UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Programa de Pos-Graduacao em Quimica

ANA PAULA RUAS DE SOUZA

Desenvolvimento de novos sensores eletroquimicos
descartaveis para fins analiticos

Versao corrigida

Sao Paulo

Data do Deposito na SPG:
16/09/2015



ANA PAULA RUAS DE SOUZA

Desenvolvimento de novos sensores eletroquimicos
descartaveis para fins analiticos

Tese apresentada ao Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo para obtencao do

Titulo de Doutor em Ciéncias (Quimica).

Orientador (a): Prof. Dr. Mauro Bertotti

Sao Paulo
2015



Ficha Catalogrifica
Elaborada pela Divisdo de Biblioteca e
Documentacio do Conjunto das Quimicas da USP.

Souza, Ana Paula Ruas de

5729d Desenvolvimento de novos sensores eletroquimicos descartaveis
para fins analiticos / Ana Paula Ruas de Souza. -- Sdo Paulo,
2015.
134p.

Tese (doutorado) — Instituto de Quimica da Universidade de
Sdo Paulo. Departamento de Quimica Fundamental
Orientador: Bertotti, Mauro

1. Métodos eletroanaliticos - Quimica analitica 2. Sensores
quimicos I. T. II. Bertotti, Mauro, orientador.

543.0871 CDD




Aos meus amados pais, Eduardo e Cida.
Ao meu irméo, Marcio.

DEDICO



Ao Prof. Dr. Mauro Bertotti,
Pelos ensinamentos, paciéncia e confian¢a dispensados.

DEDICO



AGRADECIMENTO(S)

A Deus.

Ao Prof. Dr. Mauro Bertotti, pela amizade, pela paciéncia, pela orientacéo e pela rica
contribui¢cdo durante todo o desenvolvimento desta tese.

Ao Prof. Dr. Lacio Angnes, pela amizade, por ter aceitado participar do Exame de
Qualificacao e pelos ensinamentos oferecidos neste trabalho e em outros trabalhos
em colaboracéo.

A Profa. Dra. Silvia Helena Pires Serrano, pela amizade, por ter aceitado participar do
Exame de Qualificacéo e pelos ensinamentos oferecidos.

Ao Prof. Craig Banks, pelos ensinamentos durante os meses em Manchester/
Inglaterra e pela contribuicdo nesta tese.

A Profa. Susana Torresi, pelo trabalho em colaboracéo e por todo ensinamento.

A Profa. Denise Petri, pelo auxilio com a interpretacéo das imagens obtidas por AFM.

A Roselyn, pela amizade, pelo apoio, pelas risadas e momentos de descontracéo.

A Fabiana, pela amizade, pelos ensinamentos, pelos momentos de risada, pelas
longas conversas e pelos trabalhos em colaboracéo.

A Profa. Lucia da UFABC, pelas amostras de agua de rio e pela amizade.

Aos demais professores do Instituto de Quimica da USP pela amizade e pelos
ensinamentos oferecidos.

Aos amigos do Laboratério de Sensores Eletroquimicos e Métodos Eletroanaliticos
(LSEME), Pollyana, Rosellyn, Lucas, Alex, Gabriel, Drochss, Maiara, Carla, pela
convivéncia e ajuda.



As “Meninas do Lab.” pela amizade incondicional, por todo o carinho, pelos abracos
parceiros, pelos cafés no lab. e bloco 6, pelas risadas e pelo apoio.

A Nathalia Rodrigues, minha querida IC, pela paciéncia durante os meses de
orientagdo a distancia e durante os meses pré entrega de tese.

A Flavia e ao Arthur, meus ICs, pela paciéncia e por toda a contribuicio no meu
crescimento como co-orientadora.

A técnica Cristina, por toda a ajuda no laboratério e pelas longas conversas
descontraidas.

Aos colegas de outros laboratérios, em especial ao Luis, pelo apoio com a construgcéo
da minha célula eletroquimica, pelas viagens maravilhosas para Congressos e pela
amizade.

A todos os amigos e colegas do 1Q-USP.

A minha familia, pela paciéncia, convivéncia, amizade e pelo apoio incondicional.

As amigas Nathally, Miriam, Daniela J., Daniela M., Leila, Luciana, Leopoldina, Paula
pelos momentos descontraidos.

Ao Roberto, pela paciéncia e o carinho nestes ultimos dias de elaboracdo da Tese.

A todos que, de alguma maneira contribuiram para a realizacao deste trabalho.

Ao CNPq, a CAPES e a Pro-Reitoria de Pés Graduacédo da USP, pelo apoio financeiro.

Muito Obrigada!



A principal meta da educacao é criar homens que sejam capazes de fazer coisas novas, ndo
simplesmente repetir o que outras geracgdes ja fizeram. Homens que sejam criadores,
inventores, descobridores. A segunda meta da educacéo € formar mentes que estejam em
condices de criticar, verificar e ndo aceitar tudo que a elas se prope. (Jean Piaget)



RESUMO

De Souza, A. P. R. Desenvolvimento de novos sensores eletroquimicos
descartaveis parafins analiticos. 2015. 134p. Tese (Doutorado) - Programa de PGos-
Graduacao em Ciéncias (Quimica). Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo.

O presente trabalho trata do desenvolvimento de sensores eletroquimicos que
possuam caracteristicas descartaveis e ao uso destes dispositivos para a
determinacdo de diferentes analitos em amostras bioldgicas, farmacéuticas e de
interesse ambiental. O desenvolvimento e a aplicagcdo dos sensores foram divididos
em seis capitulos. O primeiro capitulo corresponde a fabricacdo de conjuntos de
microeletrodos em suporte de CD-RW e placa fenolite utilizando impresséo com tinta
toner. Os conjuntos de microeletrodos foram fabricados por meio da deposicao de
duas mascaras de toner em um substrato de cobre ou ouro. Os eletrodos fabricados
neste capitulo foram caracterizados e aplicados nos capitulos subsequentes.

Os resultados da aplicacdo do conjunto de microeletrodos de cobre (DCRM)
foram descritos no segundo capitulo. Os dispositivos foram aplicados para a
determinacdo de perdoxido de hidrogénio em amostras de antisséptico bucal e
clareadores dentais. As determina¢des foram realizadas em solucdo de tampéao
fosfato (pH 7.0) por meio da técnica de amperometria (E = -0,2 V). Estes sensores
foram também aplicados para determinacéo de acido acetilsalitico (AAS) em amostras
farmacéuticas em solucéo de hidréxido de sédio 0,1 mol L* por amperometria (E = 0,6
V). A determinacdo de nitrato em amostra de agua de rio foi realizada por
amperometria (E = -0,45V) em solucéo de sulfato de sédio 0,1 mol L (pH = 2,0). Os
resultados obtidos com o sensor demonstraram o0 sucesso das aplicacdes. As
principais vantagens deste dispositivo dizem respeito a simplicidade de fabricacéo,
baixo custo do equipamento e rapidez das analises.

A caracterizacdo eletroquimica do sensor e a determinacdo de ciclopirox
olamina em solucédo de tampéo BR 0,1 mol L (pH = 5,0) utilizando o conjunto de
microeletrodos de ouro (CD-RW) foi apresentada no terceiro capitulo. Os resultados
obtidos mostraram que € possivel realizar a determinacao desta espécie de interesse
em soluc¢Bes oftalmoldgicas.

O desenvolvimento, a caracterizacdo e aplicacdo de um novo conjunto de
microeletrodos de ouro fabricados a partir da reducéo eletroquimica da 5-bromo-1,10-
fenantrolina em solucéo de dimetilformalmida (DMF) foi investidada no quarto capitulo.
A superficie foi bloqueada com um filme isolante de 1,10-fenantrolina e o sensor foi
caracterizado como um conjunto de microeletrodos de ouro. O sensor foi aplicado para
a determinacdo de peroxido de hidrogénio, nas condi¢cdes descritas anteriormente a
fim de avaliar a aplicabilidade deste dispositivo. Os resultados obtidos foram
promissores.

A utilizacdo de um eletrodo de microbanda impresso na configuracao “back-to-
back” foi descrita no quinto capitulo. A configuracéo faz uso da impressao de um novo
eletrodo nas costas de um eletrodo impresso “tradicional”, aumentando com isso a
sensibilidade do sensor. O eletrodo impresso na configuragdo ‘back-to-back” foi
utilizado para a determinacgdo de ions Pb(ll) em amostras de 4gua potavel por meio
da técnica de voltametria de redissolucdo anddica por onda quadrada e os resultados



obtidos foram concordantes com os encontrados utilizando espectrometria de emisséo
atdmica por plasma acoplado.

Os eletrodos de microbanda impressos na configuragdo “back-to-back”
modificados com nanotubos de carbono para a determinacdo de capsaicina e
dopamina e com ftalocianina de cobalto (Il) para determinacdo de hidrazina foram
investigados no sexto capitulo. Os resultados obtidos foram concordantes com
agueles descritos em outros trabalhos encontrados na literatura.

Palavras-chave: Conjunto de microeletrodos, eletrodos impressos,
microbanda, configuracdo “back-to-back”, métodos eletroanaliticos e modificacdo
eletroquimica.



ABSTRACT

De Souza, A. P. R. Development of new disposable electrochemical sensors for
analytical purposes. 2015. 134 p. PhD Thesis - Graduate Program in Chemistry.
Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, S&do Paulo.

This work presents results on the fabrication of disposable electrochemical
sensors and the use of such devices for the determination of different analytes in
biological, pharmaceutical and environmental samples. The development and
application of these sensors have been divided into six chapters. The first chapter
describes the fabrication of a microelectrode ensemble (CD-RW) using ink toner. The
sensor was fabricated by deposition of two toner pattern masks on copper and gold
substrates. The electrodes fabricated according this procedure were characterized and
applied in subsequent chapters.

The second chapter describes the use of a disposable copper random
microarrays (DCRM) for the amperometric determination of three analytes: hydrogen
peroxide in real samples (oral antiseptic and dental whitening) at —-0.2 V in phosphate
buffer (pH 7.0) solution, acetylsalicylic acid (ASA) in pharmaceutical formulations at
0.6 V in 0.10 mol L~' NaOH solution and nitrate in river samples at -0.45V in a 0.10
mol L™! sodium sulfate solution (pH 2.0). The good results obtained with the DCRM
demonstrated the successful application of this new sensor. The main advantages of
the proposed manufacturing procedure are the simplicity, low cost of equipment and
the high speed of production.

The third chapter presents results on the use of a gold random microarray
(GRM) for the determination of ciclopirox olamine in 0.10 mol L Britton Robinson
buffer solution (pH 5.0). Following the optimization of the experimental parameters, the
proposed sensor presented excellent analytical properties for the amperometric
detection of ciclopirox olamine at +0.85 V. The usefulness of the GRM sensor was
confirmed by determining ciclopirox olamine in commercial products and the results
obtained agreed well with those found by potentiometric titration and the labeled
values.

The fourth chapter describes the fabrication of a random assembly of
microelectrodes (RAMs) by electrochemical reduction of 5-bromo-1,10- phenathroline
in N,N-dimethylformamide (DMF), generating the 1,10-phenanthroline radical, which
was covalently grafted on gold electrodes. After several potential cycles, the gold
surface was partially blocked with an insulating film of 1,10-phenanthroline and the
resulting modified electrode exhibited the characteristics of RAMs for the
electrochemical reduction of the reversible probe 1,4-benzoquinone in DMF. This
sensor was applied for hydrogen peroxide detection at —0.2 V in phosphate buffer (pH
7.0) solution.

The fifth chapter reports on the use of screen-printed back-to-back microband
electroanalytical sensors for quantification of lead(ll) ions in drinking water samples in
0.01 mol L't HCI and the validation of the results by ICP-OES.



The sixth chapter shows results on the use of back-to-back screen-printed
microband electrodes modified with single-walled carbon nanotubes and cobalt
phthalocyanine. The electroanalytical applications of this novel electrode configuration
were exemplified towards the sensing of dopamine, capsaicin and hydrazine.

Keywords: random microelectrodes, Screen-printed electrode, microband, back-to-
back configuration, electroanalytical methods and electrochemical modification.
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1. INTRODUCAO

1.1 Fendmenos de transporte de massa

Os fenbmenos de transporte de massa sdo de fundamental importancia para a
interpretacdo dos resultados obtidos por meio das técnicas voltamétricas. Os processos que
ocorrem no eletrodo podem ser divididos em: a chegada do material eletroativo a superficie do
eletrodo, a transferéncia de elétrons entre o material e o eletrodo, e a saida do produto da reacéo.
A cinética destes trés passos influéncia na velocidade global de um processo de eletrodo. Ha
trés modos de transporte de massa: convecgdo, migracédo e difusdo (Brett e Brett, 1998; Wang,

2000).

A conveccdo € resultado da agitacdo da solucdo por um dispositivo mecanico ou, na
auséncia deste elemento externo, esta é causada pela diferenca das densidades entre dois pontos

em funcdo de um gradiente de temperatura ou de concentragéo (Brett e Brett, 1998)

A migracdo é o movimento de particulas carregadas sob a acdo de um campo elétrico.
Este fendbmeno complica a interpretacdo de resultados obtidos por voltametria e é vantajoso que
seus efeitos sejam minimizados. Para tal, um excesso de eletrélito suporte que ndo interfira no

processo de eletrodo é adicionado a solucdo (Wang, 2000).

A difusdo € um movimento natural observado sempre que existe uma diferenca de
concentracdo do soluto, mais rigorosamente, quando houver uma diferenca de potencial

quimico de uma dada espécie entre dois pontos em uma solugéo (Brett e Brett, 1998).
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Em um processo de eletrodo, o gradiente de concentracdo é estabelecido quando ha
consumo da espécie eletroativa na superficie do eletrodo. Um caso particular acontece quando
ha obtencdo de uma resposta de estado estacionario e, desta forma, os valores de corrente néo
variam com o tempo. A equacdo 1 a seguir descreve as condi¢fes no estado estacionario e este
comportamento pode ser conseguido empregando-se microeletrodos de disco (Brett e Brett,

1998).

(Equacdo 1) (Brett e Brett, 1998)
I, =4nFDcr

Onde I_ € definido como corrente no estado estacionario, n numero de elétrons, F
constante de Faraday, D coeficiente de difusdo da espécie eletroativa, ¢ concentracdo da espéecie

eletroativa no seio da solucdo e r raio do microeletrodo.

Quando a geometria do eletrodo € aproximada para o modelo de um eletrodo plano de
largura infinita com o fluxo de espécies eletroativas perpendicular ao plano do eletrodo, o fluxo
de material € uniformemente distribuido em toda a area superficial do eletrodo e a concentracao
da espécie eletroativa atinge o valor da concentracdo no seio da solucdo em distancias
relativamente curtas, ou seja, a camada de difusdo pode ser considerada muito fina. Entretanto,
o fluxo de material ndo é uniforme quando se limita o tamanho do eletrodo. O fluxo na borda é
diferente do fluxo nas regides centrais do eletrodo e este fenémeno é conhecido como efeito de
borda. Desta forma, existem dois casos limitantes que sdo mostrados na Figura 1. No caso da
Figura 1A, tem-se 0 modelo em que a espessura da camada de difusdo, &, € menor que o raio
do eletrodo, r, e, portanto, a difusdo é planar e na Figura 1B, tem-se 0 caso em que a espessura
da camada de difuséo, 6, € maior que o raio do eletrodo, r, e a difusdo apresentada ¢ radial, ou

seja, o efeito de borda é predominante (Ferreira, 2008).
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Figura 1. Regimes de difusdo de um eletrodo de tamanho convencional (A) e de um

microeletrodo (B) em tempos longos (Adaptada de (Ferreira, 2008)).

1.2 Microeletrodos

O desenvolvimento de sensores eletroquimicos consiste em area de crescente interesse
em funcdo de algumas caracteristicas favoraveis destes dispositivos. A portabilidade,
seletividade, alta sensibilidade, ampla faixa linear, facilidade de automacédo, baixo custo,
viabilidade de medicGes em campo, obtencdo de dados em tempo real e principalmente a
possibilidade de miniaturizacdo sé@o algumas das vantagens que fizeram estes dispositivos
serem amplamente utilizados em areas como eletroquimica e eletroanalitica (Correia, Mascaro

etal., 1995).

Na defini¢do do termo “microeletrodo”, ndo somente fatores como tamanho e forma da

superficie eletrddica devem ser levados em consideracdo, mas também parametros temporais
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da técnica eletroanalitica empregada, os quais governam a espessura da camada de difuséo.
Eletrodos de tamanho convencional (r = 103 m) podem, sob certas condi¢des experimentais,
como tempos curtos, responder como microeletrodo. Entretanto, para que esse comportamento
seja mantido em outras condi¢Bes experimentais, € necessario que o eletrodo apresente tamanho
substancialmente menor (r = 10® m) (Paixdo e Bertotti, 2009). Dessa forma, a definicio de
microeletrodo como eletrodo de tamanho micromeétrico é arbitraria. Nesse sentido, a definicéo
de microeletrodo pode ser mais abrangente e referir-se a qualquer eletrodo cuja dimenséo,
dentro de uma dada condicdo experimental, seja comparavel ou menor que a da camada de
difusdo, & (Stulik, Amatore et al., 2000; Paixdo e Bertotti, 2009). Sob essas condic¢des, um perfil
de estado estacionario ou pseudo estado estacionario (microeletrodos cilindricos) € obtido.
Eletrodos com estas caracteristicas possuem um comportamento eletroquimico diferenciado,
proporcionando voltamogramas com perfil sigmoidal referente ao estado estacionario. A
obtencdo do estado estacionario deve-se predominantemente ao transporte de massa mais
eficiente nessas superficies eletrodicas, em que prevalece a difusdo radial (Paixao e Bertotti,

2009).

Algumas caracteristicas dos microeletrodos fazem com que estes sejam muito utilizados

atualmente. Dentre estas caracteristicas estdo:

Queda 6hmica é reduzida devido a pequena area do eletrodo, tornando possivel a
realizacdo de experimentos na auséncia de eletrélito suporte ou em solventes organicos apolares

(Correia, Mascaro et al., 1995; Ferreira, 2008).

Baixa contribuicdo da corrente capacitiva, ou seja, a energia necessaria para se carregar
a dupla camada elétrica entre o eletrodo e a solucéo € insignificante devido a area diminuta do
eletrodo. Como consequiéncia, os microeletrodos exibem uma relagdo sinal-ruido bastante

favoravel (Correia, Mascaro et al., 1995; Ferreira, 2008).
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Alta eficiéncia do transporte de massa em processos de eletrodo, permitindo que
condicdes de estado estacionario de corrente sejam rapidamente estabelecidas (Correia,

Mascaro et al., 1995; Ferreira, 2008).

Microeletrodos podem ser construidos facilmente e com custo relativamente baixo (Correia,

Mascaro et al., 1995; Ferreira, 2008).

Microeletrodos sdo sensores quimicos, fabricados isoladamente ou em arranjos,
possuindo as mais variadas configuragdes. A Figura 2 mostra diferentes geometrias para

microeletrodos, as quais sdo mais encontradas na literatura (Stulik, Amatore et al., 2000).
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Figura 2. Geometria de microeletrodos e conjuntos de microeletrodos empregados na
literatura: a) microdisco; b) microanel; ¢) arranjo de microdiscos; d) arranjo de microbanda e)
microbanda; f) microcilindrico; g) microesfera; h) microhemisférico i) arranjo de fibras e j) arranjo

interdigitado (Stulik, Amatore et al., 2000).
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No presente trabalho serdo explorados os microeletrodos de disco e os de banda.

1.2.1 Microeletrodo de disco

Microeletrodos de discos sdo atualmente construidos por meio do processo de selagem
que faz uso de capilares de vidro selados por meio de um equipamento conhecido como “pipette
puller” (puxador de pipeta). Estes instrumentos funcionam a base de aquecimento do capilar
de vidro com resisténcias elétricas ou por laser. Este Gltimo método possui vantagens, pois
permite um controle mais apurado do aquecimento. Entretanto, trata-se de equipamentos de
custo mais elevado do que o empregado para aquecimento elétrico. Nesse procedimento (Figura
3) de selagem, a microfibra é posicionada no centro de um capilar de vidro ao qual se pode
aplicar vacuo para minimizar problemas posteriores oriundos de eventual presenca de bolhas.
Apos a fixacdo do conjunto capilar/microfibra no instrumento, um programa de aquecimento
controlado € elaborado em funcéo do tipo de fibra e vidro utilizados. Normalmente nesse tipo
de selagem, um primeiro programa de aquecimento é aplicado para selar o vidro na microfibra
e um segundo programa de aquecimento, para esticar o vidro sobre a microfibra. Desta forma,
a espessura da parede do isolante (vidro) é diminuida e abrem-se perspectivas para a
miniaturizacdo dos dispositivos fabricados. Neste sentido, cumpre ressaltar que microfibras do
tipo annealed, mais moles do que as convencionais, podem ser afinadas utilizando-se um
pipette puller. Nestas condigdes, microeletrodos de dimensdes submicrométricas podem ser
fabricados partindo-se de fibras de dimensGes convencionais (com algumas dezenas de
micrometros). Apos a etapa 3 da Figura 3 pode ser realizado um corte do conjunto vidro e
microfibra para exposi¢do da area eletroativa. A possibilidade da construgéo de eletrodos de

raios menores que o da microfibra de partida € interessante, ja que um dos principais empecilhos
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do processo de fabricacdo de eletrodos com raios menores que 10 pum é a manipulacdo da

microfibra, muito dificultada sem a utilizacdo de um microscdpio (Paixao e Bertotti, 2009).

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4
_— —_—

Figura 3. Esquema do processo de fabricagdo de um microelétrodo de disco utilizando um
pipette puller. Etapa 1 processo térmico de selagem do vidro na fibra; Etapa 2: processo térmico e
mecanico para afinamento do conjunto vidro e microfibra; Etapa 3: processo mecanico de divisao dos

eletrodos e Etapa 4: contato elétrico externo (Castro, 2011).

Microeletrodos de disco podem ser fabricados por meio da técnica de selagem por
aquecimento (De Souza, Lima et al.; Baldo, Daniele et al., 1997; Baldo, Bragato et al., 1998;
Chang e Zen, 2006; Daniele, Baldo et al., 2008; Paixdo e Bertotti, 2009; Salles, De Souza et
al., 2009; Mezour, Morin et al., 2011; Danis, Polcari et al., 2015), “Screen-Printed ’(Tieman,
Igo et al., 1991; Seddon, Shao et al., 1994; Kadara, Jenkinson et al., 2009b; Gomez-Mingot,
Iniesta et al., 2011; J. P. Metters, 2012; Metters, J. P., Tan, F. et al., 2012; Niu, Lan et al.,
2013; Foster, Metters et al., 2014), litografia (Schmueser, Walton et al.; Kokkinos, Economou

et al., 2008; Said, Twomey et al., 2011; Jao, Franca et al., 2015), dentre outras.
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1.2.2 Microeletrodos de banda

Microeletrodos de banda possuem somente uma das dimensdes em escala micrométrica,
porém suas caracteristicas difusionais associadas ao elevado transporte de massa s&o
preservadas e conferem a este eletrodo voltamogramas com perfil sigmoidal (Paix&o e Bertotti,
2009). E relevante ressaltar que nestes dispositivos as outras duas dimensdes ndo so
microscopicas, portanto os valores de intensidade de corrente obtidos com estes eletrodos séo
relativamente elevados. Uma caracteristica importante de microeletrodos de banda diz respeito
ao fato de ndo serem atingidas situacdes de estado estacionario em tempos curtos, como no caso
das microesferas e dos microdiscos (Metters, Kadara et al., 2012a; Metters, Randviir et al.,
2014). Um dos primeiros procedimentos empregados para a fabricagdo de microeletrodos de
banda consistiu no encapsulamento de placas finas de ouro e platina preparadas por
pulverizacdo catodica. Apos procedimento de polimento adequado, superficie constituida por
uma banda de espessura definida foi exposta e obteve-se voltamograma com perfil sigmoidal
caracteristico de um microeletrodo para tempos longos (Morris, Franta et al., 1987). Outros
procedimentos para fabricacdo desse tipo de microeletrodo baseiam-se nas técnicas litograficas
(Samuelsson, Armgarth et al., 1991; Porat, Crooker et al., 1997; Illa, Ordeig et al., 2010),
screen-printed (Honeychurch, Al-Berezanchi et al., 2011; Metters, Kadara et al., 2011;
Metters, Kadara et al., 2012a; 2013; Metters, Randviir et al., 2014; De Souza, Foster et al.,

2015), entre outras descritas na literatura.
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1.2.3 Microeletrodo descartavel

O desenvolvimento de sensores eletroquimicos com certas caracteristicas especificas
(aplicacdo em campo e de baixo custo) € uma das areas que cresce mais rapidamente em
Quimica Analitica. Em grande parte, o0 interesse nesse tipo de pesquisa deve-se a necessidade
do desenvolvimento de metodologias analiticas cada vez mais sensiveis, seletivas e robustas
para a quantificacdo de analitos de interesse presentes em matrizes complexas, como por
exemplo, sangue e urina (Tudos, Besselink et al., 2001). Devido a presenca de inUmeras
substancias quimicas neste tipo de amostras, problemas de envenenamento da superficie do
eletrodo sdo muitas vezes observados. Nestes casos, recorre-se usualmente a processos de

renovacdo da superficie do eletrodo com consequente aumento no tempo de analise.

Esse tipo de empecilho pode ser solucionado utilizando-se eletrodos descartaveis e, nos
ultimos anos, o interesse no desenvolvimento desses sensores vem aumentando
consideravelmente (Horakova-Brazdilova, Fojtova et al., 2008; Ke, Tseng et al., 2008; Prasad,
Muthuraman et al., 2008; Priano, Gonzalez et al., 2008). A construcdo de eletrodos descartaveis
também chama a atencdo em funcdo da possibilidade de acoplamento a equipamentos para auto
avaliacdo clinica, como é o caso da “fita” para o monitoramento de glicose utilizada por
pacientes com diabetes (Sensors for Medicine and Science, 2008). Dessa forma, o
desenvolvimento de sensores eletroquimicos descartdveis pode gerar conhecimento nao
somente académico, mas também de tecnologia aplicavel para a melhoria do padrdo de vida

dos seres humanaos.

Alguns pré-requisitos sdo necessarios para a fabricacdo desse tipo de eletrodo e entre
eles podem ser destacados: baixo custo, reprodutibilidade da area do eletrodo de trabalho e

possibilidade de producdo em larga escala. No momento, metodos baseados em eletrodos

29



impressos sdo os mais utilizados (Chin, Wu et al., 2007; Ke, Tseng et al., 2008; Prasad,
Muthuraman et al., 2008), mas estes geram dispositivos cujas respostas analiticas apresentam
baixa reprodutibilidade e inviabilizam a producéo e uso em larga escala. Esse problema deve-
se a dois principais fatores: alta heterogeneidade da tinta utilizada e falta de reprodutibilidade

do processo de impressédo do eletrodo de trabalho.

Na literatura ha relatos de estudos nos quais sao utilizadas impressoras de jato de tinta
(Setti, Fraleoni-Morgera et al., 2004; Ebbens, Hutt et al., 2006; Kordas, Mustonen et al., 2006;
Yoshioka e Jabbour, 2006; Cho, Parameswaran et al., 2007; Ebbens, Hutt et al., 2007;
Mustonen, Kordas et al., 2007; Wei, Ruan et al., 2007; Venancio, Mattoso et al., 2008) para a
obtencdo de melhor resolucdo da area dos eletrodos fabricados sobre diferentes substratos (por
exemplo, CD-R de Au (Cho, Parameswaran et al., 2007), filmes de Cu depositados sobre vidro
(Ebbens, Hutt et al., 2007) e eletrodo de ouro modificado com bismuto (Jothimuthu, Wilson et
al.). Nestes casos, foi utilizada uma impressora de jato de tinta cujos cartuchos foram
preenchidos com solucBes contendo tidis. Apds a impressao do desenho desejado sobre os
substratos, a area ndo recoberta pela tinta era corroida com solucdo apropriada. Vale salientar
que o trabalho de Cho e colaboradores (Cho, Parameswaran et al., 2007) demonstra a
possibilidade de impresséo direta de monocamadas de tidis sobre a superficie de CD-R de Au
sem necessidade de modificacdo da impressora ou corte do substrato para um tamanho

especifico, facilitando assim o processo de fabricacao dos eletrodos.

Além dos trabalhos relatados anteriormente, uma nova metodologia para construcao de
um sensor de ouro descartavel constituido por arranjos de microeletrodos (Richter, Munoz et
al., 2007). O procedimento empregado utiliza impressdo com mascara de toner em diferentes
porcentagens. Foram registrados voltamogramas com o dispositivo desenvolvido e estes

apresentaram perfil sigmoidal como esperado, indicando que o transporte de massa ocorre por
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difusdo radial. Pela analise dos resultados concluiu-se que ndo ha necessidade de agitacdo da
solucdo durante as medidas e que a repetibilidade para o sinal voltamétrico de Cu(ll) e Hg(Il)
foi maior que 99% (desvio padréo inferior a 1%), o que demonstra a excelente performance do
dispositivo (Richter, Munoz et al., 2007). Neste caso, o dispositivo apresenta caracteristicas de
conjunto de microeletrodos. A secdo a seguir conceitua 0s arranjos ou conjuntos de

microeletrodos.

1.2.4 Conjunto e arranjo de microeletrodos

Além da dificuldade de fabricacdo, microeletrodos individuais de pequenas dimensdes
apresentam uma desvantagem adicional relacionada a necessidade de monitoramento de
correntes muito baixas, as vezes na escala de fA. Entretanto, ao se trabalhar com “ensembles”
(conjuntos) e “arrays” (arranjos) de microeletrodos individuais, correntes significativamente
mais altas podem ser obtidas se os dispositivos individuais forem interconectados (Paix&o e
Bertotti, 2009). H& algumas estratégias para a confeccdo de conjunto ou arranjo de
microeletrodos de diferentes geometrias e a denominacgéo (arranjo ou conjunto) dependera do
controle (arranjo = ordenado) ou ndo (conjunto = aleatdrio) da distancia entre os microeletrodos
(Paixao e Bertotti, 2009). Nestes casos, a distancia entre os microeletrodos individuais consiste
em aspecto importante, pois calculos tedricos preveem que para microeletrodos de disco de raio
a projetados de acordo com a configuracdo de arranjo, a interpenetragdo entre as camadas de
difusdo dos microeletrodos individuais ocorre desde que a distancia entre os microeletrodos

seja inferior a 6a (Paix&o e Bertotti, 2009), Figura 4b. Caso a distancia seja inferior a 6a, sera o

observada sobreposicdo das camadas de difus@o dos microeletrodos individuais (Figura 4c)
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ocasionando um transporte de massa por difusdo linear (Figura 4d), o que acarretara num perfil

voltamétrico caracteristico de macroeletrodo.

B

L
s
/

microeletrodo

Isolante

_ microeletrodo

Isolante

Figura 4. Esquema dos Conjuntos/arranjos de microeletrodos. Difuséo linear, formacédo da
camada de difusdo (A) ,Difusdo radial, caracteristica de microeletrodo (B), Sobreposicdo das camadas
de difusdo (C) e Alta sobreposicéo das camadas de difusdo: difuséo linear (D)(Davies e Compton,
2005).

A literatura reporta alguns métodos de fabricacdo de conjunto e arranjo de
microeletrodos, sendo alguns deles derivados da construcao de microeletrodos individuais
(Paixao e Bertotti, 2009). Dentre esses métodos, podem ser citados aqueles envolvendo técnicas
de microfabricacdo, métodos mecénicos com fios e camadas de filmes finos de camadas

metalicas, formacdo de compdsitos, sonoquimica, utilizacdo de moldes preparados por

32



nanomateriais e de liquidos idnicos, método de eletrodo impresso e mascaras de toner. Dentre
0s métodos citados anteriormente, serdo descritos no presente trabalho a fabricacdo de

conjuntos ou arranjos de microeletrodos por métodos impressos com tinta de carbono ou toner.

1.3 Eletrodos impressos

Os sensores eletroquimicos impressos/serigrafados apresentam um alto potencial de
implementacdo no campo industrial devido a possibilidade de producdo em massa,
sensibilidade, reprodutibidade, estabilidade, precisdo, resposta rapida, facilidade de uso, custo
baixo e robustez. Destas vantagens, destacam-se 0 baixo custo e facilidade de uso,
determinantes no desenvolvimento de versdes comercializaveis para o publico em geral
(Kadara, Jenkinson et al., 2009b; Tan, Metters et al., 2013; Foster, Metters et al., 2014; Metters,

Randviir et al., 2014).

O Eletrodo Impresso (EI), "Screen-Printed Electrode"”, é constituido por um filme
depositado sobre um suporte inerte, geralmente de PVVC ou ceramica de alumina. Em geral, este
filme é parcialmente coberto por uma segunda camada de um isolante para definir uma éarea de
contato elétrico numa extremidade e outra area que serve como a superficie do eletrodo na outra
extremidade (Nascimento e Angnes, 1998; Kadara, Jenkinson et al., 2009a; Metters, Kadara et

al., 2012a).

O processo de "screen-printing™ consiste basicamente em forcar a tinta a passar através
de uma tela para ser depositada sobre um substrato plano. O desenho definido pelas partes
abertas da tela é reproduzido no substrato e gera a forma do eletrodo. Uma combinagéo do uso

sucessivo de diferentes telas e diferentes tintas € normalmente utilizada na preparacédo dos
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eletrodos. Em geral, a etapa final de impresséo consiste na aplicacdo de uma camada parcial de
um isolante para definir uma area a ser usada como contato elétrico numa extremidade e outra
area para ser a superficie do eletrodo na outra extremidade (Nascimento e Angnes, 1998). A

Figura 5 ilustra o procedimento de preparacdo dos Els.

W
(/\=—==—=\

Figura 5. Imagem ilustrativa do processo de “screen-printing” (Nascimento e Angnes, 1998).

A Figura 6 mostra um desenho esquematico do aspecto final de um sensor eletroquimico

impresso ou serigrafado.

F._.. A
.-t_‘»W
—_— R

I

Figura 6. Imagem esquematica de um eletrodo impresso ou serigrafado (A) eletrodo auxiliar,

(W) eletrodo de trabalho, (R) eletrodo de referéncia e (C) contato elétrico.

As etapas bésicas da confeccdo de um EIl séo a preparagédo ou selecédo da tinta, selecdo

da tela, impressdo, secagem e cura. O processo é repetido para as camadas sucessivas.
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Recentemente, introduziu-se o conceito de configuracdo do eletrodo serigrafado ou
impresso “back-to-back”, que consiste em dois eletrodos impressos, fisicamente isolados,
posicionados de costas um para o outro. Os eletrodos “back-to-back” apresentam dois eletrodos
conectados conjuntamente, permitindo assim que num mesmo suporte sejam obtidos dois
eletrodos. Esta abordagem utiliza a parte de tras do suporte de plastico, geralmente desprezada
nos sensores impressos, convertendo este “"espaco morto™ em um sensor eletroquimico,
resultando com isso em uma melhoria no desempenho analitico. A Figura 7 mostra o conceito
de eletrodos de microbanda impresso (Figura 7A) e eletrodos de microbanda impresso na

configuracdo "back-to-back™ (Figura 7B).

E Usualmente
“Espaco Morto"
Conector
Compartilhado
Eletrodo de
Referéncia sfft.rz:;g.
Sl:ft:::n‘:: i? Eletrodo de
Eletrodo de Trabalho Shlrode de
Trabalho Trabalho
Contra-Eletrodo
Contra-Eletrodo
Contra-Eletrodo

Figura 7. llustrac@o do eletrodos de microbanda impresso (A) e do eletrodo de microbanda

impresso na configuracgéo "back-to-back™ (B)(De Souza, Foster et al., 2015).
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2. OBJETIVOS

Desenvolver novos sensores eletroquimicos que possuam caracteristicas descartaveis e
aplica-los para a determinacdo de diferentes analitos em amostras bioldgicas, farmacéuticas e

de interesse ambiental.
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2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Capitulo 1. Aprimorar a fabricagdo de conjuntos de microeletrodos em suporte de CD-

RW e placa fenolite.

Capitulo I1. Caracterizar o sensor eletroquimico e realizar algumas determinacfes de
interesse analitico (anélise de AAS, nitrato e perdxido de hidrogénio) para os conjuntos de

microeletrodos de cobre a fim de demonstrar o grande potencial comercial do dispositivo.

Capitulo I11. Caracterizar o dispositivo utilizado e realizar a determinacdo do farmaco

ciclopirox olamina utilizando o conjunto de microeletrodos de ouro.

Capitulo V. Desenvolver, caracterizar e aplicar um novo conjunto de microeletrodos

de ouro fabricados a partir da imobilizacdo de 1,10-fenantrolina na superficie do eletrodo.

Capitulo V. Caracterizar e utilizar um eletrodo de microbanda impresso na configuracao

“back-to-back” para a determinacdo de Pb(Il).

Capitulo VI. Caracterizar e utilizar um eletrodo de microbanda impresso na
configuracdo “back-to-back” modificado com nanotubos de carbono para determinagéo de

capsaicina e dopamina e com ftalocianina de cobalto (1) para determinacdo de hidrazina.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes

Todas as solugdes utilizadas nos procedimentos experimentais foram preparadas a partir
de reagentes de grau de pureza analitica dissolvidos em agua desionizada (processada em
sistema Nanopure Infinity, Barnstead 18 MQ cm). Os reagentes utilizados foram
hexacianoferrato de potéssio (KsFe(CN)g), cloreto de potassio (KCI), metil viologénio (MV?*),
sulfato de sodio, ciclopirox olamina (CO), hidréxido de sddio, acido bérico, acido fosforico,
acido acético, acetato de sddio, nitrato de sédio, dopamina (DA), nitrato de chumbo (1), acido
cloridrico, hidrazina (HI), Capsaicina (CA), &cido acetilsalicilico (AAS) e peroxido de

hidrogénio.

A solucdo tampao Britton-Robinson (tampéo BR) foi preparada a partir da mistura de
solugdes 0,1 mol L formada pelos acidos acético, bdrico e fosforico. O pH de 2,0 a 7,0 foi

ajustado pela adicdo de quantidade suficiente de solugdo de NaOH 2 mol Lt

A solucdo oftalmoldgica que contém ciclopirox olamina foi adquirida em uma farmacia
comum. Durante as analises amperométricas, foram transferidos 200 pL da amostra de solucao
oftalmoldgica contendo ciclopirox olamina para 2,0 mL de solugéo de tamp&o B-R 0,1 mol L*

(pH 5,0) contida na célula eletroquimica descrita no item 3.3.
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3.2 Instrumentacéao

Todos os procedimentos experimentais foram realizados em um bipotenciostato
autolab PGSTAT 30 (Ecochemie) conectado a um computador, empregando uma célula

eletrogquimica com sistema de trés eletrodos (eletrodos de trabalho, referéncia e auxiliar).

A anélise potenciométrica da ciclopirox olamina na amostra de farmaco foi realizada
segundo a metodologia descrita na Farmacopéia (Convention, 2009). A amostra de ciclopirox
olamina foi dissolvida em 2 mL de metanol e foi avolumada para 40 mL com &gua desionizada.
A mistura foi titulada com a solugdo padréo de hidréxido de sodio 0,1 mol L. O volume do

ponto de equivaléncia foi utilizado para o calculo da concentragdo do analito de interesse.

As imagens obtidas por meio do Microscépio de Forca Atbmica (AFM) foram obtidas
usando um sistema de imagem molecular PicoSPM-LE, a frequéncia de ressonancia foi um
pouco abaixo 294 kHz com cantilever operando em modo de contato intermitente (AAC mode)
para medir a topografia e a rugosidade da superficie de Au/eletrodo de ITO e 1,10-

fenantrolina/Au/eletrodo de ITO.

Imagens dos filmes de 1,10-fenantrolina depositados em eletrodos de Au/e em ITO

foram obtidas com um Microscépio Eletrénico de Varredura (MEV, JSM-7401F, JEOL).

As determinacdes de ions chumbo utilizando a Espectrometria de emissdo atdémica por
plasma acoplado (ICP-OES) indutivamente foram realizadas utilizando a Thermo Scientific

DUO iCAP 6300 ICP Spectrometer.

Os experimentos usando Microscopio Eletroquimico de Varredura (SECM) foram
realizados em solucéo de ferricianeto de potassio 1 mmol Lt em KCI 0,5 mol L™ utilizando um
microeletrodo de platina com diametro de 10 um como ponta de prova, um eletrodo de

referéncia de Ag/AgCl e um fio de platina como contra-eletrodo. Primeiramente, foram obtidas
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as curvas de aproximacao para um substrato de ouro ndo polarizado, um substrato isolante e,
posteriormente, com o substrato de ouro polarizado. Experimentos nas superficies de ouro
contendo pequenas partes recobertas com um isolante (toner) foram realizados da mesma
maneira. Por meio das curvas de aproximacéo foi possivel determinar a distancia limite entre o
microeletrodo e o substrato para que ndo ocorresse a quebra da ponta de prova e na qual
pudessem ser obtidas informacdes sobre a topografia da superficie. Essa distancia deve
corresponder a posicao na qual a corrente medida aumenta ou diminui entre 10 % e 25% da
corrente obtida em regides afastadas do substrato. Mantida a posicdo no eixo z, varia-se
seguidamente a posicdo do microeletrodo nas posicdes y e X a velocidades controladas. A
imagem obtida ao final do experimento correspondeu ao relevo da superficie contendo a parte

isolante sobre a superficie de ouro.

3.3 Construcéao da célula eletroquimica utilizada nos Capitulos I, 11 e 111.

A célula eletroguimica em acrilico (V = 3 mL) foi confeccionada utilizando
equipamento a laser de CO (Gravograph Industrie International modelo L- Solution 100), e 0
dispositivo foi desenhado empregando o programa Corel Draw 12 (Corel Corporation — versdo
12.0.0.-2003) no Laboratorio de Automacao e Instrumentacdo Analitica - LAIA. A célula foi
projetada com o intuito de selar e delimitar a area do eletrodo de trabalho (sensor descartavel),

como pode ser visto nas fotos apresentadas na Figura 8.
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Figura 8. A) Representacdo esquematica do conjunto de camadas de acrilico que constitui a
célula eletroquimica; B) Imagem da célula eletroquimica ap6s a colagem das placas de acrilico

(espessura = 2,5 mm) juntamente com o conjunto de microeletrodos de cobre.

A Figura 9 mostra a célula eletroquimica acoplada aos eletrodos de trabalho, referéncia

e auxiliar.

Figura 9. Imagem da célula eletroquimica acoplada aos trés eletrodos. Eletrodo de trabalho
(contato elétrico-vermelho), eletrodo de referéncia (contato elétrico-azul) e eletrodo auxiliar (contato

elétrico-preto).
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3.4 Construcdo do eletrodo de referéncia de Ag/AgCl utilizado nos

Capitulos I.

Um fio de prata de aproximadamente 1 mm de diametro foi utilizado para a construcao
do eletrodo de Ag/AgCI. Este fio foi polido com lixa d’agua 600. Em seguida, foi depositado
AgCl sobre o fio de prata mantendo um potencial constante por 10 segundos em uma solucéo
saturada de KCI utilizando um eletrodo de Ag/AgCl comercial como referéncia e um eletrodo
de platina como auxiliar. A seguir o fio foi introduzido em ponteira plastica de pipeta contendo
uma solucdo saturada de KCI e na extremidade inferior da ponteira de plastico foi fixado sob
pressdo um pedaco de separador de baterias com objetivo de permitir o contato eletrolitico. Os
eletrodos de referéncia fabricados foram testados medindo-se o potencial contra um eletrodo de

referéncia comercial.

3.5 Construcédo dos conjuntos descartaveis de microeletrodos utilizado

nos Capitulos Il e I11.

O conjunto de microeletrodos com &rea reprodutivel foi fabricado usando duas méascaras
de toner. O layout das maéscaras de toner foi projetado utilizando um software gréfico
CorelDraw X5. As méscaras foram impressas com o auxilio de uma impressora HP LaserJet
em papéis adesivos de etiqueta [30]. A primeira méascara de toner foi utilizada para delimitar a
area do disco (2 mm de didmetro) e a segunda mascara de toner (com uma porcentagem
diferente de toner preto) foi usada para definir a distribuicéo irregular de microeletrodos, como

mostrado na Figura 10. As mascaras de toner foram transferidas por aquecimento para uma
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placa metalica de cobre ou de ouro (com diametro de 10 mm e largura de 25 mm) durante 600
segundos com auxilio de uma prensa térmica. A temperatura de transferéncia foi otimizada e
o0s estudos indicaram que com valores superiores a 120°C houve uma expansao substancial do
toner, impedindo a formacdo dos microeletrodos. Consequentemente, os dispositivos foram

fabricados a temperatura de 120°C.

No caso do substrato de cobre, a placa “fenolite” foi previamente limpa utilizando acido
nitrico (10% v / v) e agua destilada. Para a determinacdo de nitrato, a etapa de pré tratamento

da superficie de cobre foi realizada antes da transferéncia das camadas de toner.

No caso do substrato de ouro (CD-RW), a camada polimérica foi removida da superficie

de ouro utilizando &cido nitrico concentrado e agua destilada.
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Figura 10. Etapas de fabricagdo do conjunto de microeletrodos de cobre contendo duas

mascaras de toner. Passo 1: (A) o layout da mascara de toner para delimitar a area do conjunto de
microeletrodos e (B) sensor apés a transferéncia da primeira mascara de toner; Passo 2: (C) layout da
imagem retangular com diferentes porcentagens de toner (90%) e (D) Sensor apés a transferéncia da

segunda mascara de toner.
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3.6 Fabricacao de microeletrodos de disco utilizados nos Capitulos I, 11

e lll.

Na fabricacdo dos microeletrodos empregou-se o equipamento Flaming/Brown
Micropipette Puller modelo P-97 (Sutter Instrument Company®). Capilares de vidro
borossilicato (Sutter Instrument Company®) foram utilizados para a fabricacdo dos
microdispositivos. Os capilares tinham as seguintes dimensdes: diametro externo de 1,5 mm,
didametro interno de 0,86 mm e comprimento de 15 cm. Utilizaram-se microfibras (Alfa
Aesar®) de ouro e platina com diferentes dimens6es. Para a medida da resisténcia elétrica dos
dispositivos foi utilizado um multimetro digital modelo IK1500A (Icel). Foi empregada uma
bomba a vacuo modelo NOF-650 (New Pump) para a fabricacdo dos microeletrodos. A Figura
3 (Introducdo) mostra as etapas do procedimento de fabricacdo. Para visualizacdo da area ativa
dos microdispositivos foi utilizado um microscopio optico NI 150 High Intensity Illuminator
(Nikon Instruments Inc.). As medidas eletroquimicas foram realizadas em um bipotenciostato
da Autolab PGSTAT 30 (EcoChemie), conectado a um computador e utilizando o software
GPES 4.9. Uma célula eletroquimica convencional de trés eletrodos foi utilizada, sendo o
eletrodo de trabalho um microeletrodo, o eletrodo de referéncia Ag/AgCI/KCl(sat) e o eletrodo

auxiliar um fio de platina.
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3.7 Construcdo do microeletrodo de banda utilizado no Capitulo Ve VI.

Todas as determinacdes analiticas realizadas nos capitulos V e VI do presente trabalho
foram realizadas utilizando um Eletrodo de Microbanda Impresso (bSPE), constituido por um
eletrodo de trabalho de carbono-grafite (100 um de diametro e 20 mm de comprimento), um
contra-eletrodo de carbono-grafite e um eletrodo de referéncia de Ag / AgCIl(Smith, Foster et
al., 2014). Estes bSPEs foram fabricados no laboratério utilizando uma maquina de serigrafia
microDEK 1760RS (DEK, Weymouth, Reino Unido) com desenhos de esténcil apropriados.
Uma tinta de carbono- grafite (Codigo do Produto: C2000802P2; Gwent Materiais Eletronicos
Ltd, UK) foi empregada na impressdo da primeira tela na superficie de uma pelicula flexivel de
poliéster (Autostat, 250 um de espessura). Esta camada foi mantida numa estufa com ventilacao
a 60°C durante 30 minutos. A camada confeccionada anteriormente define o eletrodo de
trabalho e o contra-eletrodo de carbono-grafite, como mostra a Figura 11, além de definir as
largas bandas de carbono que serdo utilizadas como contato elétrico entre o adaptador e o
potenciostato com o objetivo de melhorar a reprodutibilidade e a estabilidade eletroquimica do
eletrodo (F. E. Galdino, 2015). Em seguida, o eletrodo de referéncia de prata / cloreto de prata
foi incluido por impressdo utilizando uma pasta de Ag / AgCl (Cdédigo do Produto:
C2040308P2; Gwent Materiais Eletronicos Ltd, UK) sobre o substrato de pléstico. Por ultimo,
uma tinta dielétrica (tinta ndo condutora) (Cddigo do Produto: D2070423D5; Gwent Materiais
Eletronicos Ltd, UK) foi impressa para cobrir as areas que nao correspondem aos eletrodos e
ao contato elétrico, conforme visto na Figura 11 (cor cinza). Depois deste procedimento, foi
realizado novamente o procedimento de cura a 60°C durante 30 minutos. Apds estas etapas, 0

sensor eletroquimico esta pronto para uso.
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Figura 11. Esquema do eletrodo de microbanda impresso.

Os eletrodos de microbanda impressos na configuragio “back to back” (b?SPE) seguem
a mesma metodologia apresentada anteriormente, com o diferencial de que o procedimento é
realizado em ambos os lados do suporte flexivel de poliéster. Os eletrodos podem também ser
modificados com ftalocianina de cobalto (1I) (CoPC) com a tinta de carbono-grafite e o
mediador CoPC (Product code: C2030408P3; Gwent Electronic Materials Ltd, UK) ou com
nanotubos de carbono (SWCNT) utilizando a tinta SWCNT (Product Code: VC100, South West
NanoTechnologies, Norman, USA). Deste ponto em diante, 0 CoPC e eletrodos SWCNT
microbanda sera indicada como b-CoPC-SPE e b?>-CNT-SPE. A mesma notacdo sera aplicada
no decorrer do Capitulo V, ou seja, quando os eletrodos s&o produzidos “back-to-back™ um
sobrescrito "2" é introduzido. Assim, no caso de o eletrodo de microbanda (bSPE) ser fabricado

na configuracio “back-to-back”, usa-se a denominagio b?SPE.

47



4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Capitulo I. Estudos Preliminares

4.1.1 Fabricacao dos microeletrodos para uso em SECM

A etapa inicial do presente trabalho foi a construgdo dos microeletrodos, conforme
descrito na parte experimental. Os eletrodos construidos foram de fibra de Pt e os seus perfis
voltamétricos foram registrados em solucdo de ferricianeto de potéssio. O perfil voltamétrico

referente ao microeletrodo construido encontra-se na Figura 12.

02 01 00 01 02 03 04 05
E/V vs, Ag/AgCl

KCi sat,

Figura 12. Voltamograma registrado utilizando um microeletrodo de fibra de platina em
solugdo de KsFe(CN)s 0,01 mol L™* e KCI 0,1 mol L™ v: 50 mV s™.
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Pela equacdo 1, usada para definir a corrente limite em microeletrodos de disco,
mostrada na Introducéo, é possivel calcular o raio do microeletrodo. Substituindo as variaveis,
o0 valor calculado do raio do microeletrodo é aproximadamente 10 pum. Este microeletrodo foi

utilizado em outros estudos descritos neste trabalho utilizando SECM.

4.1.2 Fabricagdo de Macroeletrodos descartaveis

A construcdo de eletrodos descartaveis de tamanho convencional foi primordial para a

familiarizacdo com o software, Corel Draw, utilizado para desenhar os eletrodos.

O software utilizado possibilita a configuracdo do desenho do eletrodo com discos de

didmetros definidos.

Os macroeletrodos projetados sdo posteriormente impressos e transferidos por
aquecimento para a superficie condutora (CD-RW de ouro) (Angnes, Richter et al., 2000). O

esquema de fabricacéo dos eletrodos descartaveis encontra-se na Figura 10.

Os voltamogramas obtidos utilizando o macroeletrodo descartavel confeccionado a

partir de CD-RW de ouro encontram-se na Figura 13.
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Figura 13. Voltamogramas registrados utilizando um macroeletrodo descartavel de ouro em
solucgéo de KsFe(CN)s 0,015 mol L™ e KCI 0,1 mol L™, v: 50 mV s™.

Ao analisar o perfil voltamétrico mostrado na Figura 13, é possivel obter o valor de
corrente de pico (Ip), da ordem de 100 pA. O valor de I, encontrado, por meio do voltamograma
ciclico obtido com o macroeletrodo confeccionado € aproximadamente 15 vezes maior que 0
de outros trabalhos descritos na literatura (Angnes, Richter et al., 2000; Lowinsohn, Richter et
al., 2006), nos quais utiliza-se 0 mesmo método de fabricacéo e trabalha-se com eletrodos de
mesma dimensdo e concentracdo similar da solucdo de hexacianoferrato (111) de potassio. O
aumento consideravel da corrente em relacdo aquelas encontradas na literatura deve-se ao
recobrimento ndo homogéneo da superficie do eletrodo, que sera melhor discutido no préximo
item deste capitulo. O perfil voltamétrico observado esta de acordo com o perfil obtido
utilizando eletrodos de tamanho convencional, para 0s quais o transporte de massa € governado

por difusdo planar.
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4.1.3 Fabricacao de Microeletrodos descartaveis em superficie de ouro

A construcdo com éxito dos macroeletrodos descartaveis e a familiarizagdo com o
software possibilitaram a proxima etapa do presente trabalho, que consiste na confeccdo de
microeletrodos descartaveis de ouro. A priori, 0 interesse do presente trabalho era o
desenvolvimento de uma metodologia para fabricacdo de microeletrodo descartavel com
tamanho pré-estabelecido através do software. Inimeras tentativas foram realizadas, sem éxito,
para construcdo de um microeletrodo descartavel (raio do microdisco = 40 um). Isso pode ser
devido a transferéncia ndo uniforme do toner. O fato de a transferéncia ndo ser uniforme
ocasiona a formacdo de poros, visiveis apenas a0 microscopio, que respondem como um
conjunto de microeletrodos. A Figura 14 mostra por meio de esquema 0S poros e um

microdisco.

microdisco

Figura 14. Esquema da superficie do microeletrodo descartavel (A) e imagem MEV, que mostra

o poro formado apds a impressao (B).
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O perfil sigmoidal obtido encontra-se na Figura 15.
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Figura 15. Voltamogramas registrados utilizando um microeletrodo descartavel de ouro (r =
40um) em solucéo de KsFe(CN)s 0,015 mol L™ e KCI 0,1 mol L™ v = 50 mV s™.

A Figura 15 mostra o perfil voltamétrico obtido para o microeletrodo construido, com o
qual se pode observar um alto valor de corrente comparado aos encontrados para microeletrodos
de tamanho semelhante. Apo6s o célculo do raio do microeletrodo, utilizando a equacgéo 1,
constatou-se que o raio real do microeletrodo é 180 um. Este valor demonstra a existéncia de
poros na superficie do toner que respondem como microeletrodos. Os poros, ocasionados pela
ndo homogeneidade do recobrimento com toner sdo reportados na literatura, por exemplo no
trabalho de Lowinsohn e col. (Lowinsohn, Richter et al., 2006). Neste trabalho, os autores

utilizaram o artificio de preencher os poros com esmalte de unha.

Com o intuito de minimizar a quantidade de poros na superficie do toner, foram
otimizados 0s seguintes parametros: tempo e temperatura de aquecimento utilizados na

transferéncia do toner. Os tempos variaram de 1 a 15 minutos. Valores superiores a 10 min.
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danificaram a superficie de ouro. O tempo escolhido foi de 10 min. Em relacdo a temperatura
de aquecimento, os valores avaliados variaram de 100 a 240 °C. Os valores de temperatura
superiores a 120°C danificaram a superficie, portanto o valor escolhido foi de 120°C. Os
voltamogramas registrados com os microeletrodos construidos com os parametros otimizados
geraram valores de correntes limites com as quais foram calculados os raios. Os raios calculados
apresentaram diminuicdo significativa, aproximadamente de 50% em relagéo ao raio calculado

de 180 pum.

Através dos resultados anteriormente apresentados foi possivel inferir que uma camada
de recobrimento com toner nao foi suficiente para o isolamento da superficie. A proxima etapa
do presente trabalho foi a otimizacdo de diferentes materiais utilizados para isolar a superficie
de ouro que néo foi coberta pelo toner. Os materiais estudados para aplicacdo sobre a camada
de toner foram: esmalte de unha, goma e verniz utilizados em trabalhos artesanais e zarcao

utilizado em construcdo. A Figura 16 esquematiza o procedimento de aplicacdo do material.

Software
Corel Draw

Superficie
Toner

—

Superficie +
de ouro b
(CD’R) . -

Superficie
de ouro

Figura 16. Esquema do procedimento de fabricagdo do microeletrodo descartavel com duas

camadas.
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A Figura 17 mostra os voltamogramas registrados em solucdo de hexacianoferrato de

potassio para os eletrodos recobertos com diferentes materiais.

500
0]  asmperamrmv
< -500-
o=
= 1000+
— Esmalte
<1500 4 - .GOma
-aaVermiz
-20001 . . Zarcao
02 01 00 041 02 03 04 05
E/Vvs.AgiAgCl

Figura 17. Voltamogramas registrados utilizando uma superficie de ouro recoberta com uma
camada de toner e a outra camada com: esmalte, goma, verniz ou zarcdo. A solucéo utilizada foi de
KsFe(CN)e 0,015 mol L* e KCI 0,1 mol L™ v =50 mV s™.

O material que proporcionou menor valor de corrente limite, ou seja, maior isolamento
da superficie foi escolhido. O material definido para estudos futuros foi o verniz. Na Figura 18
pode-se observar o voltamograma registrado com microeletrodo de ouro (r = 20 um) fabricado

com uma camada de toner e uma camada de verniz.

54



40 -

20 4

=20 -

< 40

-

: -6 4
-80 -

-100

-120 4

-

02 -01 00 01 02 03 04 05
E/V vs. Ag/AgCI

KCl sat.

Figura 18. Voltamogramas registrados utilizando um microeletrodo descartavel de ouro (r =
20um) em solugdo de KsFe(CN)s 0,015 mol L e KCI1 0,1 mol L™ v =50 mV s

O valor do raio do microeletrodo calculado através dos voltamogramas apresentados na Figura
18 foi 18 um. O valor obtido esta coerente com o valor pré-estabelecido pelo software (raio
estabelecido pelo programa = 20 um). Apesar do éxito na construcdo deste microeletrodo,
alguns fatores devem ser levados em consideracdo. Em 10 eletrodos confeccionados, apenas 5
eletrodos apresentaram voltamogramas ciclicos com perfil sigmoidal em solucéo de ferricianeto
de potassio. Dos eletrodos que funcionaram, apenas 20% apresentaram raio real proximo do
raio pré-estabelecido. O tempo médio para confeccdo de um microeletrodo foi de
aproximadamente 2h e 30 min., devido a necessidade de aplicacdo do verniz fazendo uso do

microscopio, conforme mostrado na Figura 16.

O meétodo de construcdo desenvolvido € considerado artesanal. Este método de
confeccdo de microeletrodos ndo possibilitou exatiddo e precisdo na construcdo, além de nao

possibilitar a fabricacdo em grande escala. Pelos motivos citados, um método alternativo de
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construcdo de microeletrodos descartaveis utilizando mais de uma camada de toner foi

estudado.

Para avaliar o isolamento da superficie de toner foi utilizada a SECM. A técnica de
Microscopia Eletroguimica de Varredura envolve o deslocamento controlado de um
microeletrodo nas dire¢des X, y e z, com velocidade constante na ordem de um/s. A resolucéo
das imagens obtidas utilizando SECM é fortemente influenciada pelo tamanho da ponta de

prova e também pela distancia entre o microeletrodo e a superficie da amostra.

O esquema apresentado na Figura 19 mostra a configuracdo da aparelhagem utilizada

nos experimentos em SECM.

Computador

> LSEME

Sistema de posicionamento
(x.y.2)

Microeletrodo

Eletrodo Auxiliar

Eletrodo de Referéncia

Potenciostato

U U ~N .
, Solugao Eletrolitica

Substrato Célula Eletroquimica

Figura 19. Esquema Instrumental do Microscépio Eletroquimico de Varredura.
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A Figura 20 mostra a curva de aproximacao obtida nos experimentos em SECM. Curvas
de aproximacao permitem avaliar as caracteristicas geométricas da ponta de prova e obter, com

consideravel precisdo, a distancia entre o substrato e o microeletrodo.

i /i

Figura 20. Curva de aproximacdo obtida com microeletrodo de Pt (r =10 pum) em solucéo de
KsFe(CN)s 15 mmol L™ e KCI 0,1 mol L™ para o substrato condutor. v= 10um s™.

As curvas de aproximacado apresentam os valores de distancia e corrente normalizados.

A normalizacdo é realizada da seguinte maneira.

Isam;ﬁa

(equacéo 2)
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sendo:

I = corrente monitorada pelo microeletrodo durante a aproximacao;
Isolucgo = COrrente monitorada a distancia infinita do substrato;

d = distancia relativa microeletrodo — substrato;

r = raio do microeletrodo (um)

A Figura 21 mostra as imagens em 2-D registradas na superficie de ouro (CD-RW) com
uma (Figura 21B) ou duas camadas (Figura 21C) de recobrimento com toner. A imagem 2-D
da Figura 21B mostra altos valores de corrente limite em toda a superficie, indicando que o
substrato ndo estd completamente isolado, pois ha transferéncia de elétrons entre o mediador
(ferricianeto) e a superficie. A Figura 21C indica que ha isolamento da superficie, com excecéao
da regido descoberta (microdisco), pois os valores de corrente limite sdo da mesma ordem de
grandeza que o substrato isolante, indicando com isso que com duas camadas de toner o0 ouro

fica completamente isolado.

HrE

100 200 300 400 500 600 O 100 200 300 400 500 600 O 100 200 300 400 500 600
X (um) X (um) X (um)

Y (um)

Figura 21. Imagens 2-D SECM obtidas com microeletrodo de Pt (r = 10 um e RG = 10)
registradas em uma superficie de ouro com recobrimento completo com duas camadas de toner (A), e
com uma (B) e duas (C) camadas de toner, mas com area descoberta (microdisco). As imagens foram
obtidas em solugdo de KsFe(CN)s 15 mmol L™ e KCI 0.1 mol L™,
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Embasados nos estudos desenvolvidos, pode-se constatar que com duas camadas de
toner ha um isolamento da superficie de ouro. VVoltamogramas foram registrados utilizando o
microeletrodo descartavel com um microdisco e duas camadas de recobrimento com toner. Em
10 eletrodos fabricados, nenhum apresentou valor de raio semelhante. O método que utiliza a
fabricacdo com recobrimentos consecutivos foi inviabilizado devido a grande dificuldade na

impressdo de duas camadas de toner sobrepostas.

Uma alternativa viavel foi a fabricacdo dos conjuntos de microeletrodos com base em
um estudo realizado previamente pelo grupo de pesquisa (Richter, Munoz et al., 2007). O
método consiste na utilizacdo do software Corel Draw para definir as porcentagens de toner no
recobrimento da superficie de ouro. Segundo Richter e col. (Richter, Munoz et al., 2007), com
95% de toner no recobrimento os poros formados sdo da ordem de 100 pum. Nesse trabalho,
mostram-se imagens da superficie recoberta com diferentes porcentagens de toner e observou-
se que 0 numero e o diametro dos poros sdo alterados de acordo com a porcentagem de toner.
A mudanca na porcentagem de toner altera a quantidade de tinta preta utilizada durante a
impressdo e, por consequéncia, altera-se 0 nimero e o didametro dos poros. Quanto maior a
porcentagem de toner, menor o nimero e o didmetro dos poros. Para a aplicacdo deste método
fez-se necessario otimizar o valor da porcentagem de toner no recobrimento, a repetibilidade
(10 medidas consecutivas utilizando o mesmo sensor) e reprodutibilidade (10 medidas com 10
sensores diferentes). A Figura 22 mostra os valores de intensidade de corrente, repetibilidade e
reprodutibilidade para porcentagens de toner que variam de 90 a 100% para a superficie de ouro

e cobre.
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Figura 22. Valores de intensidade de corrente de pico (A e C), repetibilidade (quadrado) e
reprodutibilidade (circulo) para as diferentes porcentagens de toner em superficie de (B) ouro e (D)
cobre extraidos de voltamogramas registrados em solucéo de Ks[Fe(CN)s] 15 mmol L™ e KCI 0,1 mol

L para ouro e MV?* 20 mmol L™ e KCI 0,1 mol L™ para cobre.

O valor de porcentagem de toner escolhido para as medidas futuras foi de 93 e 90% para
ouro e de 90% para cobre, por apresentar a melhor relacéo I/ repetibilidade/ reprodutibilidade.
A caracterizacdo e aplicacdo do conjunto de microeletrodos de ouro, GAM, sera apresentada
no Capitulo 111 e os dados referentes ao conjunto de microeletrodos de cobre, DCRM, constardo
do Capitulo Il. As curvas analiticas e as determina¢6es de concentracdo do analito na amostra
foram realizadas com o mesmo sensor descartavel com base nos resultados obtidos pelo teste
de reprodutibilidade. Este teste consistiu em determinacfes diarias, durante 30 dias, da
concentragdo da sonda redox apropriada e verificagdo do decaimento do sinal analitico. O
decaimento de corrente limite foi menor que 10%, comparando a primeira e a Gltima anélise,
demonstrando que apesar do eletrodo ter caracteristicas descartaveis ele poderia ser usado

durante todo o procedimento analitico diario, semanal ou mensal.
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4.2 Capitulo I1. Conjunto de microeletrodos de cobre, DCRM.

4.2.1 Caracterizacdo eletroquimica do conjunto de microeletrodos de cobre

A Figura 23 mostra imagens MEV (Microscopio Eletronico de Varredura) obtidas de
uma superficie da placa fenolite de cobre (A) e de um conjunto de microeletrodos de cobre
(90% de toner) (B, C e D). Os microeletrodos de cobre, como pode ser observado na imagem
B, possuem uma geometria irregular devido a expansao do toner gerada pelo aquecimento. O
didmetro dos microeletrodos de cobre variou de 17 a 100 pm, com valor médio de
aproximadamente 60 pum. A estimativa da densidade de microeletrodos foi obtida por meio da
analise da Figura 23B, onde 55 microeletrodos foram encontrados em uma area de 3 mm?. A
Figura 23B mostra que a distribuicdo dos microeletrodos é aleatoria dentro do intervalo, no
entanto foi encontrado um bom valor de reprodutibilidade para as medidas analiticas (desvio
padrdo em relacdo a corrente limite para 10 medidas consecutivas foi inferior a 5%), como
mostrado no Capitulo | do presente trabalho. As Figuras 23C e D mostram imagens ampliadas
do conjunto de microeletrodos e duas regides distintas sdo claramente notadas: uma camada
coberta pelo toner que atua como um isolante, e uma outra camada com cobre exposto que atua
como microeletrodo. A camada de toner encontrada ao redor da superficie de cobre ativo tem

uma espessura de cerca de 6 um (Richter, Munoz et al., 2007).
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Figura 23. Imagens MEV: (A) superficie da placa de cobre, (B) conjunto de microeletrodos de

cobre com 90% de recobrimento com toner, (C) e (D) imagens ampliadas dos microeletrodos.

A Figura 24 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos com uma placa de cobre (curva
A) e com um conjunto de microeletrodos de cobre (curva B) em uma solugdo de MV?*. As
alteracGes no perfil voltamétrico variaram de um perfil caracteristico de macroeletrodo para um
perfil sigmoidal tipico de um microeletrodo obtido quando o transporte de massa ocorre por
difusdo radial, ou seja, uma situacdo de estado estacionario é rapidamente alcancada. Além
disso, a corrente registrada com o conjunto de microeletrodos é muito menor, como resultado

do revestimento da superficie com a mascara de toner e menor area eletroquimicamente ativa.
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Figura 24. A imagem (A) mostra voltamogramas ciclicos registrado em solugéo de MV?* 20
mmol L™* e KCI 0,1 mol L™ com uma placa de cobre (a) e com um conjunto de microeletrodos com 90%
de revestimento com toner (b). A imagem (B) mostra voltamogramas ciclicos registrados com um
conjunto de microeletrodos de cobre em solu¢do de MV?* 20 mmol L™ e KCI 0,1 mol L™* (b) e em soluc&o
de KC10,1 mol L (c). v=50mVs™,

A Figura 25 mostra a influéncia da velocidade de varredura no perfil voltamétrico obtido
com o conjunto de microeletrodos para o intervalo de 50 a 2000 mV s. O perfil voltamétrico
com pico é perceptivel para velocidades de varredura altas, o que indica uma mudanga no
transporte de massa a partir de uma determinada espessura da camada de difuséo (processo de

difusional radial para difus&o planar).
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Figura 25. Voltamogramas ciclicos registrado em solugéo de MV?*20 mmol L™ + KCI 0,1 mol
L~ com um conjunto de microeletrodos com 90% de revestimento com toner em diferentes velocidades

de varredura.

4.2.2 AplicacGes Analiticas do conjunto de microeletrodos de cobre, DCRM

Eletrodo de cobre recoberto com toner: Determinacéo de perdxido de hidrogénio

Introducéo Parcial

O perdxido de hidrogénio (H202) é um poderoso agente oxidante. A determinacgdo
rapida e precisa de H2O2 é de extrema importancia devido ao seu emprego na industria

alimenticia e farmacéutica, em analises ambientais, dentre outras(Mattos, Shiraishi et al., 2003).
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Véarios métodos tém sido utilizados para a determinacao de H.O2, como por exemplo, a
titulometria, espectrofotometria, cromatografia e quimiluminescéncia(Zhang, Yuan et al.).
Comparado-se a detecgdo eletroquimica de H.02 com os métodos citados anteriormente, é
possivel alcancar menores limites de deteccdo e menor custo (Zhang, Yuan et al.). Eletrodos de
platina sdo utilizados para a detecgdo de H202, permitindo a oxidagdo em potenciais mais
positivos que 0,65 V vsAg/AgCI/KClsat, 0 que leva também a oxidagdo de alguns contaminantes
geralmente presentes nas amostras. Com o objetivo de evitar a influéncia de interferentes, um
grande numero de metais e eletrodos modificados tém sido utilizados para catalisar a
reducdo/oxidacgdo de H.O> (Vazquez, De Sanchez et al., 1994; Somasundrum, Kirtikara et al.,
1996; Zhang, Yuan et al., 2011). Dentre varios, 0 cobre é particularmente interessante como
material eletrodico, pois apresenta baixa resistividade, é uma matéria prima barata, estd
disponivel comercialmente em inimeras formas e 0s métodos para sua eletrodeposicdo séo bem
estabelecidos na literatura (Song, Hwang et al.; Vazquez, De Sanchez et al., 1994,
Somasundrum, Kirtikara et al., 1996; Garjonyte e Malinauskas, 1998; 1999; Miao, Yuan et al.,

2008; Zhang, Yuan et al., 2011).

A reducido de H,0 em eletrodos de cobre em tampéo borato 0,1 mol L*(pH 9,2) livre
de O> foi estudada por Vazquez e colaboradores (Vazquez, De Sanchez et al., 1994), que
sugeriram um mecanismo por meio do qual um elétron é transferido para o H20> (equacéo 3),

seguido da reducdo do Cu(ll) (equacao 4):
Cu,0 + H,0, —» 2Cu0 + H,0 (Equacéo 3)
2Cu0 + H,0 + 2e™ - Cu,0 + 20H™ (Equacéo 4)

2Cu+ 20H™ © Cu,0 + H,0 + 2e~ (Equagéo 5)
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Esses processos foram utilizados para a construcdo de um sensor para H>O por
Somasundrum (Somasundrum, Kirtikara et al., 1996) com o uso de tampdo fosfato 0,1 mol L
! (pH 6,7) em um macroeletrodo de cobre (didmetro 3,1mm). Com base nos dados reportados
na literatura, pretende-se neste trabalho determinar H>.O, em amostras de produtos de higiene

bucal utilizando conjuntos de microeletrodos descartaveis de cobre.

Resultados e Discussdes parciais

No grupo de pesquisa, alguns estudos ja foram realizados a fim de avaliar o mecanismo
da reagdo de reducdo do H20. em superficie de cobre utilizando como eletrélito suporte uma
solucdo de tampdo fosfato 0,1 mol L (pH 7,0) (Dantas, M. C et al., 2014). Dantas e
colaboradores avaliaram a influéncia do pH nos processos de eletroreducdo do H.O2 na
superficie de cobre e os autores constataram que a solucdo tampao fosfato pH 7,0 apresentou
os melhores valores de sensibilidade para as medidas analiticas e, portanto, foram utilizadas

nos trabalhos futuros.

Com base nos resultados preliminares obtidos, foi estabelecida como solucdo eletrolitica
o tampao fosfato 0,1 mol L (pH=7,0) e como potencial aplicado - 0,2V. A curva analitica
(Figura 26) registrada com o conjunto de microeletrodos recobertos com toner em superficie de
cobre para a determinacdo de perdxido de hidrogénio foi construida utilizando os parametros

descritos anteriormente.
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Figura 26. Sinais amperométricos obtidos para adi¢des de H.O, usando eletrodo CDRM em um
intervalo de concentracéo de 0,02 a 2,6 mmol L™ (A) e Curva analitica obtida com os dados extraidos
do amperograma (B). A solucao de eletrélito suporte consistiu em tampéo fosfato 0,A1M (pH=7,0), E =
- 0,2V vs. Ag/AgClI (KCl sat.).

A faixa linear da curva analitica foi de 0,02 a 2,6 mmol L com limite de deteccéo (3c)

e quantificaco (10c) de 0,2 (n = 10) e 0,6 (n = 10) umol L, respectivamente.

Ap0s a construcdo da curva analitica, a metodologia desenvolvida utilizando sensores
descartaveis foi aplicada para duas amostras, uma de enxaguante bucal e a outra de gel

clareador, conforme apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1. Valores de concentracdo em % (m/m) de perdxido de hidrogénio em amostras reais

de produtos de higiene bucal

Amostras Concentrac6es em % (m/m)
Método Método Valores do Rétulo
amperométrico* titulometrico*

Enxaguatorio 1,4+0,2 1,5+0,1 1,5

(Colgate)

Gel clareador 4,3+0,1 4,4+0,2 4

*nimero de medidas realizadas = 3.

Os dados obtidos e apresentados na Tabela 1 mostram que este método é promissor para

a determinacdo de H202 em amostras de produtos de higiene bucal.

Eletrodo de cobre recoberto com toner: Determinacdo de AAS

Introducédo parcial

O acido acetilsalicilico, AAS, também chamado acido 2-acetoxi-benzdico, é um dos
compostos sintéticos de maior relevancia em todo o campo da quimica farmacéutica. Ele é

empregado como analgésico e antipirético (Quintino, Corbo et al., 2002).
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Ha um namero grande de métodos analiticos para a determinacdo de AAS em amostras
de fluidos bioldgicos e produtos farmacéuticos. Dentre os métodos reportados na literatura para
determinacdo de AAS, estdo o0s potenciométricos, espectrofotométricos, amperomeétricos,
cromatograficos e voltamétricos (Quintino, Corbo et al., 2002). O presente trabalho propde um
método de determinacdo de AAS que faz uso da técnica de amperometria e de um conjunto de

microeletrodos descartavel de cobre.

Resultados e Discussdes parciais

Para a determinacdo de AAS, faz-se necessario realizar um pre-tratamento da superficie
de cobre em solucdo de NaOH. O pré-tratamento favorece a determinacdo de AAS em
potenciais mais adequados. Durante uma varredura de potencial no intervalo de -0,8 a 0,8 V vs.
Ag/AgCI/KClsa: em meio basico, superficies de cobre sdo oxidadas e trés processos anodicos
podem ser citados (Shams El Din e Abd ElI Wahab, 1965; Paixao, Ponzio et al., 2006): as
oxidacgdes de Cu a Cu(l), Cu a Cu(ll) e Cu(ll) a Cu(lll). A reacdo de oxidacdo de Cu a Cu(l)

em -0,4 V € descrita segundo a reacao:
Em potenciais proximos a 0 V ocorre a oxidacao de Cu a Cu(ll):
Cu+ 40H™ o Cu(OH);% + 2e™. (Equacéo 6)
Em potencias mais positivos a formacédo de Cu(ll) ocorre por meio das reacdes:
Cu+ 20H™ & Cu0O + H,0 + 2e~ (Equacéo 7)
Cu+ 20H™ & Cu(OH), + 2e™, (Equacéo 8)
No entanto, alguns artigos na literatura atribuem a formacao de Cu(OH). a reacdo:

Cu0O + H,0 < Cu(OH),. (Equacéo 9)
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Em 0,6V a oxidacdo de Cu(ll) a Cu(lll) é dada pelas reacdes:
CuO + 20H™ & Cu05; + H,0 + 2e~ (Equacéo 10)
2Cu0 + 20H™ & Cu,05 + H,0 + 2e~ (Equacgéo 11)

e em ambas as equacOes de formacdo de Cu(lll) utiliza-se como precursor o CuO (Paixao,
Ponzio et al., 2006). O pré-tratamento da superficie do eletrodo de cobre foi realizado por meio
de uma varredura de potencial no intervalo de -0,8 a 0,8 V vs. Ag/AgCI/KClsat em NaOH 0,1
mol L, objetivando a ampliacéo da janela de potencial. Além disso, alguns estudos relatam a
acdo eletrocatalitica dos eletrodos de cobre na oxidacdo de AAS, com possivel participacdo de
Cu(l1) como mediador na reacdo de transferéncia de elétrons (Quintino, Corbo et al., 2002;

Souza, Felix et al., 2014).

A Figura 27 mostra voltamogramas registrados em solucéo de NaOH 0,1 mol L* com

adicdes consecutivas de AAS.
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Figura 27. Voltamogramas ciclicos obtidos com conjunto de microeletrodos recobertos com
toner em superficie de cobre em soluc&o de NaOH 0,1 mol L™ para adicdes de AAS na faixa de 2 — 9,3
mmol L*(A) e curva analitica obtida por meio dos valores de corrente de pico extraida dos

voltamogramas ciclicos (B).v= 50 mV s™.



O intervalo linear foi de 2 a 9,3 mmol L™ de acordo com a equacéo: | (WA) = 3,3+ 4,3
Caas (mmol L) com coeficiente de correlagéo linear de 0,998. Com os dados obtidos é possivel
concluir que existe uma relacdo linear entre corrente de pico e concentracdo do AAS no

intervalo estudado.

Para construgdo da curva amperométrica de AAS fez-se necessario realizar um estudo
de potencial aplicado para a faixa de 0,5 a 0,7 V. A faixa de concentracdo adotada para este
estudo foi de 10 a 70 umol L O potencial de 0,6 V apresentou a melhor relacio de corrente
limite/ concentracdo do analito e o melhor coeficiente de correlacdo linear para a faixa de

concentragéo estudada.

Apds o estudo do potencial de oxidacdo, foi construida a curva analitica conforme

mostra a Figura 28.
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Figura 28. Sinais amperométricos obtidos para adi¢cbes de AAS em um intervalo de
concentracdo de 10 (seta) a 400umol L™ (A) e Curva analitica obtida com os dados extraidos do
amperograma (B). A solucéo de eletrolito suporte consistiu em NaOH 0,1M, E = 0,6 V vs. Ag/AgCI
(KCl sat.).

71



A faixa linear da curva analitica foi 10 a 400 pumol L™, com limite de deteccio e

quantificacdo de 2 (n = 10) e 6 (n = 10) pmol L, respectivamente. Com 0s pardmetros

otimizados e curva analitica construida, realizou-se a determinacdo de AAS em amostras de

farmacos comerciais.

Tabela 2. Valores de concentracdo de AAS em amostras de fArmacos comerciais

Amostra Massa (mg)
Comercial
Método Método Valores do
amperométrico* Espectrofotométrico™ rotulo

Aspirina (40£5)x10 (45+£2)x10 500

Efervescente
Melhoral Infantil 86,5+0,9 85,6 0,5 85

AAS infantil 104 £7 100+5 100

*Valor médio obtido a partir de trés determinacdes consecutivas.

Os dados obtidos e apresentados na Tabela 2 mostram que este método é promissor para

a determinacdo de AAS em amostras farmacéuticas. Como pode ser visto, 0s valores obtidos

pelo método amperométrico foram comparaveis aqueles oriundos do uso da metodologia

padréo, segundo o teste t student com 90 - 95% de confianca.
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Determinacéo de Nitrato utilizando o conjunto de microeletrodos de cobre

Introducdo parcial

Os ions nitrito e nitrato podem ser encontrados em aguas como o produto da
decomposicdo de residuos organicos, proveniente do nitrogénio organico em forma de amonio,
que € entdo oxidado aos ions nitrito e nitrato (Gamboa, Pena et al.). O ion nitrato pode ser

encontrado naturalmente no solo, 4gua, vegetais e comida (C.M.Gamboa, Pefia et al., 2009).

Os ions nitrato e nitrito sdo espécies muito solveis em agua e, devido a este fato, esses
ions chegam facilmente até as aguas subterraneas, levando a contaminagdo da agua usada para
o abastecimento. A ingestdo de altas quantidades de ions nitrato pode causar a “Sindrome do
Bebé Azul” (Kokkinos, Economou et al., 2012). Além disso, 0s ions nitrato sdo precursores

importantes das nitrosaminas, que tém potente agédo carcinogénica (Gamboa, Pena et al.).

Resultados e Discussdes parciais

A determinacdo de ions nitrato € comumente realizada em superficie de cobre apds
procedimento de ativagdo. Os autores Juan C.M Gamboa e col. (Gamboa, Pena et al.; Gamboa,
Petri et al.) observaram que ha uma melhora no sinal voltamétrico quando o eletrodo de cobre
é submetido a um pré-tratamento por meio de um processo de ativacdo. De acordo com 0s

autores, o eletrodo de cobre deve sofrer uma pré-etapa de ativacdo, antes da determinacédo de
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ions nitrato. Para a solucéo de nitrato, foram realizados alguns testes para ativacéo da superficie
utilizando a técnica de pulso diferencial, seguindo o procedimento experimental relatado pelos
autores. O eletrodo de cobre foi ativado por polarizacdo em 0,50 V durante 15 s e depois em
-0,25 V por 15 s. A Figura 29 mostra os voltamogramas obtidos por pulso diferencial para ions
nitrato, com (Figura 29B) e sem ativacdo da superficie (Figura 29A). Pela comparacao dos
voltamogramas registrados utilizando o conjunto de microeletrodos de cobre, pode-se verificar

que apds a ativacao da superficie hd uma melhora significativa do sinal.
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Figura 29. Voltamogramas de pulso diferencial registrados com um conjunto de microeletrodos
com 90% de revestimento com toner em solucdo de eletrélito suporte Na>SO4 0,1M (pH 2,0) (linha
tracejada) e apés adicdo de solugdo de NaNO; que resultou numa concentracao final de 2mM (linha

continua), sendo (A) sem ativacao e (B) com ativacdo da superficie de cobre.
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Em seguida, foi realizado um estudo do potencial aplicado nas medidas realizadas por
amperometria. Os  amperogramas obtidos com o potencial aplicado de
-0,45 V vs. Ag/AgClkcisaty apresentaram maiores valores de intensidade de corrente e o
coeficiente de correlacdo linear mais proximo de 1 e, portanto, foi escolhido para os estudos

amperométricos futuros.

A Figura 30 mostra o sinal amperométrico obtido a partir de sucessivas adicdes de
padrdo de nitrato. Uma relacéo linear foi encontrada para o intervalo de concentracdo de 0,05
até 1,7 mmol L e a curva analitica obedece a equagdo: | (UA) = - 0,6 - 2,7 [nitrato] (mmolL™),
com um coeficiente de correlacao linear de 0,997. Os limites de deteccdo e de quantificacao (3-
sigma e 10-sigma, respectivamente, sendo sigma o desvio padrdo da resposta de 10 medidas

voltamétricas obtidas para o branco) foram estimados como 0,8 e 3 pmol L%, respectivamente.
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Figura 30. Curva analitica registrada com um conjunto de microeletrodos de cobre para
sucessivas adicdes de solucdo de NaNOz em solucéo de Na,SO4 (pH 2,0) 0,1 mol L™ (A). A imagem (B)

mostra a curva analitica. E = -0,45 V vs Ag / AgClsat. kciy.
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A Figura 31 mostra os resultados obtidos para uma amostra do Rio Tamanduatei (A)
apos sucessivas adigdes de solugdo padrdo de NaNOs. A imagem inserida mostra que ha uma

boa relacdo linear entre os parametros: concentracdo do analito e corrente catodica.
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Figura 31. Respostas amperométricas obtidas com um conjunto de microeletrodos de cobre em
solucdo de eletrdlito suporte apds adicdo de amostra do Rio Tamanduatei e sucessivas adi¢des de
solucdo padrdo de NaNOs (A). A imagem (B) mostra a curva analitica. E = -0,45V vs. Ag / AgCl (KCI

sat.).

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos pelo método proposto para dois pontos de
coleta nos Rios Tamanduatei e Atibaia, localizados no Estado de S&o Paulo. Os estudos de
adicdo e recuperacdo foram realizados com o objetivo de investigar a influéncia da matriz nas

medidas analiticas e a exatiddo do método proposto.
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Tabela 3. Resultados obtidos pelo método amperométrico (n = 3) para a determinagdo de

nitrato em amostras dos Rios Tamanduatei e Atibaia.

Amostras Concentracédo do Nitrato (mmol L)

Amperometria+£ SD  Adicionado  Encontrado  Recuperado/ %

Tamanduatei (A) 0,74+0,01 1,00 1,50 80,0

Tamanduatei (B) 0,73+0,02 1,00 1,78 105,0
Atibaia (C) 0,21+0,02 1,00 1,20 100,0
Atibaia (D) 0,30+0,02 1,00 1,40 110,0

Para fins de verificacdo do efeito causado pela matriz das aguas dos rios, aplicou-se o
método de adicdo e recuperacdo de ions nitrato na amostra. Este método consiste na adi¢do de
uma quantidade conhecida de analito a amostra para avaliar se a resposta corresponde ao
esperado. Os resultados obtidos para o teste de recuperacdo encontram-se dentro do valor
aceitavel, que varia de 80,0 a 110,0% para amostras com concentragdes superiores a 0,1 mg/kg
(Bruce, Minkkinen et al., 1998; Huber, 1998). Conclui-se que 0 método desenvolvido usando
0 conjunto de microeletrodos de cobre é promissor para a determinacdo de ion nitrato em

amostras de interesse ambiental, como agua de rios.

A Tabela 4 mostra a comparacdo entre o0 método desenvolvido e alguns trabalhos da
literatura. Primeiramente, € relevante ressaltar que varios desses trabalhos dependem de
processos de modificacdo da superficie dos eletrodos solidos e este tipo de procedimento eleva
o custo final da anélise, além de acarretar em um maior erro no procedimento experimental. O
conjunto de microeletrodos de cobre utilizado no presente trabalho ndo faz uso de modificagéo
da superficie do eletrodo. A faixa linear de resposta dos ions nitrato para 0 método proposto

encontra-se concordante com os valores descritos. O limite de detec¢do obtido com o conjunto
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de microeletrodo de cobre é menor que os demais limites de deteccdo mostrados, demonstrando

que o presente método € promissor para a determinacao de ions nitrato em baixa concentracéo.

Tabela 4. Comparacao entre os diferentes métodos para determinagado de ions nitrato.

Eletrodo de trabalho Técnica Faixa Limite de Referéncia
Linear Deteccéo
(umol L-t) (umol L)
Eletrodo de boro dopado com Voltametria 10-100 15 (Welch, Hyde
diamante modificado com de Varredura et al., 2005)
nanoparticulas de cobre Linear
Eletrodo de cobre, ouro ou carbono Voltametria 10-200 (Davis,
vitreo modificado com filme de cobre de Varredura Moorcroft et
Linear al., 2000)
Eletrodo de ouro modificado com Voltametria 10- 10 (Fajerwerg,
nanoparticulas de prata Ciclica 10000 Ynam et al,
2010)
Eletrodo de carbono vitreo Voltametria 500-2000 30 (Andreoli,
modificado com nanoparticulas de Ciclica Annibaldi et
cobre al., 2011)
Eletrodo de microdisco de fibra de Voltametria 3-2000 1,1 (Yu, Zhang et
carbono modificado com cobre por onda al., 2015)
quadrada
Microeletrodo de Platina com cobre Amperometria 100 - - (Li, Sun et al.,
eletrodepositado 4000 2015)
Eletrodo de cobre (placa de circuito Pulso 100 - 42 (C.M.Gamboa,
elétrico) Diferencial 2500 Pefia et al,
2009)
Conjunto de microeletrodo de cobre Amperometria 50-1700 0,8 Trabalho atual

(placa de circuito elétrico)
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4.3 Capitulo I11. Conjunto de microeletrodo de ouro, GAM

4.3.1 Caracterizacgao eletroquimica do conjunto de microeletrodo de ouro, GAM

A quantidade e o diametro dos microeletrodos gerados dependem da porcentagem de
toner e a quantidade de tinta preta utilizada durante a etapa de impressdo. A partir dos estudos
realizados no capitulo I, foram obtidos voltamogramas com o conjunto de microeletrodos de
ouro, fabricado com 90% de toner, em solugdo de KsFe(CN)s 10 mmol L em KCI 0,1 mol
L. Os resultados obtidos com estes eletrodos apresentaram uma boa correlagdo entre a
repetibilidade e os valores de reprodutibilidade (RSD de 0,7% e 0,8%, respectivamente). Estes
resultados estdo de acordo com os obtidos quando as superficies de cobre foram utilizadas como
substrato para a fabricacdo dos conjuntos de microeletrodos de cobre (DCRM) (De Souza, Felix

etal., 2014).

A Figura 32 mostra os voltamogramas registrados em uma superficie de ouro CD-RW
(linha tracejada) e com um conjunto de microeletrodos de ouro (linha s6lida) em uma solucéo
de KsFe(CN)s 10 mmol L e KCI 0,1 mol L™ As alteragdes no perfil voltamétrico sdo
correspondentes a um perfil caracteristico de macroeletrodo para o perfil sigmoidal tipico dos
microeletrodos devido ao transporte de massa mais eficiente, 0 que permite que a situacao de

estado estacionario seja alcancada rapidamente.
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Figura 32. Voltamogramas ciclicos (A) registrados em solucéo de KsFe(CN)s 10 mmol L™ +
KCI 0,1 mol L* utilizando a superficie de ouro (CD-RWs) em tamanho convencional (a) e conjunto de

microeletrodos de ouro (b). A imagem (B) mostra o item (b) ampliado. v: 50 mV s

4.3.2 Aplicacdo Analitica do Conjunto de microeletrodos de ouro, GAM

Determinacéo de ciclopirox olamina.

Introducéo Parcial

Ciclopirox (6-ciclohexil-1-hidroxi-4-metil-2(1H)-piridina) associado com olamina (2-
aminoetanol) é um agente antifingico, com ampla aplicacéo, e possui atividade contra a maioria

dos fungos patogénicos, incluindo dermatoéfitos, leveduras, fungos dimdrficos, eumycetes e
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actinomicetos. A ciclopirox olamina pode ser encontrada na forma de locéo, suspensao topica,

creme, gel, dentre outras (Kim, Lee et al., 2001; Bu, Fan et al.).

A acdo antifungica do ciclopirox olamina deve-se ao seu potencial de inibir a
incorporacdo celular de compostos essenciais, € numa concentracdo elevada pode alterar a
permeabilidade da célula, provocando a desorganizacdo das estruturas internas de células de
levedura, bem como ter um efeito inibidor sobre as enzimas que estdo envolvidas nos processos

celulares dos fungos (Kim, Lee et al., 2001).

A literatura reporta algumas metodologias desenvolvidas para a determinacdo de
ciclopirox olamine em solucbes tdpicas, cremes e outros materiais. Dentre os métodos
utilizados encontram-se em destaque a cromatografia a gas, cromatografia liquida de alta
eficiéncia e a eletroforese capilar (Bisceglia, Yu et al., 2010). Entretanto, devido ao alto
consumo de reagente e 0 alto custo destas técnicas, a busca por novas estratégias para
determinacdo deste farmaco torna-se relevante. Neste trabalho, desenvolveu-se uma

metodologia simples e de baixo custo para a determinacao de ciclopirox olamina.

Resultados e Discussdes parciais

O primeiro estudo realizado foi a avaliacdo da faixa de potencial de trabalho dos
conjuntos de microeletrodos recobertos com toner em superficie de ouro. A Tabela 5 mostra os

valores de potencial inicial (E;i) e potencial final (Ef) para os pH de 2,0 a 7,0.
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Tabela 5. Valores de Potencial inicial e final, para os pH de 2,0 a 7,0, obtidos a partir dos

voltamogramas ciclicos registrados em solu¢do de tamp&o BR 0,1M (n=3).

pH Ei/lV Ei/V
2,0 0 1
3,0 0 1
4,0 0 1
5,0 0 1
6,0 0 1
7,0 0 1

Foram registrados voltamogramas ciclicos em solucéo de tampéo BR (pH 2,0 — 7,0) em

presenca ciclopirox olamine 1 mmol L para avaliagdo do potencial de resposta do farmaco,

conforme Figura 33.
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Figura 33. Voltamogramas registrados em solucdo de tamp&o BR 0,1M (pH 2,0-7,0) (linha

tracejada) e em presenca de ciclopirox olamina 1 mmol L™ (linha continua).
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Com base nos valores de corrente de pico, extraidos dos voltamogramas apresentados

na Figura 33, foi possivel identificar o potencial de pico (Ep), conforme apresentado na Tabela 6.

Tabela 6. Valores de Eciciopirox olamine, decaimento do sinal analitico e pH para medidas de

ciclopirox olamina 1 mmol L™ em soluc&o de tamp&o BR 0,1 M.

pH Ep/V (n=3) Variagao da Ip (n = 20)/
%

2,0 0,99 20

30 0,95 15

4,0 0,92 15

5,0 0,86 10

6,0 0,78 21

7,0 0,72 31

O pH escolhido para os estudos futuros foi 5, por apresentar o maior valor de corrente
de pico (lp) e amenor variagdo da lp. Em relacdo a estabilidade do ciclopirox olamina, Ferreira,
L. M. C. e col. realizaram testes de estabilidade do farmaco e indicaram que a melhor faixa de
trabalho esta entre os pH 4,0 e 5,0 (Ferreira, Felix et al.). A Figura 34 apresenta voltamogramas

registrados em solugédo de tamp&o BR pH 5,0 com adicOes de ciclopirox olamina.
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Figura 34. Voltamogramas ciclicos obtidos com conjunto de microeletrodo de ouro em
solugéo de tamp&o BR 0,1 mol L™ (pH = 5,0) para adic@es de ciclopirox olamina na faixa de 0,8 a 2,2
mmol L*(A) e curva analitica obtida por meio dos valores de corrente de pico extraida dos

voltamogramas ciclicos (B). v= 50 mV s™.

Nas condigdes experimentais expostas, construiu-se uma curva analitica para o
ciclopirox olamina em solucéo de tampédo BR. A relagéo linear foi obtida para o intervalo de
0,8 a 2,2 mmol L de acordo com a equacéo: | (LA) = -0,0011 + 0,83 Cciclopirox olamina (MmMmol
L), r2= 0,993 (n = 3). Com os dados obtidos pela curva ¢ possivel dizer que ha uma resposta

linear para o processo de oxidacao da ciclopirox na superficie deste eletrodo.

A determinacdo de ciclopirox olamina em amostras comerciais foi realizada por meio
da técnica de amperometria. Para tal, foi feito um estudo para escolha do potencial a ser
utilizado e o valor que apresentou melhor relacdo entre I,/concentracdo do analito e melhor
correlacéo linear foi o de 0,85V. O eletrolito suporte utilizado nestes estudos foi o tampéo B-R
0,1 mol L (pH 5,0) e o potencial aplicado nos experimentos amperométricos foi 0,85 V vs.
Ag/AQClkcisa. A Figura 35 mostra o sinal amperométrico obtido a partir de sucessivas adi¢des

de padrdo de ciclopirox olamina. Uma relagédo linear foi encontrada para o intervalo de
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concentragéo de 0,06 - 1,1 mmol L™ e a curva analitica obedece a equacéo: 1 (nA) = 1,39 + 83,9
[ciclopirox olamina] (mmolL™), com um coeficiente de correlagdo linear de 0,997. Os limites

de deteccéo e de quantificacio foram estimados como 3 e 11 umol L, respectivamente.
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Figura 35. Curva analitica obtida utilizando o conjunto de microeletrodos de ouro durante
sucessivas adicdes de solucdes de ciclopirox olamina em tamp&o B-R 0,1 mol L™ (pH 5,0)(A). A imagem

(B) mostra a curva analitica. E = 0,85 V vs Ag / AgClsat. kcl).

A Figura 36 apresenta os resultados obtidos para uma amostra comercial apos sucessivas
adicdes de um padrdo de ciclopirox olamina. A imagem inserida mostra que ha uma boa relacédo

linear entre a concentracdo do analito e a corrente de oxidacao.
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Figura 36. Respostas amperométricas obtidas com um conjunto de microeletrodos de ouro em
solugdo do tampdo BR (pH 5,0) para a amostra A e para sucessivas adi¢fes de solucdo padréo de
ciclopirox olamina 0,1 mol L™. E = 0,85 V vs. Ag / AgCI (KClI sat.)(A). A imagem (B) mostra a curva

analitica.

As amostras comerciais de farmacos analisadas contém, além do ciclopirox olamina,
outros compostos tais como: metilparabeno, glicerol, propilparabeno, alcool isopropilico, o
polisorbato 80 e o estearato de macrogol. A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos pelo
método proposto e os obtidos pelo método de titulacdo potenciométrica descrito na
Farmacopéia Americana [24]. Os estudos de adicdo e recuperacdo foram realizados com o

objetivo de investigar a influéncia da matriz nas medidas analiticas e a exatiddo do método

proposto.

86



Tabela 7. Resultados obtidos para a andlise de ciclopirox olamina em produtos farmacéuticos
utilizando métodos amperométricos e titulacao (n = 3) e os valores encontrados para o teste de adi¢ao

e recuperacao. Valor rotulado de ciclopirox olamina para os dois farmacos = 10 mg mL™.

Amostras Concentragdo da ciclopirox olamina (mg mL™)

Amperometria  Adicionado  Encontrado Recuperado  Titulacéo

+SD | % + SD
(Convention,
2009)
(A) 10,2+ 0,4 0,2 10,5 101,0 95+0,3
(B) 10,5+0,5 0,2 10,7 100,0 10,2+0,2

Como pode ser visto a partir dos resultados apresentados na Tabela 6, os valores obtidos
por meio dos métodos amperométrico e de titulacdo (recomendado pela farmacopeia) sdo
concordantes em um nivel de confianca de 95% (t-student). Os valores encontrados para o
estudo de recuperacdo sdo proximos a 100% para ambas as amostras, mostrando que ndo ha
interferéncia dos componentes da matriz para a determinacéo de ciclopirox olamina utilizando

0 método amperomeétrico e o conjunto de microeletrodos de ouro.

O desempenho do método analitico amperométrico foi comparado com os de diversos
métodos descritos na literatura e encontram-se resumidos na Tabela 8. Pode-se observar que o
método proposto tem um limite de detec¢do e uma boa faixa de concentracdo linear, permitindo
analises com ou sem diluicdo da amostra. Aléem disso, 0 método amperométrico usando o
conjunto de microeletrodos de ouro possui como caracteristicas principais a simplicidade e a
rapidez das andlises, especialmente quando comparado com os métodos espectrofotométricos

e cromatograficos.
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Tabela 8. Comparacédo dos métodos amperométricos com outros métodos.

Técnica [a] Preparacdo da amostra Faixa Linear Limite de Referéncias
(umol L) deteccdo
(umol L)
Amperometria Diluicao 2 -200 1 (Ferreira,
Felix et al.,
2012)
Electroforese Diluicao 2,64 - 264 0,39 (Felix, Do
Lago et al,
2011)
CG/MS Extracdo = - 0,01 (Bisceglia, Yu
et al., 2010)
Cromatografia Derivatizacdo em pré- 1-100 0,04 (Escarrone,
coluna Bittencourt et
al., 2008)
Espectrofluorometria =~ ---------  —mmeeee 70 (Llorent-
(Anélise de injecéo Martinez,
sequencial) Jimenez-
Lopez et al.,
2013)
Polarografia anodica ~ ---------- 9-58 0,9 (Ibrahim e EI-

Enany, 2003)
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MEKC e 0.15-10 0,04 (Li, Jiang et

al., 2008)

Amperometria ~ ---------- 60 - 1100 3 Este trabalho
(conjunto de
microeletrodos de

ouro)

[a] CG/MS: Cromatografia Gasosa/ Espectrometria de Massa; MEKC: Cromatografia

eletrocinética micelar
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4.4 Capitulo 1V: Fabricacdo do conjunto de microeletrodos de ouro

modificados eletroquimicamente

4.4.1 Caracterizacdo eletroquimica do conjunto de microeletrodos de ouro

modificados com 5-bromo-1,10-fenantrolina

Os conjuntos de microeletrodos apresentam uma série de vantagens, ja tratadas na
presente tese, que justificam o crescente nimero de pesquisas com estes dispositivos e a busca
por novos sensores. A funcionalizacao da superficie do eletrodo (ouro, cobre, carbono, platina)
é bastante conhecida e tem sido no decorrer dos anos foco de pesquisas. As funcionalizacdes
incluem, por exemplo, adsorcao e deposi¢éo de compostos organicos, reducéo de cloreto aurico,
deposicdo de diferentes polimeros, entre outros (Ulman, 1991; Brust, Walker et al., 1994; Liu,
Xu et al., 1998; Brockman, Frutos et al., 1999; Aslan e Pérez-Luna, 2002; Patrone, Palacin et
al., 2003; Palacin, Bureau et al., 2004; Shi, Wang et al., 2005). A maioria dos procedimentos
de funcionalizacdo envolve a geracao de radicais altamente reativos que se ligam a superficie
do eletrodo. Com base neste principio, as superficies podem ser parcialmente bloqueadas por
procedimentos semelhantes, que envolvem a formacdo de radicais reativos que reagem
quimicamente com a superficie (Lawless, Bartak et al., 1969; Andrieux, Hapiot et al., 1990;
Andrieux, Le Gorande et al., 1992; Saveant, 2002; Adenier, Chehimi et al., 2004; Pinson e
Podvorica, 2005; Chehimi, Hallais et al., 2008; Savéant, 2008; Hernandez-Munoz, Fragoso-

Soriano et al., 2010; Hernandez-Mufioz e Gonzélez, 2011; Valencia, Astudillo et al., 2013).

O comportamento eletroquimico da 5-bromo-1,10-fenantrolina foi examinado em
solugcédo de DMF contendo 0,1 M NBu4PFe. A Figura 37A mostra os voltamogramas obtidos

durante a varredura de potencial e por meio da observacdo da figura é possivel notar o
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decréscimo da corrente de pico no Ep = -1,75 V. Isto pode ser explicado pela reducgdo
eletroquimica de compostos organicos halogenados (Andrieux, Hapiot et al., 1990; Pause,
Robert et al., 2001; Saveant, 2002; Costentin, Robert et al., 2006; SavéAnt, 2006). O primeiro
passo corresponde a transferéncia de um elétron da 5-bromo-1,10-fenantrolina, gerando
radicais 1,10-fenantrolina (Phen @) e anion brometo. A quebra da ligagdo pode seguir dois
caminhos, como pode ser visto no Esquema 1 (Pause, Robert et al., 2001; Saveant, 2002;
Costentin, Robert et al., 2006; SavéAnt, 2006). O radical Phen e pode interagir com a superficie
de ouro, o que resulta numa passivacao da superficie do eletrodo e, por consequéncia, na
diminuicdo da éarea eletroativa e na intensidade da corrente. O Esquema 1 apresenta o

mecanismo proposto para a passivacdo do eletrodo.
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Figura 37. Voltamogramas ciclicos (1 (a), 2 (b), 20 (c) e 40 (d)) registrados com eletrodo de
ouro modificado com 1,10- fenantrolina em solu¢cdo de DMF contendo 0,1 M de n-BusNPFs € 51 mM
de 5-bromo-1,10-fenantrolina (A). O painel B mostra voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo de
DMF contendo 0,1 M de n-BusNPFse 1 mM de 1,4-benzoquinona antes da modificacdo (a), e apos a

modificacdo com 40 (b) e 20 (c) ciclos.
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Esquema 1. O mecanismo da reducdo eletroquimica de 5-bromo-1,10-fenantrolina

numa superficie de ouro.

Apesar da completa passivacdo do eletrodo de ouro, mostrada na Figura 37A (curva d),
parece que nem toda a superficie foi coberta pela pelicula isolante de 1,10-fenantrolina. Isto
pode ser evidenciado por meio dos voltamogramas obtidos com o eletrodo de ouro modificado
numa solucdo de DMF contendo 1,4-benzoquinona (BQ). A Figura 37B mostra a reducao
eletroquimica do BQ no eletrodo de ouro, antes (Figura 37B, curva a) e apds a eletrodeposicado
de diferentes quantidades de filme de 1,10-fenantrolina (Figura 37B, curvas b e c). O
voltamograma obtido com o eletrodo de ouro ndo modificado (antes da eletrodeposi¢do) mostra
0 comportamento semireversivel da BQ em DMF (E = -0,29 V / SCE), revelado a partir da
correlacdo entre a corrente catodica e anddica (lpc / Ipa= 1) e pela separagdo do potencial

anodico e catddico (0,078 V a 0,05 V st). O perfil voltamétrico obtido para o eletrodo
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modificado com o filme passivador foi sigmoidal, caracteristico de microeletrodo devido ao
transporte de massa eficiente. A intensidade de corrente, na ordem de pA, sugere a formagéo

de conjuntos de microeletrodos, como mostra a Figura 37B (curvas b e c).

A repetibilidade das medidas voltamétricas foi avaliada pelo registro de 20, 30 e 40
voltamogramas ciclicos numa solucdo de DMF contendo BQ. N&o houve qualquer indicacéo

de perda de sinal, portanto, pode-se supor que o filme é estavel e retém as suas caracteristicas.

A fim de obter informac6es adicionais sobre a reducéo eletroquimica de BQ no conjunto
de microeletrodos fabricado, imagens de AFM da superficie de ouro foram obtidas antes e ap6s
a eletrodeposicdo da 5-bromo-1,10-fenantrolina. A passivacdo parcial da superficie de ouro foi
realizada usando o mesmo processo descrito anteriormente, ou seja, registro de 40 ciclos em
uma solucdo contendo 5-bromo-1,10-fenantrolina. A Fig. 38 A mostra uma imagem MEV da
superficie granular de ouro obtida por “Sputtering” em ITO. A Fig. 38 B mostra a mesma
superficie granular apds a modificacdo com 1,10-fenatrolina. Na Fig. 38 B é possivel observar
que h& alguns pontos mais escuros que podem representar a superficie de ouro exposta, ou seja,
0 conjunto de microeletrodos de ouro. Em seguida, o eletrodo modificado foi lavado com alcool
e agua antes da aquisicao das imagens de AFM e MEV. A Figura 38 (C e D) mostra imagens
tipicas obtidas por AFM de um eletrodo de ouro ndo modificado e modificado. Por meio das
imagens de AFM é possivel observar a mudanca na morfologia da superficie ap6s a
eletrodeposic¢éo do filme passivador. Este comportamento pode ser verificado por meio do fator
de rugosidade, que varia de 47 A (superficie ndo modificada - Figura 38C) para 111 A
(superficie de ouro modificada - Figura 38D). A modificacdo da superficie ndo € homogénea,
ocasionando grande diferenca na altura da camada do filme, Figura 38C. A linha vermelha
corresponde a uma amostra representativa da superficie de ouro modificada com 1,10-

fenantrolina, ao passo que as outras linhas correspondem as secdes transversais representativas
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da superficie de ouro ndo modificada. A comparacao destas linhas sugere gue alguns pontos

ndo foram completamente recobertos pelo filme de 1,10-fenantrolina.

-4
-
s

X/ pm

Figura 38. Imagens topogréficas obtidas por MEV e AFM da superficie de Au antes (A e C,
respectivamente) e depois (B e D, respectivamente) da modificagdo com filme de 1,10-fenantrolina (40
ciclos em DMF + n-BusNPFs + 0,1 mol L™ contendo 5-bromo-1,10-fenantrolina 51 mmol L™). Os
paineis E (sem modificacao) e F (com modificagdo) apresentam uma seccao transversal da superficie
de ouro obtida a partir da analise da imagem de AFM, sendo que a linha vermelha indica a altura da

seccao exposta no dltimo painel.

Os resultados iniciais descritos nesta secdo foram obtidos usando eletrodo de ouro de
tamanho convencional. Resultados semelhantes foram obtidos utilizando eletrodos de carbono
e cobre (tamanho convencional), indicando que o procedimento de modificacdo do eletrodo é

promissor para diferentes materiais.
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4.4.2 Aplicacdo Analitica do conjunto de microeletrodos de ouro modificados com 5-

bromo-1,10-fenantrolina

Determinacéo de Peroxido de Hidrogénio

Resultados e Discussdes Parciais

Para fins de avaliacdo da aplicabilidade deste sensor foi realizada a modificacao,
seguindo a metodologia exposta anteriormente, em uma placa de cobre (placa fenolite). O
sensor foi avaliado para determinagdes de H202 em solu¢éo tampéo de fosfato 0,1 M (pH=7,0).

Uma curva analitica foi construida, como mostra a Figura 39.
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Figura 39. Sinais amperométricos obtidos com conjunto de microeletrodo modificado com um
filme de 1,10-fenantrolina para adi¢@es de H,O, em um intervalo de concentracdo de 0,6 a 21,5 mmol
L™ (A) e Curva analitica obtida com os dados extraidos do amperograma (B). A solucéo de eletrolito
suporte consistiu em tampé&o fosfato 0,1M (pH=7,0). E = 0,2V vs. Ag/AgClI (KCl sat.).
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A faixa linear da curva analitica foi 0,6 a 21,5 mmol L com limite de deteccéo e

quantificacdo de 2,5 (n = 10) e 8,5 (n = 10) umol L, respectivamente.

Os resultados foram promissores, indicando que este dispositivo pode ser aplicado para

a determinacdo de H.Ox.
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4.5 Capitulo V. Eletrodos de microbanda impressos com configuracéo

“back-to-back”

4.5.1 Eletrodos de microbanda impressos na configuragdo “back-to-back”

Os eletrodos impressos revolucionaram 0 campo da pesquisa em sensores
eletroquimicos devido a sua alta aplicabilidade, aproximando os experimentos realizados em
laborat6rio com a aplicacdo em campo (Hart e Wring, 1994; Kumar e Zen, 2002; Honeychurch
e Hart, 2003; Li, Li etal., 2011; Metters, Kadara et al., 2011; Foster, Metters et al., 2013). Além
disso, a possibilidade de fabricacdo de eletrodos impressos em grandes quantidades permite a
utilizacdo como sensores descartaveis econdémicos e altamente reprodutiveis. Os efeitos de
memoria e contaminacao séo erradicados nos eletrodos descartaveis, sendo essa uma vantagem
frente aos eletrodos solidos (tal como carbono vitreo e diamante dopado com boro, etc.) que
necessitam de uma etapa de pré-tratamento e preparacao antes da utilizacdo (Kadara, Jenkinson
etal., 2009a; J. P. Metters, 2012; Metters, Kadara et al., 2012a; Tan, Metters et al., 2013; Foster,

Metters et al., 2014).

Recentemente, foi introduzido na literatura o conceito de configuracdo “back-to-back”
para os eletrodos impressos, consistindo na impressao de dois eletrodos fisicamente separados
posicionados de costas um para o outro, como ja foi descrito anteriormente. Cada eletrodo deve
apresentar em sua constituicdo eletrodos de trabalho, referéncia e contra eletrodo com um fio
de conexao elétrica comum aos dois eletrodos conectados ao potenciostato. Este novo sensor

faz uso da parte de tras do suporte de plastico como um outro sensor (Metters, Randviir et al.,
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2014). A Figura 7 mostra o conceito de eletrodo impresso com configura¢ao “back-to-back”

(Metters, Randviir et al., 2014).

4.5.2 Aplicacao Analitica dos Eletrodos Impressos de Microbanda

Determinacdo de ions chumbo em amostra de agua

Nesta parte do trabalho pretende-se explorar a configuracéo do eletrodo impresso “back-
to-back” para a detecgdo de ions metalicos. Os metais pesados tém sido alvo de diversas
pesquisas devido a sua alta toxicidade e na maioria dos casos isso ocasiona o efeito de
bioacumulacdo nos tecidos (Goyer, 1995). Em particular, o chumbo afeta fortemente o
desenvolvimento fisico e mental das criangas, e pode causar intoxicacdo em adultos, induzindo
a graves danos ao cerebro, rins, sistema reprodutivo, figado e sistema nervoso central (Goyer,
1995). Os ions chumbo (II) sao encontrados naturalmente nos corpos d’agua e na agua potavel.
A Organizacdo Mundial da Satude (OMS) recomenda que o limite deste ion na dgua potavel
seja de 10 pg L™ (Who, 1993). Neste trabalho foi demonstrado que o eletrodo de microbanda
impresso na configuracdo “back-to-back” € capaz de detectar este nivel de concentracdo dos

ions Pb(ll) e para fins de validacdo a técnica de ICP-OES foi utilizada.

A primeira etapa deste trabalho foi a escolha da solucéo utilizada para a determinagéo
de ions Pb(I1). As solucdes testadas foram: A) acetato de aménio 2,5 mol L, acido acético 1,55
mol L e fenol 0,02 mol L™* em etanol comum (Ghali e Girgis, 1985); B) acetato de amonio
2,5 mol Lt e 4cido acétido 1,55 mol L (Ghali e Girgis, 1985); C) tampdo acetato de sodio 0,1

mol L (pH 4,5) e D) solugéo de HCI 0,02 mol L* (pH 1,7). A escolha da solucio utilizada nos
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experimentos do presente trabalho foi baseada na melhor relacdo de densidade de corrente
(relacéo entre corrente de pico por area do eletrodo), ou seja, melhor meio para eletrodeposicéo
da espécie de interesse. Os valores de densidade de corrente obtidos foram: solucdo A) 13,60
HA cm?, solugdo B) 417,5 pA cm?, solucio C) 542,6 A cm e solugdo D) 1037,0 pA cm™.
A concentragdo de jons Pb(ll) utilizada para os estudos desta etapa foi de 2000 pg L?, o
potencial de depdsito otimizado foi -1,2 V e o tempo de depdsito foi de 60 segundos para o
eletrodo de microbanda impresso com configuracdo “back-to-back”. O pico de resposta do
Pb(I1) foi observado no potencial de pico de, aproximadamente, - 0,60 V (vs Ag/AgCl) e este
potencial é coerente com os valores obtidos na literatura(Lli, Jia et al.; Wang e Dong, 2008; Wu,
Li et al., 2008; Dos Santos, Fava et al., 2014; Wang, Ge et al., 2014; Yang, Wang et al., 2014).
Os resultados obtidos mostram que a solucdo D apresentou melhores resultados para a
determinacéo de ions Pb(Il) e por este motivo, as otimizacdes futuras foram realizadas em

solucdo de HCI 0,02 M (pH 1,7).

Na etapa subsequente, foi otimizado o tempo de depdsito da voltametria de redissolucdo
anodica por onda quadrada (SWASV) para a concentracdo de fons Pb(11) 5 pg L™ em solugéo
de HCI 0,02 M (pH 1,7). Esta concentracao foi escolhida por ser inferior ao limite de 10 pg L
! estabelecido pela OMS para concentragéo de ions Pb(Il) em agua potavel (Who, 1993). A
otimizacdo do tempo de depésito foi explorada para o eletrodo de microbanda impresso (bSPE)
e para o eletrodo de microbanda impresso com configuragio “back-to-back” (b?SPE). Como
esperado, o eletrodo b?SPE apresentou melhores resultados para 0 menor tempo de dep6sito em
relacdo ao bSPE, sendo que o valor otimizado para as determinac@es futuras foi de 30 s. A
maioria dos trabalhos da literatura reportam tempos de depdsito superiores a 100 segundos,

como pode ser visto na Tabela 9.
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Tabela 9. Comparacéo de alguns métodos para a determinacao de ions Pb (I1).

Metodologia | Limite de | Faixa Tempo de | Comentarios Referéncias

Deteccédo | linear/ Deposito / s

(3o)/ (g L)

(g L)

18,0 100-400 | 120 Deteccdo simultanea de Pb(ll) e | (Saturno,

11,0 Cd(ll) em solucdo de tampdo | Valera et al.,

GC acetate 0,1 M usando eletrodo de | 2011)
filme de bismuto.

2,50 20-100 300 Detec¢do simultadnea de Pb(ll) e | (Hwang, Han

1,50 Cd(I1) com a adicdo de K4[FeCNg] | et al., 2008)
em solugdo de tampdo acetate
0,1M usando eletrodo de filme de
bismuto.

0,80 5-60 600 Deteccdo simultanea de Pb(ll) e | (Yang, Wang
Cd(ll) em amostra de agua de | etal., 2014)
torneira usando como eletrodo de
trabalho 0 eletrodo de
nanoparticulas de bismuto . Os
resultados foram validados com a
técnica de Espectroscopia de
massas com plasma acoplado
indutivamente.

2,30 1,5-450 240 Detec¢do simultanea de Pb(lIl), | (Lin, Li et al.,
Cd(ll) e Cu (Il) em &gua de | 2015)

torneira diluida em solucdo de
tampdo acetate 0,1 M, os

resultados foram foram validados
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com a técnica de Espectroscopia

de Absorcéo Atdmica

CPE 0,45 50-200 180 Determinacdo simultanea de Pb | (Devnani,
(1), Cd (11), Cu (I1) e Zn (I1) em | Rajawat et al.,
solucédo de HCI. 2014)

GC 1,04 2-70 300 Determinacdo de Pb (Il) usando
um eletrodo GC modificado com | (Wang, Ge et
NH>—Cu3(BTC), em solugdo de | al., 2014)
tampéo acetate.

SPE 0,03 0,05-30 | 300 Eletrodos impressos modificados | (Chen, Niu et
com bismuto para a determinacdo | al., 2013)
simultanea de Pb (I1) e Cd (I1), em
amostra de agua.

5,00 16,8- 120 Eletrodo impresso modificado | (Sosa, Barcel6

62,6 com antiménio para deteccdo de | etal., 2015)

fons Pb (I1) em solucéo de tampé&o
acetato 0.1 M.

2,00 10-100 120 Determinagdo de ions Pb (Il) em | (Fang, Zheng
dgua. Método validado com ICP- | etal., 2011)
AES usando eletrodo impresso
com filme de bismuto.

0,91 2,5-100 120 Determinagdo de ions Pb (II) em | (Yantasee,
solugdo de HCI usando acido using | Deibler et al.,
eletrodo impresso modificado com | 2005)
uma monocamada de mesoporos
de silica.

OMS N/A 10 N/A Recomendacdo da OMS para o
nivel de Pb(ll) em amostras de | (Who, 1993)

agua potavel.
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b’SPE

1,10

5-100

30

Determinacdo de Pb (1) em
amostra de agua potavel usando
um eletrodo de microbanda
impresso em  configuracdo
diferenciada.

Metodologia

validada usando ICP-OES.

atual

GC: carbono vitreo; CPE: eletrodo de pasta de carbono; SPE: eletrodo impresso
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A eficiéncia analitica do eletrodo b?SPE foi explorada por meio da construgio de uma
curva analitica para determinacao de ions Pb(Il) em comparacdo ao bSPE. A Figura 40 mostra
as respostas obtidas para adi¢Ges consecutivas de ions Pb(ll) na faixa de concentracdo de 5 —

110 pug L.
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Figura 40. Voltamogramas de redissolu¢do anddica obtidos em uma solucao de HCI 0,02M (pH
1,7) na auséncia (linha tracejada) e na presenca (linha sélida) de ions Pb (1) na faixa de 5-110 pg L™
e respectivas curvas analiticas (Os dados apresentados sdo uma média com as barras de erro) (nimero
de medidas = 3). As Figuras A e C correspondem aos dados obtidos utilizando o bSPE e as Figuras B
e D correspondem ao b*SPE. Potencial e o tempo de deposi¢do foram: -1,2 V e 30 segundos,

respectivamente.
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A curva analitica foi construida por meio da relagdo entre corrente de pico (lp) e
concentragéo de ions Pb(Il). A linearidade da curva obedeceu a seguinte equagéo I,/ pA = 8,00
x 103 uA pg Lt +2,90 x 10 pA; R?=0,99; N = 10 para o eletrodo bSPE e I,/ uA = 0,06 pA
ng L't + 0,31 pA; R?=0,99; N=10) para o b?SPE. A Figura 41 compara a densidade de corrente

obtida para os diferentes eletrodos.
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Figura 41. Relacdo entre a densidade de corrente e a concentracgao de ions Pb(l1) numa solucao
de HCI 0,02 M (pH 1,7) utilizando o bSPE (quadrados) e b*SPE (circulos). Potencial e tempo de

deposicéo foram de: -1,2 V e 30 segundos, respectivamente.

A Figura 41 mostra que o valor de densidade de corrente para o eletrodo b2SPE foi maior
que a correspondente ao eletrodo bSPE para a determinacdo de ions Pb(ll). O limite de
quantificacdo (LOQ; 10 o) foi 5,00 pug L™ para ambos os eletrodos e o limite de detecgdo (LOD;
3 o) foi de 1,01 e 3,70 pg L para o b?SPE e o bSPE, respectivamente. O LOD para o eletrodo

bSPE foi quase trés vezes maior do que o para o eletrodo b>SPE.
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A melhoria no valor de densidade de corrente por meio da utilizacdo da configuracao
“back-to-back” ¢ uma das principais vantagens da utilizagdo desta geometria. O ganho no valor
da densidade de corrente pode ser justificado pela utilizacdo do eletrodo impresso nas costas de
um eletrodo comum. Este fato ocasiona um aumento da area total e, por consequéncia, um
aumento da corrente faradaica sem gerar 0 aumento indesejado da corrente capacitiva, como
seria observado se fosse utilizado um eletrodo de tamanho convencional de mesma &rea.
Consequentemente, observa-se uma melhoria no desempenho analitico e a reducéo do valor do

limite de deteccdo (Metters, Randviir et al., 2014).

Os eletrodos de microbanda sdo vantajosos em relacdo aos eletrodos de tamanho
convencional devido a sua forma geométrica diferenciada, que gera uma contribuicao adicional
da difuséo radial a difusdo planar, ocasionando uma melhoria no transporte de massa da espécie
eletroativa. Esta caracteristica torna possivel realizar a analise com maior sensibilidade e em
um curto espaco de tempo. No caso da configuracdo “back-to-back”, as melhorias na

sensibilidade sdo pelo menos duplicadas.

A determinacdo de ions chumbo (I1) em amostra de agua potavel foi realizada usando a

configuracdo b?SPE e a técnica SWASV por meio do método de adicio de padrdo (Figura 42).
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Figura 42. Voltamogramas de redissolucdo anddica (A) registrados utilizando um eletrodo
b?SPE em amostra de agua potavel na auséncia (linha tracejada) e presenca de fons Ph(ll) (linha
sélida). A curva analitica (B) mostra os valores médios de corrente de pico e as respectivas barras de
erros (N=3) obtidos a partir dos voltamogramas. Potencial e tempo de deposicdo foram: -1,2 V e 30

segundos, respectivamente.

O intervalo linear obedeceu a seguinte equacéo: Ip/ A = 0,03 pA pg? Lt + 0,08 pA;.
com coeficiente de correlacdo linear de 0,99; N = 10. A concentracdo de ions chumbo (I1) na
amostra de agua potavel foi calculada a partir da equacdo linear e o resultado obtido foi de 2,8
(+ 0,3) pug L. O valor obtido foi comparado com o resultado obtido por espectrometria de
emissao atdmica por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES), obtendo-se o valor de 2,5 (=
0,1) ug L. Os resultados obtidos com as diferentes técnicas foram concordantes no nivel de
95% de confianca segundo o teste t student. A concordancia entre a metodologia eletroquimica
e a metodologia espectroscopica indica a viabilidade da utilizacdo do dispositivo na

configuracéo proposta.
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4.6 Capitulo VI. Eletrodos de microbanda impressos na configuracéo
“back-to-back” modificados com nanotubos de carbono ou ftalocianina de

cobalto (I1)

Os procedimentos de impressdo podem ser adaptados para a melhoria das caracteristicas
dos sensores eletroquimicos, de tal forma que seja possivel modificar a superficie do eletrodo
com outros materiais. Estes materias podem ser, por exemplo, nanotubos de carbono, os quais
tém uma estrutura geométrica diferenciada e proporcionam a deteccdo de capsaicina (Randviir,
Metters et al., 2013), ou o0 mediador ftalocianina de cobalto (I1), que apresenta caracteristicas
eletrocataliticas na deteccdo de hidrazina (Foster, C., Pillay, J. et al., 2014). Além disso, a tinta
de impressdo da tela pode conter compostos metalicos, tais como paladio(Metters, Tan et al.,
2013), ouro (Metters, Kadara et al., 2012b) e platina (Metters, Jonathan P., Tan, Fang et al.,

2012) , uteis para uma série de aplicacdes eletroanaliticas.

Nesta etapa pretende-se utilizar o conceito de eletrodo de microbanda impresso na
configuracdo “back-to-back” para a determinagdo de capsaicina, dopamina e hidrazina
(Metters, Randviir et al., 2014). Este novo sensor eletroquimico demonstrou ser Util no que
tange a deteccdo eletroanalitica de NADH (Metters, Randviir et al., 2014), nitrito (Metters,
Randviir et al., 2014) e Pb(ll), exibindo um aumento de duas vezes na sensibilidade analitica,

com melhorias no limite de deteccao.

4.6.1 Aplicacdo Analitica dos eletrodos de microbanda impressos modificados
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Determinacédo da Capsaicina, Dopamina e Hidrazina.

Os eletrodos b-CNT-SPEs e b?>-CNT-SPE foram fabricados tal como descrito na se¢do
experimental e foram inicialmente caracterizados eletroquimicamente utilizando os pares redox
de comportamento conhecido: hexamino ruténio (I11), cloreto de potassio e ferrocianeto de
potassio (I1). Como ja ressaltado, a sigla "b" indica a fabricacdo do sensor unilateral padrao,
enquanto o "b?" indica que os sensores sdo “back-to-back”. A Figura 43 apresenta as respostas

da voltametria ciclica registradas para os eletrodos b-CNT-SPEs e b>-CNT-SPE.
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Figura 43. Voltamogramas ciclicos registrados em solucéo de hexamino ruténio (111) 1 mM e
KCI 0,1 M (A e B) e solucéo de ferrocianeto de potassio (I11) 1 mM e KCI 0,1 M (C + D), utilizando o b-
CNT-SPE (linha tracejada) e b>-CNT-SPE (linha sélida) em velocidades de varredura de 5mV s™ (A +

C)e 100 mVs™ (B + D) (vs Ag / AgCl).
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Os voltamogramas registrados com a velocidade de varredura inferior, 5 mV s¥,
apresentaram uma resposta sigmoidal tipica para ambos os analitos. O estudo da velocidade de
varredura foi realizado para a faixa de 5-400 mV s* e a andlise dos dados de corrente de pico
versus a raiz quadrada da velocidade de varredura mostrou que ha uma boa correlagéo linear
para ambos os eletrodos. Hexamino ruténio (111): 1 / pA =-5,39 x 10 pA / (V s 2 - 1,99
HA; R2=0,99¢€ Ip/ nA =-1,05 pA / (V s1) Y2 - 4,03 pA; R? = 0,99. Ferrocianeto de potassio
(D): I /pA=412x 10 pA/ (VsH Y2+ 1,10 uA, R?=0,99¢€ Ip / uA=7,89 x 10T uA / (V s
Y12+ 4,03 pA, R? = 0,99 (n= 10) para 0s b-CNT-SPEs e b?>-CNT-SPEs, respectivamente. Esta
resposta indica a presenca marcante de processos eletroquimicos difusionais. Além disso, a
analise do logio da corrente de pico versus logio da velocidade de varredura foi realizada a fim
de assegurar o modelo de difusdo semi-infinito regido pela equacio de Randles-Sevéik. Em
todos 0s casos, 0s gradientes encontram-se no intervalo de 0,46-0,55, indicando que ndo ha
nenhum efeito de camada fina, que pode ser frequentemente observado nos eletrodos de
nanotubos de carbono (D. A. C. Brownson and C. E. Banks, 2014). E relevante salientar que ao
comparar o incremento de corrente de pico para ambas as solucbes, pode-se constatar que ha
um aumento de, aproximadamente, 1,98 para o intervalo de velocidade de varredura estudado
quando comparado 0 b-CNT-SPEs com o b?>-CNT-SPEs. A Figura 43 mostra, ainda, que 0s
voltamogramas obtidos para a velocidade de varredura baixa apresentam um perfil de estado
estacionario que ndo é observado em velocidades de varredura altas; neste caso, o perfil
voltamétrico é na forma de picos. Esta mudanca no perfil voltamétrico esta relacionada com a
espessura da camada de difusdo devido a dimensdo microscopica da banda, uma vez que quando

a velocidade de varredura é aumentada ha predominéancia da difusdo planar e o voltamograma
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registrado apresenta o perfil na forma de picos. Isto acontece porque o eletrodo fabricado nao
é um microeletrodo em toda sua extensdo e a contribuicdo da difusdo planar € significativa. No
entanto, um fato interessante a ser observado diz respeito ao incremento de corrente de pico
obtidos com os eletrodos b-CNT-SPEs e b>-CNT-SPEs, que apresentam uma resposta
individualizada e portanto, a corrente obtida € um multiplo do nimero de eletrodos, neste caso,

um mdltiplo de dois.

A proxima etapa do presente trabalho diz respeito a determinacdo de dopamina (DA)
usando o b2>-CNT-SPEs. O neurotransmissor natural DA pertence ao grupo de catecolaminas e
desempenha um papel importante no controle do sistema nervoso central, cardiovascular, renal,
e tem funcdes hormonais (R. De Cassia Silva Luz, 2005; Li, Zhao et al., 2009). A analise foi
realizada em uma solucdo tamp&o de fosfato (PBS) contendo dopamina 50 pumol L e os
experimentos foram realizados com o b-CNT-SPEs e b>-CNT-SPEs. A Figura 44A apresenta
voltamogramas ciclicos de DA e, como pode ser observado, o pico de oxidacéo esta localizado
no potencial de aproximadamente + 0.00 V. Este resultado & concordante com aqueles
reportados na literatura (Zhang, Yang et al., 2001; Xun, Cai et al., 2003; R. De Caéssia Silva
Luz, 2005; Wang, Li et al., 2009). O estudo de velocidade de varredura foi realizado para a
faixa de 5 a 400 mV s* usando ambas as configurag@es do eletrodo. As curvas obtidas por meio
da relacdo da corrente de pico e da raiz quadrada da velocidade de varredura apresentaram uma
boa linearidade, o que sugere que um processo de transporte de massa difusional ocorre para
ambos eletrodos; b-CNT-SPEs: I, /uA = 6,09 x 10 pA / (V s1)Y2 + 3,72, R? = 0,99, N=10. b
CNT-SPEs: Ip/uA = 1,08 pA / (V sH)Y2 + 7,40, R? = 0,99 (n= 10). O sinal voltamétrico do
eletrodo b>-CNT-SPEs teve um incremento de, aproximadamente, 1,9, quando comparado com

0 eletrodo b-CNT-SPEs, como pode ser visto na Figura 44A.
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Figura 44. Voltamogramas ciclicos registrados com b-CNT-SPEs (linha tracejada) e b>CNT-
SPEs (linha sélida) em solugdo de dopamina 50 pmol L™ em tamp&o fosfato pH 7,4 (A) e curva analitica
da DA para o intervalo de concentragéo de 5- 49,6 pM (B). v = 50mVs™ (N = 3) (vs.Ag/AgCl).

Em seguida, o uso eletroanalitico do b-CNT-SPEs e b>-CNT-SPEs foi explorado com
adicdes de Dopamina (DA) para uma solucdo de PBS pH 7,4 na faixa de concentragdo de 5-
49,6 UM. A Figura 44B mostra a analise da corrente de pico voltamétrica (sinal) em funcdo da
concentracéo e observa-se que uma resposta linear foi obtida para ambas as configuracdes dos
eletrodos b-CNT-SPEs: 1, / HA = 10,6 x 10 pA/UM™ + 0,02 uM, R2 = 0,99, N = 3. b%-CNT-
SPEs: I/ pA =20,1x 10 pA/uM 1 + 0,06 uM, R2 = 0,99 (n = 10). Os limites de deteccio (3c)
para a dopamina sdo 11,1 uM e 1,13 uM para b-CNT-SPEs e b?>-CNT-SPEs, respectivamente,
e estes valores sdo concordantes com os dados da literatura. Por exemplo, Valentini e
colaboradores (Valentini, Romanazzo et al., 2012) exploraram as capacidades eletroanaliticas
dos macroeletrodos modificados com grafeno e o limite de detec¢éo encontrado para DA foi de

4,00 uM. Moreno e colaboradores (Moreno, Arribas et al., 2010) obtiveram o LD igual 0,015
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MM usando eletrodos impressos modificados com nanoparticulas de carbono. Esta vantagem
em relacdo a metodologia desenvolvida deve-se provavelmente a técnica utilizada para as
analises conhecida como voltametria de redissolucdo adsortiva, que pré acumula o material a

ser analisado.

Novos estudos foram realizados para outra espécie de interesse analitico, a capsaicina.
Esta substancia participa do mecanismo de defesa natural das pimentas chilli com o intuito de
evitar a intrusdo de mamiferos. Age provocando uma sensacdo de queimacdo ao entrar em
contato com a pele, "estimulando os neurbnios sensoriais a transmitir informacao sobre os
estimulos nocivos para o sistema nervoso central” (Randviir, Metters et al., 2013). A
intensidade da sensacdo de ardor esta relacionada com a concentracdo da capsaicina presente
no interior da pimenta malagueta. A capsaicina pode ser utilizada como um analgésico tépico
para o tratamento de neuralgia pos-herpética e, além disso, pode possuir efeitos no combate ao
colesterol e obesidade, e para o tratamento de Ulceras pépticas, dor nas costas e incontinéncia
urinaria (Kachoosangi, Wildgoose et al., 2008; Anand e Bley, 2011; Randviir, Metters et al.,

2013; Lau, Panchompoo et al., 2014).

A Figura 45A apresenta voltamogramas da capsaicina e pode-se verificar que a oxidagédo
eletroquimica ocorre acoplada a um passo irreversivel, o que resulta na hidrolise do grupo 2-
metoxi de modo a formar uma unidade c-benzoquinona na estrutura da capsaicina (Randviir,
Metters et al., 2013). Consequentemente, a c-benzoquinona reage com o catecol, em processo
reportado na literatura (Kachoosangi, Wildgoose et al., 2008; Randviir, Metters et al., 2013). E
relevante salientar que ao comparar o incremento de corrente de pico para a capsaicina usando
b-CNT-SPEs e b?>-CNT-SPEs, pode-se constatar que ha um aumento de, aproximadamente, 2
vezes o valor da corrente, como pode ser visto na Figura 45A.
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Figura 45. Voltamogramas ciclicos obtidos em solucédo de capsaicina 50 umol L™ em solugéo
tampao de fosfato pH 1,25 (A) e as curvas analiticas da capsaicina (5-49,6 uM) (B) utilizando o b-CNT-
SPE (linha tracejada e quadrados) e b>-CNT-SPEs (linha solida e circulos). v =50 mV s (N = 3) (vs
Ag/ AgCl).

A curva analitica foi construida para a faixa de concentracdo de 5 - 49,6 uM. Para fins
analiticos, os valores de corrente foram extraidos do pico de reducgdo préximo ao potencial de
+ 0,20 V para ambas as configuracdes dos eletrodos (Figura 45B). As configuracdes b-CNT-
SPEs e b?>-CNT-SPEs resultaram em curvas analiticas com duas faixas de concentragdes com
caracteristicas lineares. A primeira faixa corresponde as concentraces de 5 a 24,9 uM e a
segunda faixa foi de 24,9 a 49,6 uM. Equacéo linear para b-CNT-SPEs primeira faixa: Ip / pA
= 26,24 x 10 pA/uM™ + 0,12 uM, R2 = 0,99, N = 5. b-CNT-SPEs segunda faixa: lp / pA =
26,40 x 10 pA/uM™ + 0,06 uM, R2 = 0,99, N = 5. b?>-CNT-SPEs primeira faixa: lp / pA =
46,15 x 103 pA/uM* + 0,01 uM, R2=0,99, N = 5. b>-CNT-SPEs segunda faixa: lp / uA = 46,52
x 107 pA/uM™ + 1,16 uM, R2 = 0,99, N = 5. Fazendo uso da primeira faixa de concentragio, o

LOD obtido foi de 0,18 pM para b?>-CNT-SPEs. N3o ha relatos na literatura de estudos
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utilizando capsaicina e os eletrodos b-CNT-SPEs e b?>-CNT-SPEs. Portanto, as comparagdes so
podem ser realizadas no sentido da comparacdo dos LODs. Randviir e colaboradores (Randviir,
Metters et al., 2013) e Kachoosangi e colaboradores (Kachoosangi, Wildgoose et al., 2008)

obtiveram os valores de limite de deteccdo correspondentes a 0,77 e 0,31 uM.

Uma nova aplicacéo para os eletrodos b?SPE foi explorada utilizando a modificacio da
superficie do eletrodo com CoPC para a determinacdo de hidrazina. A hidrazina age como
agente, catalisador e explosivo (Foster, C. W., Pillay, J. et al., 2014). Ha relatos extensos
descrevendo seus efeitos prejudiciais sobre o corpo humano, tais como: irritacdo dos olhos,
nariz e garganta, tontura, dor de cabeca, nauseas, edema pulmonar, convulsées e coma (United
States Environmental Protection Agency; N. Nasirizadeh, 2011; H. Ahmar, 2013). A
determinac&o eletroquimica de hidrazina foi realizada utilizando o b-CoPC-SPEs e 0 b?>-CoPC-

SPEs. A Figura 46A mostra uma comparacao entre os dois eletrodos.
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Figura 46. Voltamogramas ciclicos obtidos em solucéo de hidrazina 100 pmol L™ em tamp&o
fosfato pH 7,4 (A) e a curva analitica que relaciona corrente de pico versus concentracdo de hidrazina
(7,9-104 uM) (B) utilizando o b-CoPC-SPE (linha cinza e quadrados) e b>-CoPC-SPEs (linha preta e
circulos). v =100 mV s* (N = 3) (vs Ag/AgCl).
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A configuracio b?-CoPC-SPEs exibe maior sensibilidade em comparacdo com a b-
CoPC-SPEs e tal fato poderia ser explicado pela acdo eletrocatalitica destas particulas na
determinacéo da hidrazina (Foster, Metters et al., 2014; Foster, C. W., Pillay, J. et al., 2014).
Adicbes consecutivas de hidrazina (7,9-104 uM) na solucdo tampdo PBS pH 7,4 foram
realizadas, como mostra a Figura 46B. Em ambos os casos, pode-se observar que ha uma boa
correlacéo linear e que as correntes de pico obtidas para a configuragdo b?-CoPC-SPEs s&o
consideravelmente superiores. A equacio linear para o b-CoPC-SPEs: I, / pA = 0,55 x 103
HA/UM™ — 4,10 X 10 pM R2 = 0,99, N = 10. b2-CoPC-SPEs: I, / pA = 7,01 x 103 pA/pM ™ —
1,60 x 10 uM, R2 = 0,99, N = 10. O limite de detec¢do (3c) foi 2,90 e 4,78 uM para o b?-
CoPC-SPEs e b-CoPC-SPEs, respectivamente. A utilizacdo de um mediador CoPC para a
deteccdo de hidrazina foi relatado por Ozoemena (Ozoemena, 2006). Nesse trabalho o autor
obteve limite de deteccio correspondente a 1 pM utilizando um conjunto de microeletrodos. E
importante notar que os valores obtidos neste trabalho sdo oriundos do uso de SPEs microbanda

modificados com CoPC.

Em todas as determinacdes citadas neste capitulo, pode-se observar que os eletrodos de
microbanda impressos conduziram a respostas analiticas com resultados, como a sensibilidade,
semelhantes aos reportados pela literatura, o que demonstra o potencial para a determinacéo de

espécies de interesse analitico, tais como a hidrazina, capsaicina, dopamina e ions metalicos.
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5. Conclusoes

Os dispositivos desenvolvidos apresentaram como vantagem uma notavel versatilidade,
simplicidade de fabricacdo e baixo custo. Os bons resultados de repetibilidade e
reprodutibilidade obtidos sugerem que estes procedimentos de fabricacdo podem ser utilizados
para producdo em grande escala. Esta conclusdo pode ser reforcada por meio da analise dos
resultados de aplicacdo analitica dos sensores, como por exemplo a analise de perdxido de
hidrogénio em amostra de antisséptico bucal e clareador dentario, de AAS em amostras
farmacéuticas, de nitrato em amostras de agua de rio, de ciclopirox olamina em amostras
oftalmoldgicas, de ions Pb(Il) em amostras de dgua potavel, de capsaicina, de dopamina e de
hidrazina. Os resultados apresentados neste trabalho demostraram que 0s sensores podem ter
sua superficie modificada, ampliando, com isso, o leque de aplica¢bes. O desempenho analitico
dos sensores fabricados em termos de sensibilidade, limite de deteccdo e faixa linear de
concentracgdo, associado a procedimentos de fabricacao rapidos e baratos torna os dispositivos
descartaveis desenvolvidos promissores para a determinacdo de espécies de interesse ambiental,

farmacéutico, bioldgico e industrial.
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