consiste inicialmente na hidrofilizagao completa do substrato de papel com
um material fotorresiste (por exemplo SU-8 2010). Em seguida, uma méscara ¢ colocada sobre
o substrato de papel e o material resultante ¢ exposto a radiagdo para delimitar a area desejada.
O monoémero exposto a radiagdo ¢ polimerizado e removido com solventes adequados,
permitindo a criacao dos canais microfluidicos. Posteriormente, todo material € exposto a um
plasma de oxigénio para a remo¢do de polimeros ainda retidos no canal hidrofilico. O método
de fotolitografia permite o desenvolvimento dos canais microfluidicos com alta resolugao (~200
um de largura). A Figura 2 mostra uma imagem do dispositivo desenvolvido por Martinez et

al. (MARTINEZ et al., 2007).

Figura 2 - Imagem de um pPAD com detec¢io colorimétrica desenvolvido por Martinez et al.
Reproduzido de (MARTINEZ et al., 2007) com permissdo. Copyright® 2007 WILEY-VCH Verlag
GmbH & Co. KGaA, Weinheim.
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Martinez et al. (MARTINEZ et al., 2007) demonstraram a aplicagdo de uPADs para a
detecgdo colorimétrica de glicose e proteinas totais. O teste colorimétrico para a detec¢do de
glicose ¢ baseado na oxidacdo enzimatica de iodeto a iodo, o que promove uma mudanca de
coloragao de transparente para marrom. Para a quantificacao de proteina totais, o teste ¢ baseado
na mudanca de coloragdo do azul de tetrabromofenol quando esse reagente ¢ ionizado e ligado
a proteinas, causando uma mudanga de cor de amarelo para azul.

O preparo de uPADs pelo método de plotagem mecanica consiste em utilizar um plotter
do tipo x,y contendo uma solucao de polimero hidrofobico para fabricar canais hidrofilicos em
papel. Bruzewicz et al. (BRUZEWICZ; RECHES; WHITESIDES, 2008) desenvolveram
uPADs usando um plotter do tipo x,y (modelo Hewlett-Packard 7550A). O equipamento faz a
impressao com auxilio de um braco mecanico que movimenta uma caneta sobre o substrato
desejado. Bruzewicz ef al. usaram uma solu¢do de polidimetilsiloxano (PDMS) para fabricar
canais microfluidicos sobre um substrato de papel cromatografico. Por meio da impressao, o
PDMS penetra nos poros do papel e forma barreiras hidrofobicas. A aplicabilidade do
dispositivo foi avaliada para a detecgdo colorimétrica de proteina (albumina sérica bovina),
glicose e pH. Uma imagem do dispositivo desenvolvido por Bruzewicz et al. (BRUZEWICZ;
RECHES; WHITESIDES, 2008) ¢ mostrada na Figura 3.

Figura 3 -Imagem do uPAD desenvolvido por Bruzewicz et al. Reproduzido de (BRUZEWICZ;
RECHES; WHITESIDES, 2008) com permissio. Copyright® 2008 American Chemical Society.

Glicose proteinas

Os canais produzidos pelo método de plotagem mecanica apresentam baixa resolucao
(largura minima de 1 mm). No entanto, essa desvantagem nao limita o uso desse método para
o desenvolvimento de pPADs com deteccdo colorimétrica.

Carrilho et al. (CARRILHO; MARTINEZ; WHITESIDES, 2009) apresentaram

também um método para a fabricacdo de puPADs. A utiliza¢do do dispositivo foi demonstrada
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para a determinacdo colorimétrica de proteinas totais, colesterol e glicose em amostras

bioldgicas. As etapas do processo de preparo dos pPADs sdo mostradas na Figura 4.

Figura 4 - Etapas do processo de impressdo a cera para a fabricacdo de pPADs. Reproduzido de
(CARRILHO; MARTINEZ; WHITESIDES, 2009) com permissdo. Copyright® 2009 American
Chemical Society.
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O método é baseado na impressdo a cera. Inicialmente, o dispositivo foi projetado
usando um software para criagao de desenhos (Clewin). Uma impressora de cera (Xerox Phaser
8560N) foi usada para a deposicao da cera sélida sobre a superficie do substrato de papel
cromatografico e, em seguida, uma placa de aquecimento foi usada para fundir o material
impresso. Esse processo faz com que a cera aquecida penetre nos poros do papel, o que permite
a criagdo de barreiras hidrofébicas no papel. A parafina ¢ um dos materiais mais utilizados para
a obtencdo de barreiras hidrofobicas. Embora a impressdo a cera ndo apresente canais
hidrofébicos com alta resolugdo, esse ¢ um método simples, de custo baixo e envolve poucas
etapas para a criacdo dos dispositivos, o que tem viabilizado sua utilizagdo para o
desenvolvimento dos puPADs.

A flexografia ¢ um método de impressdao em relevo que apresenta elevada capacidade
de producdo, uma vez que existem impressoras industriais que podem imprimir sobre uma
variedade de substratos, incluindo papel e pléstico, a velocidades superiores a 300 m/min
(CATE et al., 2015). Olkkonen ef al. (OLKKONEN; LEHTINEN; ERHO, 2010) mostraram a
fabricacdo de barreiras hidrofébicas usando uma tinta a base de poliestireno dissolvido em
solvente organico (tolueno ou xileno). Uma representacdo esquemadtica do processo de

flexografia ¢ mostrada na Figura 5.
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Figura 5 - Representagdo esquematica do processo de flexografia para a fabricagdo de uPADs.
Reproduzido de (OLKKONEN; LEHTINEN; ERHO, 2010) com permissio. Copyright® 2010 American
Chemical Society.
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A Figura 5a mostra o funcionamento da impressdo flexografia sobre um substrato de
papel. Uma pipeta € usada para o preenchimento do reservatorio de tinta e a tinta € transferida
para um rolo. O rolo € responsavel pela transferéncia da tinta para a placa de impressao
contendo um padrao de relevo (Figura 5b). A lamina de raspagem remove o excesso de tinta
presente rolo. Ao iniciar o processo de impressdo, o rolo e a placa de impressdo giram
simultaneamente para a transferéncia da tinta para o substrato do papel. Apesar da velocidade
de impressao por flexografia, varias etapas sdo necessarias para definir completamente os
canais microfluidicos, o que limita a reprodutibilidade de fabricacdo (CATE et al., 2015).

O dispositivo desenvolvido por Olkkonen et al. (Figura 6) (OLKKONEN; LEHTINEN;
ERHO, 2010) foi testado como indicador de glicose.
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Figura 6 - Dispositivo desenvolvido por Olkkonen et al. (OLKKONEN; LEHTINEN; ERHO, 2010).
Dispositivos contendo diferentes concentragdes de glicose de 50, 25, 10 ¢ 5 mmol L™\, A amostra é
inserida no centro da estrutura dos canais. Esse sistema consiste em cinco pares de pontos de reacdo
contendo diferente quantidades de glicose oxidase (GOx). C; = 100 mg mL™! de glicose oxidase; C, =
0,4 Ci; C3) 0,1 Ci; C4) 0,05 Ci. R corresponde em pontos de referéncia que ndo contém GOx.
Reproduzido de (OLKKONEN; LEHTINEN; ERHO, 2010) com permissio. Copyright® 2010 American
Chemical Society.

O dispositivo foi fabricado usando papel cromatografico como substrato. Diferentes

quantidades de glicose oxidase (GOx) foram adicionadas nas zonas de detec¢do, uma vez que
a quantidade disponivel de GOx afeta a velocidade da reagdo entre esse reagente ¢ a glicose. A
Figura 6 mostra a resposta obtida para 50, 25, 10 e 5 mmol L' de glicose ap6s 10 minutos de
aplicacdo da amostra. A presenga de glicose ¢ confirmada pelo aparecimento da coloragao
amarela (OLKKONEN; LEHTINEN; ERHO, 2010).

O método de serigrafia ¢ amplamente utilizado para a impressao de imagens em roupas.
Dungchai et al. (DUNGCHAI; CHAILAPAKUL; HENRY, 2011) introduziram esse método
para a criagdo de barreiras hidrofobicas em papel. A Figura 7 mostra uma representacao

esquematica do processo de fabricagdo por serigrafia.
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Figura 7 - Representagdo esquematica do processo de fabricagdo por serigrafia. Reproduzido de
(DUNGCHALI; CHAILAPAKUL; HENRY, 2011) com permissdo. Copyright® 2011. The Royal Society
of Chemistry.

Secao transversal

1 - impressdo com cera solida l

........ cera solida
tela

2 - derretimento da cera sobre o l
papel usando uma placa quente ¥ |

I placa aquecida

l barreira de cera

cera solida

Esse método consiste inicialmente na deposicdo manual da cera sobre o substrato de
papel através de uma tela de nylon contendo o formato desejado para o dispositivo. Em seguida,
a cera ¢ derretida no papel com auxilio de uma placa de aquecimento, o que permite a formagao
de barreiras hidrofobicas. A serigrafia apresenta inimeras vantagens como possibilidade
miniaturizacdo, producdo em larga escala e baixo custo. Outros métodos para fabricagdo de
uPADs sdo também reportados na literatura. Métodos de recorte, em especial, descartam a
necessidade de uso de produtos quimicos necessario para definir os canais microfluidicos.
Laminas, cortadores e perfuradores podem ser usados para criar manualmente os dispositivos
(LIM; JAFRY; LEE, 2019). Entretanto, impressoras de corte a laser t€ém se destacado devido a
melhor precisdo, velocidade e capacidade de producdo. Nie et al. (NIE et al., 2013) produziram
pPADs usando uma impressora de corte a laser de CO,. Esse método consiste em usar um laser
de CO controlado por computador para a fabricagdo de pPADs. Além de cortar, esse
equipamento permite a gravacao em relevo dependendo do material usado como substrato. A
principal desvantagem desse método € o custo do equipamento, uma vez que uma impressora
de corte a laser de CO2 pode custar em torno de 450 a 8.000 dolares (CATE et al., 2015). Assim
como observado para os métodos de preparo de eletrodos descartaveis, também existe grande
variedade de métodos para a fabricagdo dos pPADs, cada um com suas vantagens e limitagdes.
Desta forma, também para a fabricagdo dos pPADs, a escolha do método de fabricagdo, na
maioria dos casos, dependera da instrumentacao disponivel em laboratorio.

Durante as analises, os canais microfluidicos e zonas de deteccao sao normalmente
mantidos abertos/expostos ao ambiente. No entanto, em alguns casos, além de criar os canais

microfluidicos, ¢ também necessario selar/empacotar os dispositivos. Isso acontece
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principalmente quando existe risco de contaminacdo do dispositivo ou necessidade de
armazenamento por longo prazo (CATE et al., 2015). Além disso, a selagem pode também ser
necessaria para minimizar ou controlar a evaporacao de solventes nos dispositivos, o que pode
afetar a sensibilidade da detec¢ao. Embalagens plasticas tém sido amplamente usadas com essa
finalidade, uma vez que, além de cumprir os requisitos necessarios para a vedag¢do dos
dispositivos, esse material pode melhorar a estabilidade mecanica dos pPADs. Dentre os
materiais plasticos, pode-se citar fitas adesivas e folhas de laminacao. Esses materiais, em
especial, sdo transparentes ¢ facilmente adquiridos a custo relativamente baixo, podendo ser
usados como janelas de visualizagdo nos dispositivos.

Viérias técnicas analiticas t€ém sido acopladas aos pPADs incluindo as técnicas
eletroquimicas (ADKINS; NOVIANA; HENRY, 2016), colorimétricas (CHEN et al., 2019),
quimioluminescentes (LIU et al., 2015) e fluorimétricas (ZHOU et al., 2019). Dentre essas
técnicas, a colorimetria ¢ a mais popular, devido a simplicidade e baixo custo instrumental
(NOVIANA et al.,, 2020b). A analise de uma amostra usando pPADs com detecgdo
colorimétrica consiste inicialmente no carregamento do analito por meio do fluxo até uma zona
de teste contendo o reagente colorimétrico. A reag¢do entre o analito e o reagente promove o
aparecimento de uma colorag@o caracteristica do produto formado. Em seguida, uma imagem
do dispositivo pode ser registrada usando equipamentos como cameras de smartphones ou
scanners. Essa imagem ¢ analisada usando um “software” grafico e a intensidade da cor ¢,
posteriormente, relacionada a concentracdo do analito. Esse “sofiware” € responsavel por
converter a imagem em um padrdo de cores, como, por exemplo, modelo de cores RGB (do
inglés, “red, green and blue”), permitindo a correlagdo da intensidade da cor com a
concentracao do analito. Dentre os “softwares” destinados ao processamento de imagens, pode-
se citar “Image’ e “Photometrix”, sendo esse ultimo desenvolvido por um grupo de
pesquisadores brasileiros da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. A utiliza¢do de
cameras de smartphones tem aumentado nos ultimos anos, devido ao baixo custo, facil
manuseio, portabilidade, poder de processamento, armazenamento e possibilidade de
transferéncia remota de dados. Apesar dessas caracteristicas, uma das limitagdes das cameras
de smartphones ¢ o controle das condi¢des de luz ambiente, pois esse efeito pode tornar a
intensidade da imagem inconsistente, influenciando fortemente no resultado das anélises. No
entanto, alguns pesquisadores contornaram essa limitacdo com o uso de dispositivos para

bloquear fisicamente a passagem de luz ambiente durante a aquisi¢do da imagem; “softwares”
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de corregdo de intensidade também tem sido utilizados como forma de minimizar o efeito da
luz ambiente (CATE et al., 2015).

A detecgdo eletroquimica ¢ também amplamente utilizada como sistema de deteccao
para sistemas microfluidicos, devido a facilidade de miniaturizacao do sistema eletroquimico e
incorporacdo dos eletrodos com o sistema microfluidico. Além disso, devido a natureza
interfacial da deteccdo eletroquimica, a miniaturizagdo dos eletrodos ¢ conseguida sem
diminuicdo significativa da sensibilidade (NGE; ROGERS; WOOLLEY, 2013). Dungchai et
al. (DUNGCHAI; CHAILAPAKUL; HENRY, 2009) apresentaram os primeiros pPADs com

detecgdo eletroquimica. Uma imagem do dispositivo ¢ mostrada na Figura 8.

Figura 8 - Imagem de um pPAD com deteccdo eletroquimica desenvolvido por DUNGCHALI et al.
Reproduzido de (DUNGCHAI; CHAILAPAKUL; HENRY, 2009) com permissdo. Copyright® 2009
American Chemical Society.
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Os uPADs foram usados para quantificacdo de 4cido trico, glicose e 4cido latico em
amostras de soro sanguineo humano. Nesse trabalho, os canais microfluidicos foram produzidos
por fotolitografia e os eletrodos do sistema de detec¢ao eletroquimica foram construidos usando
tintas condutoras de carbono e de prata. A amostra ¢ inserida no centro do dispositivo e ¢
transportada por capilaridade para as zonas de teste. As enzimas glicose-oxidase, lactato-
oxidase e uricase foram imobilizadas nas zonas de teste para promover a oxidagdo das espécies
de interesse e produzir o H>O», o que foi quantificado por amperometria.

A literatura mostra varias formas de acoplar sistemas eletroquimicos a sistemas
microfluidicos (ADKINS; BOEHLE; HENRY, 2015). Eletrodos de platina e eletrodos
desenhados/impressos com materiais de carbono sdo amplamente empregados como sistemas

de deteccdo para uPADs (LANKELMA et al., 2012; WITKOWSKANERY; SANTHIAGO;
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KUBOTA, 2016). Eletrodos metélicos apresentam condutividade superior comparado aos
eletrodos desenhados em papel. No entanto, esses materiais apresentam custo relativamente
alto. Noviana et al. (NOVIANA et al., 2019) recentemente apresentaram o uso de eletrodos

A (13

termoplasticos (ETs), do inglés “thermoplastic electrodes” (TPEs), para criar os sistemas de
detecgdo em dispositivos microfluidicos. Eletrodos termoplasticos sdo eletrodos compositos de
carbono fabricados pela mistura de grafite ou outro tipo de carbono com aglutinantes
termoplasticos. Polimetilmetacrilato (PMMA), polietileno e copolimero olefina ciclica (COC)
sao polimeros termoplasticos atrativos, pois produzem compoésitos com excelente resisténcia
mecanica quando combinados com materiais de carbono. Os ETs normalmente oferecem
desempenho eletroquimico superior ou comparaveis ao de eletrodos metalicos ou de carbono
vitreo. Klunder et al. (KLUNDER et al., 2017) desenvolveram um eletrodo termopléstico a
base de PMMA e grafite. Em comparagdo com eletrodo de Pt, eletrodo de carbono vitreo e
eletrodos impressos, o ET/PMMA mostrou desempenho superior ou similar para o ion
ferrocianeto, o qual foi usado como sonda eletroquimica. Além disso, esse trabalho mostrou a
possibilidade de melhorar a resposta eletroquimica produzida por ETs por meio do tratamento
da superficie dos eletrodos com polimento e exposi¢cdo a uma fonte de plasma. Noviana et al.
(NOVIANA et al., 2019) fabricaram ETs utilizando COC e grafite. Esses eletrodos foram
eletroquimicamente caracterizados na presenca de um complexo de ferroceno, mostrando
melhor resposta eletroquimica comparado aos eletrodos impressos. Dentre os polimeros
termoplasticos, a policaprolactona (PCL) ¢ um polimero que pode ser moldado quando
aquecido a 65 °C, permitindo, assim, a introdu¢do do material compoésito em um molde para a
criacdo dos eletrodos. Além disso, a PCL possui propriedades interessantes, tais como
insolubilidade em dgua e biodegradabilidade, para ser explorado no desenvolvimento de ETs
acoplados ao pPADs (KLUNDER et al., 2019).

Embora pPADs dispensem o uso de bombas externas, devido a capacidade de
transportar fluidos por capilaridade, o fluxo produzido por esses dispositivos ndo fornece uma
vazao constante, uma vez que a for¢a de arraste aumenta a medida que a solugao se move pelo
papel pela acdo capilar (ELIZALDE; URTEAGA; BERLI, 2015). A forca de arraste ¢ a
resisténcia exercida contra o movimento do fluido. Esse efeito ¢ indesejavel em sistemas em
fluxo, pois afeta a repetitividade e reprodutibilidade entre as anélises, limitando o uso do papel
como substrato (BOHM et al., 2014; GOKCE et al., 2019; JUNCKER et al., 2002; YANG et
al., 2011; ZIMMERMANN et al., 2007). Visando contornar essa limitacdo do papel, algumas
estratégias foram desenvolvidas. Lankelma et al. (LANKELMA et al., 2012) mostraram o



33

desenvolvimento de um dispositivo microfluidico, no qual o fluxo € produzido por capilaridade
ao mergulhar uma membrana de nitrocelulose em dois reservatorios contendo eletrolito
posicionados em diferentes alturas. O uso de uma membrana completamente umedecida
reduziu a capacidade da membrana de absorver solugdo. Consequentemente, o fluxo foi
mantido pela pressdo hidrostatica, sendo, portanto, relativamente lento. Além disso, o pequeno
tamanho dos poros da membrana limitou a vazdo. Granica et al. (GRANICA et al., 2018)
acoplaram um canal microfluidico, fabricado com um papel filtro Whatmam® 1, a um
reservatorio de entrada de eletrolito e um material absorvente posicionado na saida do canal
microfluidico para manter um fluxo continuo. O material absorvente foi também fabricado com
papel filtro. Entretanto, a largura do canal microfluidico limitou a vazdo, exigindo
aproximadamente 10 min para realizar uma uUnica medida. WitkowskaNery et al
(WITKOWSKANERY; SANTHIAGO; KUBOTA, 2016) também usaram camadas de papel
como um material absorvente € uma esponja preenchida com solugdo como uma fonte de fluido
para criar um fluxo continuo. Esse sistema apresentou uma vazdo baixa através do canal
microfluidico, resultando em aproximadamente 20 min de andlise para uma simples injecao.
Adkins et al. (ADKINS; NOVIANA; HENRY, 2016) e Noviana ef al. (NOVIANA et al., 2019)
produziram dispositivos usando um absorvente com area expandida e um canal com multiplos
papéis para reduzir o tempo de analise. No entanto, a auséncia de um reservatério de entrada de
eletrolito introduziu ruidos nas medidas eletroquimicas, devido @ mudanga de vazdo ao longo
do canal microfluidico. Portanto, o desenvolvimento de um sistema microfluidico portatil,
rapido e que atue em condi¢des de vazdo constante/controlada é extremamente importante na
area de eletroanalise.

Desta forma, a literatura apresenta inimeras estratégias atrativas para o desenvolvimento
de dispositivos microfluidicos que dispensam a utilizagdo de qualquer unidade propulsora da
solucdo carregadora. Além de facilitar a portabilidade e diminuir o custo destes dispositivos, a
auséncia de bombas propulsoras e de tubulagdes evita problemas associados a vazamentos e
formagcdo de bolhas, que frequentemente comprometem o desempenho de sistemas
microfluidicos. A detec¢do amperométrica € extremamente atrativa para PPADs, pois
detectores amperométricos podem ser facilmente construidos em diferentes geometrias e
tamanhos sem comprometimento da sensibilidade. Assim, a combinacdo de dispositivos de
papel com eletrodos alternativos e de baixo custo, como os ETs, ¢ uma estratégia promissora
para a confec¢@o de novos sistemas microfluidicos mais baratos e com desempenho analitico

superior.
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2  OBJETIVO

Este trabalho teve dois objetivos gerais. O primeiro deles foi a fabricagao, caracterizagao

e aplicagdo de eletrodos descartaveis de carbono preparados sobre substratos de papel. O

segundo envolveu a utilizagao de papel para a fabricagdo de um dispositivo microfluidico com

detecgdo amperométrica, empregando-se eletrodos termoplésticos. Para que estes objetivos

gerais fossem atingidos, os seguintes objetivos especificos foram estabelecidos:

1)

2)
3)

4)

5)
6)

7)

Preparar tintas condutoras de carbono e avaliar o desempenho de esmalte incolor
para unhas e verniz vitral como aglutinantes.

Avaliar o desempenho de diferentes tipos de papel como substrato para os eletrodos.
Avaliar a estabilidade dos eletrodos baseados em papel em solugdes aquosas com
diferentes pH.

Avaliar o desempenho analitico dos eletrodos baseados em papel empregando-se
analitos modelo.

Estudar e otimizar as condigdes de preparo dos eletrodos termoplasticos.

Avaliar o desempenho do sistema microfluidico baseado em papel e com deteccao
amperométrica.

Aplicar o sistema microfluidico baseado em papel para a quantificagdo de acido

cafeico e triptamina em amostras de alimentos e de bebidas.
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3  PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solucoes

Os reagentes utilizados neste trabalho foram de pureza analitica e foram utilizados sem
qualquer etapa de purificacdo adicional. As solugdes aquosas foram preparadas com agua
ultrapura (ASTM tipo I, resistividade > 18 MQ cm), obtida com um ultrapurificador da marca
Megapurity®. Acido cloridrico, hidréxido de sédio, hidroxido de potassio e acido acético foram
adquiridos da empresa Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Ferrocianeto de potassio foi adquirido da
empresa ECIBRA® (Sdo Paulo, Brasil). Hidroquinona foi adquira da Isofar® (Rio de Janeiro,
Brasil) e 4cido cafeico da Sigma-Aldrich® (Sao Paulo, Brasil). Cloridrato de dopamina foi
comprado da Sigma-Aldrich® (Sdo Paulo, Brasil) e acetona da Alphatec® (Rio de Janeiro,
Brasil). As tintas condutoras de carbono foram preparadas usando p6 de grafite com tamanho
de particula menor que 20 pm (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), esmalte incolor de unha
(RISQUE®, Sao Paulo, Brasil) e verniz vitral (ACRILEX®, Sio Paulo, Brasil). Papel filtro
quantitativo C42 Unifil® (Alvorada, Rio Grande do Sul, Brasil) com retencio de particulas de
1-2 pm e papel sulfite com gramatura de 75 g m? da marca Suzano Report® Premium
(Pernambuco, Brasil) foram usados para preparar os eletrodos baseados em papel. Cloreto de
potassio foi obtido da Fisher Scientific (New Jersey, U.S.A.). P6 de grafite sintético (7—11 pum)
foi adquirido da Alfa Aesar® (Massachusetts, U.S.A.), negro de fumo (0,042 pm) foi comprado
da Strem Chemicals® (Massachusetts, U.S.A.) e p6 de carbono MG-1599 (15 pm) da Great
Lakes® (Wisconsin, U.S.A.). Hexafluorofosfato de ferrocenilmetil trimetilaménio (FCTMA™)
foi sintetizado de acordo com o procedimento descrito por Lemay et al. (LEMAY et al., 2005).
Papel filtro quantitativo Whatman® 1 (W1) e Whatman® 4 (W4) foram adquiridos da empresa
GE Healthcare (Pittsburgh, U.S.A.) e papel sulfite foi comprado da Georgia-Pacific® (Georgia,
U.S.A.). Polimetilmethacrilato (PMMA) foi obtido da Plaskolite Inc. (Ohio, U.S.A.).
Policaprolactona (PCL) foi adquirido da ThermoMorph® (Ohio, U.S.A.) e copolimero de
olefina ciclica (COC) da TOPAS (U.S.A.). Tinta condutora de prata foi obtida da SPI Supplies
(Pennsylvania, U.S.A.). Fios de cobre, lixa para polimento, fitas adesivas, cola epoxi e amostras

de ché foram adquiridas em mercados locais.
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3.2 Construcio dos eletrodos baseados em papel

Esmalte incolor de unha foi inicialmente utilizado para o preparo da tinta condutora de
carbono. Essa tinta foi preparada pela mistura manual de po6 de grafite e esmalte incolor de unha
em diferentes porcentagens em massa. Em seguida, 300 pL de acetona foram adicionados a
essa mistura. Este foi o volume inicial necessario para fornecer viscosidade adequada a tinta.
Uma gota de acetona foi adicionada a tinta a cada 2 minutos para evitar a secagem. A tinta foi
espalhada sobre um pedago de papel sulfite (5 x 1 cm) com o auxilio de um pincel, o qual
substituiu o tubo de caneta, que ¢ comumente utilizado em métodos convencionais de
fabricacdo de eletrodos baseados em papel (EPs). Posteriormente, o material foi seco a 25 °C
por 3 horas e cortado em pedacos com dimensodes de 0,5 x 1 cm. Para os eletrodos preparados
com tinta a base de esmalte, o esmalte puro foi aplicado sobre o verso ¢ laterais do papel para
evitar que a solugdo de eletrolito de suporte penetrasse no dispositivo por agdo capilar. Os EPs
foram mantidos estocados para secagem durante 3 horas. Em seguida, uma lamina de cobre foi
utilizada como contato elétrico dos eletrodos com o potenciostato. Todos os procedimentos de
preparo dos EPs foram realizados a temperatura ambiente (25 °C).

Esse procedimento foi também empregado para o desenvolvimento de novos EPs
utilizando tinta condutora a base de verniz vitral como aglutinante e p6 de carbono.
Diferentemente dos primeiros eletrodos baseados em papel, fitas adesivas contendo um orificio
com 3 mm de didmetro foram utilizadas para delimitar a drea geométrica dos novos eletrodos.
Além disso, foi também estudada a influéncia do substrato de papel usando papel sulfite com

gramatura de 75 g m™ e papel de filtro quantitativo com retencio de particulas de 1-2 pm.

3.3 Caracterizacao dos eletrodos baseados em papel

Para a caracterizacdo eletroquimica dos EPs, as medidas voltamétricas e
amperométricas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato pAutolab I1I (Eco Chemie,
Utrecht, Netherlands). Espectroscopia de impedancia eletroquimica foi utilizada para a
caracteriza¢ao dos eletrodos. As medidas de impedancia foram efetuadas em um potenciostato
AUTOLAB PGSTAT 204 (Metrohm Autolab, Utrecht, Netherlands). Ambos potenciostatos
foram acoplados a um microcomputador e gerenciado pelo software NOVA 2.1.2. Os

experimentos eletroquimicos foram realizados em uma célula eletroquimica contendo 10 mL
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de eletrélito de suporte e um sistema de trés eletrodos. Uma representacdo esquematica do

sistema eletroquimico é mostrada na Figura 9.
Figura 9 - representagdo esquematica do sistema eletroquimico utilizado para a caraterizagio do eletrodo

de papel preparado com esmalte como agente aglutinante.

Potenciostato

)

2 mm imerso

Fonte: Proprio autor

Para a caracterizagdo eletroquimica dos eletrodos preparados com tinta a base de
esmalte e p6 de carbono, 2 mm do dispositivo (Figura 9) foram mantidos imersos na solugdo
de eletrolito de suporte durante a realizagdo das medidas eletroquimicas. No entanto, esse
procedimento de manter 2 mm do material imerso em solu¢do ndo foi necessario para a
caracterizacdo dos EPs fabricados com tinta a base de verniz vitral e p6 de carbono, uma vez
que fitas adesivas foram utilizadas para delimitar a area geométrica dos eletrodos. Os
dispositivos produzidos foram testados como eletrodo de trabalho usando um fio de Pt com 0,5
mm de didmetro enrolado em espiral como eletrodo auxiliar e um eletrodo de Ag/AgCl em uma
solucdo saturada de KCl (Ag/AgClsa) como eletrodo de referéncia. Todos experimentos
eletroquimicos foram realizados a temperatura ambiente (27 °C). Além da caracterizagdo
eletroquimica, os materiais produzidos foram também caracterizados por microscopia
eletronica de varredura (MEV). Essa técnica foi utilizada para estudar a morfologia dos
materiais de carbono e avaliar o recobrimento da tinta sobre o substrato de papel. As imagens
de MEV foram obtidas usando um microscopio eletronico de varredura (VEGA3-TESCAN,
Brno-Kohoutovice, Czech Republic) operado em 20 kV. Antes das analises de MEV, todos os

materiais foram submetidos ao recobrimento com filme de ouro.
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3.4 Fabricacao do sistema microfluidico acoplado ao eletrodo termoplastico.

Os eletrodos termoplasticos utilizados como detectores amperométricos foram
preparados com diferentes materiais, sendo eles: negro de fumo (NF, 42 nm), p6 de carbono
(CP, 15 um) e grafite (GR, 7-11 pum). Aglutinantes termoplésticos como policaprolactona
(PCL), Copolimero de olefina ciclica (COC) e PMMA foram também avaliados para produzir
os eletrodos. Os solventes utilizados para dissolver os materiais termoplasticos foram
diclorometano, tolueno e acetato de etila, respectivamente. A Figura 10 mostra etapas do

processo de fabricagdo dos eletrodos.

Figura 10 - Etapas do processo de fabricacao dos eletrodos termoplasticos.
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! Molde de PMMA
aglutinante carbono

Fonte: Proprio autor

Os materiais eletrodicos foram inicialmente preparados na propor¢do de 1:1 m/m NF e
PCL usando diclorometano como solvente. O preparo desse material foi realizado na capela
para a evaporacao do solvente. Posteriormente, o material resultante foi colocado em um molde
de PMMA aplicando ~50 psi com uma prensa hidraulica (Carver®, Wabash, U.S.A.). Fios de
cobre foram anexados na parte traseira do molde de PMMA usando tinta condutora de prata e
cola epoxi. Em seguida, os eletrodos foram polidos sobre uma superficie rugosa antes das
analises. A composicdao dos eletrodos foi posteriormente estudada usando os diferentes
aglutinantes e materiais de carbono. As geometrias dos eletrodos foram projetadas usando o
software CoreDRAW® (Ontario, Canada). Os moldes foram fabricados usando uma
impressora de corte a laser de CO» (Epilog, Colorado, USA). Os eletrodos de trabalho foram
inicialmente fabricados com 3 mm em didmetro e caracterizados por voltametria ciclica usando
uma célula eletroquimica convencional contendo 10 mL de eletrélito de suporte. Uma imagem

desses eletrodos ¢ mostrada na Figura 11A.
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Figura 11 — A) Imagem dos eletrodos termoplasticos usados para os estudos voltamétricos. B) Imagem
dos eletrodos termoplasticos fabricados para serem acoplados ao dispositivo microfluidico. RE —
Eletrodo pseudo-referéncia de carbono. WE — Eletrodo de trabalho. AE — Eletrodo auxiliar.

Fonte: Proprio autor

Para produzir os dispositivos microfluidicos acoplados aos eletrodos termoplasticos, o
eletrodo de trabalho e eletrodo pseudo-referéncia de carbono foram construidos em dimensdes
de 1 x 6 mm com 5 mm de distancia entre eles. A dimensdo do eletrodo auxiliar foi 4 x 6 mm
com 5 mm de distancia do eletrodo adjacente. As medidas eletroquimicas foram realizadas
usando um equipamento CHI 660B Electrochemical Workstation potentiostat (CH Instruments,
Austin, TX) ou um AUTOLAB PGSTAT101 (Metrohm Autolab, Utrecht, Netherlands). Uma
imagem dos eletrodos termoplésticos, os quais foram acoplados ao dispositivo microfluidico, ¢
mostrada na Figura 11B.

O “software” CorelDRAW® também foi usado para projetar o formato do dispositivo
baseado em papel. A Figura 12 mostra etapas do processo de fabricagdo dos dispositivos

microfluidicos.
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Figura 12 - Etapas do processo de fabricagfo dos dispositivos microfluidicos. 1) Reservatorio da solugdo
transportadora (eletrélito de suporte). 2) Ponto de injecdo. A seta pontilhada indica o sentido do fluxo
de solugdo.

Software P .
CorelDRAW «— i--( )
1 1

—E_

Impressora de cera
ColorQube 8870

Placa aquecida (120 °C) por 120 s

Eletrodos termoplasticos Dispositivo microfluidico

Fonte: Proprio autor

Papel quantitativo Whatman® 1 com didmetro de poro de 11 pm, papel quantitativo
Whatman® 4 (didmetro de poro de 25 pum) e papel sulfite com gramatura de 75 g m™ foram
avaliados como substratos para produzir os dispositivos microfluidicos. Uma impressora de
cera ColorQube 8870 (Xerox®, Connecticut, USA) foi usada para criar as barreiras hidrofobicas
sobre o papel. As barreiras hidrofobicas sdo importantes para conter o movimento do fluido
dentro do canal microfluidico. A cera impressa sobre o papel foi derretida sobre uma prensa
térmica (120 °C) por 120 s. O material impresso foi anexado aos eletrodos termoplasticos
usando fitas adesivas. Uma imagem representativa do dispositivo microfluidico é mostrada na

Figura 13.
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Figura 13 — I) Representagdo esquematica e I1) imagem do dispositivo microfluidico. A) plataforma de
PMMA. B) reservatério de saida de solugdo carregadora. C) reservatorio de entrada de solugdo
carregadora. D) Fita adesiva. D1) Entrada de amostra. D2) pequeno orificio na fita adesiva, preenchida
com papel filtro circular, para conectar o reservatorio de saida com E) camadas de papel usadas como
absorventes. F) Fita adesiva. G) Conexdes para o potenciostato. RE — Eletrodo pseudo-referéncia de
carbono. WE — Eletrodo de trabalho. AE — Eletrodo auxiliar.

Fonte: Proprio autor

Além do reservatdrio de eletrélito de suporte (reservatdrio de entrada) fabricado em
PMMA, o dispositivo microfluidico possui, apos o detector, uma pecga de papel, recortada em
formato de um semicirculo com angulo de 270° que atua como um reservatorio de saida. A
fun¢do deste componente € absorver a solu¢do que passa pelo detector por agdo capilar, o que,
somado a pressdo hidrostatica imposta pelo reservatorio de entrada, contribui para manter uma
vazdo constante da solugdo transportadora durante as andlises. Este reservatorio de saida foi
primeiramente fabricado com 40 mm de diametro interno do semicirculo. O reservatorio de
entrada contém uma abertura com 6 mm de didmetro e diferentes alturas. O volume desse
reservatorio foi definido por sua altura. As injecdes foram realizadas com uma micropipeta
convencional em um pequeno orificio sobre a fita adesiva, com 1,5 mm de didmetro, localizado

a uma distancia de 3 mm do reservatdrio de entrada de eletrélito de suporte.

3.5 Preparo das amostras

3.5.1 Amostra de cha
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O procedimento de infusdo de cha foi adaptado de David ef al. (DAVID et al., 2015). 1
g de folhas de ché foi infundido em 25 mL de 4gua ultrapura fervente por 20 min. Ap0s resfriar,
a mistura foi filtrada utilizando um papel de filtro qualitativo e o extrato foi transferido para um
baldo de 50 mL. Trés diferentes amostras de cha foram analisadas, sendo elas: cha branco, cha
mate e cha preto. Cada amostra de cha foi diluida (12 pL. de ché branco, 12 pL de cha mate e
30 pL de cha preto) com solucdo de 0,1 mol L' de HSO4 para um volume final de 5 mL. As
solucdes foram imediatamente analisadas apds a diluicdo. As quantidades de acido cafeico
presente nas amostras de cha foram calculadas usando curvas analiticas e os resultados foram

validados por meio de estudos de adig@o e recuperagao.

3.5.2 Amostra de agua

Para manter as propriedades quimicas da amostra praticamente inalteradas para a
analise, o tampao acetato foi diretamente preparado na amostra de agua de torneira. Esse
procedimento ¢ importante para evitar a diluicdo da amostra. A exatidao do método proposto
para a quantificagdo de triptamina foi avaliada por meio de estudos de adi¢ao e recuperagao

empregando-se método de adi¢ao de padrao.

3.5.3 Amostra de queijo fresco e mozarela

O preparo das amostras de queijo foi adaptado do procedimento descrito por Kvasnicka
et al. (KVASNICKA; VOLDRICH, 2006). 10 ml de 0,1 mol L' de HCI foram utilizados para
extrair triptamina das amostras (0,5 g). A mistura resultante foi agitada durante 30 min e depois
filtrada utilizando um papel de filtro qualitativo. O material filtrado foi transferido para um
baldo de 50 mL e o volume foi completado com &gua ultrapura. A solucdo foi diluida com
tampao acetato (cinco vezes) antes da analise (200 puL da solu¢do foram transferidos para um
frasco Eppendorf de 1 mL). As amostras foram enriquecidas com quantidades conhecidas de

triptamina e analisadas pelo método de adi¢ao de padrao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento de eletrodos baseados em papel utilizando tinta condutora a base

de esmalte incolor de unha e p6 de carbono

Esmalte incolor de unha foi usado como aglutinante para a producio da tinta condutora
de carbono. O esmalte, além de barato, ¢ facilmente encontrado em qualquer mercado no Brasil.
Um frasco contendo 8 mL de esmalte da marca RISQUE® pode ser adquirido por ~ R$ 4,00.
RISQUE® foi a (inica marca de esmalte utilizada para a fabrica¢do dos eletrodos. No entanto,
diferentes lotes de fabricagdo de esmalte foram usados para produzir os materiais. Inicialmente,
a tinta condutora foi preparada na propor¢ao de 80:20 % (m:m) p6 de carbono e esmalte incolor
de unha, respectivamente. Os EPs foram posteriormente preparados espalhando 100 mg de tinta
sobre o pedago de papel sulfite com dimensdo de 5 x 1 cm. Imagens de alguns estagios de

preparo dos EPs sdo mostradas na Figura 14.

Figura 14 — Fabrica¢@o dos EPs. A) Aplicagdo da tinta condutora de carbono usando um pincel. B) Teste
de condutividade com um LED conectado a uma bateria de 4,5 V. C) Eletrodo construido com
dimensdes de 0,5 x 1 cm e contato elétrico realizado com uma lamina de cobre.

A Figura 14A mostra a etapa de espalhamento da tinta sobre o substrato de papel sulfite
com dimensdo de 5 x 1 cm. Essa dimens&o foi delimitada com um lapis e o procedimento de
aplicagdo da tinta foi realizado manualmente utilizando um pincel. A Figura 14B mostra um
teste de condutividade utilizando os materiais preparados. O material produzido mostrou-se
condutor ao acender um LED conectado a uma bateria de 4,5 V. Esse resultado, apesar de ser

obtido por um teste simples e rapido, trouxe grandes perspectivas de que a tinta condutora de
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carbono poderia ser utilizada no desenvolvimento dos EPs. Como consequéncia, estudos
voltamétricos foram posteriormente realizados utilizando os eletrodos produzidos. A Figura
14C mostra um eletrodo preparado utilizando a tinta condutora a base de esmalte incolor de
unha e p6 de carbono. Os estudos voltamétricos preliminares foram registrados em KCI
1,0 mol L' na auséncia e presenca de [Fe(CN)e]*. Os resultados obtidos nesse estudo so

apresentados na Figura 15.

Figura 15 - Voltamogramas ciclicos de um EP registrados em KCl 1,0 mol L' na a) auséncia e b)
presenca de 1,0 mmol L' de [Fe(CN)s]* a 100 mV s™!.
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A Figura 15 mostra que o EP apresentou baixa corrente de fundo. Além disso, nenhum
pico voltamétrico foi observado, indicando que a tinta apresenta condutividade satisfatoria e
seus componentes nao sdo eletroativos neste intervalo de potencial. A Figura 15 mostra também
picos definidos (AE, =279 mV) correspondentes ao par redox [Fe(CN)s]*"*" na presenca do ion
ferrocianeto, indicando que a tinta condutora de carbono apresenta potencialidade para ser
usada no desenvolvimento dos eletrodos baseados em papel. Portanto, o esmalte incolor de
unha e pd de carbono foram mantidos no preparo da tinta condutora e construcdo dos eletrodos.

A influéncia da porcentagem de pd de carbono e esmalte incolor de unha na composi¢ao
da tinta foi estudada mantendo a massa total de tinta espalhada sobre o papel igual a 100 mg.
Esse estudo foi realizado com a finalidade de melhorar o desempenho dos eletrodos baseados
em papel, uma vez que a composicdo da tinta ¢ um paradmetro importante na resposta analitica
dos dispositivos. A Figura 16 mostra os voltamogramas dos eletrodos preparados em diferentes

proporgoes.
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Figura 16 - Voltamogramas ciclicos registrados com EPs preparados em diferentes composi¢des em
1,0 mol L' de KCl e 1,0 mmol L' de [Fe(CN)s]* a 100 mV s\, a) 20:80; b) 40:60; ¢) 50:50% (m:m)
esmalte incolor de unha e p6 de carbono, respectivamente.
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A Figura 16 mostra que a quantidade de aglutinante ndo alterou significativamente o

perfil voltamétrico do par redox [Fe(CN)e]*'*

nas composi¢cdes estudadas. No entanto, uma
leve varia¢do na intensidade de corrente pode ser observada, o que pode ser atribuida as
pequenas diferengas na area geométrica dos eletrodos construidos. Apesar da composig¢ao da
tinta ndo apresentar grandes efeitos sobre o perfil voltamétrico do par redox [Fe(CN)s]*'*, a
proporcao em massa de 20% de esmalte incolor de unha e 80% de pd de carbono foi mantida
para a construcao dos novos eletrodos, uma vez que essa composi¢do se mostrou ligeiramente
mais aderente ao substrato de papel.

A proxima etapa deste estudo foi avaliar o efeito da quantidade de tinta espalhada sobre
o papel. Para avaliar esse parametro, a massa inicial de tinta foi espalhada sobre os pedagos de
papéis (5 x 1 cm), os quais foram pesados antes e ap6s a aplicagdo da tinta. Este procedimento

permitiu determinar a quantidade de tinta efetivamente impregnada sobre o substrato de papel.

Os resultados obtidos sdao apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Resultados do estudo de aplicacdo da tinta sobre o pedago de papel com dimensao de 5 x
1 cm.

Massa de tinta Porcentagem  Massa de tinta / area
Massa inicial ‘ RSD '
. efetivamente impregnada do pedaco de papel
de tinta / mg . . /% .
impregnada / mg !/ % / mg cm™
30 6,7+0,2 3,0 22 1,35 £ 0,04
60 6,4+ 1,1 17,2 11 1,3+0,2
80 12+1 8,5 15 2,3+0,2
100 12+1 9,7 12 2,5+0,2

*Resultados apresentados como valor médio + sd (N = 3).

A Tabela 1 mostra que, em média, somente 15 % da massa inicial de tinta condutora ¢
impregnada sobre o pedaco de papel, indicando que grande parte da tinta permanece no pincel
e ndo pode ser transferida para o papel. No entanto, observa-se que a repetibilidade de aplicagao
da tinta ¢ satisfatoria, uma vez que, em média, foi obtido um RSD = 9,7 % para a massa
efetivamente impregnada sobre o papel. A Tabela 1 mostra também que a quantidade maxima
de tinta que o pedaco de papel pode absorver é 2,5 mg cm™. Este resultado pode ser observado

na Figura 17.

Figura 17 — Grafico da massa de tinta normalizada pela area do substrato de papel como fung¢do da massa
inicial aplicada sobre o papel.
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O desempenho eletroquimico e a area eletroquimica ativa dos EPs preparados com

diferentes massas de tinta foram avaliados pela técnica de voltametria ciclica e
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cronoamperometria mantendo o ion ferrocianeto como sonda eletroquimica. As areas
eletroquimicas ativas dos EPs foram obtidas a partir da equagdo de Cottrell, de acordo com o
procedimento descrito na literatura (KUSHIKAWA et al., 2016; MOREIRA et al., 2017). A

equagao de Cottrell ¢ mostrada na Equacao 1.

_ nFACVD (E 30 1)
| =—— uagao
s quag

Os parametros usados na equagdo de Cottrell foram: nimero de elétrons transferidos (n)
= 1, constante de Faraday (F) = 96,485 C mol L, concentracio (C) de [Fe(CN)e]* =
1,0 x 10”° mol cm™ e média do coeficiente de difusdo (D) do [Fe(CN)s]* em KCI 1,0 mol L! =
6,58 x 10 cm? s (MOSBACH et al., 2001). Os experimentos cronoamperométricos foram

realizados em triplicada para cada EP. As curvas cronoamperométricas e o grafico de I vs. t'/2

sdo mostrados na Figura 18.

Figura 18 - A) Curvas cronoamperométricas registradas na presenga de 1,0 x 102 mol L' de [Fe(CN)¢]*
e 1,0 mol L' de KCI para os EPs preparados com diferentes massas iniciais de tinta condutora de

carbono. E = 0,54 V vs. Ag/AgCl/KCls,. Tempo de amostragem = 0,01 s. B) Grafico de / em fun¢ao de
t—1/2.
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A partir das retas obtidas por meio do grafico I vs. t'? (Figura 18B), as areas
eletroquimicamente ativas dos eletrodos baseados em papel foram calculadas utilizando a

Equacdo 1. Os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Resultados dos experimentos cronoamperométricos realizados na presenga de
1.0 x 102 mol L' de [Fe(CN)s]* e EPs preparados com diferentes massas iniciais de tinta condutora de

carbono.

Massa inicial de Coeficiente angular do R? Area eletroquimica
tinta / mg grafico L vs. t12/ A sV ativa / cm?*
30 - - -
60 (2,1+£0,1)x 107 0,9996 + 0,0001 0,015 £ 0,001
80 (2,0+0,1)x 10* 0,9936 + 0,0002 0,14+ 0,01
100 (2,7+0,1)x 10* 0,9969 + 0,0008 0,19+ 0,01

*Resultados apresentados como valor médio + sd (N = 3).

Para melhor visualizagdo dos resultados mostrados na Tabela 2, a Figura 19 apresenta
os voltamogramas ciclicos dos EPs preparados com diferentes massas de tinta condutora de

carbono e o grafico da area eletroquimica ativa dos eletrodos em fungdo da massa inicial de

tinta.

Figura 19 - A) Voltamogramas ciclicos dos EP construidos com diferentes quantidades de tinta
condutora de carbono registrados em 1,0 mol L' de KCI e 1,0 mmol L de [Fe(CN)s]*a 100 mV s’.. a)
30; b) 60; c) 80; d) 100 mg de tinta condutora de carbono. B) Area eletroquimica ativa em fungdo da
massa inicial de tinta condutora de carbono.
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A partir da Figura 19 pode ser observado que o EP preparado com 30 mg de tinta
condutora de carbono apresenta alta resisténcia elétrica, uma vez que ndo foi possivel observar
os processos correspondente ao par redox [Fe(CN)e]*>. Desta forma, experimentos

cronoamperométricos ndo foram realizados usando esse eletrodo. Entretanto, o aumento da
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quantidade de tinta forneceu picos voltamétricos mais intensos € um aumento significativo na
area eletroquimica ativa dos EPs (Figura 19B). Este comportamento pode ser explicado pela
maior quantidade de material condutor imobilizado sobre EPs preparados com maior
quantidade de massa inicial de tinta condutora de carbono.

Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) com ampliagdo de 500 vezes

foram obtidas para os diferentes EPs, sendo essas imagens apresentadas na Figura 20.

Figura 20 — Imagens de MEV do A) papel e EPs preparados com B) 60 e C) 100 mg de tinta condutora
de carbono.
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A imagem de MEV obtida com o substrato de papel (Figura 20A) mostra as fibras de
celulose do papel. A imagem apresentada na Figura 20B mostra que o substrato de papel ndo ¢
completamente recoberto com a tinta quando o EP é preparado com 60 mg de tinta condutora
de carbono, uma vez que ainda podem ser observadas as fibras de celulose do substrato de
papel. As regides ndo isoladas podem permitir a penetragdo da solugdo de eletrélito de suporte
no papel, deixando o EP com carater resistivo gradativamente e, consequentemente, podem
provocar a desativagdo do dispositivo. Além do baixo recobrimento do substrato de papel, esse
dispositivo forneceu também picos voltamétricos com baixa intensidade de corrente. O
substrato de papel é efetivamente recoberto com a tinta quando o dispositivo € construido com
100 mg de tinta condutora (Figura 20C). Além disso, os dispositivos preparados com 100 mg
de tinta apresentaram melhor desempenho eletroquimico e maior area eletroquimica (Figura
19). Portanto, por meio dos resultados obtidos por voltametria ciclica, cronoamperometria e
microscopia eletronica de varredura, a massa inicial de tinta condutora igual a 100 mg (2,5 mg
cm™ de tinta condutora efetivamente impregnada) foi escolhida para construgio dos EPs.

Sob as condi¢des otimizadas de preparo dos EPs, voltamogramas ciclicos foram
registrados em diferentes velocidades de varredura. Estes experimentos foram realizados em

solucio contendo 1,0 mol L™ de KCl e 1,0 mmol L™ de [Fe(CN)s]* no intervalo -0,2 a 0,8 V
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vs. Ag/AgClI/KClsy e variando-se a velocidade de varredura de 25 a 200 mV s'. Os

voltamogramas ciclicos obtidos nesse estudo sao mostrados na Figura 21.

Figura 21 — A) Voltamogramas ciclicos registrados com EPs em 1,0 mol L' de KCl e 1,0 mmol L' de
[Fe(CN)¢]* em diferentes velocidades de varredura. a) 25; b) 50; ¢) 75; d) 100; ¢) 150 e f) 200 mV s,
B) Relagao entre corrente de pico m) anodica ¢ @) catédica em fungdo da raiz quadrada da velocidade
de varredura.
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A Figura 21 mostra que as correntes de pico anddica e catddica sdo diretamente
proporcionais a raiz quadrada de varredura, indicando que o processo de transferéncia
eletronica do par redox [Fe(CN)s]*/*- sobre a superficie do EP ¢ controlado por difusdo (FAN;
LI; KAN, 2016; OH; CHOW, 2015). Os valores de AE, variaram de 200 a 350 mV com o
aumento da velocidade de varredura de 25 a 200 mV s!, os quais sio valores de AE, superiores
ao esperado para um processo reversivel envolvendo a transferéncia de 1 elétron (59 mV a 298
K). Valores de AE, maiores que 200 mV para EPs tém sido relatados na literatura (DOSSI et
al., 2013a) e podem ser atribuidos a alta resisténcia elétrica da tinta sobre as fibras de celulose
do substrato de papel.

Outro parametro importante avaliado foi a estabilidade dos eletrodos baseados em papel.
Para avaliar esse pardmetro, os EPs foram submetidos a 100 ciclos continuos de potencial no
intervalo de -0,2 2 0,8 V vs. Ag/AgCl/KClst a 100 mV s™! em solugdes aquosas 4cida, neutra e
alcalina. Os voltamogramas ciclicos obtidos nesse estudo sdo apresentados na Figura 22A. A

Figura 22B mostra a influéncia do niimero de ciclos sobre a carga voltamétrica catddica.
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Figura 22 - A) 100° voltamogramas ciclicos registrados com EPs em diferentes eletrolitos na presenca
de 1,0 mmol L' de [Fe(CN)s]* a 100 mV s'. a) 1,0 mol L' de KCI; b) 0,1 mol L' de HCI + 1,0 mol L-
'de KCI; ¢) 0,1 mol L' de NaOH + 1,0 mol L' de KCI; d) 1,0 mol L' de tampdo acetato pH = 4,6. Carga
voltamétrica normalizada em fun¢do do numero de ciclos.
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A Figura 22A mostra que os eletrodos foram satisfatoriamente estaveis durante 100
ciclos continuos de potencial. Esse parametro foi avaliado considerando a variagdo na
porcentagem da carga voltamétrica com a realizacdo dos 100 ciclos voltamétricos. A menor
estabilidade foi observada em tampao acetato, no qual uma diminui¢do de ~30 % da carga
voltamétrica foi observada apos os 100 ciclos voltamétricos. Os EPs apresentaram maior
estabilidade em solucdo aquosa neutra, uma vez que ndo houve variagdo significativa da carga
voltamétrica ap6s os 100 ciclos continuos registrados em 1,0 mol L™! de KCl na presenca de 1
mmol L™ de [Fe(CN)s]*. Solugdes 4cida e alcalina produziram variagdes significativas na carga
voltamétrica apos os 100 ciclos voltamétricos. No entanto, se os EPs forem empregados como
dispositivos descartaveis, nos quais poucas medidas voltamétricas serdo realizadas, estes
eletrodos ainda poderdo ser usados mesmo em solucdes acida e alcalina. Além disso, 1,0 mol
L' de HCl e 1,0 mol L"! de NaOH possuem valores de pH extremos, que normalmente sdo
evitados em aplicagdes analiticas. Uma possibilidade de explicacdo para a menor estabilidade
em tampao acetato pode ser devido ao fato de o esmalte se solubilizar parcialmente na presenca
desse eletrolito.

Para confirmar a estabilidade dos eletrodos e avaliar a potencialidade dos EPs para
estudos analiticos, uma curva analitica para o [Fe(CN)s]* foi construida em KC1 como eletrdlito
de suporte. Os voltamogramas ciclicos e a respectiva curva analitica sdo mostrados na Figura

23.
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Figura 23 — Voltamogramas ciclicos registrados com um EP em 1,0 mol L de KCI na presenga de
diferentes concentragdes de [Fe(CN)s]* a 100 mV s'. a) 0,1; b) 0,2; ¢) 0,3; d) 0,4; ) 0,5 mmol L' de
[Fe(CN)¢]*. B) Curva analitica.
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A curva analitica obtida para o ion ferrocianeto foi linear de 0,1 a 0,5 mmol L, de
acordo com a equacdo: Lu(nA) = 0,263 + 15,5 Cirecnyspe- (mmol L), R2 = 0,990 e I,o(pA) =
0,023 - 15,0 Cirecnyepe- (mmol L), R? = 0,995. Verifica-se que existe uma concordincia
satisfatoria entre os coeficientes angulares das curvas analiticas, indicando que nao hé processo
de desativagdo sobre a superficie do eletrodo na escala de tempo de realizagdo deste
experimento. A concordancia entre os coeficientes angulares ¢ também um comportamento
esperado para um processo reversivel de transferéncia eletronica controlado por difusao
(BARD; FAULKNER, 2001). As curvas apresentaram também coeficientes lineares proximo
a zero mesmo usando /I, € I, indicando que ndo ha efeito de memoria na superficie dos EPs.
Portanto, esses resultados mostram que os eletrodos possuem estabilidade satisfatoria para
serem usados como eletrodos de trabalhos em experimentos eletroquimicos. Nas condi¢des
experimentais adotadas, um unico EP poderia ser empregado tanto para a calibragdo quanto
para a analise da amostra.

A reprodutibilidade do método de fabricagdo foi avaliada com 5 diferentes eletrodos
usando o ion ferrocianeto como sonda eletroquimica. Os voltamogramas ciclicos sao mostrados

na Figura 24.
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Figura 24 - Voltamogramas ciclicos registrados com 5 diferentes EP em 1,0 mol L' de KCl e 1 mmol
L' de [Fe(CN)s]* a 100 mV s,
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A Figura 24 mostra que a intensidade de corrente e o perfil voltamétrico sdo
praticamente os mesmos para 5 diferentes eletrodos baseados em papel. Os valores de RSD
foram 9 % para corrente de pico catddica (Ipc) € 7 % para corrente de pico anddica (Ipa),
indicando que o método de preparo dos EP apresenta reprodutibilidade satisfatoria, uma vez
que maiores valores de RSD sdo relatados na literatura para diferentes tipos de eletrodos
compositos (KATSELL; ECONOMOU; KOKKINOS, 2019; RIBEIRO et al., 2017).

O intervalo util de potencial do EP foi comparado com o de um eletrodo comercial de
carbono vitreo. As medidas voltamétricas foram realizadas em solugdio de 1,0 mol L' de KCl e

os resultados sdo mostrados na Figura 25.

Figura 25 - Voltamogramas ciclicos de um a) EP e um b) eletrodo de carbono vitreo registrados em 1,0
mol L' de KCla 100 mV s™.
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A Figura 25 mostra que o eletrodo de papel apresenta intervalo util de potencial similar
ao intervalo obtido com o eletrodo comercial de carbono vitreo, indicando que o EP apresenta
uma ampla faixa de trabalho. Esse estudo foi realizado sem a eliminagao de oxigénio da solugao
de eletrolito de suporte. Portanto, estes resultados mostram que os dispositivos propostos
possuem grande potencialidade para serem empregados em aplicagdes analiticas.

Para avaliar a aplicabilidade dos EPs, dopamina foi selecionada como analito modelo.
A dopamina ¢ um neurotransmissor essencial aos humanos. A deficiéncia de dopamina pode
causar efeitos adversos a saide humana, entre eles a doenca de Parkinson (RAHMAN et al.,
2016). Portanto, a determinacdo de dopamina em amostras de fluidos biolégicos ¢ importante
para fins de diagnostico e monitoramento do tratamento. A Figura 26 mostra uma representacao

esquematica da reagdo de oxidagdo de dopamina.

Figura 26 - Representacdo esquematica da reagdo de oxidagdo de dopamina.
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A dopamina ¢ geralmente selecionada como modelo para avaliar o desempenho
analitico de novos eletrodos (SANCHEZ-CALVO et al, 2018). Os experimentos
eletroquimicos foram realizados usando voltametria de pulso diferencial (DPV). As condicdes
voltamétricas foram adaptadas de Wu et a/ (WU et al., 2016). Uma curva de calibracao foi

construida para dopamina e os resultados obtidos sao mostrados na Figura 27.
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Figura 27 — Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida registrados com o EP em
0,1 mol L' de tampdo fosfato pH 7,0 e diferentes concentragdes de dopamina. a) 30; b) 40; ¢) 50; d) 60;
€) 70 e f) 100 umol L' de dopamina. Condigdes voltamétricas: velocidade de varredura =
10 mV s’!; amplitude de pulso = 50 mV; tempo de pulso = 25 ms. B) Curva Analitica.
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A Figura 27A mostra que dopamina ¢ oxidada em +0,13 V. As correntes de pico anddico
foram proporcionais as concentracdes de dopamina no intervalo de 30 a 100 umol L (Figura
27B) de acordo com a equagio: Jyu(pA) = -0.0570 + 0.0403 Cagopamina (umol L), R =0.995. Os
valores de LD e LQ foram 5,2 e 17,4 umol L, respectivamente. Esses valores foram
determinados pelas equacdes: LD = 3sds/S e LQ = 10sdg/S, sendo sds o desvio padrdo do
intercepto da curva analitica e S o coeficiente angular da curva analitica. O desvio padrao do
intercepto da curva analitica foi usado para estimar o sds. Os resultados obtidos indicam que os
EPs apresentam desempenho analitico satisfatorio para dopamina e podem ser empregados em
aplicagdes analiticas. A Tabela 3 apresenta uma comparacao entre os métodos eletroanaliticos
previamente descritos na literatura sobre a determinacdo de dopamina usando diferentes

eletrodos.
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Tabela 3. Caracteristicas analiticas de alguns métodos eletroanaliticos baseados na oxidagdo de
dopamina usando diferentes eletrodos.

Intervalo linear/

Eletrodo Técnica LD/ pmol L Referéncia
umol L
0,1 -5,0 (WU etal.,
ECV/ImAS/ GOre DPV 0,03
5,0 -200,0 2016)
(ZHUANG
ECV/ Ll-grafeno/ C-dots DPV 0,03 0,1 —600
etal., 2016)
. (DAEMI et
ECV/ OGMQ/NGO Amperometria 0,028 0,1 -80
al., 2017)
(KANNAN;
ECV/Poli-AHMP DPV 0,20 2,5-25 SEVVEL,
2017)
(WANG et
ECV/OG/AF DPV 0,016 0,05 -10
al., 2017a)
(ZHANG et
SPE/mMWCNTs SWV 0,43 5-180
al., 2017)
ECV modificado com
o (RAHMAN
Nafion®/ tirosinase Ccv 50 50 — 1000
etal., 2016)
/Carvao ativado
Este
EP DPV 52 30-100
trabalho

ECV — Eletrodo de carbono vitreo. GOre — Oxido de grafeno reduzido eletroquimicamente. ImAS - Imidazolio
alcoxisilano. C-dots — Pontos de carbono. LI — Liquido iénico. NGO — Nanogaiolas de Ouro. OGMQ — Oxido de
grafeno modificado quimicamente. Poli-AHMP - Poli-4-amino-6-hidroxi-2-mercaptopirimidina. AF - Acido
fitico. OG — Oxido de grafeno. mMMWCNTSs — nanotubos magnéticos de carbono de parede multiplas. SPE —

eletrodos do tipo screen printed. CV — Voltametria ciclica. SWV — Voltametria de onda quadrada.

A Tabela 3 mostra que o valor de LD e o intervalo linear ndo s@o as principais vantagens
do eletrodo proposto neste trabalho, uma vez que melhores valores para esses parametros foram
previamente descritos na literatura. A principal caracteristica do método proposto para a
fabricacdo dos EPs ¢ sua simplicidade e baixo custo. Além disso, ¢ importante destacar que foi
obtido um desempenho analitico satisfatorio para dopamina mesmo usando um EP nao
modificado. A simplicidade do método de fabricagdo permite que qualquer modificador
quimico possa ser adicionado a tinta condutora, o que pode melhorar ainda mais o desempenho

analitico dos eletrodos baseados em papel, tornando-os, assim dispositivos competitivos. Esta
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caracteristica demonstra que o método de fabrica¢do ¢ uma abordagem versatil para preparar
os EPs. Esse método ndo depende de procedimentos complicados para o preparo de tintas
condutoras ou instrumentacao de alto custo para a fabricagdo dos EPs. Além disso, sao
utilizados materiais disponiveis comercialmente a baixo custo para a construcao dos eletrodos,
sendo essa caracteristica extremamente importante, uma vez que torna possivel o

desenvolvimento de pesquisas mesmo em laboratorios com recursos financeiros limitados.

4.2 Desenvolvimento de EPs utilizando tinta condutora a base de verniz vitral e po

carbono

Considerando que a ideia central do trabalho ¢ desenvolver dispositivos descartdveis
utilizando materiais disponiveis comercialmente a custo relativamente baixo, novos materiais
foram estudados para a produ¢ao da tinta condutora e desenvolvimento de eletrodos mantendo
o procedimento de preparo descrito na secdo 3.3. O verniz vitral ¢ uma resina alquidica
destinada a fins decorativos, adequado para vidro, ceramica e porcelana devido ao seu
acabamento transparente e brilhante. A resina alquidica ¢ amplamente utilizada como agente
aglutinante para a fabricagdo de diferentes tipos de tintas, pois apresenta excelentes
propriedades quimicas e mecanicas, como dureza do filme, durabilidade, resisténcia a abrasdo
e compatibilidade com varios polimeros (HOFLAND, 2012). O verniz vitral ¢ composto
principalmente de glicerol, pentaeritritol, 4cido ftalico, glicerideos e acidos graxos, todos
compostos que lhe conferem caracteristicas como flexibilidade, secagem rapida e adesdo
excepcional (DUTRA; TAKAHASHI; DINIZ, 2002). Portanto, devido a essas propriedades,
essa resina tem um grande potencial para ser usada na preparacao de tintas condutoras baratas
e eficientes. O verniz vitral utilizado neste trabalho foi adquirido em uma papelaria por um
valor de ~ R$ 12,00 o frasco contendo 100 mL de verniz. Os eletrodos foram inicialmente
construidos usando papel filtro quantitativo como substrato e 100 mg de tinta condutora usando
a proporcao de (1:1) verniz vitral e p6é de carbono. O processo de montagem desse eletrodo €

esquematicamente mostrado na Figura 28.
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Figura 28 - Processo de montagem do eletrodo de papel a base de verniz vitral e p6 de carbono.
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Como mostrado na Figura 28, fitas adesivas foram utilizadas para delimitar a area
geométrica dos novos eletrodos. Para isso, a fita adesiva fixada sobre o eletrodo possuia um
orificio com 3 mm de didmetro. Os estudos preliminares com os novos eletrodos, foram
realizados empregando-se a técnica de voltametria ciclica em 1,0 mol L' de KCI na auséncia e
presenca de 1,0 mmol L! [Fe(CN)s]*. Os resultados obtidos com estes estudos sdo mostrados

na Figura 29.

Figura 29 - Voltamogramas ciclicos de um EP/50%verniz registrados em KCI1 1,0 mol L' na a) auséncia
e b) presenca de 1,0 mmol L' de [Fe(CN)s]* a 100 mV s!.
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Conforme apresentado na Figura 29, o EP/50%verniz apresenta baixa corrente de fundo
na auséncia do ion ferrocianeto, o que ¢ um comportamento desejavel para aplicacdes analiticas.
Picos bem definidos correspondentes ao par redox [Fe(CN)s]*/*- sdo observados na presenca do
ion ferrocianeto, indicando que a nova tinta condutora de carbono pode ser usada como material
eletrodico no desenvolvimento dos novos EPs. Além disso, o EP produzido com a tinta a base

de 50% verniz vitral apresentou valor de AE, = 150 mV, o qual ¢ um valor igual ou inferior aos
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valores de 4E, observados para outros eletrodos reportados na literatura (FU; WANG, 2018;
RANDVIIR et al., 2013; RUNGSAWANG et al., 2016). Com base nesses resultados, a
composi¢ao da nova tinta foi estudada. A melhor composicdo da tinta foi selecionada
considerando o perfil voltamétrico e a estabilidade dos eletrodos. A estabilidade foi avaliada
pela realizacdo de 100 ciclos voltamétricos na presenca de 1,0 mmol L' [Fe(CN)s]*. A Figura
30A mostra os 1002 voltamogramas ciclicos registrados com eletrodos preparados com
diferentes composigdes. A influéncia do nimero de ciclos sobre a carga voltamétrica catddica

normalizada ¢ mostrada na Figura 30B.

Figura 30 — A) 1002 Voltamogramas ciclicos de EPs com diferentes proporgdes de verniz vitral
registrados em KCI 1,0 mol L + 1,0 mmol L de [Fe(CN)¢]* a 100 mV s’'. B) Carga voltamétrica
normalizada em funcdo do ntimero de ciclos.
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A Figura 30A mostra que o perfil voltamétrico ndo ¢ significativamente afetado ao
variar a porcentagem de verniz vitral de 20 a 50%. O eletrodo preparado com 60% de
aglutinante forneceu um perfil voltamétrico com baixa intensidade de /, e elevado valor de AE),.
Este comportamento ¢ um indicativo de um eletrodo com alta resisténcia elétrica, devido a
elevada quantidade de aglutinante, que ¢ um material isolante, utilizado no preparo da tinta
condutora. A Figura 30B mostra que a estabilidade dos eletrodos aumenta a medida que a
quantidade de verniz ¢ aumentada. Este comportamento pode ser atribuido a melhor aderéncia
da tinta ao papel ao utilizar maiores porcentagens de material aglutinante. Tintas com maior
aderéncia fornecem um melhor recobrimento sobre o substrato de papel, minimizando a
penetracdo por capilaridade da solucao de eletrélito de suporte no papel (METTERS et al.,

2013). Além disso, a penetragao da solugdo no substrato de papel pode provocar um efeito de
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“inchamento” e ocasionar a desativa¢ao gradual dos eletrodos (FOSTER et al., 2014). Como
pode ser observado na Figura 30B, eletrodos com porcentagens de 20 a 40% apresentaram
menor estabilidade, o que ¢ provavelmente devido a maior penetragao da solucao de eletrolito
de suporte nestes eletrodos com o aumento do niumero de voltamogramas ciclicos. A maior
penetracdo do eletrélito de suporte aumenta a area eletroquimica ativa e, consequentemente,
aumenta a carga voltamétrica. Portanto, a melhor composicao da tinta foi (1:1) verniz vitral e
p6 de carbono.

O efeito do tipo de substrato de papel usado para produzir os dispositivos também foi
estudado. Eletrodos foram preparados com papel filtro quantitativo e papel sulfite como

substratos e os respectivos voltamogramas ciclicos sao mostrados na Figura 31.

Figura 31 — Voltamogramas ciclicos de EPs produzidos com a) papel filtro quantitativo e b) papel sulfite
como substratos. Voltamogramas ciclicos registrados em KC1 1,0 mol L' + 1,0 mmol L' de [Fe(CN)]*
a 100 mV s’
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A Figura 31 mostra que o tipo de papel utilizado como substrato influencia
significativamente no perfil voltamétrico dos eletrodos produzidos. Os eletrodos preparados
com papel filtro quantitativo apresentaram melhor perfil voltamétrico, o que pode ser explicado
pela maior capacidade do papel filtro quantitativo em adsorver a tinta condutora, uma vez que
esse substrato possui poros de maior tamanho e com distribui¢ao mais uniforme, fornecendo,
assim, melhor condutividade elétrica ao material resultante (ADKINS; NOVIANA; HENRY,
2016). Apesar desse comportamento, foi também avaliada o efeito da quantidade de tinta

espalhada sobre os diferentes papeis para definir o melhor substrato. Nesse estudo, os eletrodos
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foram preparados com 100 e 150 mg de tinta. Os voltamogramas ciclicos sdo mostrados na

Figura 32.

Figura 32 - Voltamogramas ciclicos de 4 diferentes EPs, do mesmo lote, registrados em KCI 1,0 mol L~
"¢ 1,0 mmol L' de [Fe(CN)g]* a 100 mV s'. Medidas voltamétricas registradas com EPs produzidos
com Al) papel sulfite + 100 mg de tinta condutora de carbono; A2) papel sulfite + 150 mg de tinta
condutora de carbono; B1) papel filtro quantitativo + 100 mg de tinta condutora de carbono; B2) papel
filtro quantitativo + 150 mg de tinta condutora de carbono.
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A Figura 32 mostra que os EPs construidos com papel sulfite apresentaram baixa
reprodutibilidade mesmo aumentando a quantidade de tinta condutora de carbono durante o
preparo dos eletrodos. No entanto, € observado uma melhora significativa na reprodutibilidade
entre os eletrodos preparados com papel filtro quantitativo e 150 mg de tinta condutora de
carbono. O desvio padrdo relativo foi calculado para os valores de I, dos voltamogramas
ciclicos mostrados na Figura 32B2 e o valor obtido foi 6,5 % (N=4), indicando reprodutibilidade
satisfatoria entre os diferentes eletrodos. RSD proximo ao valor obtido ¢ reportado na literatura
para diferentes tipos de eletrodos (KATSELI; ECONOMOU; KOKKINOS, 2019; RIBEIRO et

al., 2017). A Microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para caracterizar o
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eletrodo de melhor resposta eletroquimica (preparado com 150 mg de tinta condutora sobre o

substrato de papel de filtro). As imagens de MEV sdo mostradas na Figura 33.

Figura 33 - Imagens de MEV do A) papel quantitativo e B) EPs preparados com 150 mg de tinta
condutora de carbono sobre papel filtro quantitativo.
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A partir da Figura 33A € possivel observar as fibras de celulose no substrato de papel.
Por outro lado, essas fibras ndo sdo observadas apds a aplicagdo de 150 mg de tinta condutora
sobre o papel (Figura 33B), indicando que o substrato de papel foi completamente recoberto
com a tinta condutora de carbono. Com base nesses resultados, papel filtro quantitativo e 150
mg de tinta foram selecionados como melhores condi¢des para o preparo dos eletrodos. A
quantidade de tinta efetivamente impregnada sobre o pedago de papel filtro quantitativo foi
estimada por meio da pesagem do papel antes e depois da aplicag@o da tinta. Neste estudo, foi
observado que 10 + 1 mg cm™ de tinta permanecem imobilizados sobre os eletrodos preparados
com 150 mg de tinta, indicando que 33 % da tinta permanece impregnada sobre o papel.
Considerando que 150 mg de tinta foi espalhada sobre o substrato de papel com area de
5,0 cm™, a massa total de tinta impregnada foi 50 mg. A porcentagem de tinta impregnada
nestas condi¢des € mais do que o dobro da obtida quando o papel sulfite e a tinta condutora
preparada com esmalte foram utilizadas. Este resultado sugere que o verniz vitral e o papel de
filtro quantitativo sdo uma melhor combinagdo para o preparo dos EPs.

A reprodutibilidade do método de fabricagao foi avaliada com 5 eletrodos de diferentes

lotes. Os voltamogramas ciclicos obtidos nesse estudo sdo mostrados na Figura 34.
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Figura 34 - Voltamogramas ciclicos registrados com 5 diferentes EPs em 1,0 mol L' de KCl e
1,0 mmol L de [Fe(CN)s]* a 100 mV s\
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A Figura 34 mostra que os perfis voltamétricos dos eletrodos ndo sao significativamente
alterados com a mudanga de lote produzido, uma vez que os valores de RSD (N = 5) foram 8%
para I, € 6% para I, indicando reprodutibilidade de fabricacao satisfatoria comparado a outros
trabalhos (KATSELI; ECONOMOU; KOKKINOS, 2019; RIBEIRO et al., 2017). A area
eletroquimica ativa dos eletrodos foi estimada usando a equacao de Cottrell por meio de estudos
cronoamperométricos (KUSHIKAWA et al., 2016). O valor de area ativa foi comparado com
o valor obtido para um eletrodo de carbono vitreo com diametro igual a 3 mm. A Figura 35

mostra os cronoamperogramas e graficos de I vs. t'1/2,

Figura 35 - A) Curvas cronoamperométricas registradas na presenca de 1,0 x 102 mol L™ de [Fe(CN)¢]*
¢ 0,5mol L' de KCl parao EP (E=0,42 V vs. Ag/AgCl/KClsy) e ECV (E=0,37 V vs. Ag/AgCl/KClsa).
Tempo de amostragem = 0,01 s. B) Grafico de I em fungdo de t'2.
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Os valores de area eletroquimica ativa calculados por meio da equacao de Cottrell sdo

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Resultados obtidos por meio dos experimentos cronoamperométricos realizados na presenca
de 1.0 x 102 mol L' de [Fe(CN)s]* para o EP ¢ ECV.

Coeficiente angular de Area eletroquimica
Eletrodo . R? .
Lvs. t12/ As? ativa / cm?
ECV (2,44+0,04) x 10 0,9961 + 0,0001 0,091 + 0,001
EP (2,71 £0,05) x 10 0,9957 + 0,0003 0,101 + 0,001

*Resultados expressos como valor médio + sd (N = 3).

A Tabela 4 mostra que os EPs apresentaram maior area eletroquimicamente ativa
comparado ao eletrodo de carbono vitreo. Esse resultado pode explicado pela morfologia
granular da tinta condutora sobre o papel, o que proporciona uma maior area ativa comparada
a superficie lisa e tipica de um ECV. Ambos os eletrodos possuem 3 mm de didmetro, portanto,
ambos tém 4area geométrica igual a 0,0707 cm?. Desta forma, o fator de rugosidade, isto ¢, a
razio entre a area eletroquimicamente ativa e a geométrica para o ECV e para o EP foram 1,28
e 1,43; respectivamente. De acordo com a literatura, o fator de rugosidade de uma superficie
polida de carbono vitreo ¢ de aproximadamente 1,9 (PONTIKOS; MCCREERY, 1992). O
menor fator de rugosidade obtido para o ECV no presente trabalho comparado ao da literatura
pode ser atribuido aos diferentes procedimentos adotados para a determinagdo da area
eletroquimicamente ativa. O resultado de 1,9 da literatura foi obtido a partir da carga
voltamétrica de reducdo de uma monocamada de fenantrenoquinona adsorvida sobre a
superficie do carbono vitreo. O procedimento adotado no presente trabalho utilizou uma sonda
redox em soluc¢do. De acordo com Trasatti et al. (TRASATTI; PETRIIL, 1991), quando uma
sonda redox em solucdo ¢ usada para se estimar a drea eletroquimicamente ativa, apenas
rugosidades da mesma ordem de magnitude da espessura da camada de difusdo sdo detectadas.
Esta limitacdo ndo se aplica quando monocamadas de espécies eletroativas adsorvidas sdo
utilizadas para a determinagdo da 4rea eletroquimicamente ativa. Portanto, as 4areas
eletroquimicamente ativas estimadas a partir de sondas redox em solucao sdo subestimadas em
relagdo as estimadas com monocamadas adsorvidas. Assim, o fator de rugosidade de 1,28
encontrado para o ECV ¢ coerente com o esperado para este material. Este resultado indica,
portanto, que o procedimento adotado no presente trabalho para se estimar as areas eletroativas

dos eletrodos fornece estimativas aceitaveis.
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As propriedades dos eletrodos de ECV e EP foram também comparadas pela técnica de
espectroscopia de impedancia eletroquimica. A Figura 36 mostra as respostas de espectroscopia
de impedancia eletroquimica e os voltamogramas ciclicos obtidos com esses eletrodos na

presenca do ion ferrocianeto.

Figura 36 — A) Graficos de Nyquist obtidos por espectroscopia de impedancia eletroquimica. Frequéncia
=0,1 alx 10° Hz, E=+0,27 V e amplitude = 10 mV. B) voltamogramas ciclicos registrados em 1,0
mol L' de KCl e 1,0 mmol L' de [Fe(CN)]*”*- para o EP ¢ ECV.
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Informagdes sobre a resisténcia de transferéncia de carga (Ry) e resisténcia da solugao
(Rs) podem ser obtidas por meio dos semicirculos mostrados em frequéncias elevadas na
Figura 36A. O didmetro do semicirculo ¢ utilizado para calcular o valor de Re. O ECV
apresentou menor resisténcia de transferéncia de carga comparado ao EP, o que ¢ explicado
pela maior condutividade elétrica desse eletrodo comparado a tinta condutora de carbono
imobilizada sobre o papel. Esse resultado € consistente com os voltamogramas mostrados na
Figura 36B, uma vez que ECV apresentou também menor valor de AE, (89 mV) comparado ao
EP (149 mV). Apesar desse resultado, o custo relativamente baixo associado com a facilidade
de preparo EPs fazem com que esses dispositivos sejam viaveis para aplicacoes analiticas. Além
disso, os EPs apresentaram também melhor perfil voltamétrico para o ion ferrocianeto
comparado a outros dispositivos eletroquimicos baseados em papel, os quais apresentaram
valores de AE, maiores que 200 mV (DOSSI et al., 2013a; BERG et al., 2016; FOSTER et al.,
2014; LI et al., 2015). Comparando esses resultados com aqueles obtidos com EPs preparados

com esmalte de unha e pd de carbono, esses novos eletrodos também apresentaram menor valor
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de AE,, indicando que a tinta a base de verniz vitral e p6 de carbono tem um grande potencial
para produzir eletrodos com desempenho analitico elevado e custo reduzido.

Nas condi¢des de preparo otimizadas, o EP foi submetido ao estudo de velocidade de
varredura empregando-se a técnica de voltametria ciclica e os resultados sao mostrados na
Figura 37.

Figura 37 - A) Voltamogramas ciclicos registrados com EPs em 1,0 mol L' de KCl e 1,0 mmol L' de
[Fe(CN)¢]* em diferentes velocidades de varredura. a) 25; b) 50; ¢) 75; d) 100; €) 150 e ) 200 mV s,

B) Relacdo entre corrente dee) pico anddica e m) catddica em fungdo da raiz quadrada da velocidade de
varredura.
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A Figura 37 mostra que /4 € Ipc variaram linearmente com a raiz quadrada da velocidade
de varredura no intervalo de 25 a 200 mV s' de acordo com as equagdes:
Ipe (MA) =-2,8 — 0,57 02 (mV s1)"2, R2=0,990 € I, (uA) = 2,8 + 0,60 v'? (mV s1)2 R? =
0,988, indicando um processo eletroquimico controlado por difusdo. A estabilidade dos
eletrodos foi também avaliada em 4 diferentes solugdes. Os resultados obtidos nesse estudo sao

mostrados na Figura 38.
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Figura 38 - A) 100° voltamogramas ciclicos registrados com EPs em diferentes eletrolitos na presenga
de 1,0 mmol L' de [Fe(CN)s]* a 100 mV s'. a) 1,1 mol L' de KCI; b) 0,1 mol L' de HCI + 1,0 mol L-
I'de KCI; ¢) 0,1 mol L' de KOH + 1,0 mol L' de KCI; d) 1,0 mol L' de KCI + 0,1 mol L! de tampao
acetato pH = 4,6. Carga voltamétrica normalizada em fun¢do do numero de ciclos.
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A Figura 38 mostra que os eletrodos foram estaveis em meio neutro e dcido durante os
100 ciclos continuos de potencial, apresentando uma variacdo na carga voltamétrica menor do
que 5%. Uma possibilidade para a menor estabilidade do EP em meio alcalino pode estar
associada a solubilidade parcial da tinta de carbono em NaOH 0,1 mol L', o que pode
gradualmente modificar a 4rea eletroquimica ativa e a carga voltamétrica dos eletrodos. Estudos
posteriores serdo realizados para confirmar essa hipotese. Apesar desse efeito, a realizagdo de
100 voltamogramas ciclicos em NaOH 0,1 mol L™ podera também ser avaliada como uma etapa
de ativagao dos eletrodos, uma vez que essa abordagem forneceu picos mais intensos para o ion
ferrocianeto. Essa hipotese serd também avaliada em trabalhos futuros. Apesar da menor
estabilidade em solugdo alcalina, os EPs podem ser utilizados como dispositivos descartaveis
em aplicagdes analiticas. Os EPs fabricados com papel de filtro como substrato e tinta condutora
preparada com verniz vitral como aglutinante apresentaram estabilidade significativamente
maior do que os EPs preparados com papel sulfite e tinta condutora preparada com esmalte
(Figura 22). Este comportamento foi observado em praticamente todos os eletrolitos de suporte
avaliados, com excecdo da solucio NaOH 0,1 mol L. Desta forma, estes resultados novamente
indicam que a combinagdo papel de filtro como substrato e verniz vitral como aglutinante €
mais apropriada para a constru¢ao de EPs do que a combinagdo papel sulfite/ esmalte para

unhas.
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Para confirmar a estabilidade em meio neutro, uma curva analitica para o ion
ferrocianeto foi construida utilizando um unico eletrodo e os resultados sdo mostrados na

Figura 39.

Figura 39 - Voltamogramas ciclicos registrados com um EP em 1,0 mol L' de KCI na presenca de
diferentes concentragdes de [Fe(CN)s]* a 100 mV s™!. a) 0,1; b) 0,2; ¢) 0,3; d) 0,4; €) 0,5; 1) 0,6; g) 0,7;
h) 0,8; 1) 0,9; j) 1,0 mmol L! de [Fe(CN)s]*. B) Curva de calibragio.
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A curva analitica mostra que /pa € Ipc variaram linearmente com a concentragdo de
Fe(CN)¢* no intervalo de 0,0 a 1,0 mmol L' de acordo com
as equagdes: Ipa(nA) = 7,57 C [Fe(CN)]* (mmol L71), R?> = 09998 e
Ipe(LA) = -7,34 C [Fe(CN)s]* (mmol L), R? = 0,9996. Os valores de coeficiente linear foram
proximos a zero e os valores de R? foram proximos a 1,0, estes resultados indicam que o EP foi
estavel durante esse experimento. Os valores de coeficiente angular para . € Ipc foram similares
em modulo, o que ¢ um resultado esperado para um processo reversivel controlado por difusao.
Portanto, esses resultados mostram que os EPs podem ser materiais promissores para o
desenvolvimento de métodos analiticos.

Dopamina, catecol e hidroquinona foram selecionados como analitos modelo para
avaliar a potencialidade analitica dos dispositivos. Catecol e hidroquinona sdo compostos
fenolicos amplamente utilizados nas industrias téxtil, de cosméticos e de tingimento (AHMED
et al., 2018). Esses compostos podem ser prejudiciais ao meio ambiente. Existe uma
preocupagao crescente com a sua propagacao no ambiente como poluentes. Portanto, métodos

analiticos para a quantificacdo de catecol e hidroquinona, assim como para dopamina, sao
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altamente relevantes (GANESH; KUMARA SWAMY, 2015). A Figura 40 mostra

representacdes esquematicas das reagdes de oxidagdo para catecol e hidroquinona.

Figura 40 - Representacdes esquematicas das reagdes de oxidagdo para catecol e hidroquinona.
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Esses trés compostos fendlicos sdo normalmente escolhidos para avaliar o desempenho
analitico de novos sensores eletroquimicos (ROCHA et al., 2018). As respostas voltamétricas

e curvas analiticas para essas espécies sdo mostradas nas Figura 41-43.

Figura 41 - Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida registrados com o EP em
0,1 mol L' de tampao fosfato pH 6,8 e diferentes concentragdes de dopamina. a) 15; b) 25; ¢) 35; d) 45;
€) 55; f) 65; g) 75; h) 85 e 1) 100 umol L' de dopamina. Condigdes voltamétricas: f = 75 Hz; AE = 50
mV; AE; =2 mV. B) Curva de calibragdo para dopamina.
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Figura 42 - A) Voltamogramas de varredura linear registrados com EPs em 0,1 mol L' de tamp@o fosfato
pH 6.8 e diferentes concentragdes de catecol. a) 10; b) 20; c) 40; d) 60; e) 80; f) 100; g) 200; h) 400; 1)
600; j) 800 e 1) 1000 umol L' catecol. v =100 mV s B) Curva de calibragdo para catecol.
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Figura 43 - A) Voltamogramas de varredura linear registrados com EPs em 0,1 mol L' de tampao fosfato
pH 6.8 e diferentes concentragdes de hidroquinona. a) 10; b) 20; c) 40; d) 60; e) 80; f) 100; g) 200; h)
400; 1) 600; j) 800 € 1) 1000 pmol L' hidroquinona. v = 100 mV s B) Curva de calibragdo para
hidroquinona.
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As curvas analiticas foram construidas em triplicata mantendo um unico eletrodo para
cada analito e o tempo gasto para cada experimento foi aproximadamente 20 min, o que mostra
que os eletrodos apresentaram estabilidade durante a realizacdo desses experimentos. As
condi¢des voltamétricas para dopamina foram adaptadas de Wu et al (WU et al., 2016). O
comportamento eletroquimico do catecol e da hidroquinona sobre a superficie dos eletrodos

baseados em papel foi também avaliado pelas técnicas de voltametria de onda quadrada e



71

voltametria de pulso diferencial. No entanto, essas técnicas de pulso ndo forneceram picos bem
definidos para as espécies estudadas, o que € consistente com o comportamento reportado por
Orzari et al. (ORZARI et al., 2018) quando utilizaram eletrodos baseados em papel para a
deteccao de catecol. Neste trabalho, os cletrodos foram manualmente desenhados sobre um
substrato de papel (do tipo “papelao”) usando um lapis de grafite. As respostas de baixa
intensidade, obtidas com as técnicas de pulso, foram associadas a elevada resisténcia elétrica
dos dispositivos, devido a natureza dos substratos de papel, o que o que faz com que a corrente
capacitiva ndo seja completamente discriminada para detec¢do de catecol quando as técnicas
de pulso sao empregadas. Consequentemente, a voltametria de varredura linear foi a técnica
mais adequada para detecgdo dessa espécie. Os parametros analiticos obtidos por meio das

Figura 41-43 sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 — Parametros analiticos obtidos para os analitos fendlicos usando os EPs.

Intervalo o
) ) _ Sensitividade/
Analito Técnica linear/ umol R? LD/ pmol L™
[ pA umol! L
DP SWV 15-100 0,9998 4,1 0,109
CT LSV 10 - 1000 0,9995 9,0 0,021
HQ LSV 10 - 1000 0,9999 53 0,020

A Tabela 5 mostra que os EPs forneceram linearidade e limites de detec¢do satisfatorios
para serem utilizados em aplicagdes analiticas, indicando que verniz vitral e pé de carbono sdo
materiais alternativos e promissores para o desenvolvimento de sensores com bom desempenho
analitico e custo relativamente baixo. Os pardmetros analiticos foram também comparados com

outros métodos previamente reportados na literatura e os valores sdo mostrados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Comparagdo entre o desempenho analitico dos EPs e outros sensores reportados na literatura
para a determinagdo de dopamina, catecol e hidroquinona.

Intervalo LD/
Analito Eletrodo Técnica linear / pumol Referéncia
umol L™! L
ECV/carbono (RAHMAN et al.,
vC 50 -1000 50
ativado/tirosinase/Nafion® 2016)
ECV/GO/ImAS DPV 0,1-5 0.03 (WU et al., 2016)
op EPD DPV 0,1 —700 0.04 (LIetal., 2016)
RGO-PAMAM-
DPV 10 -320 33 (WANG et al., 2015)
MWCNT-AuNPs
EPs DPV 15-100 4.1 Este trabalho
(TASHKHOURIAN et
AuNPs-MPS SWV 30-1000 1.1
al., 2016)
(ALSHAHRANI et
ECV/CuO-CNF DPV 6—150 2.0
CT al., 2018)
PD-CFB LSV 50-1100 10 (ORZARI et al., 2018)
EPs LSV 10 — 1000 9.0 Este trabalho
0,23 —
ECV/CePO4 DPV 0,12 (LTetal., 2018)
16,000
(ALSHAHRANI et
ECV/CuO-CNF DPV 3-80 1.0
al., 2018)
HO (DOS SANTOS;
MWCNT/GPCE DPV 50-1120 12 CAVALHEIRO,
2016)
(TASHKHOURIAN et
AuNPs-MPS SWvV 10— 1000 1.2
al., 2016)
EPs LSV 10 — 1000 53 Este trabalho

ECV — eletrodo de carbono vitreo. EPC — Eletrodo de pasta de carbono. GO — 6xido de grafeno. ImAS — Grupos imidazolium.

EPD — eletrodo “pencil-drawn”. AuNPs-MPS — Eletrodo de pasta de carbono modificado com nanoparticulas de ouro

mesoporosas. CuO-CNF — 6xido de cobre e nano-fragmento de carbono. PD-CFB — eletrodo “pencil-drawn” produzido sobre

substrato de papeldo. tGO-PAMAM-MWCNT-AuNPs — 6xido de grafeno reduzido funcionalizado com poli (amido-amina),

nanotubos de carbono de paredes multiplas e nanoparticulas de Au. GPCE — eletrodo compésito de grafite-poliuretano. VC —

Voltametria ciclica; DPV — voltametria de pulso diferencial; SWV — voltametria de onda quadrada; LSV — voltametria de

varredura linear.
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A Tabela 6 mostra que os EPs apresentaram valores de LD aceitaveis quando comparados
a outros trabalhos reportados na literatura. Além disso, a simplicidade de preparo combinada a
possibilidade de utilizd-los como dispositivos descartaveis, tornam-nos atrativos para
aplicagoes analiticas principalmente para aquelas em que existem efeitos de envenenamento ou
desativagdo das superficies dos eletrodos. Portanto, esse trabalho traz a possibilidade de
desenvolvimento de sensores eletroquimicos com o emprego de materiais de custo
relativamente baixo e abre perspectivas para o desenvolvimento de métodos analiticos
utilizando os sensores eletroquimicos produzidos. Como resultado desse trabalho, novas linhas
de pesquisa foram estabelecidas no grupo de pesquisa. Alunos de iniciacdo cientifica estdo
trabalhando na producdo de novos eletrodos utilizando as tintas condutoras de carbono

produzidas.

4.3 Desenvolvimento de dispositivos microfluidicos a base de papel acoplados a

eletrodos termoplasticos

Esta etapa do trabalho foi realizada durante o periodo de doutorado sanduiche sob a
orientacdo do professor Charles Henry na Universidade Estadual do Colorado. O Professor
Charles tem como principal linha de pesquisa o desenvolvimento de dispositivos microfluidicos
a base de papel. Recentemente, ele desenvolveu trabalhos envolvendo eletrodos termoplasticos
e por meio desses trabalhos surgiu a ideia de desenvolver sistemas microfluidicos acoplados
aos eletrodos termoplésticos. Os eletrodos termoplasticos sdo eletrodos compdsitos de carbono
produzidos pela mistura de um material a base de carbono com aglutinantes termoplasticos. Os
eletrodos termoplasticos, além de serem produzidos a custo relativamente baixo, podem ser
utilizados como ferramentas promissoras para aplicagdes analiticas (KLUNDER et al., 2017),
uma vez que esses dispositivos normalmente apresentam excelente resisténcia mecanica e
desempenho eletroquimico superior ou comparaveis com eletrodos metélicos ou eletrodos de
carbono vitreo (NOVIANA et al., 2019). Além de acoplar os dispositivos, a ideia do trabalho
consistiu também em desenvolver sistemas microfluidicos sob condi¢des de fluxo constante,
produzindo, assim, dispositivos com respostas similares aos sinais analiticos produzidos por
sistemas convencionais de analises por injecao em fluxo.

Inicialmente, foi avaliada a melhor composicao dos materiais compdsitos de carbono
para o preparo dos eletrodos termoplésticos. O efeito da composicdo dos eletrodos

termoplasticos foi avaliado por voltametria ciclica usando o ion ferrocianeto como sonda
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eletroquimica. Os eletrodos termoplasticos (ETs) foram inicialmente produzidos na propor¢ao
de 1:1 (m:m) policaprolactona e negro de fumo. Posteriormente, as condigdes experimentais de
preparo foram avaliadas para determinar a melhor composi¢do dos eletrodos. Os resultados

obtidos nesse estudo sao mostrados na Figura 44.

Figura 44 — A) Voltamogramas ciclicos de um ET/NF/PCL registrados em KCI 1,0 mol L' a
100 mV s’'. a) auséncia e b) presenca de 1,0 mmol L' de [Fe(CN)s]* B) ParAmetros voltamétricos
obtidos com ETs preparados com PCL e diferentes materiais de carbono. C) Resultados obtidos com
ETs produzidos com NF e diferentes aglutinantes. C) Avaliagdo da composic¢io de eletrodos preparados
com NF e PCL. As barras de erro indicam o desvio padrao de I, ¢ 4E, obtidos com 4 diferentes
eletrodos. GR — grafite; NF — negro de fumo; CP — pd de carbono; PCL — Policaprolactona; COC —
Copolimero olefina ciclica; PMMA — Polimetilmetacrilato
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A Figura 44A mostra que o ET/NF/PCL apresentou baixa corrente de fundo. Além
disso, mostra também picos bem definidos correspondentes ao par redox [Fe(CN)s]*’* na
presenca do ion ferrocianeto, demonstrando que os eletrodos termoplasticos sdo materiais
promissores para aplicacdes analiticas. A proxima etapa consistiu em avaliar o efeito da fonte
de carbono sobre as propriedades eletroquimicas dos eletrodos. A Figura 44B mostra que o
ET/NF forneceu maior /, € menor 4E, para o ion ferrocianeto comparado aos outros eletrodos.
O melhor desempenho dos ET/NF pode ser explicado pelo menor tamanho médio de particulas

(42 nm) do NF comparado ao GR (7-11 um) e CP (15 um), fornecendo uma maior area



75

superficial por unidade de massa comparado aos outros materiais de carbono. Maciel et al.
(MACIEL et al., 2017) reportaram comportamentos similares ao comparar filmes de NF-
quitosana ¢ GR-quitosana para a determinacdao voltamétrica de hidroquinona. O ET/NF
apresentou melhor reprodutibilidade entre os eletrodos de diferentes lotes, uma vez que o RSD
obtido para esse eletrodo foi 3% para I, (n = 4) contra um valor de RSD igual a 13 % obtido
para ET/GR e 15 % para ET/CP. A melhor reprodutibilidade observada para o ET/NF ¢,
possivelmente, associada a distribui¢ao mais uniforme do NF na matriz polimérica, pois esse
material apresenta particulas de menor tamanho. Portanto, o NF foi selecionado como material
condutor para a fabrica¢ao dos ETs.

O efeito do agente aglutinante sobre o desempenho dos eletrodos ¢ também mostrado
na Figura 44. Nessa etapa, os polimeros termoplasticos avaliados como materiais aglutinantes
foram PCL, COC e PMMA. A Figura 44C mostra que o ET/PCL e ET/PMMA apresentaram
valores de I, praticamente idénticos. Embora o ET/PMMA tenha exibido menor valor de 4E,
para o ion ferrocianeto, o composito resultante apresentou baixa robustez, indicando baixa
resisténcia mecanica. Materiais frageis ndo sdo desejaveis em aplicacdes analiticas, uma vez
que os eletrodos podem ser desintegrados durante o procedimento de polimento. Como
resultado, a PCL foi selecionada como melhor aglutinante para produzir os eletrodos. Além da
selecdo dos constituintes do material compoésito, a propor¢cdo entre eles também deve ser
estudada, uma vez que esse fator afeta diretamente as propriedades mecanicas e, especialmente,
eletroquimicas dos materiais compositos de carbono (PHAM et al., 2012). A Figura 44D mostra
que I, aumenta com a quantidade de material de carbono e ocorre uma leve diminui¢do no
valor de I, para 55% de NF. AE, melhora com o aumento da porcentagem de NF de 40 a 50%,
sugerindo uma melhora na condutividade do composito. Esses comportamentos estao de acordo
com os resultados reportados por Klunder ef al. (KLUNDER et al., 2017) para eletrodos a base
de PMMA. Klunder ef al. (KLUNDER et al., 2017) observaram que porcentagens de carbono
maiores que 50% diminuem a condutividade dos eletrodos, o que ¢ provavelmente devido a
baixa aglomeracao das particulas de carbono. Além disso, ET/NFs contendo porcentagens
maiores que 50% de NF foram mecanicamente instaveis. Portanto, 50% de NF foi selecionada
como a melhor condi¢do para fabricar os eletrodos.

Sob as condigdes otimizadas de preparo dos eletrodos, foi realizada uma comparagao
entre as respostas eletroquimicas para FCTMA™ usando diferentes eletrodos de referéncia. A
voltametria ciclica foi empregada para realizar esse estudo e os voltamogramas sdo mostrados

na Figura 45.
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Figura 45 - Voltamogramas ciclicos registrados com ETs/NF/PCL em KCI 1,0 mol L' contendo 1,0
mmol L' de FcTMA®, v = 100 mV s!. a) Eletrodo de calomelano saturado; b) Eletrodo pseudo-
referéncia de carbono.

A Figura 45 mostra que FcTMA" ¢ oxidado em 201 = 10 mV usando um eletrodo
pseudo-referéncia de carbono, mostrando um deslocamento de aproximadamente -185 mV em
relacdo ao eletrodo de calomelano saturado. Esta diferenca entre os dois eletrodos de referéncia
se manteve aceitavelmente constante para diferentes eletrodos, indicando que o eletrodo de
pseudo-referéncia de carbono fornece um controle satisfatorio do potencial. A reprodutibilidade
do procedimento de fabricacdo dos eletrodos foi também avaliada comparando a resposta
eletroquimica para FcTMA™ com 4 diferentes ETs/NF/PCL. Os voltamogramas ciclicos obtidos

nesse estudo sdo mostrados na Figura 46.

Figura 46 - Voltamogramas ciclicos registrados com ETs/NF/PCL (n = 4) em KCl1 1,0 mol L"! contendo
1,0 mmol L' de FcTMA*. v=100 mV s\,
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A Figura 46 mostra consisténcia entre os resultados obtidos mesmo utilizando
ETs/NF/PCL de diferentes lotes. Os valores de RSD (N =4) foram 1 % para I,c € 3 % para Iy,
mostrando reprodutibilidade satisfatéria quando comparada a outros eletrodos compositos
(BULEANDRA et al., 2014; ORZARI et al., 2018). O eletrodo termoplastico foi acoplado ao
dispositivo microfluidico baseado em papel. Uma imagem do sistema microfluidico ¢ mostrada

na Figura 47.

Figura 47 — Imagem do dispositivo microfluidico baseado em papel. A) reservatorio para entrada e B)
saida de eletrolito; C) Porta de injegdo da amostra.

A Figura 47 mostra o reservatorio para entrada de eletrolito. Esse reservatorio foi
projetado para atuar como fonte de solugdo carregadora para o sistema microfluidico. A Figura
47B mostra um semicirculo com angulo de270° criado na saida do canal microfluidico. Esse
semicirculo, nomeado como reservatorio de saida, ¢ similar a aquela reportada por Mendez et
al. (MENDEZ et al., 2010). As medidas amperométricas sdo iniciadas quando a solug¢do
carregadora atinge o semicirculo com dngulo de 270°, o qual atua como um material absorvente
para compensar o aumento da forga de arraste, permitindo que a velocidade do fluxo permanecga
constante durante as analises. O liquido ao atingir o semicirculo encontra-se em uma maior area
contendo poros disponiveis do papel, o que diminui a for¢a de arraste, permitindo, assim, um
fluxo com vazdo constante até a satura¢do ou preenchimento total dessa fenda. Um pequeno
orificio mostrado na Figura 47C serve como porta de injecao da amostra e solu¢des padrao. O
procedimento de injecdo de amostra ¢ realizado com o auxilio de uma micropipeta. Para a
otimizagdo dos pardmetros do sistema microfluidico, ferrocenilmetil trimetilamonio (FCTMA™)

(Figura 48) foi usado como sonda eletroquimica.



78

Figura 48 — Estrutura quimica do ferrocenilmetil trimetilaménio (FCTMA™).
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O FcTMA" é uma espécie derivada do ferroceno. Essa espécie possui rapida
transferéncia eletronica e € considerada insensivel a superficie do eletrodo, uma vez que nao
apresenta forte interacdo do reagente ou produto de reacdo com a superficie do eletrodo.
Espécies sensiveis, em geral, sdo aquelas em que o reagente, intermedidrios ou produtos de
reacdes redox sdo normalmente adsorvidos na superficie do eletrodo, afetando a cinética de
transferéncia eletronica (MACPHERSON, 2015). Desta forma, o FcTMA™ foi selecionado
como sonda eletroquimica para a caracterizagdo do dispositivo microfluidico. Sinais transientes
caracteristicos de um sistema em fluxo podem ser observados na Figura 49A, uma vez que o
analito se move através do canal microfluidico sob um fluxo consistente. A Figura 49 mostra

também a influéncia do substrato de papel sobre o sinal amperométrico.

Figura 49 — A) Sinais transientes de corrente para inje¢des de 0,25 uL de 0,5 mmol L' de FcTMA* em
1,0 mol L' de KCI. Solugdo carregadora: 1,0 mol L' de KCI. Egeteogio = +0,4 V vs. eletrodo pseudo
referéncia de carbono. B) /, obtido para sistemas construidos com diferentes substratos de papel. Barras
de erro indicam o desvio padrdo de /,, para sucessivas inje¢des (n = 3).
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A Figura 49 mostra que o dispositivo construido com papel filtro W4 forneceu maior

intensidade de I, para FCTMA", o que pode ser atribuido ao maior tamanho de poro desse
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substrato (~25 um) comparado ao papel filtro W1 (11 um). Substratos com poros de maior
tamanho apresentam menor numero de barreiras para transportar o fluido através do papel, o
que aumenta efetivamente a vazao do sistema e melhora o transporte de massa do analito para
a superficie do eletrodo (NOVIANA et al., 2019). O Papel sulfite, que possui tamanho de poro
nao informado pelo fabricante, pode ser usado como substrato para dispositivos microfluidicos.
No entanto, o dispositivo resultante produziu um sinal analitico de menor intensidade
comparado a aquele construido com papel filtro W4. Com base nesses resultados, papel filtro
W4 foi selecionado como substrato de papel para fabricar o sistema microfluidico. Embora a
repetitividade tenha sido menor com o papel de filtro W4 (RSD =9 % para N = 3), o valor de
RSD ¢ aceitavel e este papel foi mantido para a construgdo dos dispositivos microfluidicos. E
importante mencionar que o volume injetado ¢ extremamente pequeno (0,25 pL). Portanto, a
repetibilidade pode ser melhorada aumentando-se o volume de injecdo. A Figura 50 mostra a

influéncia da altura do reservatorio de entrada de eletrolito sobre o sinal analitico.

Figura 50 - Sinais transientes de corrente para inje¢des de 0,25 uL de 0,5 mmol L' de FcTMA* em
1,0 mol L' de KCI. Solugdo carregadora: 1,0 mol L' de KCI. Egeteogio = +0,4 V vs. eletrodo pseudo
referéncia de carbono. B) I, obtido para sistemas microfluidicos construidos com diferentes alturas de
reservatorio de entrada de eletrdlito. Barras de erro indicam o desvio padrdo de [,, para sucessivas
injecdes (n = 3).
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Como mostrado na Figura 50, observa-se um aumento na intensidade dos picos e estes
também se tornam mais estreitos com o aumento da altura do reservatorio da solugdo
carregadora. Este parametro ¢ linearmente correlacionado a pressao hidrostatica (P, = p.g.h,
p = densidade do fluido, g = aceleragdo da gravidade, h = diferenca de altura entre a superficie

dentro do reservatorio e o canal microfluidico) exercida pelo fluido sobre o canal microfluidico.



80

Assim, a altura do reservatorio afeta a velocidade da solucdo carregadora dentro do canal
microfluidico (vazdo da solugdo transportadora). O comportamento observado na Figura 50 ¢
tipico de sistemas convencionais por inje¢do em fluxo e ¢ explicado pela diminuicao da
dispersdo da zona da amostra causada pelo aumento da vazio (RUZICKA; STEWART, 1975).
Este comportamento, portanto, ¢ um indicativo de que o fluxo de solu¢do no sistema
microfluidico ocorre sob condi¢des similares ao de um sistema FIA convencional. A fabrica¢ao
de dispositivos com reservatorios maiores que 3 mm de altura ndo foi possivel, devido ao
vazamento da solucdo carregadora na conexao entre o reservatorio contendo o eletrdlito e a
entrada do canal microfluidico. Portanto, 3 mm de altura foi considerada a melhor condigao
para construcao dos dispositivos.

A influéncia do volume de injecdo sobre o sinal analitico foi avaliada e os resultados

sdo mostrados na Figura 51.

Figura 51 - Sinais transientes de corrente para injecdes de diferentes volumes de 0,5 mmol L de
FcTMA™" em 1,0 mol L' de KCI. Solugéo carregadora: 1,0 mol L' de KCI. Edeteccio = +0,4 V vs. eletrodo
pseudo referéncia de carbono. B) 7, como uma fun¢do do volume de i 1nJec;a0
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A Figura 51 mostra que o aumento do volume de inje¢do aumenta significativamente a
intensidade dos picos amperométricos, o que ¢ tipico de sistemas convencionais FIA
(RUZICKA; STEWART, 1975). Os picos tornaram-se mais intensos com o aumento do volume
de injecdo de 0,25 a 5 pL e, apds esse volume, houve uma tendéncia a estabilizagdo. Esses
resultados sdo caracteristicos de andlises por injecdo em fluxo e sdo indicativos de menor
dispersdo do analito quando sdo injetados maiores volumes de amostra. Além disso, ocorre o

alargamento de pico para injecdes de 5 a 15 pL, o que € um indicativo da condi¢do de volume
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infinito (MOREIRA et al., 2014; RUZICKA; HANSEN, 1988). A Condicio de volume infinito
¢ uma situa¢do em que nao ha dispersdo do analito. Com base nesses resultados, os estudos
subsequentes foram realizados mantendo 2 pLL como volume de injecao. Para aplicacdes que
requerem elevada sensibilidade, 5 pL poderia ser utilizado como volume de inje¢ao, uma vez
que a corrente aumenta significativamente com inje¢cdes de 2 a 5 pL. No entanto, uma
desvantagem seria 0 maior tempo de andlise, devido o alargamento de pico com inje¢des de
5 uL. Além do tempo de analise, picos largos poderiam ser uma limitagcdo para aplicagdes
envolvendo separagdes e determinagdes simultaneas. E importante destacar que, além do custo
relativamente baixo e portabilidade dos dispositivos microfluidicos, o volume de injegdo ¢
extremamente baixo e, consequentemente, o consumo de reagentes e a geracao de residuos sao
reduzidos.

A influéncia da distancia entre a porta de injecdo de amostra e o sistema de detec¢do

sobre o sinal eletroquimico ¢ mostrada na Figura 52.

Figura 52 - Sinais transientes de corrente para diferentes distdncias entre sistema de deteccdo e injegdo
do analito. O volume de inje¢do foi 2 uL de 0,5 mmol L' de FcTMA* em 1,0 mol L! de KCI. Solugdo
carregadora: 1,0 mol L' de KCI. Edeteccio = 10,4 V vs. eletrodo pseudo referéncia de carbono. B) 1, como
uma funcdo da distancia entre sistema de injecdo e detecgao.
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A Figura 52 mostra que a intensidade dos picos diminui consideravelmente, de 1,43 para
0,26 pA, com o aumento da distadncia, de 6 a 21 mm, entre a porta de inje¢do de amostra e o
sistema de deteccdo. Esse comportamento ¢ consistente com resultados obtidos com sistemas
FIA convencionais (GRANICA et al., 2018; MOREIRA et al., 2014) e pode ser explicado pela

maior dispersao da zona da amostra quando o comprimento do percurso analitico ¢ aumentado.
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Considerando que a distancia de 6 mm resultou em maior intensidade de sinal, essa distancia
foi, entdo, mantida para os estudos subsequentes.
Uma curva de calibra¢do para FcTMA™ foi construida para avaliar a aplicabilidade do

dispositivo microfluidico. Os resultados obtidos nesse estudo sdo mostrados na Figura 53.

Figura 53 - Sinais transientes de corrente para injecdo de 2 puL de diferentes concentragdes de FCTMA™.
Solugdo carregadora: 1,0 mol L' de KCI. Egeteccio = 10,4 V vs. eletrodo pseudo referéncia de carbono.
B) Curva de calibragdo para FcCTMA”™,
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A curva de calibragdo foi linear de 0,1 a 1,0 mmol L' de acordo com a equagio:
I(uA) = -0,016 + 2,16C (C = concentragdo de FcTMA™ em mmol L), R? = 0.997. Os limites
de detecgio e quantificagdo foram 9 e 29 umol L', respectivamente. O nimero de inje¢des para
a construcdo dessa curva de calibragao foi limitado pelo preenchimento total da fenda de 270°
com eletrolito. Este nimero limitado ¢ devido a redugdo de I, apés o preenchimento deste
reservatorio.

A fim de produzir um dispositivo com numero de injecdes aumentado, o didmetro
interno da fenda de 270° foi aumentado de 40 a 50 mm e pedacos de papel foram anexados

sobre essa fenda. A Figura 54 mostra a imagem do dispositivo com a nova configuracao.
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Figura 54 — A) Imagem do dispositivo microfluidico baseado em papel fabricado com uma fenda de
270° com didmetro interno de 50 mm e pedagos de papel anexados sobre a fenda. B) Sinais transientes
de corrente para injecdo de 2 pL de diferentes concentragdes de FETMA™. Solugao carregadora: 1,0 mol
L' de KCL. Egetecgio = +0,4 V vs. eletrodo pseudo referéncia de carbono. C) Curva de calibragdo para
FcTMA™.
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A capacidade absorvente do reservatério de saida foi aumentada com o aumento do seu
tamanho e anexando os pedacos de papel sobre a fenda. Essa abordagem permitiu a utilizagao
do dispositivo por um maior tempo (de ~30 para 50 min), possibilitando realizar um maior
nimero de inje¢cdes. O numero de injegdes possiveis ¢ determinado pela saturagdo do
reservatorio de saida com o fluido transportador. Usando esse novo dispositivo, curvas de
calibra¢do foram construidas aumentando e diminuindo a concentra¢io de FcTMA™. Como
pode ser observado por meio da Figura 53A e Figura 54B, o nimero de inje¢des possiveis com
um unico dispositivo foi aumentado de 15 para 29 inje¢des. Além disso, a vazdo dentro do canal
microfluidico foi mantida constante durante esse experimento, uma vez que a diferenga entre
os coeficientes angulares das curvas de calibraco (2,30 e 2,23 nA mol™!' L) mostradas na Figura
54C foi de somente 3 %.

Para verificar se a resposta eletroquimica nao foi alterada apos aumentar a capacidade
de injecdo do dispositivo, as sensibilidades dos dispositivos com diferentes configuragdes
foram comparadas usando as equagdes mostradas na Figura 53B e Figura 54C. A diferenga de
resposta foi somente 6%, demostrando consisténcia entre os resultados mesmo usando
dispositivos com diferentes configuracdes.

Sob as condig¢des do sistema microfluidico otimizadas, a repetitividade de injecdo, vazao
e reprodutibilidade foram avaliadas. A Figura 55 mostra a resposta analitica produzida por

diferentes dispositivos.
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Figura 55 - A-C) Sinais transientes de corrente obtidos com diferentes dispositivos microfluidicos para
injegdes sucessivas de 2 uL de 0,5 mmol L' de FcTMA™ em 1,0 mol L' de KCI. Solugio carregadora:
1,0 mol L' de KCl. Egeteceao = 10,4 V vs. eletrodo pseudo-referéncia de carbono.
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A repetitividade foi calculada por meio de 6 injecdes consecutivas e o RSD para valores
de I, foi 2%. A vazao foi estimada levando em consideragdo o tempo para preencher a fenda de
270° com eletrdlito. A vazio calculada foi (0,21 + 0,02) uL s! (N = 3). Vazdes proximas ao
valor estimado foram reportadas para sistemas microfluidicos (NOVIANA et al., 2019). Para
avaliar a reprodutibilidade, os sinais produzidos pelos diferentes dispositivos foram
comparados e o RSD para valores de 1, foi 10 % (N = 3), indicando que, apesar do dispositivo
microfluidico ser manualmente montado, o processo de fabricacdo ¢ satisfatoriamente
reprodutivel (ADKINS; NOVIANA; HENRY, 2016).

Para demonstrar o uso do dispositivo em aplicagdes analiticas, acido cafeico (AC) foi
quantificado em amostras de chd. O AC ¢ um acido fenolico produzido naturalmente em plantas
e apresenta beneficios para a saide humana, devido as suas propriedades farmacologicas como
regulador imunoldgico e anti-inflamatério (KARIKALAN et al., 2017). A Figura 56 mostra
uma representacao esquematica do processo redox para o 4cido cafeico (MOGHADDAM et

al., 2007).

Figura 56 - Representacéo esquematica do processo redox para acido cafeico.
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A Figura 56 mostra que acido cafeico ¢ oxidado a sua forma o-quinona. O AC foi
escolhido como analito modelo para avaliar o desempenho analitico do sistema microfluidico.
Inicialmente, foi avaliado o comportamento eletroquimico de acido cafeico na superficie do

eletrodo termopléstico. Os resultados obtidos nesse estudo sdo mostrados na Figura 57.

Figura 57 - Voltamogramas ciclicos registrados com ETs/NF/PCL em 0,1 mol L' de H>SO4 na presenga
de 0,5 mmol L' de 4cido cafeico usando diferentes eletrodos de referéncia. v =100 mV s'. a) Eletrodo
de calomelano saturado; b) Eletrodo pseudo referéncia de carbono.
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A Figura 57 mostra que o AC ¢ oxidado em 310 = 10 mV (n = 3 diferentes ET) vs

pseudo-referéncia de carbono, apresentando um deslocamento de aproximadamente -258 mV
do eletrodo de calomelano saturado. A Figura 58 apresenta a resposta obtida para o AC usando

diferentes ET com pseudo-referéncia de carbono.

Figura 58 - Voltamogramas ciclicos registrados com ETs/NF/PCL em 0,5 mmol L de 4cido cafeico e
0,1 mol L' de H,SO4 usando 3 diferentes ETs. v =100 mV s\
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A Figura 58 mostra que os perfis voltamétricos para AC sdo praticamente idénticos
usando diferentes ET. Por meio desse estudo, foi estimado o RSD para I, e o valor calculado
foi 8 % (N = 3 diferentes ET), indicando reprodutibilidade satisfatoria. Posteriormente, 0,4 V
foi selecionado como potencial de detec¢ao e uma curva de calibragao para AC foi construida

usando o dispositivo microfluidico (Figura 59).

Figura 59 — A) Sinais transientes de corrente para inje¢ao de 2 pL de diferentes concentracdes de AC.
Solugdo carregadora: 0,1 mol L' de HoSO4. Egeteccio = 70,4 V vs. eletrodo pseudo-referéncia de carbono.
B) Curva de calibragao para AC.
2’() - A 500 umol L' AC
< 16}
= 1,2+ 250
~ 0,8F 100
0,4+ 10 30 ¥

0 1000 2000 3000 4000
Tempo /s

1,6
EREL!

=~ 08}
0.4}
0,0

200 300 . 400 500
C,./ umol L

0 l(I)O |

Uma correlagdo linear entre I, e concentracdo de 4cido cafeico foi obtida de 10 a
500 umol L', de acordo com a equagdo: I(nA) = 0,0586 + 0,0032 Cac (umol L), R? =0,993.
A partir da curva de calibragdo, os limites de deteccdo e quantificacao foram calculados. LD =
3Sd/S, LQ = 10 Sd/S, onde: S corresponde ao coeficiente angular e Sd ¢ o desvio padrao do
coeficiente linear (PRADELA-FILHO et al., 2015). Os limites de deteccdo e quantificagdo
foram 2,5 e 8,3 umol L, respectivamente. A Tabela 7 apresenta caracteristicas de métodos

eletroanaliticos recentemente publicados para a determinagdo de AC.
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Tabela 7 - Caracteristicas analiticas de alguns métodos eletroanaliticos para a determinagdo de AC.
Intervalo linear /

Eletrodo LD/ umol L Referéncia
pumol L

Grafite de lapis 0,10 - 3000 0,0883 (DAVID et al., 2015)
ECV/MC/MnO; 0,01 - 1,00 2,7x 103 (LI etal., 2017)
ECV/Grafeno/Au 0,5-50 0,05 (ZHANG et al., 2013)
ECV/Poli(acido

_ 9-40 3,91 (SANTOS et al., 2005)

glutdmico)
ET 10 - 500 2.5 Este trabalho

MC = microesfera de carbono; ECV — eletrodo de carbono vitreo;

A Tabela 7 mostra que o método proposto apresenta LD e linearidade aceitaveis
comparados a outros métodos. No entanto, a maioria desses métodos depende de procedimentos
que normalmente demandam maior tempo para preparar e/ou modificar os eletrodos (LI et al.,
2017). Além do tempo de preparo, alguns procedimentos de modificacdo geralmente exigem o
uso de reagentes de custo elevado, tornando as anélises dispendiosas. O dispositivo proposto
no presente trabalho possui um reservatorio de entrada para o fluido transportador, que ¢
constantemente reabastecido, proporcionando um fluxo constante de solugao e evitando ruidos
ou instabilidade da linha de base, o que foi observado em outros puPADs (NOVIANA et al.,
2019; ADKINS; NOVIANA; HENRY, 2016). Além disso, as analises de amostras realizadas
com os dispositivos propostos sao mais rapidas comparadas a outros pPADs, os quais podem
levar de 10 (GRANICA et al, 2018; LANKELMA et al, 2012) a 20 min
(WITKOWSKANERY; SANTHIAGO; KUBOTA, 2016) para realizar uma tinica medida. A
frequéncia de amostragem do dispositivo proposto é de aproximadamente 17 h™!, o que significa
que uma Unica medida leva apenas 3,5 minutos. E importante destacar que os dispositivos
microfluidicos podem ser usados como ferramentas analiticas de baixo custo e portateis,
trazendo perspectivas para uma variedade de aplicacdes. O método proposto, além da rapidez,
requer baixo consumo de amostra e, consequentemente, gera menos residuos durante as analises
quando comparado aos métodos convencionais em batelada.

O acido cafeico foi determinado em amostras cha, as quais foram também submetidas a
estudos de adicdo e recuperagdo. A Figura 60 mostra os sinais amperométricos registrados para
a amostra de cha branco. Os resultados obtidos para essa amostra sdo representativos para todas

as amostras analisadas.
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Figura 60 - A) Sinais transientes de corrente para injecao de 2 puL. de diferentes concentragdes de AC,
amostra de cha Branco e amostra de cha Branco enriquecida com dois niveis de concentragao (50 e
100 umol L' de AC). Solugdo carregadora: 0,1 mol L' de H>SOs. Egeteceio = 10,4 V vs. eletrodo pseudo
referéncia de carbono. B) Curva de calibragdo para AC.

0,6 150 umol L AC amostra +
< OTA . 100 pmol L' AC
3_0 4 L 100 amostra +
- 50 umol L™ AC
~
0,2F 25
10
1

0 500 1000 1500 2000

Tempo /s
0,6
B

< 04l
S 0,4
Ta02)

0,0t . . -

0 50 100 | 150
C,./ umol L

Os resultados obtidos por meio das analises de todas as amostras de cha sao apresentados

na Tabela 8.

Tabela 8 — Resultados das recuperacoes de AC nas amostras de cha.

— >
Cha A S?ri((:)llolr,lﬁdo / A ftrrlrf(())lng?do / RSD /% Recupg;agéo* (mgzcché)
0 144+0,2 1 -
Branco 50 65+3 4 100+ 5 51,6 £0,6
100 116 +4 4 101 £4
0 16+2 15 -
Mate 50 68 +7 10 105+ 14 63+10
100 113+4 3 97 +4
0 24 +1 4 -
Preto 50 69£2 3 90 +4 32+1
100 117+ 1 0,8 93 +1

Valores expressos como valor médio + Sd.

*Recuperagdo = (AC encontrado — AC presente na amostra) / AC adicionado x 100 %

O teor de 4acido cafeico presente em amostra de cha ¢ normalmente usado como uma
estimativa do nivel de polifendis totais em cha independentemente da contribuig¢do individual
de cada espécie antioxidante. Apesar da composi¢cdo do cha depender fortemente da qualidade
do solo e regido onde a planta ¢ cultivada, o teor de AC encontrado na amostra de cha Preto ¢

consistente com o valor reportado por David et al. (DAVID et al., 2015) que foi de
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32.6 mg g''. Além disso, a Tabela 8 mostra que as porcentagens de recuperagio foram proximas
a 100%, indicando que nenhuma espécie presente nas matrizes das amostras apresentou
interferéncias significativas para a determinagao de AC. Valores de RSD relativamente baixos
foram obtidos para todas as amostras analisadas, indicando boa precisdao do método analitico.
Portanto, os resultados mostraram que os dispositivos microfluidicos acoplados aos eletrodos
termoplasticos podem ser utilizados para a determinagdo de acido cafeico em amostras de cha.

A aplicabilidade do dispositivo microfluidico foi também avaliada para determinacao
de triptamina em amostra de agua e de queijos. A triptamina ¢ uma amina biogénica produzida
a partir da descarboxilacdo do triptofano (MENG et al., 2014). As aminas biogénicas sao
compostos organicos nitrogenados de baixa massa molecular produzidos por processos
metabolicos em animais, plantas e microrganismos. Estes compostos estdo presentes em
alimentos, bebidas e produtos fermentados (CHANG; AYRES; SANDINE, 2010) e sao dificeis
de destruir, mesmo ap6s pasteurizagdo ou cozimento do alimento. As aminas biogénicas podem
ser utilizadas como indicador da qualidade de alimentos. Tragos de triptamina podem ser
encontrados no cérebro de mamiferos e acreditam-se que essa espécie atua como
neurotransmissor ou neuromodulador (COSTA et al., 2016). Apesar da importancia, o consumo
de alimentos com elevadas concentragdes de triptamina pode causar hipertensao arterial (XING
et al., 2012). Como resultado, métodos analiticos t€ém sido desenvolvidos para monitorar a
quantidade de triptamina em alimentos e bebidas (CHANG; AYRES; SANDINE, 2010; MENG
etal., 2014; XING et al., 2012).

A Figura 61 mostra uma representagdo esquemadtica da reagdo de oxidacdo de

triptamina.

Figura 61 - Representacao esquematica da rea¢ao de oxidacgdo de triptamina.
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A triptamina € uma espécie organica derivada de indol com um substituinte eletrofilico
na posicdo C3 do anel pirrol. Enache et al. (ENACHE; OLIVEIRA-BRETT, 2011)
investigaram o comportamento eletroquimico de compostos derivados de indol usando um

eletrodo de carbono vitreo. Um dos problemas associados a determinagdo eletroquimica de
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triptamina ¢ que essa espécie causa a desativacao gradual da superficie de eletrodos de carbono
vitreo, devido a adsor¢ao de produtos formados na superficie dos eletrodos durante a oxidacao
dessa espécie.

Para avaliar o comportamento eletroquimico da triptamina sobre a superficie dos
eletrodos termoplasticos, cinco sucessivos voltamogramas de onda quadrada foram registrados
presenga de 250 pmol L' de triptamina. Os voltamogramas obtidos nesse estudo sdo

apresentados na Figura 62.

Figura 62 —Voltamogramas de onda quadrada registrados sucessivamente com ETs/NF/PCL em 0,1 mol
L' de tamp@o acetato na presenga de 250 umol L' de triptamina. AEs =2 mV; AE = 50 mV; f =25 Hz.
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A Figura 62 mostra que triptamina ¢ oxidada em + 0,7 V sobre a superficie de eletrodos
termoplasticos usando eletrodos de carbono como pseudo-referéncia. Além disso, um
decréscimo da corrente de pico anddico € observado com o aumento do nimero de ciclos, o que
¢ associado ao efeito de desativacdo da superficie do eletrodo termopléstico causado pela
adsor¢do de produtos de oxidacdo de triptamina. Esse efeito foi também observado por Costa
et al. (COSTA et al., 2016) ao utilizar um eletrodo de carbono vitreo para a determinagdo de
triptamina em amostras de frutas, queijos e derivados de carne processada. Neste trabalho, o
efeito de desativacdo foi contornado por meio do polimento da superficie do eletrodo entre as
medidas. Apesar da diminuicdo de /, observada na Figura 63, esse efeito pode também ser
minimizado quando medidas eletroquimicas sao realizadas na presenca de baixas concentragoes
do analito. Outra maneira de minimizar essa limitacdo ¢ a combinagdo de técnicas
eletroquimicas com sistemas de andlises em fluxo, uma vez que o tempo de contato entre o

analito e a superficie do eletrodo ¢ consideravelmente reduzido nesses sistemas, diminuindo o
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efeito de desativacdo gradual. Consequentemente, dispositivos microfluidicos podem ser uma
alternativa promissora para a determinacdo de triptamina, uma vez que a ideia ¢ analisar
amostras contendo baixas concentracdes dessa espécie em um sistema em fluxo. Desta forma,
0,85 V foi selecionado como potencial de detec¢do e uma curva de calibracao para triptamina

(Figura 63) foi construida usando o dispositivo microfluidico.

Figura 63 - A) Sinais transientes de corrente para injecdo de 2 pL de diferentes concentragdes de
triptamina. Solugdo carregadora: 0,1 mol L' de tampdo acetato. Egeteceao = 70,85 V vs. eletrodo pseudo-
referéncia de carbono. B) Curva de calibragdo para triptamina.
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Uma correlacdo linear entre I, e concentragdo de triptamina foi obtida de 10 a
75 umol L', de acordo com a equagdo: Ip(nA) = 0,0081 + 0,0037 Ctriptamina (umol L), R? =
0,997. A curva analitica apresentou coeficiente linear proximo de zero e R? proximo a 1,0,
indicando que ndo ha processos de desativagdo operando na superficie do eletrodo na escala de
tempo desse experimento. Os limites de detec¢do e quantificagdo foram calculados a partir da
curva de calibragdo. LD = 3Sd/S, LQ = 10 Sd/S, onde: S corresponde ao coeficiente angular e
Sd ¢ o desvio padrao do coeficiente linear. Os limites de detec¢do e quantificagdo foram 3,2 e
10,5 pmol L', respectivamente. A Tabela 9 apresenta caracteristicas de métodos analiticos

previamente publicados para a determinacao de triptamina.
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Tabela 9 - Caracteristicas analiticas de alguns métodos analiticos baseados na determinagdo de
triptamina.

Intervalo linear /

Técnica LD/ umol L' Referéncia
umol L!
SWvV 0,047 - 0,545 0,0008 (COSTA et al., 2016)
(GIL-AGUSTI et al.,
CLM-DA 0,62 - 62,4 0,062
2007)
(KVASNICKA;
EC-DC 5-100 5 .
VOLDRICH, 2006)
CL-DAD 0,3-125 1,2 (PINTO et al., 2016)
pPADs-Amp 10-75 3,2 Este trabalho

SWYV = voltametria adsortiva de onda quadrada, do inglés “square wave adsorptive stripping voltammetry”; CLM
= Cromatografia liquida micelar com detec¢do amperométrica; EC-DC = Eletroforese capilar com
deteccdo condutométrica CL-DAD = cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos,

Amp = Amperometria.

A Tabela 9 mostra alguns métodos com melhores niveis de detec¢do para a
determinagdo de triptamina. No entanto, esses métodos sdo normalmente mais demorados e
utilizam instrumentacdo de custo mais elevado, especialmente aqueles baseados em
cromatografia. O método eletroquimico proposto apresentou limites de detec¢ao aceitaveis para
a quantificacdo de triptamina usando dispositivos analiticos de custo relativamente baixo. Além
disso, esses dispositivos podem ser utilizados como ferramentas analiticas portateis, permitindo
arealizagdo de analises em campo. Uma das vantagens do método proposto para a determinagao
de triptamina estd também associada a possibilidade de reutilizagdio dos eletrodos
termoplasticos, uma vez que, apos a conclusdo de uma andlise, estes podem ser facilmente
reutilizados ap6s o polimento e substituicao do dispositivo de papel anexado sobre os eletrodos.
O polimento, além de permitir a reutilizagdo dos eletrodos, minimiza também problemas
associados ao efeito de desativacao dos eletrodos.

A aplicabilidade do método proposto foi avaliada por analises de amostras de dgua de
torneira e de queijos. Para todas as amostras analisadas, ndo foi observado o pico referente a
oxidagdo da triptamina, indicando que esta espécie esta ausente na amostra ou em concentracoes

abaixo da detectdvel pelo método proposto. Como resultado, as amostras foram submetidas a
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estudos de adicdo e recuperacdo. A Tabela 10 mostra os resultados obtidos utilizando a
calibragdo por adi¢ao de padrdes.

Tabela 10 — Resultados das recuperacdes de triptamina em diferentes amostras.

Triptamina Triptamina
Amostra adicionada / encontrada / RSD /% % Recuperagdo*
umol L! umol L!
Agua 15 1442 12 92 + 11
Queijo fresco 15 13,0+£0,8 6 87+t6
Mozarela 25 22,5+0,5 2 90 +2

Valores expressos como valor médio + Sd.

*Recuperacdo = (Crrip encontrado / Crvip adicionado) x 100 %

A Tabela 10 mostra porcentagens de recuperagdo no intervalo de 87 a 92 %, o que ¢ um
indicativo de que as espécies presentes nas matrizes das amostras nao apresentaram
interferéncias significativas para a quantificacdo de triptamina. O método analitico proposto
apresentou boa precisdo, uma vez que os valores de RSD sao relativamente baixos para todas
as amostras analisadas. Portanto, esses resultados demonstram a possibilidade de usar os
dispositivos microfluidicos de baixo custo para a determinagdo de triptamina em amostras de
alimentos e bebidas. Além disso, a combinagdo do sistema microfluidico com os eletrodos
termoplasticos mostrou também ser uma alternativa promissora para contornar problemas
relacionados a desativacao da superficie do eletrodo causados pela adsor¢do de produtos de

oxidacao do analito.
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5 CONCLUSOES

Eletrodos baseados em papel foram produzidos utilizando materiais comercialmente
disponiveis a custo relativamente baixo. Esmalte incolor de unha e verniz vitral foram
empregados como aglutinantes para a produgdo de tintas condutoras de carbono. As tintas
apresentaram elevada condutividade elétrica e excelente aderéncia aos substratos de papel,
possibilitando a fabrica¢ao dos eletrodos. Os EPs produzidos com esses materiais mostraram-
se estaveis em diferentes solugdes aquosas na presenca do ion ferrocianeto, usado como sonda
eletroquimica. Embora os dispositivos tenham sido manualmente preparados, a repetitividade
do método de fabricagdo foi satisfatoria (RSD < 10% (n = 4) para I,, ou I,c), mostrando ser uma
abordagem extremamente atrativa para o desenvolvimento de dispositivos descartaveis. A
potencialidade analitica dos eletrodos baseados em papel foi avaliada para deteccao de
compostos fenolicos. Dopamina foi utilizada como analito para avaliar o desempenho analitico
dos eletrodos usando a técnica de voltametria de pulso diferencial. Para o eletrodo de papel
preparado com tinta a base de esmalte incolor de unha, o intervalo linear obtido para dopamina
foi de 30 a 100 umol L e limite de detec¢do de 5,2 pmol L. Enquanto para o EP produzido
com tinta a base de verniz vitral, o intervalo linear obtido para dopamina foi de 15 a
100 umol L' e limite de detec¢do de 4,1 pmol L. Além de dopamina, outros compostos
fenolicos como catecol e hidroquinona foram também utilizados como analitos para avaliar a
aplicabilidade dos eletrodos produzidos com tinta a base verniz vitral. A voltametria de
varredura linear foi utilizada como técnica analitica e o intervalo linear para as ambas espécies
foi de 10 a 100 umol L' com limites de detec¢io de 9,0 umol L™! para catecol e 5,3 pmol L
para hidroquinona. Portanto, os resultados mostraram que os dispositivos produzidos podem
ser utilizados como eletrodos de trabalho para aplicacdes analiticas. Além disso, abre
possibilidades para o desenvolvimento de inumeras aplicagdes envolvendo -eletrodos
descartaveis, possibilitando principalmente o desenvolvimento de pesquisa em laboratorios
com recursos financeiros limitados.

O desenvolvimento de compdsitos termoplasticos na composi¢cdo de 1:1 (m:m) negro
de fumo e policaprolactona foi uma estratégia promissora para produzir eletrodos com boa
resposta voltamétrica e 6timo desempenho analitico. O método de fabricacao dos ETs apresenta
custo relativamente baixo e permite a producdo de sensores eletroquimicos em diferentes
formatos incluindo tamanho e distancia entre os eletrodos. Além disso, os ETs foram facilmente

acoplados ao sistema microfluidico. A constru¢do de um dispositivo microfluidico contendo
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dois reservatorios produziu um fluxo rapido e continuo movido por gravidade e capilaridade.
O dispositivo microfluidico proposto descarta a necessidade por bombas propulsoras externas,
melhorando, portanto, a portabilidade do sistema de andlise. O desempenho dos dispositivos
microfluidicos foi melhorado aumentando o tamanho da fenda de 270° e anexando pedagos de
papel na parte superior dessa fenda. Essa estratégia aumentou a capacidade absorvente do
sistema, aumentando significativamente o nimero de injecdes possivel com um unico
dispositivo. Além de aumentar o numero de injecdes, ¢ importante destacar que essa nova
configuragdo nao causou alteragdes na vazao com o tempo. Considerando que apenas 2 pL sdo
injetados no sistema microfluidico, o volume de amostra necessario para analises ¢
extremamente baixo, o que torna o dispositivo uma ferramenta analitica adequada para
aplicagOes analiticas em campo. A aplicabilidade dos dispositivos foi inicialmente avaliada para
quantificagdo de acido cafeico em amostras de cha. Além de acido cafeico, o dispositivo foi
também testado para a deteccdo de triptamina. A utilizagdo do dispositivo proposto para a
detec¢do de triptamina contornou problemas associados a desativacdo da superficie dos
eletrodos, uma vez o tempo de contato entre a amostra contendo o analito e a superficie do
eletrodo ¢ consideravelmente reduzido em sistemas em fluxo. Amostras de queijo e 4gua foram
analisadas pelo método proposto e os resultados demonstraram confiabilidade e viabilidade.
Portanto, os dispositivos microfluidicos acoplados aos eletrodos termoplasticos sdo uma
ferramenta analitica promissora para uma variedade de aplicagdes envolvendo sensores
eletroquimicos de alto desempenho. Além disso, esse trabalho, em geral, mostra grandes
possibilidades de aplicagdes envolvendo os dispositivos microfluidicos propostos e eletrodos

descartaveis.
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6 PERSPECTIVAS

Como perspectivas deste trabalho, as tintas condutoras serdo utilizadas para o
desenvolvimento de novos sensores sobre substratos plasticos. Os sensores produzidos serdo
acoplados aos sistemas microfluidicos baseados em papel e serdo utilizados para o
desenvolvimento de métodos analiticos visando a determinagao de farmacos e pesticidas. Este
trabalho sera realizado juntamente com alunos de inicia¢do cientifica, que ja iniciaram o

desenvolvimento desses sensores.
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(along with the billing and payment terms and conditions established by the Copynight
Clearance Center Inc., ("CCC's Billing and Payment terms and conditions"), at the time that
}fwnpenedym[erghisI_mk account (these are available at amy time at

bitpmvaccount copvneht.com).

Terms and Conditions

& The matenals you have requested permission to reproduce or reuse (the "Wiley
Materials") are protected by copyright.

& You are hereby granted a personal. non-exclusive, non-sub licensable (on a stand-
a]onehasm} non-transferable, WDIIﬂW‘]ﬂ:E ].mmed hmemmmm,ﬂﬂ
CONTENT{P!)FnrmageﬁI:]pmhasd:spartnfynnrnrder,lsﬁ}raunetm

use only and linuted to any maximumm distribution mmber specified m the hicense.

The first instance of republication or reuse granted by this license nst be completed

within two years of the date of the grant of this license (although copies prepared

before the end date may be distributed thereafter). The Wiley Matenals shall not be
used in any other manner or for any other purpose, beyond what is granted in the
license. Pernmssion 15 granted subject to an appropoate acknowledgement given to the
author, title of the matenal/'book/joumal and the publisher. You shall also duplicate the
copyTight notice that appears in the Wiley publication in your use of the Wiley

Material. Permission is also granted on the understanding that nowhere i the textis a

previoushy published source acknowledged for all or part of this Wiley Matenial Any

third party content is expressly excluded from this pernmssion

o With respect to the Wiley Materials, all nghts are reserved. Except as expressly
granted by the terms of the license, no part of the Wiley Matenials may be copied,
modified. adapted (except for minor reformatting required by the new Publication),
translated reproduced, transferred or dismbuted, in any form or by any means, and no
denvative works may be made based on the Wiley Matenals without the pnor
permission of the respective copynight ownerFor STM Signatory Publishers
clearing permission under the terms of the STM Permizsions Guidelines only, the
terms of the license are extended to inclnde subsequent editions and for editions
in other languages, provided snch editions are for the work as a whole in situ and
does not involve the separate exploitation of the permitted figures or exiracts,
You may not alter, remove or suppress In any manner any copynight, rademark or
other notices displayed by the Wiley Matenals. You may not license, rent, sell, loan,

lease, pledge, offer as secumity, transfer or assign the Wiley Materials on a stand-alone
bas&nran}mfﬂxenghisgmntaito}'onhemmdﬂ'tﬂ any other person.

» The Wiley Materials and all of the intellectual property nghts therein shall at all times
remain the exclusive property of Jobn Wiley & Sons Inc. the Wiley Companies, or
their respective licensers, and your interest therein is only that of having possession of
and the right to reproduce the Wiley Materials pursuant to Section 2 herein during the
continuance of this Agreement. You agree that you own no nght, fitle or mterest m or
to the Wiley Matenals or any of the intellectaal property nghts therein You shall have
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no rights hereunder other than the license as provided for above in Section 2. No right,
license or mterest to any trademark, trade name, service mark or other branding
("Marks") of WILEY or its licensors is granted hereunder, and you agree that you
shall not assert any such night, license or interest with respect thereto

« NEITHER WILEY NOR ITS LICENSORS MAKES ANY WARRANTY OR
FEPERESENTATION OF ANY KIND TO YOU OF. ANY THIRD PAERTY,
EXPRESS, IMPLIED OR STATUTORY, WITH RESPECT TO THE MATERIALS
OF. THE ACCUFACY OF ANY INFORMATION CONTAINED IN THE
MATERTALS, INCLUDING, WITHOUT LIMITATION, ANY IMFLIED
WAFBANTY OF MERCHANTABILITY, ACCURACY, SATISFACTORY
QUALITY, FITNESS FOF. A PARTICULAR PURPOSE, USABILITY,
INTEGERATION OF. NON-INFEINGEMENT AND ALL SUCH WARRANTIES
ARE HEREBY EXCLUDED BY WILEY AND ITS LICENSORS AND WAIVED
BY YOU.

» WILEY shall have the right to terminate this Agreement immediately upon breach of
this Agreement by you.

* You shall indemnify, defend and hold harmless WILEY. its Licensors and their
respective directors, officers, agents and employees, from and agamst any actual or
threatened claims, demands, canses of action or proceedings arising from any breach
of this Agreement by you

« INNOEVENT SHALL WILEY OF. ITS LICENSORS BE LIABLE TO YOU OR
ANY OTHER. PARTY OR ANY OTHER PERSON OF. ENTITY FOR. ANY
SPECIAL, CONSEQUENTIAL, INCIDENTAL, INDIRECT, EXEMPLARY OR
PUNITIVE DAMAGES, HOWEVER CAUSED, ARISING OUT OF OR. IN
CONNECTION WITH THE DOWNLOADING, PROVISIONING, VIEWING OR
USE OF THE MATERIALS REGARDLESS OF THE FORM OF ACTION,
WHETHEER. FOE. BREACH OF CONTRACT, BREACH OF WARRANTY, TORT,
NEGLIGENCE, INFRINGEMENT OF. OTHERWISE (INCLUDING, WITHOUT
LIMITATION, DAMAGES BASED ON LOSS OF PROFITS, DATA, FILES, USE,
BUSINESS OPPORTUNITY OR CLAIMS OF THIRD PARTIES), AND WHETHER
OF.NOT THE PARTY HAS BEEN ADVISED OF THE POSSIBILITY OF SUCH
DAMAGES. THIS LIMITATION SHALL APPLY NOTWITHSTANDING ANY
FATLURE OF ESSENTIAL PURPOSE OF ANY LIMITED REMEDY PROVIDED
HEREIN.

» Should any provision of this Agreement be held by a court of competent junsdichon
to be illegal, invalid, or unenforceable, that provision shall be deemed amended to
achieve as nearly as possible the same economic effect as the criginal provision, and

the legality, validity and enforceability of the remaining provisions of this Agreement
shall not be affected or impaired thereby.

» The failure of either party to enforce any term or condition of this Agreement shall not
constitute a waiver of either party's nght to enforce each and every term and condition
of this Agreement. No breach under this agreement shall be deemed waived or
excused by either party unless such waiver or consent is in writing signed by the party
granting such waiver or consent. The waiver by or consent of a party to a breach of
any provision of this Agreement shall not operate or be construed as a waiver of or
consent to any other or subsequent breach by such other party.

= This Agresment may not be assigned (including by operation of law or otherwise) by
you without WILEY s prior written consent.

* Any fee required for this permission shall be non-refundable after thirty (30) days
from receipt by the CCC.
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& These terms and conditions together with CCC's Billing and Payment terms and
conditions (which are incorporated herein) form the entire agreement between you and
WILEY conceming this licensing fransaction and (in the absence of frand)
all prior agreements and representations of the parties, oral or written. Thas A
may not be amended except in wnting signed by both parties. This Agreement shall be
binding upen and inure to the benefit of the parties’ successors, legal representatives,
and authorized assigns.

& In the event of any conflict between your obligations established by these terms and
conditions and those established by CCC's Billing and Payment terms and conditions.
these ferms and conditions shall prevail.

& WILEY expressly reserves all nghts not specifically grantad in the combination of (1)
the license details provided by you and accepted in the course of this heensing
transaction, (ii) these terms and conditions and (i) CCC's Billing and Payment terms
and conditions.

e This Agreement will be void if the Type of Use, Format, Circulation, or Requestor
Type was misrepresented during the licensing process.

& Thiz Agreement shall be govemed by and construed in accordance with the laws of
the State of New York, USA, without regards to such state’s conflict of law rules. Any
legal action, suit or proceeding ansmg out of or relating to these Terms and Condifions
or the breach thereof shall be mstituted m a court of competent jurisdicion m New
York County in the State of New York in the United States of Ametica and each party
hereby consents and submits to the personal jurisdiction of such court, waives any
objection to venue in such court and consents to service of process by registered er
certified mail, return receipt requested. at the last known address of such party.

WILEY OPEN ACCESS TERMS AND CONDITIONS

Wiley Publishes Open Access Articles in fully Open Access Journals and in Subscription
journals offering Online Open. Although most of the fully Open Access jounals publish
open access articles under the terms of the Creative Commeons Attribution (CC BY) License
only, the subscription joumals and a few of the Open Access Journals offer a choice of
Creative Commons Licenses. The license type 15 clearly 1dentified on the article.

The Creative Commons Attribution License

The Creative Commons Atiribution License (CC-BY) allows users to copy, distribute and
transmit an article, adapt the arficle and make commercial use of the article. The CC-BY
license permits commercial and non-

Creative Commons Attribution Non-Commervcial License

The Creative Commons Attribution Non-Commercial (CC-BY NC)License permits use,
distribution and reproduction in any medmm, provided the original work 1s properly cited
and is not used for commercial purposes. (see below)

Creative Commons Attribution-Non-Commercial-NoDerivs License

: icense (CC-BY-NC-ND)
permltsus& dlsh}Monanﬂrepmducﬁouman}rmeﬁmm,pmmdedﬂmmgma]wmkls
properly cited, is not used for commercial purposes and no moedifications or adaptations are
made. (see below)
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Use by commercial "for-profit” organizations
Use of Wiley Open Access arficles for commercial, promotional, or marketing purposes
requires further explicit permission from Wiley and will be subject to a fee.
Further details can be found on Wiley Online Library
. ey copn WilevCDA Section]

xecfion1d-41080

Other Terms and Conditions:

v1.10 Last updated September 2015

jons? customercares copyright.com or +1-855-239-3415 (toll free in the US) or
+1-978-646-2777.
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Low-Cost Printing of Poly{dimethylsiloxane) Barriers To Define
Microchannels in Paper
Author: Doreic A Brurewics, Meital fteches, George M. Whitesides
ACSPublicistions  publication: Analytical Chemistry
Mail Poalel M Liad b alkdL o
Dater May 1, 2004

Copynighr & X108 Amevican Cherical Sodety

PERMISSION/LICENSE |5 GRANTED FOR YOUR ORDER AT MO CHARGE

This type of permissionilicensa, instead of the standard Terms & Conditions, s sant to you becaise no fee & being
charged for your onder. Piease note the following:

= Permission Is granted for your requess in both print and electronic formats, and transiations.

- IFfigures andior tables wane requested, they may be adapted or psed in part.

« Phaasa prirtt this page for your records and sand a copy of it to your publisherigraduste school

= Approgriate credit for the requested matenial should be ghen as follows: "Reprinted {adapted) with permission
from {COMPLETE REFERENCE CITATRON). Copyright (YEAR) American Chemical Sodety,” Imsert appropriate
Information in place of the capitalized words.

=« Onetime permission i granded only for the use specified in our request. Mo additional uses ane granted (such as
derivative works or other editions). For any other uses, please submit a new reguest.

¥f cradit s ghven to another scurce for the material you roguested, permistion mist be obtained from that source.

BACK CLIESE WINDDOW

1. 2000 Cogyrigne - Ml Righes Resaned | Copyight Oasrancs Conter, . | Privacy statement | Teema st Condions
Commared e wouid e to haar from you. E-mall s o customena;




nffps s 100.c0p

118

IRightsinin® by Copyright Clearance Center

L

@E2% RightsLink” # 7 = a

(= Homs Halpy Emall Support Andirs dos Santa W

Understanding Wax Printing: A Simple Micropatterning Process

for Paper-Based Microfiuidics

Author: Emanu el Carritho, Andres W, Martinez, Geargs M. Whitesides
ﬂff’_ﬂ-'ﬂ'f:ﬁﬁ’ﬂ? Publication: Analytical Chemistry

Publisher: American Chemical Socinty

Datac fusg 1, 2008

Copynighr & 209, Amevican Cherical Socdety

PERMISSION/LICENSE |5 GRANTED FOR YOUR ORDER AT MO CHARGE

This type of permissionilicensa, instead of the standard Terms & Conditions, s sant to you becaise no fee & being
charged for your onder. Piease note the following:

= Permission Is granted for your requess in both print and electronic formats, and transiations.

- IFfigures andior tables wane requested, they may be adapted or psed in part.

« Phaasa prirtt this page for your records and sand a copy of it to your publisherigraduste school

= Approgriate credit for the requested matenial should be ghen as follows: "Reprinted {adapted) with permission
from {COMPLETE REFERENCE CITATRON). Copyright (YEAR) American Chemical Sodety,” Imsert appropriate
Information in place of the capitalized words.

=« Onetime permission i granded only for the use specified in our request. Mo additional uses ane granted (such as
derivative works or other editions). For any other uses, please submit a new reguest.

¥f cradit s ghven to another scurce for the material you roguested, permistion mist be obtained from that source.

BACK CLIESE WINDDOW

1. 2000 Cogyrigne - Ml Righes Resaned | Copyight Oasrancs Conter, . | Privacy statement | Teema st Condions
Commared e wouid e to haar from you. E-mall s o customena;
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Fexographically Printed Fuidic Structures in Paper
Author: puess Olkkonen, Kalsa Lehtinen, Tomd Erbo
e ACSFublicotions  Publiation: Analytical Chemistzy
W vt publisher American Chernical Socisty
Datec Dec 1, 2010

Coppright © 2010, Amevican Chemical Saciety

PERMISSHOMNY/LICENSE 15 GRANTED FOR YOUR ORDER AT NO CHARGE

This type of parmissiondlicenss, instead of the standard Terms & Conditions, s sent to you becatss no fee & baing
charged for your order. Plasse rote the following:

~Parmiszion I8 granted far your reqieest in both print and electronic fonmats, and transiations.
« Iffiguares andior tables were requested, they may ba adapted or wsed in part.
- Phaass print this page for your records and send a copy of it to your publsherigraduate school
= Appropriate credit for the requested matarial should be given as follows: "Reprioted (adapted) with permission
mmhwmdmmmnmmwmmwmmrlmmd—
5.

~Oinetime permission k5 granted only for the e specified inyour request. No additional uses ane granted (such as
derivative works or ather editions). For any other tses; please submit & new request,
W credit = ghven ko another source for the matarial you reguested, permission must be obtained from that scurce.
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© 2020 Cogyright - Al Bighes Rmanved | Copyrighn Omarsnce Camer, Ine, | Privecystaemene | Tiems dmd Condiers
Commams? e would Bee 1o hear fom you. E-mall s m csicmercarslcepyright.com
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Royal Society of Chemistry - License Terms and Conditions

pillcensel iresTel-aGm-480e-oG-7 220624 ST 606 1 1 Bome2-592 1 4 Ba0-0f 1b-08e77. ..

This is a License Agreement between Lauro Antonio Pradela Fitho (™ou™) and Royal Socety of Chemistry
["Publizher”) provided by Copyright Clearance Center ("CCCTL The license consists of your erder details, the terms

and coenditions provided by Royal Society of Chemistry, and the OCC termis and conditions.

All payments must be made in full to OCC

Order Date
Order license 1D
155N

22-May-2020
1036765-1
1364-5528

LICENSED CONTENT

Publication Title
Author/Editor

Date
Lanpuage

REQUEST DETAILS

Portion Type

Number of charts
graphs [ tables f figures
requested

Format (zelect all that
apply)

Who will republish the
conmtent?

The analyst onfine

Sodety of Public Analysis
(Great Britain), Chemical
Sodiety [Great Britain),
Society for Analytical
Chemistry, Socety of
Public Analysts (Great
Britain), Royal Society of
Chiemistry [Great Britaim}
0/GIN8Te

Engfish

Chartfgraph/tsble/figure
1

Primt

Academic insttution

Duration of Use Life of current editan

Lifetime Unit Quantity Up to 439

Rights Requested Main product

NEW WORK DETAILS

Title DESENVOLVIMENTO DE
DISPOSITIVIOS AMALITICOS
BASEADNDS EM PAPEL
USANDO MATERIAIS DE
CUSTO BAIXOD

Instructor name Regina Massaka Takeuchi/
Andre L. Santos

ADDITIONAL DETAILS

Order reference number

nitpe: TS

NAA

" £ T 1-236T-4008- DS

Type of Use

Publizhar
Portion

Country

Rightsholder
Publication Type
URL

Distribution
Translation
Copies for the disabled?

Minor editing privileges?

Incidental promotional
usa?

Currency

Institution name

Expected presentation
date

Republish in a
thesis’dizseration

Raoyal Society of Chemistry
Chart/graph/tableffigurs

United Kingdom of Great
Britain and Morthern
Ireland

Rayal Society of Chemistry
=-Journal

hxpz i rscorgisfour
naksfourrent/analystfanico
nhm

Woridwida

Original language plus one
translation

No
Yes
No

usD

Universidade Federal de
Uberlandia

2020-07-17
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The requesting person / Lauro Amtonio Pradela
organization 1o appear Fiha
on the icense
REUSE CONTENT DETAILS
Tide, description or Figure 1 Tide of the A iow-cost, simple. and
numeric reference of the article/chapter the rapid fabricadon method
porthons) portion is from for paper-based

- o microfluidics using wax
Editor nfp-um-nMSl LT e
:::m D::E"d er HiA Author of portion{s} Sogiely of Public Analysts

(Great Britaink, Chemical

Page or page range of 78 Society {Great Britain];
portion Society fior Analytical

Chemistry; Society of
Pubfic Analysts (Great
Britainl; Royal Society of
Chemisry {Great Britain)

Iszue, if republishing an MNAA
article from a serial

Publication date of 18760801
portion

CCC Republication Terms and Conditions

1. Description of Service; Defined Terms. This Republication License enables the User o obtain licenses for
republication of one or more copyrighted works as described im detail an the relevant Order Confirmation (the
"“Work{s]"). Copyright Clearance Center, Inc. ("CCC) grants licenses through the Service on behalf of the
rightsholder identified on the Order Confirmation {the "Rightsholder™). "Repubfication”. as used herein, generally
means the inclusion of 3 Work, in whole or in part, in a new work or works, also as described on the Order
Confirmation. “User”, a5 used herein, means the person or entity making such republication.

ra

The terms set forth in the relevant Order Confirmation, and amy terms set by the Rightsholder with respectto a
partoular Work, govern the terms of use of Wiarks in connection with the Service. By using the Service, the person
transacting for & republication ficense on behalf of the User reprezents and warrants that hefshefit (a] has been
duly suthorized by the User to accept, and hereby does accept, all such terms and conditions on behalf of User,
-and (b} shail inform User of all such terms and conditions. [n the event such person is 8 “freefancer” or other third
party independent of User and CCC, such party shall be deemed jointly a8 "User” for purposes of these terms and
condiions. In any event. User shall be deemed to have accepted and agreed to all such termes and conditions if
User republishes the Work in any fashion.

3. Scope of Licensa; Limitations and Obligations.

3.1_ All Works and all righes therein, including copyright rights, remain the sole and exclusive property of the
Rightsholder. The license created by the exchange of an Order Confirmation {and/or any imvoice) and
payment by User of the full amount set forth on that document includes only those rights expresshy set
forth in the Order Confirmation and in these terms and conditions, and conveys no other rfights in the
Workis) m Uzer. All rights not expressly grantad are hereby reserved.

fw
-

2. General Payment Terms: You may pay by credit card or through an account with us payable at the end of
the month. If you and we agree that you may establizh a standing account with CCC, then the following
terms apply: Remit Payment to; Copyright Clearance Cenver, 29118 Metwork Place, Chicago, IL 606731291
Payments Due: invoices are payable upon their delivery to you {or upon our notice to you that they are
available to you for downloading). After 30 days, outstanding amounts will be subject to 8 senvice charge
of 1-1/2% per month or, if less, the maximum rate allowed by applicable law. Unless otherwise specifically
zet forth in the Order Confirmation orin a separate written sgreement signed by CCC imeoices are dus
and payable on “net 30° terms. White User may exercise the rights licensed immediately upon issuance of
the Order Confirmation, the kcense is automaticafly revoked and is null and void, as if it had never been
mssued, if complete payment for the icense is not received on a tmely basis either from User directly or
through a payment agent, such as a credit card company.
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3.3. Unless otherwise provided in the Order Confirmation, any grant of rights to User [i}is "one-time” (including
the editions and product family specified in the censel, ([ is non-excusive and non-transferable and (i)
is subject to any and all fimitations and restrictions {such a3, but not fimited to, fimitations on duration of
use or circulation) included in the Order Confirmation or invoice andfor in these terms and conditons.
Upon cempledon of the licensed use, User shall either secure a new permission for further use of the
Worlk{s) or immedistely ceaze any new use of the Work{s} and shall render inaccessible (such as by
deleting or by removing or severing finks or other lecators) any further copies of the Work (except for
copies printed on paper in accordance with this license and sdll in User's stock at the end of such period)

3.4 Inthe event that the material for which a republication ficense is sought includes third party materialzs
isuch as photographs, dlustrations, graphs, inserts and similar materials) which are identified in such
material as having been used by permission, User is responsibrle for identifying, and seeking separate
licenzas (under this Service or otherwizel for, any of such third party materials; without a separate ficense,
such third party materials may not be used.

3.5. Use of proper copyright notice for a Work is required as a condition of any license granted under the
Service. Uniess otherwize provided in the Order Confirmation, 3 proper copyright notice will read
substantially as follows: "Republished with permission of [Rightsholder’s namel from [Work's tide, author,
wolume, edition number and year of copyrighth permission comveyed through Copyright Clearance Center,
Inc. * Such notice must be prowvided in a reasonably legible font size and must be placed either
immediately adjacent to the Work as used {for example, a= part ofa by-line or footnote but not as a
separate alectronic link} or in the place where substantially all other credits or notices for the new work
containing the republished Work are located. Failure to include the required notice results in loss to the
Rightsholder and CCC, and the User shall be lisble to pay liguidated damages for each such failure equal
o twice the use fee specified in the Order Confirmation, in addition o the use fee iself and any other fees
and charges specified.

3.6. Uszer may only make akerations to the Work if and as expressly =et forth in the Order Confirmation. No
Work may be used in any way that is defamarary, viclates the rights of third parties {inciuding such third
parties’ rights of copyright, privacy, publicity, or other tangible or intangible property), or is otherwise
fllegal, sexually explicit or obscene. In addition, User may not conjoin a Work with any other material that
may resultin damage w the reputation of the Rightsholder. User agrees to inform CCC i i becomes aware
of any infringement of any rights in a Work and to cooperate with any reasonabie request of OCC or the
Rightshobder in conmection therswith.

Indeminity. User hereby indemnifies and agrees to defend the Rightsholder and CCC, and their respective
employees and directors, against all claims, liability, damages, costs and expenses, including legal fees and
expenses; arsing out of any use of a Work beyond the scope of the rights granted herein, or any use of a Work
which has been altered in any unawghorized way by User, including daims of defamation or infringement of rights
of copyright, publicity, privacy or other tangible or intangible property.

. Limitathon of Liability. UNDER NG ORCUMSTANCES WILL CCC OR THE RIGHTSHOLDER BE LIABLE FOR ANY DIRECT,

INDIRECT, COMSEQUENTIAL OR INCIDENTAL DAMAGES (INCLUDING WITHOUT LIMITATION DAMAGES FOR LOSS OF
BUSINESS PROFITS OR INFORMATION, OR FOR BUSINESS INTERRUPTEDN] ARISING OUT OF THE USE OR INABILITY
TO USE A WORK, EVEM IF ONE OF THEM HAS BEEN ADVISED OF THE POSSIBILITY OF SUCH DAMAGES. In any event,
the wotal liability of the Rightsholder and CCC (including their respective employees and directors) shall not exceed
the total amount actually paid by User for this license. User assumes full liabifity for the actions and omissions of
its principals, employees; agents, affiliates, successors and assigns.

. Limited Warranties. THE WORKIS) AND RIGHT(S) ARE PROVIDED "AS 157, CCC HAS THE RIGHT TO GRANT TG USER

THE RIGHTS GRANTED IN THE ORDER CONFRMATION DOCUMENT. CCC AND THE RIGHTSHOLDER DISCLAIM ALL
OTHER WARRANTIES RELATING TO THE WORK[S) AND RIGHT[S), EMHER EXPRESS OR IMPLIED, INCLUDING
WITHOUT LIMITATION IMPLIED WARRANTIES OF MERCHANTABILITY OR FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE
ADDITIONAL RIGHTS MAY BE REQUIRED TO USE ILLUSTRATIONS, GRAPHS, PHOTOGRAPHS, ABSTRACTS, INSERTS
OR OTHER PORTIONS OF THE WORK (AS OPPOSED TO THE ENTIRE WORK) IN A MANNER CONTEMPLATED BY USER:
USER UNDERSTANDS AND AGREES THAT NETHER CCC NOR THE RIGHTSHOLDER MAY HAVE SUCH ADDITIONAL
RIGHTS TO GRANT.

Effect of Breach. Any failure by User to pay any amount when due, or any use by User of a Work beyond the scops
of the license sat forth in the Order Confirmation andfor these terms and conditions, shall be a material breach of
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the Bcense created by the Order Confirmation and these terms and conditions. Any bresch not cured within 30

‘days of written notice thereof shafl result in immediste termination of such ficense without further notice. Any

unauthorized (but licensable) use of a Wark that is terminated immediately upon notice thereof may be liguidated
by payment of the Rightzholder's ordinary license price therefor; any unauthorized (and unlicensable) use that is
rot terminabed immediately for any reason {including, for example, becatse materials containing the Work cannot
reasonably be recafled) will be subject to all remedies available at law or in equity. but in no event to a payment of
less than three times the Rightsholder's ordinary ficense price for the most closely analogous ficensable use plus
Rightsholder's andfor CCC's costs and expenses incurred in collecting such payment

Misceflaneous.

8.1. User acknowledges that CCC may, from time to dme, make changes or additions w the Service or to these
terms and conditions, and CCC reserves the right to send notice to the User by electrenic mail or
otherwise for the purposes of notifying User of such changes or additions; provided that amy such changes
or gdditions shall not apply to permissions already secured and paid for.

8.2, Use of Userrelated information collected through the Senvice is governed by CCC's privacy palicy,
available online herechotps:fimarketplace.copyright. com/rs-ui-webd mpy privacy- poficy

8.3. The ficensing transacton described in the Order Confirmation is personal to User. Therefore, User may
not assign or ransfer to any cther person (whether a natural persan or an crganizaton of amy kind) the
license created by the Crder Confirmation and these terms and conditions or any rights granted
hereunder; provided, however, that User may assign such ficense in its entirety on written notice to OCC in
the event of a transfer of alf or substantially all of Liser's rights in the new material which modudes the
Work{s) licensed under this Senvice.

8.4. No amendment or warver of any terms i binding unless set forth in writing and signed by the parties. The
Rightsholder and CCC hereby object o any terms contained in any writing prepared by the User or s
principals, employees, agents or affiliates and purporting to govern or otherwise relste to the licensing
transaction described in the Order Confirmation, which terms are i any way inconsiszent with amy terms
set farth in the Order Confirmation and/or in these terms 2nd conditions or CCCs standard operating
procedures, whether such writing is prepared prior to, simultanegusly with or subseguent to the Order
Confirmation, and whether such writing appears on a copy of the Order Confirmation or in 2 separate
instrument

8.5, The licensing transaction described in the Order Confirmation document shall be governed by and
construed under the law of the State of New York, USA, without regard to the principles thereof of conflicts
of law. Amy caze. controwersy, suit, action, or proceeding arising out of, in connection with, or related o
such licensing transaction shall be brought, at CCC's sole discretion, in any federa! or state court located in
the County of Mew York, State of New York, USA. or in any federaf or state court whose gecgraphical
jurisdiction covers the locadion of the Rightsholder set forth in the Order Confirmation. The partiss
expressiy submit to the personal jurisdiction and venue of each such federal or state court.if you have amy
COMMENts or guestions about the Service or Copyright Clesrance Center, please contact us st 378-750-
8400 or s2nd an e-mail to supporo@copyright.com.
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PERMISSHOMNY/LICENSE 15 GRANTED FOR YOUR ORDER AT NO CHARGE

This type of parmissiondlicenss, instead of the standard Terms & Conditions, s sent to you becatss no fee & baing
charged for your order. Plasse rote the following:

~Parmiszion I8 granted far your reqieest in both print and electronic fonmats, and transiations.
« Iffiguares andior tables were requested, they may ba adapted or wsed in part.
- Phaass print this page for your records and send a copy of it to your publsherigraduate school
= Appropriate credit for the requested matarial should be given as follows: "Reprioted (adapted) with permission
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5.

~Oinetime permission k5 granted only for the e specified inyour request. No additional uses ane granted (such as
derivative works or ather editions). For any other tses; please submit & new request,
W credit = ghven ko another source for the matarial you reguested, permission must be obtained from that scurce.
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