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certezas moram.’
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Resumo

Os materiais a base de grafeno apresentam propriedades tinicas para aplicagdes eletroquimicas
e a conversdo térmica de poli-imida em grafeno usando laser ¢ uma rota emergente para obter
um material de alta qualidadepara deteccdo eletroquimica. Nesta dissertagdo de mestrado ¢é
descrito o uso de um equipamento compacto e de baixo custo construido a partir de uma
impressora 3D, na qual um laser com emissdo na regido do visivel (449 nm) de 3,5 W foi
adaptado para seu controle na dire¢do x-y com intuito de fabricar eletrodos de grafeno. Os
eletrodos de grafeno foram produzidos a partir da queima de poli-imida comercial (conhecida
como Kapton) usando o laser (conhecidos como LIG, do inglés laser induced graphene, ou
seja, grafeno induzido por laser). Posteriormente, estes eletrodos foram conectados a um
potenciostato e um computador para a realizacdo dos testes eletroanaliticos. O eletrodo obtido
apresentou um coeficiente de transferéncia de elétrons (k°) de 5,6 x 10 c¢cm s e uma boa
reprodutibilidade (DPR < 5%, n=5 eletrodos), conforme indicado pelas medidas de voltametria
ciclica para 1,0 mmol L' do par redox [Fe(CN)s]**. Os eletrodos LIG permitiram a
determinagdo voltamétrica simultanea de 4cido urico (com pico de oxidagao em +0,1 V vs.
pseudo-referéncia) e nitrito (com pico de oxidagao em +0,4 V vs. pseudo-referéncia) em
amostra padrdo, com valores de limite de deteccio (LD) de 0,07 e 0,27 umol L7,
respectivamente. Além disso, foram feitas medidas amperométricas para a detecgao de H>O»
(aplicando +0,0 V vs. Ag|AgCl|KClsar)) ap6s modificagdo de superficie do LIG com azul da
Prussia. Em superficie ndo modificada do LIG, também foi demonstrada a deteccdo de
ciprofloxacina (CIP) sob a aplicagdo de +1,2 V vs. Ag|AgCIl|KClsa) em condigdes de fluxo.
Os valores de LD foram estimados em 1 e 0,2 umol L™! para H,O, e CIP, respectivamente. Nio
foram verificados efeitos de matriz na determina¢do de CIP em amostras de leite (recuperacao
entre 84 e 96%). O equipamento utilizado para a fabricacao dos LIGs foi construido com menos

de U$300 (R$1.500,00) e cada eletrodo custa menos de U$0,01(R$0,05).

Palavras chaves: Voltametria, Amperometria, Gravacao a Laser, Materiais de Grafeno,

Laser Visivel, Sensor Analitico.



Abstract

Graphene-based materials present unique properties for electrochemical applications, and laser-
induced conversion of polyimide to graphene is an emerging route to obtain a high-quality
material for sensing. Herein we present compact and low-cost equipment constructed from an
open-source 3D printer at which a 3.5-W visible (449 nm) laser was adapted to fabricate laser-
induced graphene (LIG) electrodes from commercial polyimide, which resulted in electron
transfer kinetic (k0) of 5.6 x 10 cm s™! and reproducibility calculated by relative standard
deviation (RSD < 5%) from cyclic voltammograms of [Fe(CN)6]*7* using 5 different
electrodes. LIG electrodes enabled the simultaneous voltammetric determination of uric acid
(+ 0.1 V vs. pseudo-reference) and nitrite (+ 0.4 V vs pseudo-reference), with limit of detection
(LOD) values of 0.07 and 0.27 pmol L', respectively. Amperometric measurements for the
detection of H»O, (applying + 0.0 V vs. AglAgClKCl(sat.)) after Prussian blue (PB)
modification and ciprofloxacin (applying + 1.2 V vs. Ag|AgCIlKCl(sat.)) were performed under
flow conditions, which confirmed the high stability of LIG and LIG-PB surfaces. The LOD
values were 1.0 and 0.2 pmol L™! for H»O» and ciprofloxacin, respectively. The RSD values (<
12%) obtained for the analysis using three different electrodes attested the precision of LIG
electrodes manufactured in two designs. No sample matrix effects on the determination of
ciprofloxacin in milk samples were observed (recoveries between 84 and 96%). The equipment
used to manufacture the LIGs was built with less than $300 and each LIG electrode costs less

than $0.01.

Key words: Voltammetry, Amperometry, Laser Graved, Graphene Materials, Visible

Laser, Analytical Sensor.
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Ilustragdo da maquina de impressao a laser. A) vista frontal e B) vista superior.
C) Projeto dos sensores LIG produzidos: (a) configuragdo de eletrodo de
trabalho unico (1 cm X 4 cm) e (b) trés eletrodos (1,5 cm % 4 cm). D Imagem
real do eletrodo LIG produzido.

(A) Imagens reais do equipamento construido usando uma impressora 3D
Hypercube em arranjo Core-XY e cabecote de laser controlado por placas
eletronicas destacadas em (B) a placa eletronica (CNC Shield no Arduino UNO)
para movimento x-y (acima a esquerda) e controle do laser (acima a direita).
Além disso, sdo mostradas imagens reais dos eletrodos LIG fabricados em duas
configuragdes: (C) uma configuragao de trés eletrodos e (D) um tnico eletrodo
de trabalho.

(A) Componentes do sistema BIA impresso em 3D. (a) micropipeta eletronica
(Eppendorf Multipette® stream); (b) adaptador de ponta de micropipeta; (c)
eletrodo de referéncia e (d) contra eletrodo; (e) tampa superior; (f) corpo celular;
(g) tampa inferior; (h) parafusos; (i) chapa de aco (para contato elétrico); (j)
eletrodoLIG. (B) Esquema da célula impressa em 3D (vista de corte transversal).

(C) Sistema BIA montado.

A) Imagens do MEV e B) Espectro Raman dos eletrodos LIG.

Voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de varredura (20-100 mV s’
1 utilizando 1 mmol L de [Fe(CN)s]*”", usando os eletrodos LIG. A figura
inserida corresponde a um grafico com os valores decorrente de picos anddico
e catodico em fungdo da raiz quadrada da velocidade de varredura.

Relagdo entre a diferenca de potencial de pico (AEp) e o greu de reversibilidade
(y) de uma reagao redox.

Voltamogramas ciclicos na presenca de 1 mmol L™ [Fe(CN)s]*'*, usando
diferentes eletrodos LIG (n = 5). A linha tracejada corresponde ao sinal em
branco. Eletrélito suporte: 0,1 mol L' KCI. Velocidade de varredura: 50 mV s°

'; incremento de potencial: 5 mV.
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Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

(A) DPV com correcdo de linha de base obtidas para 50 pmol L™! de 4cido trico
e nitrito de s6dio em 0,12 mol L' BR buffer (pH = 2,0-10,0). (B) Relagio entre
pH e potencial de pico (Ep) e resposta atual da oxidagdoeletroquimica de acido
trico e nitrito de sédio em 0,12 mol L' BR buffer (pH ajustado com NaOH).

DPV com corre¢do de linha base obtidos de 50 pumol L de 4cido trico e

nitrito de so6dio, usandodiferentes eletrolitos de suporte.

(A) DPV com corregdo de linha base obtida por aumento de concentragao

de 4cido urido e nitrito de sédio em eletrélito de suporte 0,12 mol L' BR
buffer (pH =3) e (B,C) respectivas curvas de calibracdo usando DPV com

os seguintes parametros: AEs=5 mV; a = 100 mV; tn, = 50 ms.

DPV com corre¢do de linha base obtida para avaliacdo intereletrodos com 3
diferentes eletrodos LIG (E1, E2 E E3) usando acido urico (em torno de 0,1 V)
e nitrito de sddio (em torno de 0,35 V), ambos 30 umol L™ em solugio tampio
BR 0,12 mol L! (pH =3). ParAmetros: AEs= 5 mV; a = 100 mV; tm = 50 ms.
(A) Resposta da cronoamperometria do LIG modificado com AP para
sucessivas adi¢cdes de HoOz (5- 447 pmol L) (setas no amperograma indicam
quando ocorre a inje¢do de solucao padrao de H»O»). Eletrélito de suporte: 0,1
mol L™ tampdo PBS (pH = 7,2)/ 0,1 mol L' KCI; potencial aplicado: 0 V e (B)
respectiva curva de calibragao.

(A) Voltamogramas hidrodinamicos obtidos com o sistema BIA tragando os
valores de corrente de pico em fungdo do potencial aplicado correspondente,
usando LIG como eletrodo de trabalho. Concentragioda CIP: 50 pumol L;
eletrolito de suporte: 0,12 mol L' BR buffer (pH = 5,0); taxa de dispensacio:
200 pL s'. Efeito da taxa de dispensagdo (B) € o volume de injecio (C) na
resposta amperométrica de CIP. Pontecial aplicado +1,2 V ( vs.
Ag|AgCIKClsat).

A) Amperograma obtido pelo sistema BIA para injecdes de CIP (n = 3) em
concentragdes de (a) 1; (b) 5; (c) 10; (d) 20; (e) 40; (f) 50; (g) 75 umol L,
usando o eletrodo LIG. B) Curvas analiticas com concentra¢cdes de CIP
crescentes e decrescentes. Eletrolito de suporte: 0,12 mol L' tampdo BR (pH =
5,0); taxa de dispensagdo: 227 uLs”; volume de injegdo: 100 uL; potencial
aplicado: +1, 2 V (vs. Ag|AgCl|KClat)).
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Figura 15 Curva de calibragdo para a concentragdo crescente de CIP (1-50 umol L) obtida
para eletrodos IV-LIG (linha vermelha) e visivel-LIG (linha preta). Condigdes
de deteccdo amperométrica BIA: Tabela 8.

Figura 16 Amperograma obtido pelo sistema BIA para determinacdo de CIP em amostra
de leite A) e leite enriquecido (Ar1, Ar2, Ars). B) Curva analitica: (a) 1, (b) 5, (c)
10, (d) 20, (e) 40 e (f) 50 pmol L!. Condigdes experimentais: Eletrélito de
suporte: 0,12 mol L' tampdo BR (pH = 5.0); taxa de dispensa¢do: 227 pLs™';
volume de inje¢do: 100 pL; potencial aplicado: +1, 2 V (vs. Ag|AgCI|KClsat.).

Figura 17 Amperograma obtido pelo sistema BIA para estudo de repetibilidade com
injecdes de CIP (n = 20) em concentragdes de 10 pmol L', usando o eletrodo

LIG.

Lista de Tabelas
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Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

Resumo de polimeros, suas unidades de repeticao quimica e sua capacidade de
formagdo de LIG. Dos 15 polimeros, apenas PI e PEI foram convertidos com
sucesso em LIG.

Comparacdo entre a constante de Cinética de Transferéncia Eletronica (k%) de
diferentes eletrodos abase de carbono, usando [Fe(CN)s]*’** como sonda redox.
Dados eletroquimicos (Epa, Epc, AEp, Ipa, Ipc) obtidos a partir dos
voltamogramas ciclicos em 1 mmolL"! [Fe(CN)s]*”* apresentados na Figura 6.
Faixas de estudos e valores otimizados selecioandos para determinacdo de
acido urico e nitritousando DPV.

Parametros analiticos obtidos por detec¢do de acido urico e nitrito, usando
condicdes otimizadas.

Parametros analiticos obtidos pela deteccdo de H»O», usando azul da Prussia
como modificador.

Faixa estudada e valores otimizados selecionados para a determinacao de CIP

usando BIA com deteccao amperométrica.

Faixa estudada e valores otimizados selecionados para a determinacdo de
CIP usando BIA com deteccao amperométrica.

Comparagado entre alguns parametros analiticos para determinacao de CIP
usando BIA com detec¢ao amperométrica.

Resultados obtidos pelo sistema BIA-AD para determinacao de CIP em amostra
de leite.

Comparagao do desempenho analitico do LIG com outros sensores relatados na

literatura paradeterminagdo de CIP.
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1. Introduciao

A utilizagdo de grafeno tem aumentado exponencialmente devido as suas
propriedades com aplicagdesem diversas areas, incluindo eletroquimica [1, 2]. Desde
seu primeiro isolamento por esfoliagdo mecanica do grafite em 2004, que possibilitou
sua investigacdo pioneira [3], novos métodos para obtencdo de grafeno tém sido
investigados [4—6]. Folhas de grafeno podem ser produzidas por deposi¢do de vapor
quimico a qual requer condi¢cdes de alta temperatura; outra abordagem envolve a
oxidacao do grafite em 6xido de grafeno e subsequente remogado de grupos oxigenados
[7]. Um procedimento inovador para fabricar folhas de grafeno em uma etapa unica ¢
a conversio fototérmica de carbono sp® de polimeros em atémos de carbonosp® por
irradiagdo de laser pulsado [4]. Este trabalho pioneiro demonstrou que a poli-imida
comercial pode ser convertida em filmes porosos de grafeno em um processo unico e
escalavel usando um laser de CO, com emissdo na regido do infravermelho (IV),
resultando na formacao um material com uma alta condutividade elétrica; os materiais
obtidos através desses métodos foram nomeados na literatura como grafeno induzido

por laser (do inglés, laser induced graphene (L1G)).

Considerando as folhas de grafeno de alta qualidade obtidas por este procedimento
fototérmico, os substratos LIG encontraram inumeras aplicagdes em eletroquimica,
incluindo o desenvolvimento de sensores eletroquimicos [8—14]. Os eletrodos LIG tém
sido explorados como sensores eletroquimicos para moléculas de interesse biologico
(dopamina, H>O», glicose), bem como substratos para produzir biossensores € sensores
quimicamente modificados para diversos analitos em uma ampla gama de aplicagdes
[14-21]. O protocolo de fabricagdo mais empregado para obter tais sensores
eletroquimicos envolve o uso de um pulso de laser infravermelho de CO, a partir de
uma maquina de corte a laser para converter poli-imida em folhas de grafeno. Ainda
muito menos exploradas, as fontes de laser de emiss@o na regido do visivel podem
produzir LIG a partir de poli-imida com vantagens em relagdo a miniaturizacdo do
sensor, pois fornecem maior resolu¢do no design, além de instrumentacdo mais simples

[11, 22].
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1.1 Grafeno e suas aplicacoes

O grafeno tem chamado muita atencdo desde que uma nova forma de obtengdo foi
descoberta em 2004 [2]. E um alotropo do carbono e sua estrututra consiste em uma
monocamada hexagonal de atomos de carbono organizados em uma rede do tipo “colmeia” e

possuem cumprimento de ligagdo aproximadamente de 0,142 nm [23].

Os elétrons nesse material se comportam como particulas relativisticas sem massa, o
que contribui para propriedades peculiares, como um efeito Hall quantico andmalo e auséncia
de localiza¢do de carga devido a nuvem p de carbonos sp? [24]. Esses efeitos da mecanica
quantica podem levar a aplicacdes em dispositivos baseados em carbono magnético e
eletromagnético mais elevados [25, 26]. Entre suas varias propriedades diferenciadas estdo a
alta mobilidade elétrica a temperatura ambiente (250.000 cm?/Vs), excepcional condutividade
térmica (5000 W m™' K™') [27] e propriedades mecanicas superiores, como um Modulo de

Young de 1 Tpa [28].

O grafeno pode ser preparado utilizando dois métodos: fop-down que consiste em
destruir um precursor até que o resultado seja a estrutura hexagonal desejada. E o bottom-up

que utiliza a constru¢ao do grafeno a partir de pequenas moléculas contendo carbono [24].

Um dos métodos pioneiros utilizado para isolar o grafeno ¢ da categoria fop-down e
consiste na esfoliagdo mecanica, camada por camada, reportado por Geim e Novoselev [3].
Seguindo a mesma logica, ¢ possivel utilizar esse método para fazer a esfoliagdo em fase
liquida, que possui uma vantagem em relacao a esfoliagdo em fase s6lida, gerando mais material
para manipulagdo [24]. Além desses dois métodos, € possivel realizar a esfoliacdo e redugao
quimica de forma simultanea, resultando em um processo mais rapido e com menos gases

toxicos, um revés encontrado na esfoliagdo mecanica [24].

Ademais, hd muitos métodos que envolvem a reducdo do oOxido de grafeno
possibilitando a sua obtencdo. A redugdo quimica utiliza dois reagentes, hidrazina e borohidreto
de sddio, apesar de ser uma técnica barata, de facil manuseio e com produtos estaveis, a geracao
de algumas espécies podem ser toxicas para a saide e o meio ambiente [29]. No entanto, a
utilizacdo do acido ascorbico se mostra uma op¢do mais segura, garantindo uma reducao
“verde” eficiente. Uma alternativa mais segura ¢ a redugdo eletroquimica que ndo possui

intermediarios toxicos e atua como tratamento da superficie de eletrodos. Para que ela ocorra,
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¢ necessario a imersdo de um sistema de trés eletrodos em uma suspensao coloidal contendo

6xido de grafeno bem disperso ¢ o eletrolito de suporte [24].

Dentre os métodos bottom-up, um dos que se destaca ¢ a deposi¢do de vapor quimico
que pode sintetizar grandes ares de folha de grafeno [30]. O processo necessita de alta
temperatura para que ocorra a decomposicao de gases de hidrocarbonetos simples que favorece
no crescimento da estrutura de grafeno, necessecitando ainda de um catalisador metalico.
Apesar de a técnica ter sido aprimorada, € um processo relativamente caro e possui algumas

desvantagens [24].

Nesse sentido, um método inovador foi relatado em 2014, que consiste na obtencao de
grafeno a partir da queima de um polimero pela irradiagdo de laser para fabricacdo de sensores
eletroquimicos [4]. Esse estudo pioneiro despertou muito interesse e varios testes posteriores
foram realizados alternando o tipo do laser, os parametros de otimiza¢ao para a construcao dos
eletrodos, bem como seu design. Os parametros de irradiacdo do laser t€ém um efeito

significativo na morfologia e na estrutura quimica do LIG e esta resumido no Quadro 1 [8].
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Quadro 1: Os principais pontos do mecanismo para a conversdo de poli-imida a estruturas

grafiticas.

Interacio do laser com o filme de poli-imida

e Absorcao de energia de fotons a laser
A superficie superior da poliimida absorve mais de 90% de IV neste comprimento de onda,
as camadas superiores do substrato se transformam em LIG; em contraste, a parte inferior
permanece intocada e pode atuar como suporte mecanico

e Aumento local de pressdo e temperatura
A obtengdo de uma temperatura do substrato acima de 2500 °C é possivel sob a influéncia

de um feixe de laser focado com duragdo de pulso de milissegundos

Conversio fototérmica sp*-Atomos de carbono (em poli-imida) em sp’*-atomos de

carbono

e (Quebra e recombinagdo das ligacdes de C-O, C = O e N-C em poli-imida

e Evolucao dos gases gerados durante a oxidacao

e Formagdo de uma estrutura porosa (devido a ablagdo de uma certa quantidade de
carbono na presenga de oxigénio disponivel e umidade)

e A produgdo e a taxa de emissdo de gases durante o processo de gaseificagdo sdo a
razao das diferencas na morfologia do LIG fabricado com diferentes parametros de

laser.

Produzindo material de nanofolhas de grafeno poroso (3D) composto por mais de 85%

de carbono

¢ Uma mudanca de cor de laranja para preto indica a carbonizacdo da poli-imida

Fonte: [8].

O LIG pode ser gerado a partir de diferentes fontes de laser, infrevermelho (IV),
ultravioleta (UV) e visivel. Em vista disso, um estudo foi feito para descobrir quais polimeros

poderiam ser convertidos em grafeno e o resumo pode ser observado na Figura 1.
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Tabela 1: Resumo de polimeros, suas unidades de repeticdo quimica e sua capacidade de

formagdo de LIG. Dos 15 polimeros, apenas PI e PEI foram convertidos com sucesso em LIG.

Nome Simbolo Unidade Formacao
de
Grafeno?
Poli-imida Pl S 2 Sim
Kapton N NOO
(o] (o] n
Polieterimida PEI [ . P ] Sim
r__.__--_'- e e _.Je_\ £ =, |
0 e | L N
)“- - e ,.}{_J e e k:
-r\: | |t 0
:::I,-o-"‘u.. ""'ﬁlh'l.')'f g, o
Lo i
Poliéter Eter ~ PEEK N 0 ] Nio
Cetona I JL l ”
To ‘ ‘ 0~ :
- Jn
Tereftalato de PET — Nao
Polietileno O\ C EO
+—0 (@]
L n
Naftalato de PEN I Nao
7N
Polietileno 3 o
g — <
L — O n
Etilenopropileno FEP F F F F F Nao
[ N I
ﬂuorado C_C_C_C_C
| | | | |
F FCFRs F F
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Acrilonitrila ABS Nao

Butadieno m
Estireno ¢
.
k ]
]
Poli(acrilonitrila) PAN Nao
n
CN
Fonte: [4].

Hidrocarbonetos nao aromadticos sofrem degradacdo quase completa sem grafitizagao.
A formacao de LIG a partir de estruturas poli- ou heterociclicas, como o grupo imida em
polimeros PI e PEI, favorece a formacao de LIG. Embora o PAN seja um precursor da fibra de
carbono, ele ndo grafitiza bem, a menos que seja aquecido lentamente para permitir a ciclizagao

e a extrusao de N [4].

A alta estabilidade quimica e a estrutura bidimensional do grafeno sdo caracteristicas
que permitem a utilizacdo deste material na construgdo de diversos tipos de sensores ¢ o LIG
pode ser aplicado para varios fins. Foi relatado um trabalho utilizando LIG como célula de
biocombustivel enzimatica flexivel que tem sido fontes de energia promissoras para
dispositivos biomédicos e implantes [31]. O LIG ¢ interessante nesse caso, pois € um material

flexivel e ndo necessita de revestimento posterior, sendo possiveis varias aplicagdes praticas.

Para uma maior precisdo e melhor desempenho também ¢ possivel modificar a
superficie do LIG, como reportado no trabalho em que foi feito um tratamento de superficie
utilizando filmes de nanotubos de carbono de paredes multiplas funcionalizados com COOH
(f-MWCNT) e nanoparticulas de ouro (AuNPs) para deteccao de nitrito em amostras de agua
[32]. Outro trabalho que vale ser ressaltado, utilizando o laser de UV e posterior tratamento da
superficie com quitosana e glicose oxidase, foi feito para desenvolver um biossensor para

detec¢do de glicose [22].
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1.2 Acido Urico e Nitrito

O Acido Urico (AU) é um produto do metabolismo de purinas e nucleotideos
provenientes das proteinas da alimentagio [33]. E também um componente importante
na urina, um dos indicadores saudaveis no corpo humano. AU excessivo ou deficiente na
urina causa uma variedade de doengas, como gota, hiperuricemia, leucemia, pneumonia
entre outros [34]. Niveis sanguineos anormais de 4cido urico (hiperuricemia) podem ser
decorrentes de alteracdes na produgdo ou excre¢do, indicando alguma fisiopatologia
renal. Em contraste, o AU tem outro papel nos fluidos biologicos, como uma molécula
de defesa ndo enzimatica do estresse oxidativo, contribuindo com aproximadamente 70%

da capacidade antioxidante total salivar [35].

Os nitritos sao amplamente conhecidos por seu uso na preservacao e conservagao
de alimentos embutidos [34]. A prevaléncia de seu uso levou a pesquisas sobre os efeitos
adversos que poderia ter sobre o ser humano e o meio ambiente em geral. O nitrito ¢
formado também pela injestao de nitrato que ¢ reduzido por algumas bactérias presentes
na saliva, sendo comprovado que pessoas que utilizam enxaguante bucal diariamente t€m
percentuais de nitrito inferiores. O nitrito ¢ muito utilizado na conservacao de carnes
embutidas, como presunto e bacon, além de ser muito encontrado em verduras e legumes
devido a fertilizagdo do solo [36]. Entretando, o nitrito forma um carcindégeno, N-
nitrosoamina , quando reage com a amina, principalmente, no sistema digestorio que
possui um pH mais alto aumentando as chances de desenvolver cancer de intestino [37].
Algumas verduras e frutas possuem niveis de nitrato e nitrito superiores aos
recomendados pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS), no entanto, como nesses
alimentos tem a presenga de vitaminas C e E, que sdo antioxidantes e ndo sao ricas em
proteinas, o risco de desenvolver um cancer ¢ inferior quando esses compostos sao

provenientes de vegetais.

Os nitritos, quando em excesso nos fluidos corporais, tém sido relacionados em
varias complicagdes de saude que vao desde leucemia, cancer de intestinoe tumores
cerebrais. Também causa deficiéncia de oxigénio no sangue, pois oxida a hemoglobina
transportadora de oxigénio em metemoglobina deficiente em oxigénio [38]. Devido aos

numerosos efeitos adversos na saide humana, a OMS define 65 uM e 4,3 uM para seus
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limites de exposi¢do, seja por contato cutianeo, inalagdo ou ingestdo, de curto e longo

prazo, respectivamente [39].

Portanto, a andlise e detecc¢ao precisas de AU e NO>™ sdo de grande importancia
para aplicag¢do clinica. Sabendo que o nitrito e o AU sdo moléculas importantes no
metabolismo humano, a determinagdo simultanea dessas duas moléculas é de relevancia

sigficativa no campo do diagnostico clinico.

1.3 Peroéxido de Hidrogénio (H20:)

O perdxido de hidrogénio atua como oxidante e antisséptico. Este composto
quimico também tem propriedades antibacterianas, antifingicas e antivirais. Esta
combinacdo de propriedades o qualifica de forma unica para esterilizacdo de
equipamentos 0cos € porosos, bem como para limpeza profunda de feridas. O H,O; pode
ser perigoso para a saude humana por inalacdo, ingestdo e contato direto com a pele
quando em grandes concentragdes. A ingestdo de H>O» ¢ uma forma comum de
intoxicagdo, que causa danos diretos aos tecidos pela produgdo de oxigénio e peroxidacao

lipidica [40].

A determinagdo de peroxido de hidrogénio em nivel trago ¢ importante nas areas
ambiental, médica, farmacéutica e bioldogica, bem como na industria alimenticia e téxtil
devido a um amplo espectro de propriedades antibacterianas, baixa toxicidade e pureza
ecologica. E necessario determinar a concentragio de peroxido de hidrogénio nio apenas
em processos quimicos e industriais (por exemplo, desinfecc¢do, tratamento de aguas
residuais), mas também como produto intermedidrio de reagdes enzimaticas em
processos bioquimicos (por exemplo, para a determinacdo de glicose). Portanto, um
sensor de H2O> também pode ser usado como um intermedidrio para outros biossensores

[41].
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1.4 Ciprofloxacina

Os antibioticos sdo considerados os avancos mais importantes na histéria da
medicina moderna devido ao seu impacto fenomenal na reducdo da morbidade humana,
mortalidade e perdas economicas [42]. Em vista disso, um importante antibidtico ¢ a
ciprofloxacina (CIP), que demonstrou ser ativa contra varios isolados de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, tais como: Escherichia coli, Haemophilus influenzae,
Haemophilus spp., Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitides, Moraxella
catarrhalis, Klebsiella pneumoniae, Legionella pneumophila, Moraxella catarrhalis,
Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis € Streptococcus pyogenes tanto in
vitro quanto in vivo [43]. A CIP tem sido usada com sucesso desde 1987 e foi incluida

na lista de medicamentos essenciais da OMS [44].

Outra utilidade deste antibidtico ¢ o seu uso para controle de pragas e tratar ou
prevenir doencas em gado leiteiro [45]. No entanto, o uso de forma inadequada pode ser
responsavel pela resisténcia de diversos patdgenos, além de gerar residuos em alimentos
de origem animal [44]. Na industria de laticinios, a CIP nao ¢ completamente eliminada
durante o processo de tratamento térmico (pasteurizagdo), o que pode causar riscos
potenciais para o consumidor. Assim, o limite residual maximo definido para CIP pelas
agéncias reguladoras com base nas recomendagdes da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa) é de 0,1 mg L' [46]. Portanto, ¢ de grande interesse o
desenvolvimento de um método simples, barato e preciso para a deteccdo de CIP em

amostras de leite.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como principal objetivo analisar o desempenho de um eletrodo LIG
obtido a partir de uma impressora adaptada e de baixo custo, utilizando um laser na regido
do visivel (A = 449 nm) e folhas de poli-imida como substrato. A abordagem proposta
consiste em uma impressora 3D CoreXY de bancada na qual uma fonte de laser foi
conectada econtrolada por uma placa Arduino. A construcao dos eletrodos em dois designs
diferentes: plataforma de trés eletrodos (eletrodo de trabalho, auxiliar e pseudo-referéncia)

e o eletrodo unico de trabalho.

2.2 Objetivos especificos

1) A caracterizagdo morfologica e espectroscopica do LIG obtido;

2) A caracterizagdo eletroquimica (voltametria ciclica (VC)) com a finalidade de

verificar se o eletrodo esta apto;

3) A determinagado simultanea de acido urico e nitrito utilizando o eletrodocom

a plataforma de trés eletrodos e volume reduzido (100 pL);

4) Analise do desempenho eletroquimico do eletrodo de trabalho LIG com
tratamento de superficie com azulda Prussia (do inglés, prussian blue (PB))

para deteccao de peroxido de hidrogénio;

5) Analise do desempenho eletroquimico do eletrodo de trabalho LIG para CIP

utilizando o método BIA.
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3. Parte Experimental

3.1 Reagentes

Agua deionizada, (resistividade ndo inferior a 18,2 MQ cm) obtida a partir de um
sistema purificador de dgua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, Estados Unidos), foi
utilizada no preparo de todas as solu¢des. Todos os reagentes utilizados apresentavam
pureza analitica e foram empregados sem purificacdo prévia. Hexacianoferrato de
Potéassio (III) (98,5% m/m) foi adquirido da Proquimios (Rio de Janeiro, Brazil). Cloreto
de Ferro (III) (99% m/m), ciprofloxacina (98% m/m, CIP) e acido trico (99% m/m, UA)
foram obtidos da Sigma-Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil). Acido cloridrico (37% m/m),
acido fosforico (85% m/m), nitrito de sodio (97% m/m) e cloreto de potassio (98,5%
m/m) foram adquiridos da Synth (Diadema, Brasil). Per6xido de hidrogénio em soluc¢do
aquosa (30% m/m) da Dinamica (Sao Paulo, Brasil). Hidréxido de sédio (98% m/m) e
acido borico (99,8% m/m) foram obtidos da AppliChem Panreac (Barcelona, Espanha).
As folhas de poli-imida (PI) (¢ 0,125 mm) foram compras da Vemar (Sorocaba, Brasil).

O tampao Britton-Robinson (BR) a 0,12 mol L' (pH 2,0-10,0) foi usado como
eletrolito de suporte para avaliar o comportamento eletroquimico da CIP e para
determinagdo simultdnea de acido urico e nitrito em diferentes pHs. Este tampdo ¢
composto por uma mistura de acido acético, acido bérico e acido fosforico (todos numa
concentragio de 0,04 mol L). Os valores de pH foram ajustados com solucdo de
hidréxido de sodio (1,0 mol L™ ). A amostra de leite foi adquirida em supermercado local

e fortificada com CIP diluida em eletrolito suporte (200 vezes).
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3.2

Obtenciao dos Eletrodos LIG

Uma impressora 3D Hypercube em um arranjo Core-XY foi adaptada
aproveitando a mesa de impressao (30 cm x 30 cm) onde a folha de poli-imida ¢
colocada e os motores estacionarios sdo responsaveis pelo movimento x—y. Uma fonte
de laser que emite luz na regido do visivel (3,5 W; 449,2 nm, da Eleksmaker) foi fixado
no manipulador substituindo o extrusor de filamento presente em impressoras do tipo
FDM (Fused Deposition Modeling, tradugao de molegam por fusdo e deposicao). O
comprimento de onda maximo de emissdao da fonte de laser visivel foi medido com
Ocean Optic JAZ Espectrometro UV—Vis (Ocean Insight, Estados Unidos) e o valor
obtido fo1449,2 nm.O esquema da impressora adaptada com o laser pode ser observado
na Figura 2A-B (vista frontal em A e vista superior em B) e as imagens reais estao
representadas na Figura 3. A folha de PI ¢ imobilizada na mesa da impressora com o
auxilio de imas apoiados em uma mascara impressa em 3D, pois na medida em que
ocorre a pirdlise induzida pelo laser, a folha PI tende a se dobrar ou movimentar. O feixe
de laser foi ajustado para obter o feixe de maior resolugdo, em que se tem a menor trilha
de grafeno gerada, utilizando o menor spot do laser para gerar trilhas mais finas e sem
falhas, sobre o leito a uma distancia de 60 mm e pode se movimentar em uma
velocidade de até 200 mm s™!. O laser foi ajustado numa poténcia de 24% (0,84 W) e a
velocidade de 20 mm s™! foi utilizada para fabricar os eletrodos LIG. Valores maiores
de poténcia utilizados resultaram em um eletrodo com menor eficiéncia eletroquimica
e até destruiram a folha de PI, enquanto a menor velocidade de até 20 mm s
proporcionou maior condutividade das trilhas, consequentemente conferindo um melhor
desempenho eletroquimico. Usando o método de ablasdo a laser [47], o ponto de
didmetro do laser pode ser medido e controlado ajustando a poténcia e a velocidade do

laser. Foram obtidos valores entre 100 e 600 um, e neste trabalho, o spot do laser foi

mantido em 155 pm.
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Figura 2. Ilustracdo da maquina de impressao a laser. A) vista frontal e B) vista superior. C)

Projeto dos sensores LIG produzidos: (a) configuracao de eletrodo de trabalho tnico (1 cm X

4 cm) e (b) trés eletrodos (1,5 cm % 4 cm). D Imagem real do eletrodo LIG produzido.

Figura 3. (A) Fotografias do equipamento construido usando uma impressora 3D
Hypercube em arranjo Core-XY e cabegote de laser controlado por placas eletronicas
destacadas em (B) a placa eletronica (CNC Shield no Arduino UNO) para movimento x-
y (acima a esquerda) e controle do laser (acima a direita). Além disso, sdo mostradas
fotografias dos eletrodos LIG fabricados em duas configura¢des: (C) uma configuragdo

de trés eletrodos e (D) um unico eletrodo de trabalho.
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Dois modelos foram selecionados para fabricar os eletrodos LIG como mostrado
na Fig. 2C e 3C-D, em que o primeiro (C) consiste em uma plataforma de trés eletrodos
(eletrodo de trabalho, auxiliar e pseudo- referéncia) e o segundo (D) se refere a um inico
eletrodo de trabalho. A Fig. 2D ilustra a flexibilidade do eletrodo LIG que pode ser
completamente dobrado sem afetar as faixas gravadas a laser. O feixe de laser é aplicado
em linhas paralelas gravadas lado a lado e separadas por 0,05 mm para gerar a imagem
final. A gravagdo a laser da imagem ¢ finalizada com a aplicacdo de uma linha
circundando toda a imagem. E possivel fazer doze impressdes do sistema de trés
eletrodos em uma hora. Um verniz isolante ou uma fita podem ser utilizados para limitar
a area dos dois modelos de eletrodos. As areas geométricas do eletrodo de trabalho no
sistema de trés eletrodos e na plataforma de eletrodo de trabalho tnico foram 0,07 e 0,20

cm, respectivamente.

3.3 Caracterizacio Espectroscopica e Morfologica do LIG

Um microscopio LabRAM HR Evolution (Horiba, Japao) foi responsavel pela
obtencdo dos espectros Raman utilizando um laser de ions de argonio de 532 nm com
poténcia de incidéncia de 25% na faixa entre 4000 e 200 cm’. As medidas de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foram realizadas em um Thermo Fisher
Scientific modelo Prisma E com equipamento ColorSEM Technology (TESCAN, Brno-
Kohutovice, Republica Tcheca) operado a 20 kV.

3.4 Medidas Eletroquimicas

As medidas eletroquimicas voltametria ciclica (VC) e voltametria de pulso
diferencial (DPV), foram realizadas wusando um p-Autolab tipo III
potenciostato/galvanostato (Metrohm Autolab B. V., Utrecht, Holanda). A aquisicdo e
processamento (corre¢do de linha base) dos dados foram controlados pelo software
NOVA 1.11 ou 2.1.4. Para as medigdes eletroquimicas usando o sistema de eletrodo
unico de trabalho LIG, um eletrodo Ag|AgCIl|KCl feito em laboratorio e um fio de platina

foram usados como eletrodos de referéncia e auxiliar, respectivamente.
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Um conector de sensor (Metrohm Autolab B. V., Utrecht, Holanda) foi
empregado para realizar a conexao eletronica com a plataforma de trés eletrodos LIG
ao potenciostato. Este prototipo foi empregadopara determinaciao simultanea de 4cido
urico e nitrito de so6dio pela técnica de DPV em uma gota de solucdo (100 pL). Os
parametros de DPV como amplitude, tempo e potencial foram otimizados em 100 mV,

50 ms e 5 mV, respectivamente.

3.5 Determinacio Amperométrica de H>O>

Os eletrodos de trabalho LIG foram modificados com azul da Prussia (PB) por
meio de um pré-tratamento eletroquimico baseado em trabalhos anteriores [48, 49]. Os
filmes de PB foram depositados aplicando +0,4 V (vs. Ag|AgCl|KClar)) em uma solugao
contendo FeCl; e [Fe(CN)¢]*", ambos em 4 mmol L' e 0,1 mol L' KC1/0,01 mol L"!
HCI, como eletrdlito de suporte. Em seguida, os eletrodos foram ativados no mesmo
eletrolito por varreduras de VC sucessivas (20 ciclos) com potencial variando de +0,05
até +0,35 V (40 mV s™). A modificagdo do eletrodo de trabalho com PB foi utilizada para
deteccao amperométrica de HoO» aplicando + 0,0 V (vs. Ag|AgCIl|KClsap)).

3.6 Deteccio Amperométrica Usando LIG em uma Célula de Analise
de Injecdo em Batelada (BIA) de CIP

Para detec¢ao amperométrica de CIP, o eletrodo de trabalho LIG foi associado a
uma cé¢lula de andlise de inje¢do em batelada (do inglés, batch-injection analysis (BIA))
impressa em 3D desenvolvida pelo NuPE, nosso laboratério de pesquisa [50]. O esquema
da célula BIA impressa em 3D ¢ representado pela Figura 4, na qual o eletrodo de
trabalho LIG foi montado para a determinacao da CIP. Na Figura 4A ¢ possivel observar
(a) a micropipeta eletronica responsavel pela injecdo de solugdes e amostras padrao e (b)
as partes da célula BIA impressa em 3D, incluindo o posicionamento do eletrodo LIG (j)
na parte inferior da célula, enquanto eletrodo de referéncia e contra-eletrodo sdo
colocados na tampa superior (¢ e d). Um corte longitudinal da célula ¢ representado na
Figura 4B para destacar o posicionamento da ponta conectada a micropipeta no centro

entre os eletrodos auxiliar e de referéncia. E possivel ver a célula montada na Figura 4C.
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A célula tem capacidade para suportar um volume de até 100 mL. O contato elétrico do
eletrodo LIG foi auxiliado com uma fita de cobre para posteriormente ser conectado com

uma pinga jacaré.

Figura 4. (A) Componentes do sistema BIA impresso em 3D. (a) micropipeta eletronica
(Eppendorf Multipette® stream); (b) adaptador de ponta de micropipeta; (c¢) eletrodo de
referéncia e (d) contra eletrodo; (e) tampa superior; (f) corpo celular; (g) tampa inferior;
(h) parafusos; (1) chapa de ago (para contato elétrico); (j) eletrodo LIG. (B) Esquema da

célula impressa em 3D (vista de corte transversal). (C) Sistema BIA montado.

As condigdes de analise que resultaram em maior resposta analitica foram obtidas
usando potencial de +1,2 V (vs. Ag|AgCl/KClsa), taxa de injegdo de 227 pL s™! e volume
de injecao de 100 uL. Nas mesmascondigdes, os eletrodos LIG obtidos com um laser de
COz com emissdo na regido do infravermelho foram usados para determinagao de CIP

para comparar com os eletrodos LIG obtidos pelo laser de emissao no visivel.

Para a fabricacdo dos eletrodos feitos pelo laser infravermelho, foi utilizado um
equipamento em WorkSpecial WS4040 (Sao Paulo, Brasil) com um laser de CO2 (A =
10,6 um, 40 W). O layout dos eletrodos foi feito no software RDWorks 8.0.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacao Morfologica e Estrutural

O espectro Raman de um eletrodo LIG confeccionado neste trabalho ¢ apresentado na
Fig. 5A. E possivel verificar a presenga das bandas vibracionais D (1343 cm™), G (1591
cm) e 2D (2691 cm™). Ambas as bandas, D e G, estdo relacionadasa hibridizagdo sp?,
vacancias e heteroatomos. A banda G também est4 associada a vibragio sp? dos dtomos de
carbono em uma rede hexagonal bidimensional e o sinal 2D ¢ devido a presenca de
contribui¢des induzidas pordefeitos. Uma banda menor em 2936 cm™' foi observada no
espectro, correspondendo ao D + D' e indica a estrutura de desordem do grafeno com grupos
contendo oxigénio. Sobretons combinados (D + D” e 2D’) também sao exibidos na Fig. SA

e indicaram a formag¢ao de uma estrutura de carbono tipo grafite.

E possivel observar na Fig. 4B pelas imagens obtidas do MEV que o eletrodo LIG é
composto por uma folha de grafeno de alta densidade em redes tridimensionais interligadas,
semelhante a morfologia de eletrodos de carbono tipo grafeno obtidos por indugdo a laser
com emissao em outros comprimentos de onda [11, 51-53] A morfologia pode ser explicada
pelo mecanismo de conversao de PI em estrutura de grafeno; a absor¢do da energia dos
fotons do laser induz a alta temperatura localizada, resultando na pirdlise rapida da PI. A
construgdo dos eletrodos LIG foi realizada em condigdes ambientes (presenga de oxigénio
e umidade), o que pode explicar a presenga de alguns grupos funcionais junto ao grafeno,
uma vez que ocorre ablagdo independente das condigdes em que o laser e a folha de PI
forem expostas, resultando na estrutura porosa observada. A presenga de poros e
morfologias de grafeno, provenientes da liberacdo de gases devido a alta temperatura de
irradiacao localizada, proporcionam sitios eletroativos altamente acessiveis ¢ melhora da

resposta eletroquimica, como observado previamente.
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Figura 5. A) Espectro Raman dos eletrodos LIG e B) Imagens do MEV.
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A Figura 6 representa a resposta grafica por voltametria ciclica para o par redox
[Fe(CN)s]* ™ em concentracdo de 1 mmol L™! para diferentes velocidades de varredura
(20-100 mV s™!). A sonda de ferricianeto ¢ utilizada para este teste pois apresenta um perfil
conhecido e estavel. A corrente de pico ¢ dependente da raiz quadrada da velocidade de
varredura, o que indica que o transporte de massa da sonda ¢ controlado por difusdo. E
sabido que o transporte de massa pode ser feito também por convecgdo e migragao, no
entanto, nao ocorrem, pois a migragao ¢ minimizada devido ao eletrolito de suporte ter uma
elevada concentragdo. E a convecgdo ¢ reduzida pois a VC ocorre com a solugdo em

repouso. Fenomeno de adsor¢ao da sonda redox ao eletrodo nao ocorre.
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Figura 6. Voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de varredura (20-100 mV s™)
utilizando 1 mmol L' de [Fe(CN)s]*”*, usando os eletrodos LIG. A figura inserida
corresponde a um grafico com os valores decorrente de picos anddico e catédico em fungao

da raiz quadrada da velocidade de varredura.
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O desempenho eletroquimico do eletrodo LIG obtido foi avaliado e posteriormente
comparado com outros eletrodos por meio da determinagdo do valor da constante de
transferéncia de elétrons heterogénea &, por voltametria ciclica. A constante k” representa
um conjunto de caracteristicas interfaciais, nesse caso, dos aspectos fisico-quimicos de uma
interface eletrodo/eletrélito que contribuem para a cinética da transferéncia de elétrons em

uma determinada interface [54].

O coeficiente de transferéncia de elétrons (k”) foi calculado a partir dos dados
voltamétricos da Figura 6 usando o método de Nicholson [55] para avaliar os eletrodos
obtidos. De acordo com esse método, o valor de £°, para sistemas quasi-reversiveis, pode
ser determinado considerando-se o aumento na diferenca entre os potenciais de pico

catddico e anodico (AEp), a velocidade de varredura e o coeficiente de difusdo do meio.

1

— 0
A=k N (1)

34



Sendo A um paramétro de medida quantitativa da reversibilidade de um sistema, D
o coeficiente de difusdo da espécie, assumindo que Do=D=D, v a velocidade de varredura.

Com isso é possivel determinar o valor de k” através da seguinte equagio:

k® =y /mDfv )

Sendo Y = Ain, seu valor pode ser encontrado a partir do grafico apresentado por

Nicholson, conforme a diferenca de potencial de pico, a Figura 7 foi montada a partir da

tabela proposta por Nicholson [56].

Figura 7: Relagdo entre a diferenca de potencial de pico (AEp) e o grau de

reversibilidade (1) de uma reagdo redox.
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Fonte: adaptado da tabela [56].

O valor de £° obtido foi 5,6 x 107> cm s™! e este foi comparado com outros obtidos
em eletrodos a base de carbono como visto na Tabela 2. O valor de k? obtido foi semelhante
ao valor obtido no eletrodo modificado com nanoplaquetas diamante-grafite (5,63 x 1073
cm s ') e maior do que os eletrodos modificado com nanotubos de carbono (5,09 x 107® cm
s1), que exigem algumas etapas para sua producio [57, 58]. Por outro lado, o k? obtido pelo
eletrodo LIG proposto ¢ inferior aos valores obtidos em um trabalho recente [13] que

comparou eletrodos LIG obtidos por fontes de IR (1,00 x 1072 cm s ')e UV (2,27 x 1072
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cm s !). As condi¢des de produgio do LIG relatadas nesse trabalho (comprimento de onda
de 355 nm, poténcia média de 0,25 W, velocidade do laser de 75 mm s ™! e distancia de 4,4
mm) sdo diferentes, assim como a fonte do laser de emissao no UV (Nd: Laser UV pulsado
YVO4 - 355 nm). Estas diferencgas (sobretudo o uso de um laser mais energético) devem ter
gerado uma superficie de LIG diferente que forneceu um valor de £” mais alto. Embora um
valor menor de A’ tenha sido obtido para 1 mmol L™! de [Fe(CN)s]* 7 no trabalho reportado
nesta dissertagdo, outros resultados eletroquimicos demonstram a viabilidade dos eletrodos
LIG obtidos para eletroanalise. Além disso, este valor de k” pode ser melhorado otimizando
as condi¢des de gravacao, como velocidade, poténcia do laser, distancia da linha e angulo

da linha que influenciam na formag¢doda superficie carbonacea.

Tabela 2. Comparacio entre a constante de Cinética de Transferéncia Eletronica (k%) de

/3-

diferentes eletrodos abase de carbono, usando [Fe(CN)s]*** como sonda redox.

Eletro kK’ /ems! Ref.

do
GC 3,22x10° [59]
CNTs 5,09x10°¢ [60]
BDD 1,0x10 [61]
DGNP 5,63x107 [62]

N
3D-GF 4,50 x10™* [63]
MG 1,2x1073 [64]
LIG 5,60x107 Este
trabalho

GC: Carbono vitreo; CNTs: Nanotubos de carbono; BDD: Diamante dopado com boro; DGNPs:
Nanoplaquetas de diamante-grafite; 3D-GF: espuma de grafeno em 3D; MG: grafeno monocamada; LIG:

Grafeno induzido por laser.

A construgdo da impressora adaptada para fabricacdo dos eletrodos LIG teve um
custo aproximado de U$300 (~R$1.500) e cada eletrodo LIG custa cerca de U$0,01 (as
folhas de PI custam U$120 por kg, o que pode gerar 16.000 eletrodos). Assim, a
fabricagdo de eletrodos LIG usando o equipamento proposto ¢ de baixo custo. A

reprodutibilidade do processo de fabricacdo foi avaliada por voltametria ciclica com
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cinco eletrodos diferentes usando 1 mmol L™! de [Fe(CN)s]** em solugdo de KC10,1
mol L (Figura 8). Respostas semelhantes (formato, corrente e separagio de pico)

revelam a alta reprodutibilidade dos eletrodos LIG.

Figura 8. Voltamogramas ciclicos na presenca de 1 mmol L' [Fe(CN)s]*"*, usando
diferentes eletrodos LIG (n = 5). A linha tracejada corresponde ao sinal em branco.
Eletrolito suporte: 0,1 mol L' KCI. Velocidade de varredura: 50 mV s'; incremento de

potencial: 5 mV.
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Os dados eletroquimicos obtidos da Figura 8 sdo apresentados na Tabela 3. Desvios
padrdes relativos inferiores a 5% foram obtidos considerando-se 4E e valores de corrente
anodica e catodica. E importante ressaltar que o eletrodo de pseudo-referéncia de grafeno
foi estavel em medi¢des continuas, conforme mostrado na Figura 5, o que facilita a
construgdo de sensores eletroquimicos miniaturizados. Em relagdo a estabilidade de
armazenamento, os mesmos eletrodos de LIG foram mantidos por 1 ano em temperatura
ambiente e apoOs esse periodo os eletrodos funcionaram adequadamente na presenga de

[Fe(CN)s]* 7 mostrando o mesmo perfil eletroquimicamente reversivel tipico.
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Tabela 3. Dados eletroquimicos (Epa, Epc, AEp, Ipa, Ipc) obtidos a partir dos

voltamogramas ciclicos (n=5) em 1 mmol L' [Fe(CN)s]*”* apresentados na Figura 7.

Epa/V Epc/V AE, 'V Ipa/pA Ipc/ pA Ipa/lpc

-0,19+0,01 -0,08+0,01 0,09+0,08 19,7+0,9 20,1%1,2 1,01+0,04

4.2 Desempenho Analitico dos Sensores Propostos

4.2.1 Acido Urico e Nitrito

Para demonstrar o potencial de aplicacdo dos eletrodos LIG produzidos,
diferentes analitos e sistemas foram investigados. Primeiro, foram investigadas as
melhores condi¢des para deteccao simultanea de AU e nitrito, biomarcadores importantes
encontrados em fluidos biologicos, utilizando DPV. Para isso, foi feito um experimento

utilizando diferentes valores de pH em tampdo BR 0,12 mol L™, (pH = 2,0 - 10,0).

Como ¢ possivel observar na Figura 9A, o nitrito e UA apresentaram boas
respostas eletroquimicas em ampla faixa de pH, no entanto, para a resposta obtida
utilizando pH 4 e 5 os picos de nitrito foram mais largos quando comparados ao pico
obtido utilizando pH 3. Além disso, considerando os valores de pKa das duas espécies,
o pKa do 4cido nitroso ¢ 3,39, o que indica que no pH 3, com a dissocia¢ao do acido, o

ion NO>" esté presente na solucao.

HNO, + H,0(l) === H*{aq) + NO,(aq)

O mesmo ocorre com o &cido Urico, que tem pKa igual a 3,89, com o aumento do
pH os dois analitos ndo estdo presentes na solu¢gdo como o desejado. Em vista disso, foi
levada em consideragd@o a resposta mais sensivel e nitida para nitrito, uma vez que sinais
muito largos podem sofrer influéncia de interferentes. Além disso, o AU possui boa
resposta em diferentes pHs, e por essa razdo, o pH 3 foi escolhido para guiar os

experimentos posteriores (Figura 9B).
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Figura 9. (A) DPV com correcio de linha de base obtidas para 50 pmol L' de 4cido
Girico e nitrito de sédio em 0,12 mol L' BR buffer (pH = 2,0-10,0). (B) Relagdo entre pH
e potencial de pico (Ep) e resposta atual da oxidagaoeletroquimica de acido urico e nitrito

de s6dio em 0,12 mol L' BR buffer (pH ajustado com NaOH).
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Em seguida, foi feito um estudo para escolher o melhor eletrolito de suporte para
os testes entre os tampoes BR, PBS e acetato. Como pode ser observado na Figura 10, a
resposta para o AU foi bem nitida para todos os eletrolitos testados. No entanto, a resposta
para o nitrito difere de acordo com cada eletrolito, por isso, foi considerado o pico menos
largo e mais preciso, visando diminuir a possibilidade de interferentes em amostras, por

essa razao, o tampao BR foi escolhido.
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Figura 10. DPV com corregdo de linha base obtidos de 50 pmol L de 4cido urico e

nitrito de so6dio, usandodiferentes eletrolitos de suporte.

25-
Tampéo BR (pH = 3,0)
Tampéo PBS (pH = 3,0)
20 Tampao Acetato (pH = 3,75)
15-
<
=1
=~ 104
5
0
¥ L) = L] * L]
0,0 0,3 0,6 09

E / V vs. pseudo referéncia

Os parametros de DPV foram avaliados conforme mostrado na Tabela 4, ¢ os valores
otimizados foramescolhidos considerando respostas analiticas mais altas (maiores valores de

corrente de oxidagdo dos compostos).

Tabela 4. Faixas de estudos e valores otimizados selecioandos para determinacdo de

acido urico e nitritousando DPV.

Parametros Faixa Estudada Valor otimizado
Amplitude / mV 10-100 100
Tempo de Modulacao / 10-50 50
ms
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Incremento de 1-10 5

Potencial / mV

A Figura 11A mostra que DPV pode ser usado para a determinagcdo de ambos os
compostos em uma faixa de concentragdo entre 10 e 70 pmol L™! para nitrito € 10 e 100
umol L™! para UA (Fig. 11B e C representam os respectivos graficos de calibragdo). Até
a data desta dissertagdo, este era o primeiro trabalho usando eletrodos LIG fabricados por
um laser com emissao na regido do visivel para deteccao de nitrito sem modificacdo na
superficie dos eletrodos, enquanto a deteccdo de UA foi relatada usando eletrodo LIG

produzido por um laser de CO; (emissdo no nfravermelho) [11].

Figura 11. (A) DPV com correcdo de linha base obtida por aumento de concentragao de

4cido trido e nitrito de sodio em eletrdlito de suporte 0,12 mol L' BR buffer (pH =3) e

(B,C) respectivas curvas de calibragao usando DPV com os seguintes parametros: AEs=

5mV;a=100 mV; tn =50 ms.
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A Tabela 5 resume as caracteristicas analiticas dos eletrodos LIG para a
determinagdo simultanea de ambas as moléculas. O limite de detecgao (LD) foi calculado
com base na defini¢do da IUPAC (3,3 o/s), onde ¢ éo desvio padrdo do ruido e s ¢ a
sensibilidade (inclinacdo) obtida através do grafico de calibracao [65]. Esta configuragdo
de trés eletrodos permite a andlise simultanea a partir de microvolumes como mostrado

para a detec¢@o desses dois biomarcadores.

T
100
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Tabela 5. Parametros analiticos obtidos por deteccdo de 4cido urico e nitrito, usando
condigdes otimizadas.

Parametros Analiticos Acido Urico Nitrito
R 0,998 0,984
Coeficiente Linear / pA -3,56+0,25 -0,40+0,16
Inclina¢io / pA L p mol™! 0,370+0,013 0,041+0,003
Faixa Linear / pmol L 10-100 10-70
LD / pmol L 0,074 0,27

Foi feito um estudo para verificar a reprodutibilidade de construcao utilizando
trés diferentes eletrodosusando 30 pmol L' de ambas as espécies, como mostrado na
Figura 12. Valores de desvio padrdo relativo (RSD) de 3,1% e 16% foram obtidos para

AU e nitrito, respectivamente, o que demonstrou uma adequada reprodutibilidade de

producdo dos eletrodos LIG.
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Figura 12. DPV com corre¢do de linha base obtida para avalia¢do intereletrodos com 3
diferentes eletrodos LIG (E1, E2 E E3) usando écido urico (em torno de 0,1 V) e nitrito
de sodio (em torno de 0,35 V), ambos 30 pmol L™! em solugdo tampdo BR 0,12 mol L"!
(pH =3). Parametros: AEs=5 mV; a = 100 mV; tm = 50 ms.
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4.2.2 H>07 em eletrodo LI1G modificado com azul da Prussia

A modificagdo de superficies de LIG com filmes de PB pode gerar uma plataforma
promissora para desenvolver um biossensor, pois o PB ¢ um excelente eletrocatalisador
para deteccdo de H>O:, que ¢ um dos principais produtos enzimaticos. Dessa forma, o LIG
foi avaliado como plataforma para incorporacdo do medidador eletroquimica PB. O
amperograma na Fig. 13A foi feito usando solu¢do sob agitacdo a qual foram feitas adi¢des
de aliquotas de solucdo padrdo de H>O; (cada seta indica quando ocorreu a injecdo de
solu¢do padrdao usando uma micropipeta). A corrente cai a cada adigdo o que indica a
ocorréncia de um processo de reducdo eletroquimica do H»O catalisado por PB. Este
experimento mostrou que o filme eletrodepositado de PB ¢ estavel na superficie do eletrodo
LIG com comportamento linear frente a detec¢do de H20; até 447 umol L™!. Ao final do
experimento, a linha base de corrente comeca a aumentar (em 3000 s), o que indica o inicio
da perda de estabilidade do filme de PB. Dessa forma, pode-se concluir que o eletrodo

modificado pode ser usado para medir H>O, por tempos proximos a 3000 s de forma
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continua. O LD foi estimado em 1 pmol L™! (calculado de acordo com a defini¢io IUPAC
descrita acima), o que ¢ notavel em comparagdo com eletrodos modificados por PB

anteriores [48, 49, 66, 67].

Figura 13. (A) Resposta da cronoamperometria do LIG modificado com PB para sucessivas
adi¢des de H,O» (5- 447 umol L) (setas no amperograma indicam quando ocorre a injecio
de solugio padrdo de H,0»). Eletrélito suporte: 0,1 mol L de tampdo PBS (pH = 7,2)/ 0,1

mol L' KCI; potencial aplicado: 0,0 V e (B) respectiva curva analitica.
A) 07 B) -
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A Tabela 6 resume o desempenho analitico desta nova plataforma para detec¢ao
de H>O». Assim, a plataforma LIG mostra-se promissora para construir biossensores
usando a modificacdo com PB. Além disso, considerando a flexibilidade das folhas PI,
os (bio)sensores desenvolvidos usando LIG modificado com PB poderiam ser avaliados
como sensores vestiveis (associados a roupas ou acessorios vestiveis). Neste sentido,
mais experimentos precisariam ser feitos para comprovar a eficiéncia do biossensor em

condi¢Oes de sensores vestiveis.
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Tabela 6. Parametros analiticos obtidos pela detec¢ao de H>O», usando azul da Prassia

como modificador.

Parametros Analiticos H20;
R 0,998
Coeficiente Linear / pA -0,125 £ 0,056
Inclinacdo / pA L pmol™! 0,0097 + 0,0002
Faixa Linear / pmol L 5447
LD / pmol L 1

4.2.3 Determinacio de Ciprofloxacina Utilizando Sistema BIA

Primeiramente, foram feitos estudos para determinar as condigdes instrumentais
otimas da determinacdo de CIP usando o sistema BIA. Foram feitos estudos para
escolher a melhor resposta diante da faixa de potencial de +0,95 a +1,20 V e o maior
valor de corrente obtido foi para o potencial de +1,20 V (como pode ser visto na Figura
14A). Alguns testes foram feitos anteriomente utilizando valores maiores de potencial,
no entanto, a corrente de fundo foi muito elevada, influenciando nos resultados. Por
isso, a faixa segura de trabalho ¢ de +0,95 V a+1,20 V, sendo este ultimo o melhor para

os teste com CIP.

Além disso, foi feito um estudo para determinar a melhor resposta do eletrodo
diante da velocidade de injecdo do analito, de acordo com a Figura 14B ¢ possivel
observar que o valor de 227 uL s™! apresentam menor erro apesar de nio ter o maior valor
de corrente, e por isso, foi escolhido para guiar os estudos posteriores. Por fim, foi feito
um estudo para selecionar o volume de inje¢do, conforme a Figura 14C, os resultados
obtidos além de 100 uL ndo apresentam muitas varia¢des, portanto, o volume de 100 uL

foi escolhido. Esses valores estdao resumidos na Tabela 7.
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11 pA

Figura 14. (A) Voltamogramas hidrodindmicos obtidos com o sistema BIA tragando os
valores de corrente de pico em fungdo do potencial aplicado correspondente, usando
LIG como eletrodo de trabalho. Concentragioda CIP: 50 umol L!; eletrélito de suporte:
0,12 mol L' BR buffer (pH = 5,0); taxa de dispensacdo: 200 pL s'. Efeito da taxa de
dispensacdo (B) e o volume de injecao (C) na resposta amperométrica de CIP. Pontecial

aplicado +1,2 V ( vs. Ag|AgCl|KClsat).
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Tabela 7. Faixa estudada e valores otimizados selecionados para a determinagao de CIP

usando BIA com deteccao amperométrica.

Parametros Faixa Estudada Valor Otimizado
Potencial vs. Ag|AgCl|KClsat, +0,95 - +1,20 +1,20
/'V
Velocidade de injeciio / pL s™ 17-300 227
Volume / pLL 25-250 100

O registro amperométrico (Figura 15A) obtido usando LIG (configurag¢do
contendo apenas o eletrodo de trabalho) montado em uma célula BIA na qual uma
micropipeta eletronica realiza a injegdo de 100 puL de solugdes padrdo de CIP de 1 a 75
umol L™, O sensor LIG apresentou uma resposta estavel a oxidacio de CIP dentro de

uma ampla faixa linear. Valores de inclinag@o estaticamente semelhantes (0,415 + 0,021
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e 0,416+ 0,013 pA L pmol ') foram obtidos para solu¢des injetadas em ordem crescente

e decrescente de concentracdes de CIP (Figura 15B mostra os graficos de calibracdo).

Figura 15. A) Amperograma obtido pelo sistema BIA para injegoes de CIP (n = 3) em
concentragdes de (a) 1; (b) 5; (c) 10; (d) 20; (e) 40; (f) 50; (g) 75 umol L™, usando o
eletrodo LIG. B) Curvas analiticas com concentragdes de CIP crescentes e decrescentes.
Eletrolito de suporte: 0,12 mol L' tamp3o BR (pH = 5,0); taxa de dispensac¢do: 227 uLs
I: volume de injegdo: 100 pL; potencial aplicado: +1, 2 V (vs. Ag|AgCl/KClsar,).
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Os parametros analiticos do método BIA usando um eletrodo LIG sdo apresentados na
Tabela 8, com um limite de deteccio de 0,2 umol L™! e uma alta frequéncia analitica (216
h™"). Esta ¢ a primeira demonstracdode um eletrodo LIG submetido a condi¢des de alto
fluxo do sistema BIA. Além disso, esta ¢ a primeira vez que um eletrodo LIG ¢ aplicado
para a determinagdo deste composto antibiodtico que pode ser encontrado como residuos em

amostras de leite [44, 68].
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Tabela 8. Pardmetros analiticos obtidos para a detec¢do de ciprofloxacina por BIA com

detec¢do amperométrica usando sensor LIG.

Parametros Analiticos CIP
LD /pmol L ! 0,2
Sensibilidade / pA L pmol 0,415 + 0,021
Coeficiente Linear / pA 0,794
Faixa Linear / pmol L 1-75
RSD (n=20)/ % 5,97* e 2,97**
Frequéncia analitica / a h™! 216

*Estudo de repetibilidade usando CIP (10 pmol L)
**Estudo de repetibilidade usando CIP (50 umol L)

a h'!: andlise por hora

Eletrodos LIG usando poli-imida como substrato t€ém sido produzidos com laser de
emissao na regido do infravermelho [4, 8, 9, 15]. Nesse sentido, foi comparado o
desempenho analitico de eletrodos LIG obtidos por fontes de laser no infravermelho e no

visivel (Figura 16), usando CIP como a espécie alvo.
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Figura 16: Curva de calibracio para a concentracdo crescente de CIP (1-50 pmol L)
obtida para eletrodos IV-LIG (linha vermelha) e visivel-LIG (linha preta). Condigdes de

detec¢dao amperométrica BIA: Tabela 9.
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Tabela 9: Comparagao entre alguns parametros analiticos para determinagao de CIP usando

BIA com detec¢ao amperométrica.

Parametros Analiticos IV-LIG Visivel-LIG
R? 0,995 0,998
Coeficiente Linear / pA 1,17+0,18 0,88 £ 0,19
Sensibilidade / pA L 0,33 +£0,2 0,41 £ 0,01
pmol™!

LD / pmol L! 0,3 0,2




O equipamento desenvolvido e apresentado neste trabalho que emprega um laser de
emissdo na regido do visivel ndo € tdo rapido quanto os sistemas comerciais que empregam
o laser infravermelho de CO> (duas vezes mais rapido)para fabricar os eletrodos LIG.
Usando uma velocidade de 20 mm s~! com o equipamento proposto, 12 plataformas de trés
eletrodos s3o produzidas por hora. A maior velocidade de aplicagdo do laser ndo gerou
faixas de grafeno de alta qualidade com propriedades ideais para o sensoriamento
eletroquimico, portanto, mais estudos sdo necessarios para acelerar o processo, mantendo o
desenvolvimento de sensores de alto desempenho. Adicionalmente, € importante mencionar
que o equipamento desenvolvido construido com uma impressora 3D e um laser de emissao
no visivel apresenta um custo menor e € mais compacto do que as maquinas de corte/gravura

a laser no IR, mostrando-se mais vantajoso para a obtengao de sensores eletroquimicos.

A aplicabilidade do eletrodo LIG também foi avaliada para a determinagao de CIP
no leite. O registro amperométrico (Figura 17) para inje¢des de solucdes padrao para obter
um grafico de calibracao (a - f) seguido de injecdes de amostras de leite diluidas em
eletrolito suporte (de A a Ar3). Amostras de leite puro e enriquecido com trés niveis de
concentragdo foram analisadas e os valores de recuperagdo ficaram entre 84% e 98% (ver
Tabela 10). Tais valores de recuperacao indicam que os eletrodos LIG estdo livres da
interferéncia de matriz da amostra e que nao estao sujeitos do efeito de memoria, uma vez

que os valores de recuperagao sdo decrescentes ao aumentar a concentracao do analito.

De acordo com a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) o valores
maximos de residuos de CIP em leite ¢ de 100 pg/kg [69] e o LD do LIG para este analito

¢ de 99 ng/kg se mostrando um excelente sensor.
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Figura 17. Amperograma obtido pelo sistema BIA para determina¢do de CIP em amostra
de leite A) e leite enriquecido (Ar1, Ar2, Ar3). B) Curva analitica: (a) 1, (b) 5, (¢) 10, (d) 20,
(e) 40 e (f) 50 umol L', Condi¢des experimentais: Eletrolito de suporte: 0,12 mol L
tampdo BR (pH = 5.0); taxa de dispensagdo: 227 pLs™'; volume de inje¢do: 100 pL;
potencial aplicado: +1, 2 V (vs. Ag|AgCIl|KClsat).
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Tabela 10. Resultados obtidos pelo sistema BIA-AD para determinagao de CIP em amostra

de leite.
Fortificado / pmol L-1 Encontrado / pmol L-1 Recuperacio / %
10,0 9,8+0,3 98 £2
20,0 17,2 +£0,5 86 +£2
40,0 33,7+ 1,2 84+3

Além disso, o desempenho analitico (LD e faixa linear) do LIG foi semelhante a
outros eletrodos relatados na literatura para deteccdo de CIP (Tabela 11). Conforme
observado, alguns sensores descritos requerem modificacdo de superficie com
nanomateriais (nanotubos, grafeno de 6xido reduzido e nanoparticulas de ouro). No
entanto, esses materiais sdo caros, € o processo de modificacdo ¢ trabalhoso (envolve

varias etapas) sendo demorado. Ao contrario disso, a construgdo dos eletrodos LIG ¢
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simples, rapida (etapa unica) e de baixo custo, € ndo requer solventes para fornecer
dispersoes de modificadores quimicos. Assim, esta aplicagdo pioneira de eletrodos LIG
combinada com o sistema portatil BIA [70] pode abrir muitas oportunidades para

aplicagdes no controle de qualidade de amostras complexas e em campo.

Tabela 11. Comparacdo do desempenho analitico do LIG com outros sensores relatados na

literatura paradeterminacdo de CIP.

Eletrodo Método LD /pmol L- Faixa Linear/  Referéncias
1 pmol L-1
rGO/GCE FIA-AD 0,1 1-100 [71]
GCE/LaSH DPV 0,3 10-110 [72]
TiO2/AuNPs/CMK- VC 0,1 1-10 [73]
3/Nafion/GE
AuNP- B-CD- DPV 0,003 0,01-120 [74]
RGO/GCE
SPE CA 0,3 14-135 [75]
rGO/PPR/GCE DPV 0,002 0,002-0,05 [76]
PDA/MWCNT- DPV 0,04 0,08-10 [77]
GCE
LIG BIA-AD 0,2 1-50 Este Trabalho

rGO/GCE: eletrodo de carbono vitreo modificado com o6xido de grafeno reduzido; GCE/LaSH: eletrodo
de carbono vitreo GCE modificado por um filme fino de laponita funcionalizada com tiol;
Ti02/AuNPs/CMK 3/Nafion/GE: eletrodo de grafite modificado com sol de didxido de titanio enriquecido
com carbono mesoporoso, nanoparticulas de ouro e Nafion; AuNP- -CD-RGO/GCE: nanocompdsito de
oxido de grafeno reduzido funcionalizado com B-ciclodextrina revestida com nanoparticulas de ouro; SPE:
eletrodo impresso; rGO/PPR/GCE: eletrodo de carbono vitreo modificado com vermelho de fenol e dxido
de grafeno reduzido; PDA/MWCNT GCE: eletrodo de carbono vitreo modificado composto de nanotubos
de polidopamina de parede multipla;
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Com a finalidade de aferir a precisdo dos eletrodos LIG foi feito um estudo de
repetibilidade utilizando CIP 10 umol L™ e 20 inje¢des pelo sistema BIA. Na Figura 18,

¢ possivel observar que as respostas sao reprodutiveis.

Figura 18. Amperograma obtido pelo sistema BIA para estudo de repetibilidade com

injegdes de CIP (n = 20) em concentra¢des de 10 umol L™, usando o eletrodo LIG.

Y T y ¥ T
0 25 50 75 100
Tempo /s

53



5. Conclusao

Foi demonstrado que a partir de uma impressora 3D combinada com uma fonte de
laser de emissdo novisivel € possivel fabricar eletrodos LIG a partir de folhas de PI flexiveis
em diferentes designs para sensoriamento eletroquimico. O equipamento permite a
produgdo de sensores descartaveis reproduziveis (cada dispositivo custa menos de USS$
0,01) considerando apenas o custo das folhas de poli-imida. A plataforma LIG de trés
eletrodos permitiu a analise de biomarcadores em uma tnica gota de solu¢do (100 puL). A
eletrodeposicdo de filmes de PB no eletrodo LIG de trabalho resultou em um sensor estavel
e sensivel para H,O> com desempenho comparavel ou melhor do que as sofisticadas

plataformas eletroquimicas descritas anteriormente.

A associa¢do de um eletrodo de trabalho LIG a um sistema BIA permitiu a determinagao
rapida e sensivel de um residuo de antibidtico em amostras de leite. A alta vazao empregada
pelo sistema BIA promove maior detectabilidade e atestou a estabilidade do grafeno formado
por laser visivel em folhas PI. Ao utilizar a impressora 3D, este trabalho abre muitas
perspectivas, como por exemplo, a fabricagdo de eletrodos miniaturizados com alta
reprodutibilidade que podem gerar sensores versateis € biossensores. O sistema pode ser
mecanizado se for necessaria uma producdo em larga escala. Muitas outras aplicagdes usando
eletrodos LIG podem ser previstas para o desenvolvimento de sistemas eletroanaliticos

aprimorados.
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