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“I... a universe of atoms, an atom in 

the universe.” 

― Richard P. Feynman 



 

 

 

SUMÁRIO 

Capítulo 1 - Introdução geral ...................................................................... 1 

1.1. INTRODUÇÃO ........................................................................................ 2 

1.1.1. Sensores eletroquímicos .................................................................. 3 

1.1.1.1. Técnicas de fabricação .............................................................. 4 

1.1.1.2. Desenvolvimento de tintas condutoras ...................................... 5 

1.1.1.3. Técnicas voltamétricas .............................................................. 8 

1.1.1.3.1. Voltametria cíclica ............................................................... 8 

1.1.1.3.2. Voltametria de pulso diferencial......................................... 10 

1.1.1.3.3. Voltametria de onda quadrada ........................................... 11 

1.1.1.4. Amperometria .......................................................................... 12 

1.1.2. Sensores colorimétricos ................................................................. 13 

1.1.2.1. Impressão 3D .......................................................................... 15 

1.1.2.2. Desenvolvimento de plataformas analíticas ............................. 16 

1.1.2.3. Detecção colorimétrica ............................................................ 17 

1.1.3. Microfluídica digital ......................................................................... 18 

1.1.3.1. Fabricação e montagem dos chips microfluídicos digitais ....... 21 

1.1.3.2. Preparo de amostras ............................................................... 24 

1.1.3.3. Métodos de detecção ............................................................... 25 

1.1.4. Aplicações de sistemas analíticos portáteis ................................... 26 

1.1.4.1. Diagnóstico clínico ................................................................... 27 

1.1.4.2. Controle de qualidade de produtos farmacêuticos e suplementos
 .............................................................................................................. 28 

1.1.4.3. Indústria petroquímica ............................................................. 29 

Capítulo 2 - Imunossensor eletroquímico descartável e ecológico para 
detecção rápida de SARS-CoV-2 .............................................................. 32 

RESUMO ..................................................................................................... 33 

2.1. Introdução ........................................................................................... 34 

2.2. Objetivos .............................................................................................. 37 

2.2.1. Objetivo geral ................................................................................. 37 



 

 

 

2.2.2. Objetivos específicos...................................................................... 37 

2.3. procedimento experimental ............................................................... 37 

2.3.1. Materiais e reagentes ..................................................................... 37 

2.3.2. Instrumentação ............................................................................... 38 

2.3.3. Síntese de nanopartículas de ouro estabilizadas com cisteamina . 38 

2.3.4. Preparação do dispositivo eletroquímico e AuNPs ......................... 38 

2.3.5. Preparação do imunossensor ......................................................... 40 

2.3.6. Caracterizações ............................................................................. 41 

2.3.7. Medidas eletroquímicas.................................................................. 43 

2.3.8. Preparo de amostras, análises de RT-qPCR e medidas 
eletroquímicas .......................................................................................... 43 

2.4. Resultados e discussão ..................................................................... 44 

2.4.1. Caracterização de dispositivo eletroquímico ecológico .................. 44 

2.4.2. Síntese de AuNPs-Cys e fabricação do imunossensor .................. 47 

2.4.3. Desempenho de biossensor ........................................................... 53 

Capítulo 3 - Detecção aprimorada de cloreto usando eletrodo de 
grafite/negro de fumo impresso em estêncil modificado com 
nanopartículas de prata para diagnóstico de fibrose cística ................. 63 

RESUMO ..................................................................................................... 64 

3.1. Introdução ........................................................................................... 65 

3.3.1. Laca chinesa .................................................................................. 65 

3.3.2. Dispositivos eletroquímicos ............................................................ 66 

3.3.3. Fibrose cística ................................................................................ 66 

3.2. Objetivos .............................................................................................. 70 

3.2.1. Objetivo geral ................................................................................. 70 

3.2.2. Objetivos específicos...................................................................... 70 

3.3. procedimento experimental ............................................................... 70 

3.3.1. Materiais e reagentes ..................................................................... 70 

3.3.2. Instrumentação ............................................................................... 71 

3.3.3. Fabricação de eletrodos através da técnica de impressão em estêncil
 ................................................................................................................. 71 



 

 

 

3.3.4. Eletrodeposição de AgNPs ............................................................. 73 

3.3.5. Caracterizações eletroquímicas e morfológicas ............................. 73 

3.3.6. Medidas eletroquímicas usando VPD ............................................ 74 

3.3.7. Preparo de amostras e análise eletroquímica de Cl- no suor.......... 74 

3.3.8. Análise de amostras reais e teste de referência ............................. 75 

3.4. Resultados e discussão ..................................................................... 75 

3.4.1. Fabricação de eletrodos impressos em estêncil e caracterizações 75 

3.4.2. Caracterizações ............................................................................. 86 

3.4.3. Otimizações eletroquímicas ........................................................... 91 

3.4.4. Desempenho analítico .................................................................... 94 

3.4.5. Estudo de seletividade ................................................................... 97 

3.4.6. Ensaio de recuperação e análise de amostras de suor sintético .... 98 

3.4.7. Análise real de amostras de suor e análise de referência ............ 101 

3.5. Considerações parciais .................................................................... 102 

Capítulo 4 - Integração simples de dispositivos eletroquímicos baseados 
em papel e microfluídica digital para análise de L-cisteína ................. 104 

RESUMO ................................................................................................... 105 

4.1. Introdução ......................................................................................... 106 

4.2. Objetivos ............................................................................................. 111 

4.2.1. Objetivo geral ................................................................................ 111 

4.2.2. Objetivos específicos..................................................................... 111 

4.3. Procedimento experimental .............................................................. 112 

4.3.1. Materiais ........................................................................................ 112 

4.3.2. Instrumentação .............................................................................. 113 

4.3.3. Fabricação de chips de microfluídica digital .................................. 113 

4.3.4 Fabricação de dispositivos eletroquímicos baseados em papel 
(ePADs) ................................................................................................... 114 

4.3.5. Caracterizações ............................................................................ 116 

4.3.6. Modificação eletroquímica on-chip ................................................ 116 

4.3.7. Medidas eletroquímicas integradas com DMF .............................. 116 

4.3.8. Preparação da amostra usando DMF............................................ 117 



 

 

 

4.3.9. Análise eletroquímica de L-cisteína em formulação farmacêutica e 
plasma ..................................................................................................... 118 

4.3.10. Estudo de adição de recuperação de L-cis em amostras 
farmacêutica e de plasma ....................................................................... 119 

4.4. Resultados e discussão ................................................................... 120 

4.4.1. Fabricação de dispositivos eletroquímicos baseados em papel ... 120 

4.4.2. Otimizações da modificação do eletrodo de trabalho com azul da 
Prússia ................................................................................................... 123 

4.4.3. Caracterização morfológica .......................................................... 131 

4.4.5 Estudos de reprodutibilidade ......................................................... 139 

4.4.6. Estudo de seletividade ................................................................. 140 

4.4.7 Análise da amostra e ensaio de adição e recuperação de L-cisteína
 ............................................................................................................... 142 

4.5. Considerações parciais .................................................................... 145 

Capítulo 5 - Abordagem ambientalmente amigável e portátil baseada em 
impressão 3D para detecção colorimétrica de inibidor de incrustação 
sulfonato assistida por smartphone ...................................................... 146 

RESUMO ................................................................................................... 147 

5.1. Introdução ......................................................................................... 148 

5.2. Objetivos ............................................................................................ 150 

5.2.1. Objetivo geral ............................................................................... 150 

5.2.2. Objetivos específicos.................................................................... 150 

5.3. Procedimento experimental ............................................................. 151 

5.3.1. Materiais e reagentes ................................................................... 151 

5.3.2. Instrumentação ............................................................................. 151 

5.3.3. Fabricação de micropoços e mini estúdio .................................... 152 

5.3.4. Medições de microscopia óptica .................................................. 153 

5.3.5. Otimização experimental .............................................................. 153 

5.3.6. Análise colorimétrica..................................................................... 154 

5.3.7. Preparo da amostra .................................................................. 155 

5.3.8. Análise comparativa ..................................................................... 155 

5.4. Resultados e discussão ................................................................... 156 



 

 

 

5.4.1. Fabricação dos micropoços e do mini estúdio .............................. 156 

5.4.2. Caracterização morfológica e perfilométrica ................................ 157 

5.4.3. Otimização de parâmetros experimentais .................................... 158 

5.4.4. Desempenho analítico .................................................................. 163 

5.4.5. Estudos de repetibilidade e reprodutibilidade ............................... 165 

5.4.6. Estudo interferente e análise de amostras reais .......................... 166 

5.4.7. Experimentos de adição e recuperação ....................................... 167 

5.4.8. Análise AGREE ............................................................................ 169 

5.5. Considerações parciais .................................................................... 170 

Capítulo 6 - Conclusões gerais ............................................................... 172 

6.1. Conclusões ........................................................................................ 173 

7. Referências bibliográficas .................................................................. 176 

Curriculum vitae ....................................................................................... 227 

 



 

i 

 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1.1. Representação do sinal de excitação de tensão em função do 
tempo, característico da técnica de voltametria cíclica. Fonte: Adaptado de 
Pacheco 20. ..................................................................................................... 9 
Figura 1.2. (A) Representação esquemática dos sinais de excitação inerentes 
à técnica de voltametria de pulso diferencial. (B) Voltamograma característico 
da técnica de VPD. Fonte: Adaptado de Compton69. ................................... 10 
Figura 1.3. (A) Representação esquemática da soma entre uma escada de 
potencial e uma onda quadrada, característica da VOQ. (B) Típico 
voltamograma obtido com a VOQ. Fonte: Adaptado de Compton69. ........... 12 
Figura 1.4. Etapas básicas envolvidas no processo de impressão 3D via FDM. 
Fonte: Autoria própria. ................................................................................. 16 
Figura 1.5. Representação esquemática de procedimentos microfluídicos 
digitais dentro de um chip de placa dupla. As operações básicas envolvem a 
separação, a mistura, a união e a amostragem de uma gota a partir do eletrodo 
reservatório. Fonte: Autoria própria. ............................................................. 20 
Figura 1.6. Representação esquemática da vista lateral de dispositivos de 
microfluídica digital na configuração de (A) duas placas e (B) uma placa. 
Fonte: Autoria própria. ................................................................................. 21 
Figura 2.1. Imagem real do eletrodo de carbono proposto usando a técnica 
de impressão por estêncil. Fonte: Autoria própria. ....................................... 39 
Figura 2.2. (A) Representação esquemática das etapas de fabricação de 
sensores eletroquímicos ecologicamente corretos utilizando a técnica de 
impressão em estêncil contendo (i) corte do layout do eletrodo, (ii) preparação 
de tinta condutiva, (iii) espalhamento da tinta condutiva com espátula e (iv) 
remoção da máscara adesiva vinílica. (B) Principais etapas envolvidas na 
produção do imunossensor: (i) ancoragem de AuNPs-Cys, (ii) inserção de 
grupos -CHO através da utilização de glutaraldeído, seguida da adição de 
Ab1, (iii) uso de BSA para bloquear os sítios ativos restantes da WE. A etapa 
final mostra a interação da proteína S presente no vírus SARS-CoV-2 com a 
superfície do biossensor. (C) Representação da coleta de amostras de 
pacientes usando um swab, (i) superfície WE na presença de uma amostra 
positiva de COVID-19 e (ii) leitura eletroquímica via voltametria de onda 
quadrada (VOQ) empregando o mediador redox ferrocianeto/ferricianeto de 
potássio ([Fe(CN)6]3-/4-) 1 mmol L-1 preparado em KCl 0,1 mol L-1. Fonte: 
Autoria própria. ............................................................................................ 41 
Figura 2.3. Espectro Raman do material eletródico à base de carbono entre 
1000 e 3500 cm-1. Fonte: Autoria própria. .................................................... 45 
Figura 2.4. Medida do ângulo de contato da superfície do WE. Fonte: Autoria 
própria. ......................................................................................................... 46 



 

ii 

 

Figura 2.5. Espectros obtidos a partir da técnica de espectroscopia no 
Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) para flocos de grafite e 
grafite na presença de goma laca (tinta condutora). Fonte: Autoria própria. 46 
Figura 2.6. (A) Espectros XPS C1s de alta resolução de material de eletrodo 
proposto. (B) Espectros XPS O1s de alta resolução de material de eletrodo 
proposto. Fonte: Autoria própria. .................................................................. 47 
Figura 2.7. Espectro UV-Vis de nanopartículas de ouro estabilizadas com 
cisteamina (Cys-AuNPs). Fonte: Autoria própria.......................................... 48 
Figura 2.8. Imagens de AuNPs-Cys em diferentes ampliações obtidas por 
microscópio eletrônico de transmissão destacando tamanhos referentes à (A) 
200 nm, (B) 50 nm e (C) 5 nm. Fonte: Autoria própria. ................................ 48 
Figura 2.9. Micrografias de MV referente ao substrato do eletrodo, EC e EC 
modificado. (A) Substrato de poliéster com aproximação de 50X. (B) Eletrodo 
auxiliar sob aproximação de 50X. (C) Eletrodo de referência na aproximação 
de 50X. (D) Substrato de poliéster sob magnificação de 1000X. (E) Vista 
frontal da sessão transversal do AE sob aproximação de 55X. (F) Vista frontal 
da sessão transversal do RE sob aproximação de 55X. (G) WE baseado em 
carbono sob magnificação de 30X, (H) 500X e (I) 1000X, antes da 
modificação. (J) EC de goma laca modificado com AuNPs-Cys em ampliação 
de 30X, (K) 500X e (L)1000X, respectivamente. Fonte: Autoria própria. ..... 50 
Figura 2.10. (A) Espectros EDS mostrando os elementos químicos na 
superfície eletródica. (B) Espectros de EDS mostrando os elementos químicos 
na superfície WE modificados com AuNPs-Cys. Fonte: Autoria própria. ..... 51 
Figura 2.11. Voltamogramas de onda quadrada do imunossensor após cada 
etapa de modificação e na presença de 1,0 ng mL-1 de proteína S do SARS-
CoV-2 empregando [Fe(CN)6]3-/4- como sonda redox. Fonte: Autoria própria.
 ..................................................................................................................... 53 
Figura 2.12. (A) Voltamogramas de onda quadrada registrados na ausência e 
presença de diferentes concentrações da proteína S do SARS-CoV-2 (250,0 
pg mL-1 a 20,0 µg mL-1). (B) Curva analítica. Fonte: Autoria própria. ........... 54 
Figura 2.13. (A) Teste de repetibilidade utilizando cinco leituras eletroquímicas 
na presença de 1,0 ng mL-1 de proteína S. (B) Teste de reprodutibilidade para 
três imunossensores utilizando 1,0 ng mL-1 de proteína S. (C) Ensaio de 
reprodutibilidade utilizando três amostras reais de swab positivas para SARS-
CoV-2 utilizando nove imunossensores. Fonte: Autoria própria. .................. 55 
Figura 2.14. Gráfico da porcentagem relativa de corrente para o estudo de 
estabilidade do imunossensor fabricado e armazenado a 4,0 °C por 4 
semanas. Fonte: Autoria própria. ................................................................. 56 
Figura 2.15. Aplicação do imunossensor eletroquímico descartável e 
ecológico para detecção da proteína S do vírus SARS-CoV-2 em amostras de 
swab nasofaríngeo. Fonte: Autoria própria. ................................................. 57 



 

iii 

 

Figura 3.1. (A) Representação esquemática do processo de fabricação da 
nova tinta condutora, utilizando grafite, negro de fumo, laca chinesa e acetona, 
seguido pelo protocolo de manufatura dos sensores eletroquímicos, 
empregando a técnica de impressão por estêncil. (B) Etapas envolvidas na 
preparação de nanopartículas de prata (AgNPs) na superfície WE via 
eletrodeposição usando amperometria, juntamente com uma representação 
da leitura eletroquímica realizada a partir da voltametria de pulso diferencial 
na presença de amostra de suor contendo cloreto. Fonte: Autoria própria. . 72 
Figura 3.2. Trilhas condutivas produzidas com a nova formulação de tinta à 
base de laca chinesa, grafite e negro de fumo, mostrando o circuito aberto (A) 
e fechado (B), com um LED sendo acesso. Fonte: Autoria própria. ............ 76 
Figura 3.3. Imagem real de eletrodo de grafite-negro de fumo impresso em 
estêncil com 10% m/m de NF. Fonte: Autoria própria. ................................. 77 
Figura 3.4. Otimização dos parâmetros de fabricação do sensor eletroquímico 
e modificação do eletrodo de trabalho com nanopartículas de prata. (A) 
Voltamogramas de pulso diferencial obtidos na presença de Cl- 0,5 mmol L-1 

em tampão BR 30 mmol L-1 (pH = 2,16) para diferentes proporções de grafite 
e negro de fumo (100% grafite; 95% grafite/5% NF; 90% grafite/10% NF; 85% 
grafite/15% NF e 20% grafite/20% NF) na formulação da tinta condutora. 
Fonte: Autoria própria. ................................................................................. 78 
Figura 3.5. Micrografias obtidas para o novo sensor eletroquímico proposto à 
base de laca chinesa usando diferentes proporções entre grafite e negro de 
fumo. (A) Imagem mostrando a célula eletroquímica construída sobre o 
substrato de poliéster contento o WE, RE e o AE, cuja composição é de grafite, 
além da barreira hidrofóbica de vinil adesivo, sob magnificação de 10 vezes. 
(B) Imagem do eletrodo de trabalho (magnificação de 10.000 vezes), contendo 
grafite na composição. (C) Imagem do WE do eletrodo cuja composição é de 
95% de grafite e 5% de negro de fumo em relação aos componentes 
condutivos (magnificação de 10.000 vezes). (D) Imagem do WE do eletrodo 
com composição de 90% de grafite e 10% de negro de fumo (magnificação 
de 10.000 vezes). (E) Imagem do WE do eletrodo com composição de 85% 
de grafite e 15% de negro de fumo (magnificação de 10.000 vezes). (F) 
Imagem do WE do eletrodo com composição de 80% de grafite e 20% de 
negro de fumo (magnificação de 10.000 vezes). Fonte: Autoria própria. ..... 79 
Figura 3.6. (A) Voltamogramas da VPD obtidos para diferentes concentrações 
de AgNO3 (0,10; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 mmol L-1) na solução precursora das 
nanopartículas de prata. (B) Gráfico relacionando a intensidade de corrente 
obtida em função da concentração de AgNO3 empregada. Fonte: Autoria 
própria. ......................................................................................................... 81 
Figura 3.7. (A) Voltamogramas da VPD provenientes de diferentes tempos de 
eletrodeposição de nanopartículas de prata (100; 200; 300; 400 e 500 s) sobre 



 

iv 

 

o eletrodo de trabalho. (B) Gráfico referente à relação entre a magnitude de 
corrente e o tempo de aplicação de potencial usado na amperometria. Fonte: 
Autoria própria. ............................................................................................ 82 
Figura 3.8. Micrografias adquiridas a partir da técnica de MEV-FEG usando a 
magnificação de 10.000 vezes. (A) Imagem do WE do dispositivo 
eletroquímico na ausência de modificação da superfície. (B) WE após a 
eletrodeposição de AgNPs usando o tempo de eletrodeposição de 100 s (C). 
WE após a eletrodeposição de AgNPs usando o tempo de eletrodeposição de 
200 s. (D) WE após a eletrodeposição de AgNPs usando o tempo de 
eletrodeposição de 300 s. (E) WE após a eletrodeposição de AgNPs usando 
o tempo de eletrodeposição de 400 s. (F) WE após a eletrodeposição de 
AgNPs usando o tempo de eletrodeposição de 500 s. O potencial de 
eletrodeposição utilizado foi de -0,8 V. Fonte: Autoria própria. .................... 83 
Figura 3.9. (A) Voltamogramas da VPD provenientes de diferentes potenciais 
de eletrodeposição de nanopartículas de prata (-1,0; -0,8; -0,6; -0,4; -0,2 V) 
sobre o eletrodo de trabalho. (B) Gráfico mostrando a magnitude de corrente 
em função do potencial aplicado, mantido fixo durante a amperometria. Fonte: 
Autoria própria. ............................................................................................ 84 
Figura 3.10. Micrografias adquiridas a partir da técnica de MEV-FEG usando 
a magnificação de 30.000 vezes. (A) WE após a eletrodeposição de AgNPs 
usando o potencial de eletrodeposição de -1,0 V. (B) WE após a 
eletrodeposição de AgNPs usando o potencial de eletrodeposição de -0,8 V. 
(C) WE após a eletrodeposição de AgNPs usando o potencial de 
eletrodeposição de -0,6 V. (D) WE após a eletrodeposição de AgNPs usando 
o potencial de eletrodeposição de -0,4 V. (E) WE após a eletrodeposição de 
AgNPs usando o potencial de eletrodeposição de -0,2 V. (F) Imagem do WE 
do sensor eletroquímico na ausência de modificação da superfície. O tempo 
de eletrodeposição utilizado foi de 400 s. Fonte: Autoria própria. ................ 85 
Figura 3.11. Imagens de ângulo de contato obtidas para o WE do EGR-NF 
(A) sem modificação na superfície e (B) após a eletrodeposição de AgNPs 
(AgNPs/EGR-NF). Fonte: Autoria própria. ................................................... 87 
Figura 3.12. Medidas eletroquímicas usando a técnica de voltametria cíclica. 
(A) Voltamogramas cíclicos obtidos na ausência e presença de 0,5 mmol L-1 

de Cl- preparado em tampão BR 30 mmol L-1 a 100 mV s-1 utilizando eletrodo 
de grafite não modificado e modificado com AgNPs. (B) Estabilização do sinal 
analítico após o processo de modificação do WE, na presença de tampão BR 
30 mmol L-1, sob velocidade de varredura de 100 mV s-1. (C) Reprodutibilidade 
da modificação do WE com AgNPs. Fonte: Autoria própria. ........................ 89 
Figura 3.13. Micrografias adquiridas do WE do dispositivo de grafite-negro de 
fumo sob magnificação de 5.000 vezes. (A) Sensor após modificação com 
AgNPs via amperometria. (B) Sensor após modificação com AgNPs via 



 

v 

 

amperometria, seguido de estabilização usando VC. (C) Sensor após 
modificação com AgNPs, estabilização e após análise de Cl- 1 mmol L-1 em 
tampão BR 30 mmol L-1 (pH 2,16). Fonte: Autoria própria ........................... 90 
Figura 3.14. Caracterização eletroquímica do eletrodo AgNPs-GR/NF por 
voltametria cíclica. (A) Voltamogramas cíclicos obtidos na presença de 1,0 
mmol L-1 de Cl- preparado em tampão BR 30 mmol L-1 registrados em 
diferentes velocidades de varredura. (B) Corrente de pico anódica em função 

da raiz quadrada da velocidade de varredura. (C) log I vs log  para o processo 
de oxidação de Cl-. Fonte: Autoria própria. .................................................. 91 
Figura 3.15. (A) Voltamogramas da otimização da amplitude de pulso da 
técnica de VPD visando a análise de Cl-. (B) Gráfico relacionando os valores 
de corrente em função dos valores de amplitude. Fonte: Autoria própria. ... 92 
Figura 3.16. (A) Voltamogramas da otimização do degrau de potencial da 
técnica de VPD visando a análise de Cl-. (B) Gráfico relacionando os valores 
de corrente em função dos valores do degrau de potencial. Fonte: Autoria 
própria. ......................................................................................................... 93 
Figura 3.17. (A) Voltamogramas da otimização do tempo de pulso da técnica 
de VPD visando a análise de Cl-. (B) Gráfico relacionando os valores de 
corrente em função dos valores do tempo de pulso. Fonte: Autoria própria. 94 
Figura 3.18. (A) Voltamogramas referentes à análise de Cl- para diferentes 
concentrações usando o eletrodo AgNPs/EGR-NF. (B) Curva analítica para 
análise de Cl- entre as concentrações de 50 µmol L-1 a 300 µmol L-1. Fonte: 
Autoria própria. ............................................................................................ 95 
Figura 3.19. (A) Voltamogramas de pulso diferencial referentes ao estudo de 
reprodutibilidade para a análise de cloreto usando o AgNPs-EGR/NF. (B) 
Histograma referente ao estudo de reprodutibilidade do método proposto 
mostrando os valores de corrente em função do número de eletrodos 
testados. Fonte: Autoria própria. .................................................................. 96 
Figura 3.20. (A) Voltamogramas de pulso diferencial referente ao estudo de 
seletividade de potenciais compostos interferentes para análise na presença 
de Cl-. (B) Histograma relacionando a porcentagem relativa de corrente obtida 
no estudo de seletividade, em função dos interferentes empregados na 
presença de Cl-. Fonte: Autoria própria. ....................................................... 98 
Figura 3.21. Voltamogramas referentes à análise de amostras sintéticas de 
suor contendo níveis de cloreto na faixa de concentração baixa, limítrofe e 
positiva para FC, acompanhadas das análises dos respectivos brancos. 
Fonte: Autoria própria. ............................................................................... 101 
Figura 4.1. Imagem real do dispositivo de microfluídica digital em 
configuração de placa dupla. Fonte: Autoria própria. .................................. 114 
Figura 4.2. Representação esquemática da fabricação de sensores 
eletroquímicos baseados em papel. Fonte: Autoria própria. ....................... 115 



 

vi 

 

Figura 4.3. (A) Imagem real da integração entre um dispositivo analítico 
baseado em papel e a técnica de microfluídica digital, a partir da inserção do 
ePAD dentro do eletrodo reservatório. (B) Vista frontal da integração entre o 
dispositivo de microfluídica digital e o sensor eletroquímico mostrando a 
angulação da dobragem necessária. Fonte: Autoria própria. ..................... 122 
Figura 4.4. Respostas de VC obtidas na ausência e presença de L-cis 1 mmol 
L-1 preparada em KCl 0,1 mol L-1, PBS (pH = 7,4) e Tetronic 90R4 0,1% (m/v) 
com a faixa de potencial variando de -0,5 a 1,2 V vs C sob velocidade de 
varredura de 100 mVs−1. A modificação do WE do ePAD-GR  foi realizada 
previamente com a solução precursora da modificação contendo [Fe(CN)6]3– 
1,0 mmol L-1, FeCl3 1,0 mmol L-1, HCl 0,01 mol L-1, KCl 0,1 mol L-1 e Tetronic 
90R4 0,1% (m/v), via amperometria (t = 80 s; 0,4 V). Fonte: Autoria própria.
 ................................................................................................................... 124 
Figura 4.5. Procedimentos eletroquímicos integrados com a técnica de DMF 
utilizados no processo de modificação de ePADs de grafite e negro de fumo 
com AP, ativação do WE e detecção de L-cis. Fonte: Autoria própria. ....... 126 
Figura 4.6. Voltamogramas cíclicos referente ao sexto ciclo do processo de 
ativação, na presença de HCl 0,01 mol L-1 e KCl 0,1 mol L-1, suplementada 
com Tetronic 90R4 0,1% (m/v), obtidos para o ePAD de grafite usando-se o 
sensor fora e dento do chip de DMF. Fonte: Autoria própria. ..................... 128 
Figura 4.7. (A) Voltamogramas cíclicos do ePAD de grafite obtidos durante o 
processo de ativação na presença de HCl 0,01 mol L-1, KCl 0,1 mol L-1 e 
Tetronic 90R4 0,1% (m/v) usando eletrodo de referência de carbono e de 
prata. (B) Voltamogramas cíclico na presença e e ausência de L-cis em PBS 
usando eletrodos contendo o eletrodo de referência de carbono e de prata. A 
velocidade de varredura empregada foi de 100 mV s-1. Fonte: Autoria própria.
 ................................................................................................................... 129 
Figura 4.8. (A) Voltamogramas cíclicos referentes à etapa de ativação do 
ePAD de grafite. (B) Voltamogramas cíclicos provenientes do estudo de 
reprodutibilidade da modificação do WE com AP de diferentes ePADs de 
grafite. (C) Voltamogramas cíclicos referentes à etapa de ativação do ePAD 
de negro de fumo. (B) Voltamogramas cíclicos provenientes do estudo de 
reprodutibilidade da modificação do WE com AP de diferentes ePADs de negro 
de fumo. Fonte: Autoria própria. ................................................................. 130 
Figura 4.9. Micrografias obtidas a partir da técnica de MEV-FEG usando a 
diferentes magnificações. (A) Papel coletor antes da modificação do ePAD 
(10.000X). (B) Papel coletor após a modificação do ePAD com AP (10.000X). 
(C) WE antes da eletrodeposição das nanopartículas de AP sobre o ePAD de 
grafite (30.000X). (D) WE após a eletrodeposição das nanopartículas de AP 
sobre o ePAD de grafite (30.000X). (E) WE antes da eletrodeposição das 
nanopartículas de AP sobre o ePAD de GR-NF (30.000X). (F) WE após a 



 

vii 

 

eletrodeposição das nanopartículas de AP sobre o ePAD de GR-NF (30.000X). 
Fonte: Autoria própria. ............................................................................... 132 
Figura 4.10. Mapas de EDS mostrando a presença de elementos (A) carbono, 
(B) oxigênio e (C) ferro na superfície do WE do ePAD de grafite. Mapas de 
EDS mostrando a presença de elementos (D) carbono, (E) oxigênio e (F) ferro 
na superfície do WE do ePAD de grafite modificado com AP. Mapas de EDS 
mostrando a presença de elementos (G) carbono, (H) oxigênio e (I) ferro na 
superfície do WE do ePAD de NF. Mapas de EDS mostrando a presença de 
elementos (J) carbono, (K) oxigênio e (L) ferro na superfície do WE do ePAD 
de NF modificado com AP. Fonte: Autoria própria. ..................................... 134 
Figura 4.11. Espectros EDS mostrando os elementos químicos na superfície 
eletródica do ePAD de GR antes (A) e após (B) a modificação com AP.  
Espectros EDS mostrando os elementos químicos na superfície eletródica do 
ePAD de NF antes (C) e após (D) a modificação com AP. Fonte: Autoria 
própria. ....................................................................................................... 135 
Figura 4.12. (A) Amperogramas referentes à análise de L-cisteína para 
diferentes concentrações usando o eletrodo AP/ePAD-GR. (B) Curva analítica 
para análise de L-cis entre as concentrações de 350 µmol L-1 a 1000 µmol L-

1. (C) Voltamogramas de onda quadrada referentes à análise de L-cisteína 
para diferentes concentrações usando o eletrodo AP/ePAD-NF. (B) Curva 
analítica para análise de L-cis entre as concentrações de 1,0 µmol L-1 a 100 
µmol L-1. Fonte: Autoria própria. ................................................................. 137 
Figura 4.13. (A) Amperogramas referentes ao estudo de reprodutibilidade 
para a análise de L-cis 500 µmol L-1 preparada em KCl 0,1 mol L-1, PBS (pH 
7,4) e Tetronic 90R4 0,1% (m/v) usando o eletrodo AP/ePAD-GR. (B) 
Histograma referente ao estudo de reprodutibilidade do método proposto 
mostrando os valores de corrente em função do número de AP/ePAD-NF 
testados. (C) Voltamogramas de onda quadrada referentes ao estudo de 
reprodutibilidade para a análise de L-cis 40 µmol L-1 preparada em KCl 0,1 mol 
L-1, PBS (pH 7,4) e Tetronic 90R4 0,1% (m/v) usando o eletrodo AP/ePAD-NF. 
(D) Histograma referente ao estudo de reprodutibilidade do método proposto 
mostrando os valores de corrente em função do número de AP/ePAD-NF 
testados. Fonte: Autoria própria. ................................................................ 140 
Figura 4.14. (A) Amperomgramas provenientes do estudo de seletividade 
para a análise de L-cis 500 µmol L-1 preparada em KCl 0,1 mol L-1, PBS (pH 
7,4) e Tetronic 90R4 0,1% (m/v) na presença de potenciais interferentes 
aminoácidos usando o AP/ePAD-GR. (B) Histograma relacionando a 
porcentagem relativa de corrente obtida no estudo de seletividade, em função 
dos interferentes empregados na presença de L-cis empregando 
amperometria. (C) Voltamogramas de pulso diferencial referente ao estudo de 
seletividade de potenciais compostos interferentes para análise na presença 



 

viii 

 

de 40 µmol L-1 preparada em KCl 0,1 mol L-1, PBS (pH 7,4) e Tetronic 90R4 
0,1% (m/v) na presença de potenciais interferentes aminoácidos usando o 
AP/ePAD-NF. (D) Histograma relacionando a porcentagem relativa de 
corrente obtida no estudo de seletividade, em função dos interferentes 
empregados na presença de L-cis. Fonte: Autoria própria. ....................... 141 
Figura 4.15. Esquema ilustrativo do protocolo automatizado de preparo de 
sangue para plasma utilizando a técnica de DMF. Fonte: Autoria própria. 144 
Figura 5.1. Esquema representativo da construção dos micropoços e mini 
estúdio via impressão 3D, bem como a montagem do sistema para efetuar 
detecção colorimétrica usando smartphone. Fonte: Autoria própria. ......... 152 
Figura 5.2. Representação esquemática do procedimento utilizado para 
aquisição de valores RGB utilizando o protótipo impresso em 3D e o aplicativo 
móvel Color Grab. Fonte: Autoria própria. ................................................. 155 
Figura 5.3. (A) Imagens de MEV mostrando detalhes da superfície na zona 
de detecção do dispositivo em formato de micropoço. (D) Microscopia óptica 
e medidas perfilométricas da zona de teste. Fonte: Autoria própria. ......... 158 
Figura 5.4. Otimização de cromógeno. (A) Paleta de cores referente ao 
branco e VS usando diferentes cromógenos. (B) Representação gráfica do 
comportamento do VS versus diferentes cromógenos. Fonte: Autoria própria.
 ................................................................................................................... 159 
Figura 5.5. Otimização da concentração do tampão Britton-Robinson para 
análise VS usando sulfato de azul do Nilo. (A) Paleta de cores referente ao 
branco e VS utilizando diferentes concentrações de tampão BR. (B) 
Representação gráfica do comportamento do VS frente a diferentes 
concentrações do tampão BR. Fonte: Autoria própria. .............................. 160 
Figura 5.6. Otimização da concentração de azul de Nilo sulfato A para análise 
de VS. (A) Paleta de cores referente ao branco e VS utilizando diferentes 
concentrações de azul de Nilo sulfato A. (B) Representação gráfica do 
comportamento do VS 5 mg L-1 frente a diferentes concentrações de azul de 
Nilo sulfato A. Fonte: Autoria própria. ......................................................... 161 
Figura 5.7. Otimização de luz. (A) Paleta de cores referente ao branco e VS 
usando diferentes condições de iluminação. (B) Representação gráfica do 
comportamento do VS em relação a diferentes parâmetros de iluminação do 
aplicativo móvel Color Grab. Fonte: Autoria própria. .................................. 162 
Figura 5.8. Estudo da cinética de reação (A) Paleta de cores para branco e 
VS utilizando diferentes tempos de coleta de dados (B) Representação gráfica 
do comportamento do VS ao utilizar diferentes tempos de aquisição de 
imagem. Fonte: Autoria própria. ................................................................. 163 
Figura 5.9. (A) Paleta de cores referente às concentrações de 0,5 a 5,0 mg L-

1. (B) Curva analítica para VS de 0,5 a 5,0 mg L-1. Fonte: Autoria própria. 164 
Figura 5.10. Curvas VS analíticas obtidas usando diferentes marcas de 



 

ix 

 

celulares nas mesmas condições experimentais e sem ajuste de iluminação. 
Fonte: Autoria própria. ............................................................................... 165 
Figura 5.11. Testes analíticos referentes ao estudo de repetibilidade para seis 
micropoços de em única plataforma. (A) Paleta de cor proveniente da reação 
colorimétrica obtido para cada replicata. (B) Histograma referente ao teste de 
repetibilidade para análise de VS na concentração de 5 mg L-1. Testes 
analíticos referentes ao estudo de reprodutibilidade para seis micropoços 
diferentes. (C) Paleta de cores obtida para cada dispositivo. (D) Histograma 
referente ao ensaio de reprodutibilidade para análise de SV na concentração 
de 5 mg L-1. Fonte: Autoria própria. ........................................................... 166 
Figura 5.12. Estudo de seletividade na proporção de 1:10 
(analito:interferente) utilizando iodeto de potássio (KI), cloreto de potássio 
(KCl), cloreto de sódio (NaCl), cloreto de cálcio (CaCl2), cloreto de cobre 
(CuCl2), cloreto de magnésio (MgCl2) , cloreto de cobre (CuCl2), cloreto de 
magnésio (MgCl2) , sulfato de ferro (FeSO4), sulfato de cobre (CuSO4), nitrato 
de chumbo (PbNO3), nitrato de bário (BaNO3), carbonato de cálcio (Ca2CO3), 
bicarbonato de cálcio (Ca(HCO3)2), ácido acético (CH3COOH), etilenoglicol 
(C2H6O2), HPMA polidisperso (HPMA) e A1 polidisperso (Pol. A1). Fonte: 
Autoria própria. .......................................................................................... 167 
Figura 5.13. (A) Espectro de absorção para VS em diferentes concentrações 
entre comprimentos de onda de 400 a 600 nm. (B) Curva de calibração de VS 
usando espectrofotometria. Fonte: Autoria própria. ................................... 168 
Figura 5.14. Análise métrica verde usando software AGREE. Fonte: Autoria 
própria. ....................................................................................................... 170 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

x 

 

LISTA DE TABELAS 

Tabela 2.1. Parâmetros otimizados e/ou utilizados na fabricação do 
imunossensor proposto. ............................................................................... 52 
Tabela 2.2.Resultados obtidos de ensaios analíticos em triplicata envolvendo 
o uso de imunossensores eletroquímicos para diagnóstico de COVID-19 em 
amostras de swab em comparação com a técnica de RT-qPCR. ................ 58 
Tabela 2.3. Comparação do tipo de eletrodo, método eletroquímico, faixa 
linear e LOD para detecção de proteína S. .................................................. 60 
Tabela 3.1. Resumo dos parâmetros estudados e fixados para a construção 
do sensor eletroquímico, bem como a modificação do eletrodo de trabalho 
com nanopartículas de prata. ...................................................................... 86 
Tabela 3.2. Comparação entre diferentes métodos eletroquímicos para a 
detecção de cloreto. ..................................................................................... 96 
Tabela 3.3. Dados do estudo da exatidão pelo método de adição e 
recuperação, em dois níveis, usando amostra real de suor. ........................ 99 
Tabela 3.4. Concentrações de cloreto encontradas em amostras sintéticas de 
suor usando AgNPs/EGR-NF pelo método voltametria de pulso diferencial.
 ................................................................................................................... 100 
Tabela 3.5. Amostras reais de suor analisadas a partir do sensor proposto e 
da técnica padrão ouro. ............................................................................. 101 
Tabela 4.1. Parâmetros estudados no processo de otimização da fabricação 
da tinta condutora de grafite. ..................................................................... 121 
Tabela 4.2. Resumo dos parâmetros estudados no processo de otimização da 
eletrodeposição de AP no ePAD-GR, que incluem a concentração ([ ]) das 
espécies contendo Fe e tempo de eletrodeposição. .................................. 125 
Tabela 4.3. Parâmetros avaliados e selecionados no estudo de otimização de 
parâmetros da técnica de VOQ visando a detecção de L-cisteína. ........... 136 
Tabela 4.4. Tabela comparativa para diferentes tipos de eletrodos 
empregados na análise de L-cisteína em termos de desempenho analítico.
 ................................................................................................................... 139 
Tabela 4.5. Análise de cápsulas de L-cis a partir de um “pool” de 10 amostras 
usando a DMF e AP/ePAD-GR (n = 3). ...................................................... 142 
Tabela 4.6. Ensaio de adição e recuperação de L-cis em amostra de 
suplemento alimentar usando a técnica de DMF e o AP/ePAD-GR (n = 3).143 
Tabela 4.7. Dados obtidos a partir do estudo de adição e recuperação em três 
níveis de L-cis em amostra de plasma. Fonte: Autoria própria. ................. 144 
Tabela 5.1. Estudo da otimização de parâmetros operacionais para detecção 
de VS. ........................................................................................................ 163 
Tabela 5.2. Comparação da análise de VS em água produzida utilizando a 
técnica de colorimetria e espectrofotometria. ............................................ 169 



 

xi 

 

LISTA DE EQUAÇÕES 

Equação 3.1 ................................................................................................. 94 
Equação 3.2 ................................................................................................. 99 
Equação 3.3 ................................................................................................. 99 
Equação 4.1 ............................................................................................... 138 
Equação 5.1 ............................................................................................... 164 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

xii 

 

LISTA DE REAÇÕES QUÍMICAS 

Reação 3.1 .................................................................................................. 88 
Reação 3.2 .................................................................................................. 88 
Reação 3.3 .................................................................................................. 88 
Reação 3.4 .................................................................................................. 88 
Reação 4.1 ................................................................................................. 111 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

xiii 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

𝑺𝑫 Desvio padrão do branco 

𝑺𝒃 Desvio padrão do coeficiente linear 

µPADS Microdispositivos analíticos baseados em papel (do 

inglês, Microfluidic paper-based analytical devices) 

µTAS Microssistemas de análise total (do inglês, Micro total 

analysis systems) 

AC Ângulo de contato  

ACE2 Enzima conversora de angiotensina 2 (do inglês, 

Angiotensin-converting enzyme 2) 

AE Eletrodo auxiliar (do inglês, Auxiliary electrode) 

AgNPs Nanopartículas de prata 

AGREE Calculadora Greness 

ANVISA Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

AP Azul da Prússia 

APAE Associação de Pais e Amigos dos Excepcionais  

AuNPs-Cys Nanopartículas de ouro estabilizadas com cisteamina 

AuNPs Nanopartículas de ouro 

BB Azul de Coomassie brilhante (do inglês, Coomassie 

brilliant blue) 

BR Tampão Britton-Robinson 

BSA Albumina sérica bovina (do inglês, bovine serum 

albumin) 

CFTR Gene regulador da condutância transmembranar da 

fibrose cística (do inglês, Cystic fibrosis transmembrane 

conductance regulator) 

COVID-19 Coronavírus 2019  



 

xiv 

 

DMF Microfluídica digital (do inglês, Digital microfluidics) 

DPR Desvio padrão relativo  

EC Eletrodo de carbono 

ECL Eletroquimioluminescência 

EDS Espectroscopia de Raios X por Dispersão de Energia 

EIS Espectroscopia de impedância eletroquímica (do inglês, 

Electrochemical Impedance Spectroscopy) 

ELISA Ensaios imunoenzimáticos (do inglês, Enzyme-linked 

immunosorbent assay) 

ENIG/PCB Eletrodo de níquel com imersão em ouro/placa de 

circuito impresso 

ePAD Dispositivo analítico eletroquímico baseado em papel 

(do inglês, Electrochemical Paper-based Analytical 

Device) 

EWOD Molhabilidade assistida por campo elétrico (do inglês, 

Electrowetting-on-dieletric) 

FBS Soro bovino fetal (do inglês, fetal bovine serum) 

FDA Food and Drug Administration  

FDM Modelo de deposição por fusão (do inglês, Fused 

deposition modeling) 

FTIR Espectroscopia no infravermelho por transformada de 

Fourier (do inglês, Fourier Transform Infrared 

Spectroscopy) 

GA Glutaraldeído 

GCE Eletrodo de carbono vítreo (do inglês, Glassy carbon 

electrode) 

GO Óxido de grafeno (do inglês, Graphene oxide) 



 

xv 

 

ICAAS Conselho Internacional sobre Ciência de Aminoácidos 

(do inglês, International Council on Amino Acid Science) 

ID Intensidade da banda D 

ID/ IG Razão entre a intensidade da banda D e G 

IG Intensidade da banda G 

Ipa Corrente de pico anódica 

Ipc Corrente de pico catódica 

LED Diodo emissor de luz (do inglês, Light emitting diode) 

LFAs Ensaios de fluxo lateral (do inglês, Lateral flow assays) 

LOD Limite de detecção (do inglês, Limit of detection) 

LOQ Limite de quantificação (do inglês, Limit of 

quantification) 

MB Azul de metileno (do inglês, Methylene Blue) 

MET Microscopia eletrônica de transmissão (do inglês, 

Transmission Electron Microscopy) 

MEV Microscopia eletrônica de varredura (do inglês, 

scanning electron microscopy) 

MEV-FEG Microscopia eletrônica de varredura de alta resolução 

com análises de feixe de elétrons de emissão de campo 

(do inglês, Field emission scanning electron microscopy 

with high-resolution electron beam analysis) 

MWCNTs Nanotubo de carbono de paredes múltiplas (do inglês, 

Multi-walled carbon nanotubes) 

NB Azul de Nilo A sulfato (do inglês, Nile blue A sulfate) 

NF Negro de fumo 

N-HRGO Grafeno poroso dopado com nitrogênio 

OMS Organização mundial da saúde 



 

xvi 

 

PB Azul da Prússia  

PBS Tampão fosfato salino (do inglês, Phosphate buffered 

saline) 

Pd-Au Nanofolhas de paládio-ouro 

PEDOT Poli(3,4-etilenodioxitiofeno)  

PLA Ácido polilático (do inglês, Polylactic acid) 

PNTN Programa Nacional de Triagem Neonatal  

POC Ponto de Cuidado (do inglês, Point-of-care) 

POCT Testes no point-of-care  

Proteína N Proteína do nucleocapsídeo  

PW Branco da Prússia (do inglês, Prussian white) 

RDC Resolução da diretoria colegiada  

RE Eletrodo de referência (do inglês, Reference Electrode) 

RPM Rotações por minuto (do inglês, Revolutions per 

minute) 

RT-qPCR Reação em cadeia da polimerase com transcrição 

reversa quantitativa (do inglês, Reverse transcription 

quantitative polymerase chain reaction) 

S Desvio padrão do intercept 

SARS-CoV-2 Síndrome respiratória aguda grave coronavírus 2  

SD Desvio Padrão (do inglês, Standard deviation) 

SPCE Eletrodo de carbono impresso em estêncil (do inglês, 

Stencil-printed carbon electrodes)  

SPCE* Eletrodo de carbono serigrafado (do inglês, Screen-

printed carbon electrode) 

TB Azul de toluidina (do inglês, Toluidine Blue) 

TEM Microscopia eletrônica de transmissão (do inglês, 



 

xvii 

 

Transmission electron microscopy) 

UTM Meio de transporte universal (do inglês, Universal 

transport medium) 

VC Voltametria cíclica 

VOQ Voltametria de onda quadrada 

VPD Voltametria de pulso diferencial 

VRC Voltametria de redissolução catódica 

WE Eletrodo de trabalho (do inglês, Working electrode) 

XPS Espectroscopia de Fotoelétrons de Raios X (do inglês, 

X-ray Photoelectron Spectroscopy) 

ΔEP Separação entre os potenciais de pico 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

xviii 

 

LISTA DE SÍMBOLOS 

a Amplitude 

f Frequência 

i Corrente elétrica 

t Tempo 

t Teste t de Student pareado  

𝒂 Sensibilidade analítica ou coeficiente angular 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

xix 

 

RESUMO 

O campo da microfabricação dedicado ao desenvolvimento de dispositivos 

analíticos portáteis e ambientalmente amigáveis, no contexto dos sensores 

eletroquímicos e colorimétricos, expandiu-se consideravelmente nos últimos 

anos. Além disso, a tecnologia de microfluídica digital (DMF), tem emergido 

como uma plataforma analítica automatizada, tanto voltada para o preparo de 

amostras, quanto para a detecção de inúmeros analitos, uma vez que pode 

ser integrada à uma gama de detectores. Às plataformas analíticas 

supracitadas são atribuídos um espectro de possibilidades de aplicação, que 

envolvem, de maneira abrangente, as áreas clínicas, farmaceutica, 

bioanalítica e petroquímica, por exemplo. Nesse cenário, a presente tese 

apresenta inovações em plataformas analíticas eletroquímica, colorimétrica e 

DMF para aplicações visando o controle de qualidade de produtos 

farmacêuticos, clínicas e indústria petroquímica. Para tal, introduz-se, e 

aplica-se, com sucesso: (i) um dispositivo eletroquímico ecologicamente 

correto voltado para o diagnóstico da COVID-19, (ii) um novo sensor 

eletroquímico miniaturizado e descartável para o diagnóstico de fibrose 

cística, (iii) a integração de dispositivos analíticos eletroquímicos baseados 

em papel e DMF para a extração de plasma, seguido da análise de L-cisteína 

(biomarcador de Alzheimer), e (iv) um novo dispositivo colorimétrico portátil e 

ambientalmente amigável para a detecção de vinil sulfonato de sódio em 

amostras de água produzida, visando a detecção de inibidores de incrustação. 

Palavras-Chave: plataformas analíticas portáteis, sensores químicos, 

detecção colorimétrica, detecção eletroquímica, química analítica verde.  
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ABSTRACT 

The field of microfabrication dedicated to the development of portable and 

environmentally friendly analytical devices, in the context of electrochemical 

and colorimetric sensors, has expanded considerably in recent years. 

Furthermore, digital microfluidic (DMF) technology has emerged as an 

automated analytical platform, both for sample preparation and for the 

detection of numerous analytes, as it can be integrated with a range of 

detectors. The aforementioned analytical platforms are attributed to a 

spectrum of application possibilities, which comprehensively involve clinical, 

pharmaceutical, bioanalytical, and petrochemical fields, for example. In this 

context, the current thesis presents innovations in electrochemical, 

colorimetric, and DMF analytical platforms for applications aimed at quality 

control of pharmaceutical products, clinics, and the petrochemical industry. To 

this end, the following analytical devices and approaches were introduced and 

successfully applied: (i) an environmentally friendly electrochemical device for 

COVID-19 diagnosis, (ii) a new miniaturized and disposable electrochemical 

sensor for cystic fibrosis diagnosis, (iii) the integration of paper-based 

electrochemical analytical devices and DMF for plasma extraction, followed by 

the analysis of L-cysteine (an Alzheimer’s biomarker), and (iv) a new portable 

and environmentally friendly colorimetric device for the detection of sodium 

vinyl sulfonate in produced water samples, aiming at the detection of scale 

inhibitors. 

Keywords: portable analytical platforms, chemical sensors, colorimetric 

detection, electrochemical detection, green analytical chemistry. 
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PREFÁCIO 

A motivação para realizar o doutorado surgiu do meu profundo apreço 

pela ciência e pela genuína satisfação em contemplar ideias outrora dispostas 

em papéis em algo palpável e com potencial de, um dia, beneficiar as 

pessoas. Ao longo dos últimos anos, este projeto não significou um mero 

trabalho acadêmico, mas uma jornada intensa de trabalho duro, 

aprendizados, erros e acertos que contribuíram para além do âmbito 

educacional. O privilégio de ter me dedicado a um tema pelo qual tenho tanta 

paixão, fez com que, muitas vezes, o ato de fazer ciência não parecesse um 

“trabalho”, no sentido literal da palavra.   

Dessa forma, esta tese engloba uma série de projetos desenvolvidos 

durante meu doutorado em Química no Programa de Pós-Graduação em 

Química da Universidade Federal de Goiás, com período sanduíche na 

University of Toronto. Os temas explorados neste estudo envolvem a busca 

por sensores analíticos de fácil uso, versáteis, com boa relação custo-

benefício e potencialmente voltados para análises no campo. Em sua maior 

parte, são explorados materiais de baixo custo e estratégias ecologicamente 

corretas para a fabricação de sensores eletroquímicos e colorimétricos, além 

do desenvolvimento de metodologias microfluídicas digitais, visando ensaios 

analíticos automatizados. Dessa forma, vislumbrando métodos 

ambientalmente amigáveis, em conformidade com os princípios da Química 

Analítica Verde. Ademais, aplicáveis em inúmeras vertentes, tais como 

diagnóstico clínico, controle de qualidade de produtos farmacêuticos e 

indústria petroquímica, conforme aqui explorado. Para uma melhor 

compreensão do desdobramento dos trabalhos, cada projeto foi 

cuidadosamente alocado separadamente. A seguir, é fornecida uma breve 

descrição de cada capítulo. 
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O Capítulo 1, intitulado “Introdução geral” descreve um breve estado 

da arte em termos de procedimentos de fabricação de sensores analíticos 

eletroquímicos; com foco na técnica de impressão por estêncil, colorimétricos; 

com destaque para a técnica de impressão 3D, e microfluídicos digitais; com 

destaque da fotolitografia. Além disso, traz consigo definições relacionadas às 

técnicas eletroquímicas comumente exploradas, bem como tópicos 

pertinentes à detecção colorimétrica e microfluídica digital. Por fim, destaca 

algumas das inúmeras possibilidades de aplicações dos respectivos sensores 

nas áreas bioanalítica e química.  

O Capítulo 2, “Imunossensor eletroquímico descartável e 

ecológico para detecção rápida de SARS-CoV-2” apresenta um novo 

dispositivo eletroquímico de baixo custo para a detecção da proteína spike. 

Para tanto, é explorada a formulação de uma tinta condutora à base de goma 

laca, uma resina natural excretada por um inseto denominado Kerria lacca. O 

dispositivo foi caracterizado eletroquimicamente, morfologicamente e 

aplicado, com sucesso, no diagnóstico de COVID-19 durante a pandemia. 

O Capítulo 3, “Detecção aprimorada de cloreto usando eletrodo de 

grafite/negro de fumo impresso em estêncil modificado com 

nanopartículas de prata para diagnóstico de fibrose cística” dispõe a 

respeito da fabricação personalizada de um novo sensor eletroquímico. O 

material aglutinante explorado foi a resina Laca Chinesa, cuja obtenção é a 

partir da extração de árvores do gênero Toxicodendron vernicifluum. Os 

estudos envolvendo diferentes composições da tinta condutora, além da 

otimização da modificação do eletrodo de trabalho com nanopartículas de 

prata para a detecção de cloreto foram exploradas. Amostras de suor 

sintéticas e reais foram avaliadas, demonstrando potencial para detectar o 

analito de interesse na faixa clinicamente relevante.  
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O Capítulo 4, “Integração simples de dispositivos eletroquímicos 

baseados em papel e microfluídica digital para análise de L-Cisteína” 

relata uma nova abordagem para hifenar sensores eletroquímicos e a técnica 

de microfluídica digital. A proposta de integração tem o potencial não apenas 

de facilitar a detecção de L-cisteína, mas também de permitir a análise de 

outros analitos, contribuindo para avanços na área. Como prova de conceito, 

amostras de produtos farmacêuticos e plasma foram analisados. 

O Capítulo 5, “Abordagem ambientalmente amigável e portátil 

baseada em impressão 3D para detecção colorimétrica de inibidores de 

incrustações sulfonato assistida por smartphone” exibe a fabricação de 

um mini estúdio impresso em 3D contendo micropoços deslizantes para 

realizar-se detecção colorimétrica. O aplicativo de celular gratuito ColorGrab 

foi utilizado como detector portátil. É importante mencionar que parâmetros 

como iluminação e canal de cor podem ser ajustados dentro do próprio 

aplicativo. Sob parâmetros operacionais e experimentais ótimos, amostras de 

água produzida enriquecidas com vinil sulfonato de sódio foram analisadas e 

comparadas com a técnica de espectrofotometria. A métrica verde, que avalia 

quão de acordo com os princípios da química analítica verde é o método, foi 

determinada a partir do uso do software gratuito AGREE.  

O Capítulo 6, “Conclusões gerais” reporta uma recapitulação dos 

principais pontos abordados nos capítulos anteriores, destacando suas 

contribuições, desafios e perspectivas no que se refere ao uso de sensores 

portáteis, ensaios analíticos automatizados e reuso de plataformas analíticas 

de baixo custo.
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1.1. INTRODUÇÃO 

Uma gama de análises químicas e biológicas foram e são 

desempenhados a partir do uso de instrumentação analítica de grande porte, 

alocada em laboratórios tradicionais, a partir de analistas altamente 

qualificados1. Esses equipamentos comumente são volumosos e de alto 

custo, o que, consequentemente, limita os procedimentos no ambiente 

laboratorial e encarece as análises de moléculas orgânicas, íons metálicos e 

biomoléculas, por exemplo. Além disso, é frequentemente necessário 

proceder-se com etapas de pré-tratamento de amostras que podem ser 

complexos e que demandam um longo tempo. Nesse viés, dentre as 

instrumentações que podem ser mencionadas, tem-se os equipamentos de 

ressonância magnética nuclear, a espectrometria de massas e a 

cromatografia líquida e gasosa, integrados à diferentes detectores2.  

Na década de 1990, o conceito de sistemas miniaturizados de análise 

química total (μTAS) proposto por Manz et al. começou a ganhar espaço 

devido o potencial para atenuar as limitações ocasionadas por instrumentação 

de grande porte. A ideia de encolher um laboratório em um chip (lab-on-a-chip) 

envolveu a possibilidade de incorporar, em pequenos dispositivos analíticos, 

uma série de etapas que, comumente, são realizadas em grandes laboratórios 

via processos fragmentados. Além disso, devido a integração de múltiplas 

etapas, funções complexas poderiam, então, serem automatizadas para 

executar tarefas repetitivas de laboratório3,4. 

Um laboratório em um chip abrangente deve ser passível de realizar 

procedimentos de laboratórios padrões desde o manuseio da amostra bruta, 

mistura, reação entre amostra e reagente, separação e detecção do analito 

alvo, o que prospecta a possibilidade de análises rápidas, simples, portáteis e 

que podem ser executadas no local de necessidade. Dessa forma, 

descentralizando e democratizando inúmeros procedimentos analíticos4. 

Devido às inúmeras vantagens, os μTAS se expandiram de maneira 

avassaladora no âmbito da Química Analítica, instaurando contribuições 

expressivas em um amplo espectro de aplicações5.  

As ideias inovadoras acima mencionadas, em associação com o 
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advento da miniaturização, resultaram em reduções significativas no custo e 

no tempo necessários para tais análises e ampliaram o panorama das 

mesmas, para que elas pudessem ser executadas no ponto de atendimento 

ou mesmo no conforto da casa do próprio paciente6. Adicionalmente, superar 

as desvantagens dos procedimentos analíticos convencionais2.  

A partir dos anos 2000, a microfluídica digital também ganhou espaço 

na comunidade científica por proporcionar ensaios analíticos automatizados e 

miniaturizados, usando um reduzido volume de amostras e portabilidade7. 

Ainda no contexto dos dispositivos miniaturizados, no ano de 2007, o grupo 

de pesquisa do professor Whitesides8 introduziu os dispositivos analíticos 

microfluídicos baseados em papel (µPADs), cuja notoriedade se deu, 

principalmente, devido à versatilidade para serem usados no ponto de 

atendimento (POC). Outra classe de sensores que cresceu substancialmente 

foram os dispositivos eletroquímicos baseados em papel, propostos por 

Dungchai et al.9 em 2009, o que possibilitou que o substrato de papel, de baixo 

custo, pudesse ser explorado para uma gama de análises.  

Nessa perspectiva, o campo da microfabricação dedicada ao 

desenvolvimento de dispositivos analíticos, que apresentam como 

características o baixo custo, a descartabilidade, a portabilidade, e obedecem 

à determinados princípios da química verde, expandiu-se consideravelmente 

nos últimos anos, especialmente no contexto dos sensores eletroquímicos e 

colorimétricos10,11. No que se refere à produção das plataformas analíticas 

supramencionadas, pode-se utilizar materiais mundialmente acessíveis como 

substratos à base de papel12, materiais poliméricos13 e tintas alternativas14, 

por exemplo. Ademais, inúmeras tecnologias podem ser exploradas para 

produzir sensores eletroquímicos e colorimétricos.  

 

1.1.1. Sensores eletroquímicos  

Sensores eletroquímicos são uma subclasse de sensores químicos, 

cujo funcionamento baseia-se na integração entre a parte receptora do 

dispositivo e um transdutor eletroquímico, capaz de transformar uma 

informação eletroquímica adquirida da interação entre o analito e o eletrodo 

em um sinal elétrico mensurável15–18. Alguns de seus louváveis atributos são 
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ser compatíveis com a miniaturização, necessitar de baixo volume de amostra 

e reagentes, produzir uma baixa quantidade de resíduos, permitir análise no 

campo e fornecer resultados similares a algumas técnicas convencionais em 

termos de detectabilidade, sobretudo quando se procede com modificação da 

superfície do eletrodo de trabalho19,20.  

 

1.1.1.1. Técnicas de fabricação  

Inúmeras técnicas podem ser aplicadas na fabricação de sensores 

eletroquímicos. Pode-se mencionar, por exemplo, a pintura direta21, a 

gravação a laser22, a impressão 3D23, a impressão a jato de tinta24 e a 

serigrafia/impressão por estêncil25; sendo que a última tem recebido uma 

crescente notoriedade. A impressão por estêncil, voltada para a fabricação de 

sensores eletroquímicos, é uma técnica simples, versátil e economicamente 

acessível. A partir dessa abordagem, tintas condutivas de elevada viscosidade 

são espalhadas manualmente com o auxílio de espátulas ou rodos sobre as 

máscaras (contendo o layout dos eletrodos) previamente fixadas no substrato 

de interesse. Assim, a tinta é incorporada ao substrato26 e, quando a máscara 

(comumente feita de transparência, vinil adesivo ou poliéster) é removida, a 

geometria dos eletrodos fica impressa na plataforma escolhida19.  A próxima 

etapa consiste na cura da tinta condutiva (em temperatura ambiente, 

tratamento UV ou aquecimento entre 60 - 90 ºC, por exemplo14,27,28, seguida 

pela pintura dos eletrodos de referência com tinta condutora de prata (quando 

necessário) e adição de uma barreira hidrofóbica.  

Uma característica apreciável inerente aos eletrodos impressos 

produzidos via impressão por estêncil é a versatilidade dos materiais que 

podem ser utilizados como substrato. A literatura destaca o uso de materiais 

cerâmicos, diferentes tipos de papel e filmes poliméricos29. Em termos de 

plataformas de papel, exemplos usuais incluem papel cromatográfico30, papel 

de filtro31, papel fotográfico32, papel de pedra33, papel vegetal34, papel 

impermeável35 e papel de escritório36. Por sua vez, materiais termoplásticos 

amplamente utilizados para construção de sensores eletroquímicos são 

poliéster37, tereftalato de polietileno (PET)38, filme de poliimida39 e filmes de 

transparência40 . 
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No tocante aos materiais carbonáceos eletródicos, grafite, negro de 

fumo (NF), grafeno e nanotubos de carbono têm sido usados impulsionados 

pela relação custo-benefício, ampla janela de potencial, compatibilidade com 

modificações (bio)químicas36,41–43. Frequentemente, formulações baseadas 

em negro de fumo, nanotubos de carbono e grafeno fornecem tintas 

condutoras com taxas de transferência de elétrons superiores em comparação 

ao grafite sozinho, devido à sua elevada área de superfície e condutividade 

aprimorada. No entanto, é importante mencionar que o ligante presente na 

composição da tinta pode influenciar negativamente, dificultando a 

transferência de elétrons. Portanto, pode ser necessário realizar tratamentos 

no eletrodo de trabalho, como ativação eletroquímica, tratamento a laser e 

plasma ou polimento mecânico, para melhorar o desempenho analítico44–48.  

Para tintas condutoras baseadas em componentes metálicos (incluindo 

nanopartículas), prata, cobre e ouro se destacam devido às suas propriedades 

excepcionais, como alta condutividade e baixa resistividade elétrica. Por outro 

lado, em comparação com as tintas à base de carbono, o custo é mais 

elevado, especialmente para prata e ouro49,50. 

Dentre os substratos pode-se destacar materiais como papel, tecido e 

plástico, por exemplo51. As principais vantagens inerentes a este protocolo de 

produção de sensores são a liberdade para elaborar o design dos dispositivos, 

a produção em larga escala e a possibilidade de utilização de tintas 

condutoras alternativas52. Entretanto, algumas limitações podem ser 

encontradas em termos dos resíduos gerados, tempo de secagem da tinta e 

uso de solventes na formulação da tinta51,53. Outro aspecto notável no âmbito 

do campo da microfabricação dedicado ao desenvolvimento de dispositivos 

eletroquímicos é a enorme variedade de tintas condutoras disponíveis para 

uso, que abrange opções comercializadas e caseiras, especialmente aquelas 

baseadas em compostos de carbono ou nanopartículas metálicas14. 

 

1.1.1.2. Desenvolvimento de tintas condutoras 

A área de pesquisa que envolve a síntese de novas tintas condutoras 

visando à construção de sensores eletroquímicos e biossensores 

miniaturizados, ambientalmente corretos e de custo acessível, tem ganhado 
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significativa notoriedade na comunidade científica14,54. Em geral, as tintas 

condutoras são formadas por um ou mais materiais condutores, um polímero 

denominado aglutinante e, opcionalmente, solvente55. Adicionalmente, 

algumas formulações podem experimentar a adição de um agente 

estabilizante, tal como um surfactante56. 

No que se refere à porção condutora do material eletródico, pode-se 

mencionar o uso de inúmeros metais, como prata, ouro e cobre, por exemplo, 

uma vez que esses apresentam baixa resistência elétrica, apreciável 

condutividade e, ainda, elevada taxa de transferência de elétrons49,50,57. Em 

contrapartida, apresentam um custo elevado. Outras fontes de componentes 

condutores são os materiais à base de carbono, tais como nanotubo de 

carbono, grafeno, grafite e negro de fumo, o qual são vastamente explorados 

para a construção de trilhas condutivas14,58,59. A extensiva utilização dos 

componentes carbonáceos para a elaboração de sensores está relacionada 

principalmente ao custo mais acessível, ampla janela de trabalho e, ainda, 

compatibilidade com a modificação da superfície do eletrodo de trabalho com 

nanomateriais e elementos de reconhecimento biológico. Além disso, os 

eletrodos à base de carbono podem ter o desempenho eletroquímico 

aprimorado a partir de diferentes processos de ativação44–48,58. 

O material aglutinante (ou ligante), tem como finalidade agregar as 

partículas condutoras nas formulações e contribuir com a adesão da tinta ao 

substrato, permitindo a formação de um filme. Consequentemente, 

desempenha um papel crucial na distribuição uniforme do componente 

condutor sobre o substrato, bem como influencia a flexibilidade do 

dispositivo14. Alguns exemplos acessíveis e bem-sucedidos dedicados à 

construção de sensores eletroquímicos são: verniz vitral41, óleo mineral60, 

resina de poliéster61, goma laca37, polidimetilsiloxano62, reuso de filamentos 

de impressão 3D34 e esmalte de unhas63. Entretanto, a presença desses 

materiais pode aumentar a resistência elétrica da tinta, uma vez que a maior 

parte dos polímeros usados para essa finalidade são compostos de cadeias 

orgânicas não conjugadas, classificados como isolantes elétricos. 

Alternativamente, pode-se empregar polímeros condutores como a polianilina, 

poli(3,4-etilenodioxitiofeno) e o polipirrol14,59. 



 

7 

 

Em relação aos solventes, frequentemente empregados para ajustar a 

viscosidade da tinta, de acordo com a necessidade da aplicação, como 

anteriormente mencionado, pode-se optar por utilizá-los ou não. Sua função 

é auxiliar na fluidez da tinta, ajustar a viscosidade e, paralelamente, facilitar a 

aplicação da mesma sobre a plataforma de interesse. Outro importante fator 

a ser mencionado é que deve haver afinidade entre o solvente e o aglutinante 

para permitir uma efetiva dispersão dos componentes da formulação. Assim, 

solventes orgânicos e voláteis são preferíveis, dado que o ligante é 

comumente polimérico e auxilia na redução do tempo do processo de cura da 

tinta. Pode-se mencionar a recente utilização de tolueno, acetona e etanol, 

por exemplo14,58,64,65. Todavia, uma questão associada ao impacto ambiental 

do uso de componentes tóxicos tem sido levantada e discutida54. Dessa 

forma, alternativas mais sustentáveis como o uso de água também têm sido 

exploradas. 

Sob o ponto de vista do viés ambiental, insumos ecologicamente 

corretos são preferíveis no âmbito das tintas condutivas. Nesse contexto, em 

termos de aglutinantes, resinas naturais são uma excelente alternativa que 

tem possibilitado a construção de sensores eletroquímicos com sucesso, em 

associação com o uso de solventes de menor toxicidade. Um exemplo é a 

goma laca37. Ademais, fontes de aglutinantes provenientes de fontes de 

material reciclável também tem emergido como uma abordagem promissora. 

Migliorini et al.66 propuseram um imunosensor eletroquímico 

miniaturizado, descartável e ambientalmente amigável para a detecção de 

aflatoxina B1, empregando goma laca como aglutinante da tinta condutora 

proposta. Para tanto, a nova tinta apresentou como materiais condutores, 

grafite e negro de fumo, além de um dispersor tipo UltraTurrax®. O eletrodo 

de trabalho foi posteriormente modificado com um filme de 

quitosana/nanotubo de carbono de paredes múltiplas (MWCNTs) e 

funcionalizado com os elementos de reconhecimento biológico (anticorpos) 

com sucesso. O sensor foi aplicado na vertente de segurança alimentar.  

Em outro estudo, Silva-Neto et al.34 demonstraram a produção de 

dispositivos eletroquímicos baseados em papel empregando resíduos de 

filamentos de impressão 3D de acrilonitrila butadieno estireno (ABS) 
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solubilizados em acetona como material aglutinante e solvente, 

respectivamente, e grafite como material condutor. O sensor eletroquímico foi 

modificado com uma combinação de MWCNTs, óxido de grafeno (GO) e 

nanopartículas de cobre para detecção amperométrica de S-nitrosocisteína, 

um importante biomarcador de Alzheimer. 

 

1.1.1.3. Técnicas voltamétricas  

No contexto dos métodos eletroanalíticos, inúmeras vantagens como 

seletividade (ocasionada pela oxirredução de espécies analíticas sob um 

potencial específico ou devido o material do eletrodo), sensibilidade e baixos 

limites de detecção, podem ser mencionados20. Nesse sentido, as técnicas 

voltamétricas destacam-se, ainda, por fornecerem respostas analíticas 

satisfatórias e de modo relativamente simples e com potencial para análise 

diretamente no local de necessidade28,54.  

A voltametria pode ser classificada como uma técnica eletroquímica 

que se baseia nos fenômenos que acontecem na interface eletrodo/solução. 

Dessa forma, aplica-se uma diferença de potencial sobre a célula 

eletroquímica entre o eletrodo de referência e de trabalho, o qual faz surgir 

uma corrente elétrica entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar, que é 

medida com o auxílio de um potenciostato. A referida magnitude de corrente 

que surge pode ser correlacionada com a concentração de espécies 

eletroativas de interesse e promover o desenvolvimento de protocolos 

analíticos para a identificação quantitativa e qualitativa de inúmeros 

compostos20. Algumas técnicas voltamétricas amplamente utilizadas nas 

análises de espécies eletroativas são a voltametria cíclica, a voltametria de 

pulso diferencial e a voltametria de onda quadrada.  

 

1.1.1.3.1. Voltametria cíclica 

A voltametria cíclica (VC) é uma importante técnica eletroanalítica. 

Embora ela não seja amplamente explorada no contexto das análises 

quantitativas, é frequentemente utilizada em caracterizações eletroquímicas, 

estudo de reações de oxirredução, detecção de intermediários de reações 

químicas, acompanhamento de produtos de reações67 e monitoramento da 
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taxa de reações eletroquímicas, por exemplo68. 

Na VC, primeiramente a varredura de potencial é feita em um sentido 

e, na sequência, é invertida para a outra direção, durante a medida dos 

valores de corrente67.  A forma de aplicação do potencial na VC está 

esquematizada na Figura 1.1. Conforme pode ser observado, durante um 

experimento de VC, o potencial é varrido de maneira linear em função do 

tempo, no eletrodo de trabalho estacionário, com a solução mantida em 

repouso, de modo que o valor de potencial é alternado entre crescente e 

decrescente20. Dessa forma, tem-se o valor de potencial inicial, a varredura 

no sentido direto, a varredura no sentido inverso, o potencial de inversão e o 

início de um novo ciclo. Paralelamente, o potenciostato registra a corrente 

proveniente da reação redox como uma função do potencial aplicado. Esse 

gráfico é denominado de voltamograma. 

 

Figura 1.1. Representação do sinal de excitação de tensão em função do 
tempo, característico da técnica de voltametria cíclica. Fonte: Adaptado de 
Pacheco 20. 

 

Uma das desvantagens da VC é que os valores de correntes fornecidos 

possuem contribuição tanto da corrente capacitiva quanto da corrente 

faradaica. A corrente capacitiva, que é uma corrente de fundo residual, é a 

corrente necessária para carregar a dupla camada elétrica existente na 

interface eletrodo/solução. Por sua vez, a corrente faradaica é proveniente da 

oxirredução da espécie analisada no eletrodo. Dessa forma, a sensibilidade 

da técnica é ligeiramente reduzida. É importante mencionar que, uma vez que 

a corrente faradaica decai mais lentamente do que a corrente capacitiva, é 
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possível discriminá-las. Nesse sentido, uma maneira de atenuar este 

inconveniente, é recorrer-se às técnicas de pulso, que minimizam a 

contribuição da corrente capacitiva20.  

 

1.1.1.3.2. Voltametria de pulso diferencial 

A voltametria de pulso diferencial (VPD) é uma técnica eletroquímica 

amplamente usada em análises quantitativas69. Na VPD, pequenos pulsos de 

amplitude (a) fixos, sobrepostos a uma rampa de potencial crescente, são 

aplicados no eletrodo de trabalho, formando uma onda similar a uma escada.  

A Figura 1.2 A-B reporta esquematicamente essa combinação20,68.  

 

Figura 1.2. (A) Representação esquemática dos sinais de excitação 
inerentes à técnica de voltametria de pulso diferencial. (B) Voltamograma 
característico da técnica de VPD. Fonte: Adaptado de Compton69. 

 

Nos experimentos usando VPD, a corrente é amostrada duas vezes. 

Uma medida ocorre antes do pulso ser aplicado (ponto 1) e a outra, 

imediatamente ao final do pulso (ponto 2). Dessa forma, a diferença entre as 

duas correntes é medida instrumentalmente, o qual permite que a corrente 

resultante seja plotada em função do potencial aplicado, gerando um 
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voltamograma similar a uma gaussiana20,69. A vantagem de se realizar a leitura 

da corrente em dois momentos distintos é corrigir a corrente capacitiva.  

Quando o pulso é aplicado, ocorre um acréscimo tanto da contribuição 

da corrente capacitiva quanto da corrente faradaica. Entretanto, a corrente 

capacitiva decai de maneira exponencial, conquanto a corrente faradaica 

diminui de modo linear. Sendo assim, selecionando-se um tempo adequado 

para efetuar a segunda leitura, é possível obter uma corrente total na qual a 

contribuição da corrente capacitiva é irrisória, e, praticamente, 

desconsiderada. Esse formato de aquisição de dados permite que sejam 

obtidos limites de detecção da ordem de 10-8 a 10-7 mol L-1 20,69.  

 

1.1.1.3.3. Voltametria de onda quadrada 

A voltametria de onda quadrada (VOQ), consiste em uma das técnicas 

voltamétricas com maior velocidade na aquisição dos dados. Além disso, a 

sensibilidade é comparável à voltametria de pulso diferencial, obtendo-se 

frequentemente, limites de deteção comparáveis às técnicas 

espectroscópicas70. 

Na VOQ a forma do pico resultante no voltamograma é proveniente da 

sobreposição entre pulsos simétricos de amplitude Ep e uma rampa de 

potencial na forma de escada (staircase), cuja amplitude é caracterizada por 

Es, uma largura a e período ts, que é aplicado ao eletrodo de trabalho. As 

medidas de corrente são realizadas ao final de cada pulso, uma no sentido 

direto e outra no sentido reverso, cuja diferença entre eles fornece uma 

corrente resultante de forma diferencial. A magnitude de corrente resultante, 

assim como na VPD, minimiza a contribuição da corrente capacitiva20,69,70. A 

Figura 1.3 A-B mostra a representação esquemática da forma de aplicação do 

potencial na voltametria de onda quadrada e um voltamograma resultante 

para um sistema reversível.  
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Figura 1.3. (A) Representação esquemática da soma entre uma escada de 
potencial e uma onda quadrada, característica da VOQ. (B) Típico 
voltamograma obtido com a VOQ. Fonte: Adaptado de Compton69. 

 

A frequência (f) da onda quadrada, expressa em s⁻¹, pode também ser 

expressa como 1/t. ΔEp representa a amplitude do pulso da onda quadrada 

em mV, enquanto 2Ep corresponde à amplitude pico a pico. ΔEs, também em 

mV, é denominado incremento de potencial, que indica a altura do degrau. O 

produto de f por ΔEs resulta na velocidade de varredura () da medida70. É 

importante mencionar que enquanto na voltametria de pulso diferencial a 

magnitude da velocidade de varredura é habitualmente empregada entre 

valores de 1 a 10 mV s-1, na voltametria de onda quadrada a velocidade varia 

de 100 a 1000 mV s-1, o que reduz significativamente o tempo de análise de 

cerca de 3 a 5 minutos para poucos segundos (3 a 10 s)20. 

 

1.1.1.4. Amperometria 

A amperometria é uma técnica eletroanalítica bastante usada no campo 

dos biosensores71, tratamento na superfície do eletrodo de trabalho72, além 

da possibilidade de síntese de nanopartículas in situ de modo uniforme73.  

O funcionamento da amperometria ocorre mediante a aplicação de um 

potencial redutor ou oxidante, constante, a um eletrodo de trabalho. A medição 
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da corrente faradaica proveniente da reação é realizada em paralelo com o 

experimento. A magnitude da corrente medida está relacionada à 

concentração da espécie reduzida ou oxidada. O gráfico que relaciona os 

valores de corrente em função do tempo é, portanto, obtido, e denomina-se 

amperograma74–76.  

Um importante aspecto a ser destacado é que tanto analitos 

eletroativos quando não eletroativos podem ser analisados de modo indireto, 

a partir de protocolos de derivatização, ou, ainda, via titulações 

amperométricas. Entre os aspectos favoráveis dessa técnica destacam-se 

boa sensibilidade, e a capacidade de distinguir compostos seletivamente 

mediante seleção cuidadosa do potencial aplicado e/ou o material constituinte 

do eletrodo.75 Além disso, é uma técnica proveniente de uma instrumentação 

portátil, baixo custo e que vem tornando-se cada vez mais atraente devido a 

combinação com as análises em fluxo, o qual alguns dispositivos evoluiram 

para a fase comercial, tal como o glicosímetro77. 

 

1.1.2. Sensores colorimétricos  

Os sensores colorimétricos são uma classe de sensores ópticos que 

operam com base na mudança de cor que ocorre mediante estímulos 

externos, tal como uma reação química entre um analito e um agente 

cromogênico78. Sendo assim, é possível efetuar a detecção instantânea do 

analito a partir das alterações na cor, visualmente ou com o auxílio de 

detectores como scanners de bancada, máquinas fotográficas e câmeras de 

celulares 79,80.  

Nessa vertente, dispositivos microfluídicos baseados em papel 

(µPADs) são frequentemente utilizados em conjunto com transdutores ópticos. 

Em geral, essa classe de sensores colorimétricos é construída de modo a criar 

uma espécie de barreira hidrofóbica que permeia o substrato delimitando 

“caminhos” hidrofílicos para que a amostra possa ser transportada, por 

capilaridade, partindo de uma zona de amostragem para uma zona de reação 

e/ou detecção. Outra opção é utilizar técnicas de recortes para criar a 

geometria e o canal microfluídico de interesse6,81. 

Algumas das vantagens associadas ao uso dos µPADs são o baixo 
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custo, não requerimento de bombas e válvulas para atuar no transporte de 

amostras, compatibilidade com produção em larga escala, respostas 

analíticas rápidas, além da portabilidade, o que é extremamente importante 

em aplicações no local de necessidade82. Todavia, os desafios associados a 

esses dispositivos são a reprodutibilidade e o efeito de lavagem (distribuição 

não uniforme da coloração), o que requer, em alguns casos, a modificação da 

superfície do substrato com nanomateriais, por exemplo. Sendo assim, isso 

pode resultar em um aumento no número de etapas de preparo do sensor, 

elevando também, o custo final do dispositivo83,84.  

Inúmeros protocolos podem ser utilizados para produzir sensores 

microfluídicos, dentre eles, pode-se mencionar a fotolitografia, impressão 

flexográfica, serigrafia, impressão a cera85,  impressão a jato de tinta86, e 

recorte à laser87.  

Outro tipo de sensor que vem ganhando espaço para ser integrado à 

detecção colorimétrica são os dispositivos impressos via a impressão 3D88, o 

qual fornece uma gama de vantagens particularmente interessantes. Em 

geral, podem ser produzidos em uma única etapa, de modo automatizado, em 

larga escala, além de possibilitarem a fabricação de dispositivos reutilizáveis. 

Diferentes estratégias podem ser adotadas para elaborar sensores 

colorimétricos diretamente impressos em 3D. A literatura reporta micropoços, 

chips microfluídicos89,90, câmaras de reações, dispositivos híbridos integrados 

com outros tipos de plataformas analíticas, por exemplo91–93. Além disso, a 

tecnologia de impressão 3D também tem sido empregada na construção de 

suportes que promovem um melhor controle de luz no contexto de análises 

colorimétricas94, impressão de moldes e/ou sensores e plataformas para 

serem integradas com dispositivos analíticos comerciais. Em geral, os 

dispositivos impressos via impressão 3D podem ser classificados em físicos, 

biossensores e sensores químicos, sendo que, normalmente, os sensores 

colorimétricos englobam a classe dos biossensores ou sensores químicos. 

Neste caso, comumente, na forma de sensores líquidos95. Quando se trabalha 

com plataformas diretamente impressas em 3D, uma das vantagens é que a 

problemática do efeito de lavagem presente nos µPADs não acontece e, além 

disso, possuem potencial para serem reutilizadas.  
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1.1.2.1. Impressão 3D 

A impressão aditiva, ou impressão 3D, voltada para a fabricação de 

sensores, pode ser classificada em diferentes tipos, tais como: 

estereolitografia, sinterização seletiva a laser, jato de tinta/extrusão 3D, 

impressão de dois fótons, fusão seletiva a laser, fabricação de objeto laminado 

e a modelo de deposição por fusão (FDM)96–99. Em relação aos insumos que 

podem ser processados pela tecnologia de impressão 3D, pode-se mencionar 

materiais poliméricos termoplásticos, como acrilonitrila butadieno estireno 

(ABS), ácido polilático, poliamida (PA), policarbonato (PC), polifenilsulfona 

(PPSF), plásticos de polipropileno, bem como materiais poliméricos 

termoendurecíveis, como resinas epóxi, além de metal, cerâmica, tinta 

metálica, tinta magnética e bio-tinta95,98,100,101.  

Dentre as tecnologias de impressão 3D, a FDM tem sido amplamente 

explorada dado a boa relação custo-benefício e sistema de código aberto. 

Entretanto, uma de suas limitações pode ser a baixa resolução de impressão 

e velocidade de impressão lenta, quando comparada à outras opções95. 

Um tipo de impressão 3D, frequentemente usada na produção de 

plataformas analíticas, é a técnica de FDM. A impressão 3D é uma técnica 

automatizada de impressão aditiva que possibilita a rápida prototipagem de 

arquiteturas tridimensionais provenientes de projetos digitais gráficos 

empregando software de design auxiliado por computador (CAD)102. A partir 

do desenho criado, é necessário convertê-lo para o formato de arquivo STL 

(do inglês, stereolithography), compatível com os softwares de impressoras 

3D, o qual convertem o conjunto de dados em um arquivo de código G após 

ser submetido a um processo denominado de “fatiamento”. Essa etapa, 

fundamenta-se na geração de sucessivas camadas 2D que seccionam todo o 

objeto. A depender do módulo de trabalho da impressora 3D, há diferentes 

princípios de funcionamento. A modelo de deposição por fusão, 

particularmente, destaca-se por apresentar uma apreciável relação custo-

benefício. Nela, emprega-se filamentos poliméricos que, quando submetidos 

à aquecimento no bico da impressora, passam para um estado semi-líquido, 

o qual a partir do processo de extrusão, permite que o material de interesse 
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seja depositado camada por camada, uma sobre a outra, até perfazer o 

objeto102–104. Algumas vantagens inerentes a esse protocolo via FDM são a 

personalização do design, custo acessível e versatilidade de filamentos, 

dentre as quais, alguns materiais são sustentáveis. As desvantagens, por 

outro lado, estão relacionadas à resolução da impressão e o tempo de 

impressão, a depender do layout103,105. A Figura 1.4 esquematiza 

resumidamente as etapas necessárias para a construção de objetos 

tridimensionais a partir do uso da tecnologia de FDM. 

 

Figura 1.4. Etapas básicas envolvidas no processo de impressão 3D via 
FDM. Fonte: Autoria própria. 
 

1.1.2.2. Desenvolvimento de plataformas analíticas 

Wu e Wang106 apresentaram uma plataforma de resina impressa em 

3D portátil integrada a um smartphone para resolver problemas de captura de 

sinal. No presente estudo, uma condição de luz homogênea e uma posição 

fixa da lente do smartphone foram estabelecidas. O layout do dispositivo 

consistiu uma rede de canais ocos em forma de flor projetada no centro do 

1. Criação do modelo 3D 2. Arquivo STL

3. Transferência 

de arquivo

4. configuração da 

impressora 3D

5. Manufatura 

aditiva

6. Remoção do dispositivo 7. Pós-processamento
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chip impresso em 3D, o qual foi preenchido com pó de celulose para promover 

capilaridade. A plataforma foi utilizada para detectar pesticidas 

organofosforados e multiensaio de suco de frutas, com sucesso. 

Vargas-Muñoz et al.107 propuseram a fabricação de uma caixa de luz 

fotográfica impressa em 3D usando a técnica de FDM e filamento PLA de cor 

preta. A estrutura foi revestida internamente com LEDs e difusor para 

promover um adequado controle de luz. A montagem da plataforma contou 

com parafusos em sua construção e foi empregada em associação com 

microplacas de plástico comerciais de 96 poços, em posição fixa, associados 

com dispositivos de papel visando a realização de ensaios colorimétricos de 

compostos voláteis. A aplicação explorada foi na determinação simultânea de 

amônia e sulfeto. A captura das imagens foi realizada com o auxílio de um 

smartphone e os dados foram analisados com o software ImageJ. 

Um modelo de utilidade desenvolvido na China108 mostrou, no âmbito 

do campo técnico de equipamentos de instrumentos, um dispositivo portátil 

para análise colorimétrica. A instrumentação conta com uma câmara, porta 

amostra para cubetas e um suporte para smartphone. Além disso, dispõe de 

um sistema de iluminação diretamente sobre a cubeta e, adicionalmente, 

filtros ópticos são utilizados para permitir a seleção da absorção específica da 

amostra de análise colorimétrica. 

Diante dos exemplos acima mencionados, a associação entre a técnica 

de impressão 3D e o uso de detectores colorimétricos são bastante úteis no 

campo da Química Analítica. Sobretudo, devido a versatilidade, custo 

acessível e possibilidade de fácil integração com detectores como àqueles 

voltados para a colorimetria. 

 

1.1.2.3. Detecção colorimétrica  

 No caso do uso de smartphone, a detecção colorimétrica comumente 

ocorre mediante a análise da imagem digital empregando-se aplicativos (app) 

de celular109. Para tanto, capta-se o sinal analítico frequentemente em 

intensidade de cor/intensidade de pixel pelo meio do qual é estabelecida uma 

correlação com a concentração das espécies químicas analisadas. Neste 

sentido, utiliza-se canais de cores como o CMYK (do inglês, cyan, magenta, 
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yellow e key (black)), canais de cinza e RGB (do inglês, red, green e blue), 

HSB (do inglês, hue, saturation, brightness)80,110,111, dependendo da cor 

apresentada e da ferramenta de análise. Alguns exemplos de app móveis 

reportados para análises químicas são: photometrix112, pixel picker113, color 

picker114 e Color Grab115. É importante mencionar que durante as análises 

colorimétricas, um adequado controle de luz é um fator primordial para a 

garantia de análises com qualidade e reprodutibilidade dos resultados. Neste 

contexto, estabelecer sistemas com essas características, sobretudo visando 

análises no campo, constitui-se como um desafio80,116. 

Uma das grandes vantagens da utilização de câmeras de smartphones 

é a portabilidade, a simplicidade e a praticidade no que tange ao tratamento 

de dados, uma vez que muitos aplicativos já fornecem os valores de 

intensidade de cor em canais específicos e/ou são capazes de plotar curvas 

analíticas. Por meio desses sistemas, é possível se obter informações 

analíticas que vão desde resultados que respondem qualitativamente, aos 

semiquantitativos e quantitativos80,111.  

Dentro das aplicabilidades provenientes tanto da detecção 

eletroquímica, quanto colorimétrica, tem-se inúmeras áreas de interesse 

abrangendo, inclusive, ambiental117,118, alimentícia12,119, farmacêutica120,121, 

forense122,123, diagnóstico clínico124,125 e indústria do petróleo126,127.  

 

1.1.3. Microfluídica digital 

A microfluídica digital é uma tecnologia relativamente emergente que 

se baseia no uso de forças eletrostáticas para manipular gotículas com 

volume da ordem de microlitros sobre uma matriz de eletrodos isolados7,128,129. 

Ela foi popularizada no início dos anos 2000, a partir de estudos realizados 

nos grupos de pesquisa de Fair130 e Kim131 na Duke University e University of 

California, Los Angeles (UCLA), respectivamente. No trabalho pioneiro, foi 

possível observar a movimentação de gotículas sobre um material isolante 

sob a influência da aplicação de potencial elétrico. O fenômeno utilizado para 

explicar o funcionamento do sistema foi o “electrowetting” ou “electrowetting-

on-dieletric” (EWOD). Essa nomenclatura estava intimamente ligada à 

observação de mudanças no ângulo de contato entre a gota e a superfície do 
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dispositivo, no qual o valor do ângulo era reduzido consideravelmente 

proporcionando um maior contato com a superfície, durante o processo de 

movimentação da gota. Dessa forma, à medida que o eletrodo adjacente é 

acionado ou desligado, a gota se movimenta7. 

Embora o fenômeno de EWOD132 seja bastante usual para explicar a 

movimentação de gotículas em microfluídica digital, esse modelo possui 

algumas limitações, uma vez que não explica o movimento de gotículas no 

que se refere a líquidos de baixa tensão superficial e que, portanto, não 

apresentem mudanças expressivas no ângulo de contato. Ademais, não é 

capaz de explicar o fenômeno de saturação do ângulo de contato. Ou seja, a 

constância dos valores de ângulo de contato mesmo após um aumento de 

potencial aplicado (limiar), que não é capaz de resultar em ângulo zero7,128,133.  

Nessa perspectiva, o modelo eletromecânico, explica tanto o fenômeno 

da umectação quanto da movimentação de gotículas, baseando-se em forças 

elétricas em cargas livres e dipolos dentro da gota, para fluidos condutores e 

dielétricos, respectivamente. Assim, esta abordagem explica o movimento de 

líquidos dielétricos e líquidos que não sofrem uma mudança no ângulo de 

contato. Ademais, fornece uma justificativa para o fenômeno da saturação do 

ângulo de contato, como resultado do equilíbrio entre forças elétricas e de 

tensão superficial133,134. 

Uma das principais vantagens da utilização da microfluídica digital é 

que a manipulação das gotas ocorre sem a necessidade de válvulas, bombas 

ou misturadores mecânicos128,135. Além disso, o transporte de gotículas pode 

ser controlado de modo independente, paralelo, com alta precisão e de modo 

reconfigurável a depender do que requer o experimento. As operações de 

movimentação das gotas incluem amostragem a partir do reservatório, 

mistura, união, separação e gerenciamento controlado das gotas, de modo 

automatizado ou em tempo real128,136,137. A Figura 1.5 ilustra as operações 

microfluídicas digitais básicas. Outro ponto positivo é a versatilidade no design 

o que permite combinação com outras técnicas analíticas, tanto voltadas para 

a separação de compostos quanto de detecção138.  
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Figura 1.5. Representação esquemática de procedimentos microfluídicos 
digitais dentro de um chip de placa dupla. As operações básicas envolvem 
a separação, a mistura, a união e a amostragem de uma gota a partir do 
eletrodo reservatório. Fonte: Autoria própria. 

 

Como desafios, entretanto, pode-se mencionar o efeito de evaporação 

das gotas (sobretudo, e dispositivos de configuração de placa única)139, vida 

útil dos dispositivos116, bioincrustação140, e custo dos dispositivos fabricados 

via fotolitografia e128, em alguns casos, o acesso limitado às salas limpas para 

fabricar os chips, a depender da região141. Além disso, o movimento das gotas 

pode ser comprometido por imperfeições nas camadas dielétrica e 

hidrofóbica140. Outro fator importante a ser mencionado é o rompimento da 

camada dielétrica, que pode causar danos irreversíveis à superfície, 

impedindo o funcionamento do dispositivo permanentemente142.  

No que se refere às limitações da DMF, diversas estratégias podem ser 

adotadas para atenuar alguns dos problemas que eventualmente possam 

surgir. Em relação ao processo de evaporação, pode-se trabalhar em câmara 

úmida, ou em meio oleoso128,133,143. No que diz respeito ao custo dos 

dispositivos, pode-se explorar métodos de fabricação alternativas que não 

requerem a utilização de sala limpa ou reciclar os dispositivos fabricados via 

fotolitografia141,144. Para evitar processos de bioincrustação, comumente 
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trabalha-se com as gotículas suplementadas com surfactantes145,146.  

 

1.1.3.1. Fabricação e montagem dos chips microfluídicos digitais 

Tipicamente, a arquitetura dos chips de microfluídica digital envolve o 

formato de placa dupla, onde as gotículas são imprensadas entre dois 

substratos separados por uma lacuna, cuja placa inferior abriga os eletrodos 

de acionamento e a placa superior, o eletrodo de aterramento128. Outro 

formato possível é o modelo de placa única, no qual as gotículas repousam 

sobre uma superfície e, portanto, ficam mais expostas ao ar. Neste caso, o 

substrato inferior é composto tanto pelos eletrodos de atuação, quanto os de 

aterramento147. 

Dentre os dois formatos disponíveis, os dispositivos de placa dupla são 

preferíveis devido algumas vantagens como dispensar gotas do reservatório, 

possibilidade de separação de gotas, mistura mais eficiente e, redução do 

efeito de evaporação128,148. Por sua vez, embora o modelo de chip aberto não 

seja apto para dividir e distribuir/fracionar gotas a partir do reservatório, e 

possua uma maior taxa de evaporação do líquido, o design aberto facilita o 

acesso de amostras para detectores externos, além de facilitar a manipulação 

de gotas de maior volume148–150.  

 Em geral, os componentes dos chips microfluídicos digitais são: 

substrato, eletrodos, conectores, camada dielétrica, camada hidrofóbica e, no 

caso dos sistemas de duas placas, eletrodos transparentes revestidos com 

uma camada hidrofóbica (presente na placa superior)133,138. A representação 

esquemática de um dispositivo de duas placas e o modelo de uma placa são 

demonstrados na Figura 1.6 A-B.  

 

Figura 1.6. Representação esquemática da vista lateral de dispositivos de 
microfluídica digital na configuração de (A) duas placas e (B) uma placa. 
Fonte: Autoria própria. 
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Em se tratando de chips microfluídicos digitais, os eletrodos podem ser 

fabricados sobre o substrato (normalmente vidro, plástico, ou placa de circuito 

impresso), a partir de técnicas como fotolitografia151, impressão a jato de 

tinta141, gravação a laser152 ou serigrafia153, por exemplo. Assim, os materiais 

dos eletrodos são frequentemente compostos por metais como cromo, ouro, 

cobre, materiais como grafeno, além de tintas condutivas à base de 

nanopartículas de prata, ouro ou carbono141,151,153–155. O arranjo de eletrodos 

comumente consiste em eletrodos reservatórios (maiores), eletrodos de 

distribuição e eletrodos de atuação, que também podem ser chamados de 

eletrodos de condução.  

Um aspecto importante em relação ao design do dispositivo é que os 

eletrodos podem assumir diferentes geometrias e pode influenciar, de certa 

forma, nos valores de potencial aplicados para movimentar as gotículas. 

Frequentemente, a distância entre os eletrodos adjacentes varia 

aproximadamente de 20 a 200 µm128,141,152. Logo, é requerido uma boa 

resolução da técnica de fabricação dos eletrodos. Além disso, é preferível que 

o arranjo de eletrodos possua um layout que favoreça a gotícula presente em 

um eletrodo de atuação ocupar parcialmente o eletrodo adjacente, uma vez 

que o potencial requerido para movimentar a gota pode ser reduzido nessa 

condição156. 

Tanto na configuração de placa dupla como na modalidade de placa 

única dos chips de microfluídica digital, uma camada de um material dielétrico 

isolante é usada para recobrir os eletrodos, a fim de auxiliar na limitação dos 

valores de corrente, bem como evitar processos indesejados de eletrólise142. 

Ademais, a presença desse material auxilia no acúmulo de carga ou 

gradientes de campo, necessários para a atuação das gotículas128. A camada 

dielétrica pode ser depositada a partir de várias técnicas, como deposição de 

vapor, utilizando materiais como Parileno C157, fluoropolímeros amorfos e 

nitreto de silício128,139. Outra opção, é o crescimento térmico, mediante o uso 

de óxido de silício128. Além disso, pode-se empregar a formação de filmes por 

rotação ou centrifugação (spin-coating), com materiais como 

polidimetilsiloxano (PDMS)158 e fotorresiste SU-8159. Alternativamente, pode-

se usar fita adesiva160 ou à base de poliimida161. Outra opção é a técnica de 



 

23 

 

revestimento por rolo miniatura (mini roll coater) empregando cianoresina CR-

S cianoetilpululano (CEP)141. 

A camada hidrofóbica dos dispositivos de microfluídica digital estão 

presentes tanto na placa inferior, quanto na placa superior (nos casos de 

dispositivos de placa dupla). Sua função é minimizar a resistência ao 

movimento das gotículas162. Os materiais normalmente usados são 

Teflon® AF163, FluoroPel (de diversos tipos como AF1600), Cytop®139,161 ou a 

partir de uma abordagem de melhor custo-benefício utilizando produtos à 

prova d’água164. Comumente, essa camada é depositada via formação de 

filmes por rotação ou centrifugação, imersão ou utilizando spray. É importante 

ressaltar que, no caso da placa superior, antes do processo de deposição da 

camada hidrofóbica, o substrato composto comumente de vidro ou polietileno 

tereftalato (PET) são acoplados a uma camada condutora transparente de 

óxido de estanho dopado com índio (ITO), a fim de atuar como um eletrodo 

de aterramento do sistema128,139,141.  

Recentemente, uma camada dielétrica e hidrofóbica composta à base 

de tiol-eno foi proposta por Liu et al.152 utilizando-se uma mistura dos 

reagentes pentaeritritol tetrakis mercaptoacetato, trialil-1,3,5-triazina-2,4,6-

triona e 2-hidroxi-2-metilpropiofeno-nona. Outro estudo reportado por Jain et 

al. empregaram poli(dimetilsiloxano) (PDMS) usando uma espessura de 35 

µm como camada dielétrica e hidrofóbica, no qual o ângulo de contato de uma 

gota de água sobre a superfície do dispositivo foi de aproximadamente 

109º165. 

Em temos de montagem dos dispositivos de duas placas, comumente 

emprega-se fita condutora de carbono ou cobre para estabelecer o contato 

entre a placa inferior e a placa superior. Além disso, espaçadores, como 

pedaços de fita adesiva dupla face, são adicionados ao longo do dispositivo 

para manter uma altura fixa e reprodutível entre as duas placas166. Assim, o 

dispositivo torna-se apto para o uso. 

A tecnologia de microfluídica digital tem sido empregada com sucesso 

nas áreas química116,167, diagnóstico clínico168, biológica167,169, controle de 

qualidade170 e química forense171, por exemplo. Nessa perspectiva, dentre as 

inúmeras possibilidades da técnica, uma das aplicabilidades que tem sido 
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extensivamente explorada desde sua popularização é o preparo de amostra. 

 

1.1.3.2. Preparo de amostras 

O preparo ou pré-tratamento de amostra consiste em uma etapa 

primordial no campo das análises químicas, sendo frequentemente 

determinante para o sucesso da análise. Comumente, esse processo é 

requerido quando se trabalha com matrizes complexas, para evitar 

interferências de determinadas espécies químicas, pré-concentrar o analito, 

derivatizar, precipitar componentes ou diluí-la, por exemplo172,173. Uma das 

maneiras de evitar que os procedimentos de preparo de amostra sejam 

demasiadamente dispendiosos, é recorrer a alternativas automatizadas, 

dentre as quais, a microfluídica digital tem sido explorada para o preparo de 

amostras de sangue em plasma, diluições, lise de células, remoção de ácido 

desoxirribonucleico (DNA), clivagem homolítica sob luz UV e separação 

magnética, por exemplo174. 

Os ganhos relacionados à utilização da microfluídica digital no preparo 

de amostras são o baixo volume de amostra e reagentes usados, a 

possibilidade de integração de etapas de pré-tratamento e análise na mesma 

plataforma, além do elevado nível de automação da técnica128,136,175. 

 No que se refere ao preparo de plasma a partir de amostras de sangue, 

uma das possibilidades é a integração entre o protocolo de preparo de 

amostra e de etapas de detecção na mesma plataforma. Nesse caso, o 

diagnóstico clínico pode eventualmente ocorrer de maneira rápida, 

automatizada e personalizada, auxiliando na tomada de decisão do 

profissional da saúde quanto ao melhor tratamento.  

Dixon et al. demonstraram a integração entre uma plataforma de 

microfluídica digital com membranas porosas, semelhantes a papel, visando 

a separação de plasma sanguíneo proveniente de punção digital de modo 

automatizado. A estratégia adotada englobou o uso de uma membrana de 

separação (quadrada), posicionada de forma alinhada com os eletrodos 

reservatórios vizinhos e atravessando um eletrodo de atuação (em formato 

retangular). Após a inserção do sangue total na membrana de separação, as 

células sanguíneas são capturadas e o plasma filtrado flui através do 
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transporte de membrana (formato retangular) sobre eletrodos de atuação. Um 

tampão de extração é dispensado do eletrodo reservatório e permeia através 

do papel embebido de plasma, de modo perpendicular, por meio de forças 

eletrostáticas, para então ser coletada em forma de gotículas e analisado. O 

protocolo proposto foi comparado com a técnica de centrifugação “padrão 

ouro”, e, como prova de conceito, um imunoensaio de IgG do vírus rubéola foi 

realizado. O limite de detecção foi de 1,9 Ul mL-1, suficientemente aplicável no 

diagnóstico clínico176. 

Narahari et al. propuseram um protocolo utilizando microfluídica digital 

para extrair RNA viral do Zika usando esferas magnéticas, limpeza de RNA e 

amplificação isotérmica seletiva. Pequenos volumes de 5 µL de amostras 

aquosas e plasmáticas simuladas, além de suspensões do vírus cultivado 

foram analisados de modo portátil, automatizado e integrando múltiplas 

etapas. Os cartuchos de DMF usados eram de configuração fechada, o que 

promovia um ambiente umidificado para o procedimento de ciclagem térmica 

sob temperatura elevada. Um ensaio colorimétrico baseado em papel para 

RNA amplificado do Zika foi empregado. O limite de detecção para RNA livre 

no plasma foi próximo a 1000 cópias por mL, e entre 10 e 100 PFU mL−1 em 

amostras contendo partículas do vírus Zika. Sob ensaios analíticos às cegas, 

a sensibilidade e a especificidade do método foram de 100 e 75%, 

respectivamente. A plataforma foi então transportada para Recife, Brasil, e 

aplicada na detecção do vírus Zika no nível de 100 PFU mL−1, demonstrando 

seu potencial para diagnóstico automatizado e portátil177. 

 

1.1.3.3. Métodos de detecção 

Conforme mencionado anteriormente, a tecnologia de microfluídica 

digital pode ser integrada com diversas técnicas analíticas. Esse acoplamento 

pode promover análises in-line, on-line e off-line, por exemplo. Nos sistemas 

de análise in-line, os constituintes das gotículas são analisados dentro do 

dispositivo em tempo real. No que se refere às análises on-line, ocorrem 

enquanto o processo está em execução, mas as amostras são geralmente 

retiradas e transportadas para um analisador localizado nas proximidades. 

Por sua vez, nas análises off-line, tem-se que a amostra é coletada e 
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analisada fora do dispositivo, geralmente, em outro ambiente138,178.  

Nesse contexto, pode-se destacar as técnicas de espectrometria de 

massas, ressonância magnética nuclear, eletroforese capilar, fluorescência, 

reação em cadeia da polimerase (PCR)179, amplificação isotérmica mediada 

por loop (LAMP)180, ressonância plasmônica de superfície181, 

quimiluminescência182, eletroquimiluminescência183  colorimetria116  e 

eletroquímica151. Essas inúmeras possibilidades tornam a DMF uma 

plataforma atraente para implementar análises laboratoriais de rotina135,139.  

Inúmeros estudos têm se dedicado a propor novas formas de 

integração entre detectores e as plataformas microfluídicas digitais, a fim de 

facilitar o acesso da amostra com sistema de detecção116,135,184–186. 

Comumente, independentemente do tipo de transdução empregada (elétrica, 

mecânica, óptica ou eletroquímica), importantes alterações na estrutura dos 

chips de microfluídica são requeridos. Em geral, as modificações necessárias 

no layout ocorrem adaptando-se a placa superior ou inferior dos 

dispositivos135. Um exemplo é a utilização da placa superior transparente 

usando ITO como eletrodo para permitir o acesso óptico à amostra187. O 

recorte da placa superior para a inserção de sensores eletroquímicos também 

foi explorado186. Outro exemplo de modificação é a fabricação de sensores 

eletroquímicos diretamente na placa inferior, o que pode ser relativamente 

laborioso e limitar o reuso do dispositivo151. 

 

1.1.4. Aplicações de sistemas analíticos portáteis  

Dados os avanços da miniaturização e automação de plataformas ana-

líticas, o desenvolvimento de procedimentos analíticos portáteis tem sido im-

pulsionado em diferentes campos, proporcionando análises rápidas, simples 

e com a promessa de serem aplicadas diretamente no local de interesse, 

como mencionado anteriormente. Por meio do uso de sensores eletroquími-

cos, dispositivos colorimétricos, microfluídica digital e tecnologia de impressão 

3D, áreas como diagnóstico clínico, controle de qualidade de produtos farma-

cêuticos e indústria petroquímica podem ser categorizadas como potenciais 

campos de aplicação para fins de diagnósticos, pesquisas e interesses indus-

triais. 
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1.1.4.1. Diagnóstico clínico 

A obtenção de cuidados médicos de alta qualidade e acessíveis 

continua a ser um obstáculo para diversas comunidades. Em vista disto, as 

plataformas analíticas usadas no pronto atendimento são uma alternativa 

formidável para promover o rápido acesso a diagnósticos e descentralizar os 

atendimentos nos hospitais, permitindo que o paciente inicie o tratamento 

necessário o mais cedo possível6. 

Uma ferramenta apreciável para fornecer diagnósticos precisos e 

seletivos é o uso de biossensores eletroquímicos188,189. Resumidamente, eles 

consistem em uma subclasse de sensores químicos, que combinam a 

sensibilidade oriunda de transdutores eletroquímicos com a elevada 

especificidade proveniente de processos de reconhecimento biológico. Os 

biossensores contêm um elemento de reconhecimento biológico (tais como 

enzimas, proteínas, anticorpos, ácidos nucléicos, ou receptores) que possuem 

a capacidade de reagir seletivamente com analito alvo, produzindo um sinal 

elétrico associado à concentração do analito em estudo190–193.  

Outra classe de dispositivos importantes são os sensores 

eletroquímicos miniaturizados. Alguns exemplos de aplicações desses 

dispositivos na área de diagnóstico clínico incluem a detecção de infecções 

virais e doenças como, influenza194, dengue195, chikungunya196, ebola197, zika 

198, monkeypox199 e COVID-19200. Além disso, esses dispositivos podem ser 

utilizados para diagnosticar e/ou monitorar outras doenças, como fibrose 

cística201 e a doença de Alzheimer54. 

A pandemia relativamente recente, desencadeada pela disseminação 

em massa do vírus da síndrome respiratória aguda grave coronavírus 2 

(SARS-CoV-2), destacou a vital importância de diagnósticos rápidos para 

conter a propagação da doença, monitorá-la e, sobretudo, realizar os 

tratamentos necessários. Nesse cenário, a proposição e aperfeiçoamentos de 

métodos analíticos que forneçam diagnósticos rápidos, acessíveis, seletivos 

e aplicáveis no local de interesse são comumente demandas imediatas que 

precisam ser atendidas continuamente202–205.  

Outro exemplo relevante é a fibrose cística, uma das doenças que 

podem ser diagnosticadas na triagem neonatal (teste do pezinho), ou quando 
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há suspeita clínica. Em caso positivo, prossegue-se com a investigação por 

meio do teste do suor. Fornecer resultados precisos, acessíveis e dentro do 

período estabelecido pelo Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) é 

imprescindível para o alcance de bons prognósticos206,207. Os sensores 

portáteis possuem potencial para alavancar tanto esse quanto diagnósticos 

similares. 

No âmbito dos distúrbios neurológicos, ou das doenças 

neurodegenerativas, que interferem no sistema nervoso central e periférico e 

são associadas a déficits cognitivos, o Alzheimer (60-70% dos casos) e a 

doença de Parkinson merecem uma atenção especial6,54. A partir do banco de 

dados da OMS, estima-se que centenas de milhões de pessoas em todo o 

mundo sejam afetadas por doenças neurológicas208.  Assim, um diagnóstico 

precoce é importante para melhorar a qualidade e a expectativa de vida dos 

indivíduos afetados por essas condições clínicas. 

 

1.1.4.2. Controle de qualidade de produtos farmacêuticos e suplementos 

O controle de qualidade de ativos farmacêuticos é indispensável, uma 

vez que é por intermédio dele que se verifica e atesta-se a qualidade do 

fármaco, garantindo sua eficiência terapêutica, bem como a ausência de 

impurezas que oferecem risco à saúde209. Outras atribuições que englobam o 

controle de qualidade é identificar eventuais falhas, otimizar os processos de 

produção dos medicamentos e uniformizar a produção dos insumos 

farmacêuticos. Além disso, a importância dos procedimentos vinculados às 

boas práticas de fabricação de medicamentos decorre do fato de que 

medicamentos contaminados com resíduos nocivos ou fora da dosagem 

necessária, podem gerar sérios problemas de saúde210–212.  

Ainda no âmbito da indústria farmacêutica, uma importante classe de 

produtos, amplamente comercializados e que requer atenção especial, são os 

suplementos alimentares. Esses produtos são produzidos para serem usados 

devido aos seus nutrientes, que podem beneficiar a saúde. Entretanto, o 

crescimento vertiginoso nas vendas, concomitante com a ausência de uma 

regulamentação eficaz, torna esse mercado mais suscetível a acessar 

produtores adulterados ou de qualidade comprometida (como contaminação 
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por pesticidas e micotoxinas), oferecendo prejuízos à saúde humana213.  

Um exemplo de suplementos alimentares amplamente comercializados 

é o dos aminoácidos (como a L-cisteína, L-lisina, L-serina e L-alanina, por 

exemplo), cuja utilização tem crescido consideravelmente214. Nessa 

perspectiva, no começo da década de 2000, estabeleceu-se o Conselho 

Internacional sobre Ciência de Aminoácidos (ICAAS, do inglês, Indispensable 

Amino Acid Score), com a finalidade de inúmeras empresas produtoras de 

aminoácidos registrarem dados de segurança sobre o uso de aminoácidos 

essenciais para a síntese de proteínas em humanos e assegurarem o 

monitoramento dos padrões de pureza em suplementos alimentares que 

contêm aminoácidos na formulação215.  

Dentro desse paradigma, algumas técnicas analíticas são comumente 

exploradas para atestar a qualidade de insumos farmacêuticos, tais como 

cromatografia líquida de alta eficiência cromatografia gasosa, titulação, 

espectroscopia UV-Vis, espectrometria de massas, análise termogravimétrica 

e espectroscopia no infravermelho próximo216,217. Alternativamente, os 

sensores eletroquímicos são uma promissora ferramenta analítica para a 

análise de produtos de interesse farmacêutico, graças à sua capacidade de 

fornecer resultados rápidos, simples e acessíveis218. Dessa forma, propor 

métodos analíticos aprimorados, com as características supramencionadas, 

pode auxiliar demasiadamente nas análises de rotina das indústrias 

farmacêuticas, a um apreciável custo-benefício219. 

 

1.1.4.3. Indústria petroquímica 

A indústria petroquímica é uma das forças econômicas de maior 

impacto no cenário mundial. À essa indústria compete abastecer matrizes 

energéticas, efetuar exportações, arrecadar recursos no país e, e fornecer 

insumos para a fabricação de inúmeros produtos. No que concerne às 

demandas energéticas, diversas etapas compõem o processamento da 

matéria-prima até a finalização dos produtos acabados220. Essas operações 

unitárias precisam e devem ser acompanhadas por procedimentos que 

atestem a qualidade dos produtos gerados. Por conseguinte, a gestão da 

qualidade nos processos, bem como a atenção aos resíduos produzidos e, a 
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busca por métodos mais verdes, configura-se como uma necessidade 

significativa no âmbito da área em questão220–222. 

Inerentes ao sistema de transportes de produtos, bem como nas etapas 

de exploração do petróleo ou gás natural, há comumente uma problemática 

de acúmulo de sais inorgânicos nas tubulações223. Em geral, esses sais 

inorgânicos apresentam-se nas formas de sulfato de bário, cálcio e estrôncio, 

ou ainda, como carbonato de cálcio. O efeito que os compostos supracitados 

causam nas tubulações resultam em problemas operacionais, além de 

interrupções da cadeia produtiva, o que podem acarretar em prejuízos 

econômicos 224. Dessa forma, comumente emprega-se agentes químicos com 

propriedades que inibibem a formação de tais sais nas tubulações 225.   

Conquanto o uso de agentes inibidores de incrustação seja importante 

para prevenir a deposição de sais, esses compostos podem ocasionar 

impactos ambientais e desequilíbrios ecológicos, inclusive em etapas de 

extração do óleo ou na água produzida226 . A matriz de água produzida é 

considerada um dos maiores fluxos de resíduos gerados na indústria de 

petróleo, óleo e gás227,228. Ela provém dos processos de perfuração e extração 

visando produção de petróleo e, portanto, é contaminada com diversos 

poluentes, incluindo metais pesados, espécies orgânicas e sólidos 

dissolvidos/suspensos227. Além disso, pode experimentar a presença de 

elevadas quantidades de outros produtos químicos tóxicos utilizados durante 

o processo de recuperação do petróleo, tais como: inibidores de corrosão e 

incrustação, desemulsificantes, metanol, glicol, biocidas, além de uma mistura 

complexa de compostos orgânicos e inorgânicos227,229. 

A problemática ambiental intrínseca à água produzida, principalmente 

em áreas offshore no qual a descarga é realizada diretamente no mar, pode 

ser impactada em diferentes graus a depender da toxicidade e concentração 

dos constituintes228. Dessa forma, é de suma importância o desenvolvimento 

de métodos analíticos para a identificação e quantificação desses compostos 

em efluentes de tratamento de águas residuárias230. 

Nesse contexto, o presente trabalho apresenta inovações em 

plataformas analíticas eletroquímicas, microfluídica digital e colorimétrica para 

aplicações clínicas, controle de qualidade de produtos farmacêuticos e 
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indústria petroquímica. Para tanto, introduz-se um novo dispositivo 

eletroquímico ecologicamente correto voltado para o diagnóstico da COVID-

19.  Propõe-se um novo sensor eletroquímico portátil à base de laca chinesa, 

grafite e negro de fumo modificado com nanopartículas de prata para o 

diagnóstico de fibrose cística. Aplica-se um método eletroanalítico em 

associação com a DMF para a análise de L-cisteína visando executar 

procedimentos de controle de qualidade de produtos farmacêuticos, além da 

quantificação do mesmo no plasma sanguíneo. Por fim, emprega-se um novo 

dispositivo colorimétrico portátil e ambientalmente amigável para a detecção 

de vinil sulfonato de sódio visando a detecção de inibidores de incrustação em 

amostras de água produzida. Os resultados serão apresentados, a seguir, em 

cinco outros capítulos.



 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Capítulo 2 - Imunossensor eletroquímico descartável 

e ecológico para detecção rápida de SARS-CoV-2 
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RESUMO 

Neste capítulo é apresentado o desenvolvimento de um 

imunossensor eletroquímico simples, descartável e ecológico para detecção 

rápida do coronavírus 2 da síndrome respiratória aguda grave (SARS-CoV-2). 

Os dispositivos eletroquímicos foram fabricados por impressão em estêncil 

usando materiais de baixo custo, como filmes de poliéster, flocos de grafite e 

resina natural. O imunossensor foi construído  empregando-se  nanopartículas 

de ouro estabilizadas com cisteamina , glutaraldeído, anticorpo 

monoclonal anti-SARS-CoV-2 proteína S (Ab1) como receptor biológico 

e albumina sérica bovina como agente de bloqueio. O diagnóstico da COVID-

19 foi baseado em medidas rápidas de voltametria de onda quadrada usando 

[Fe(CN)6]3-/4- como sonda redox. O método apresentou uma resposta linear na 

faixa de concentração de 250 pg mL−1 a 20 μg mL−1 de proteína spike, com 

um limite de detecção de 36,3 pg mL−1. O imunossensor proposto foi estável 

por até duas semanas quando armazenado a 4 °C e demonstrou excelente 

desempenho clínico no diagnóstico de COVID-19 quando aplicado a um 

painel de 44 amostras de swab não diluídas coletadas de pacientes 

sintomáticos. Em comparação com os resultados obtidos pela reação em 

cadeia da polimerase com transcrição reversa quantitativa o imunossensor 

proposto ofereceu 100% de precisão, surgindo assim como um candidato 

alternativo poderoso para testes de rotina e descentralizados, o que pode ser 

útil no controle do surto de COVID-19. 

 

Palavras-Chave: dispositivo eletroquímico, biossensor, diagnóstico clínico, 

COVID-19. 
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2.1. INTRODUÇÃO 

Os casos de pneumonia denominados síndrome respiratória aguda 

grave coronavírus 2 (SARS-CoV-2) originados em Wuhan, província de Hubei, 

China, em dezembro de 2019, impactaram negativamente a saúde pública, 

com milhares de mortes. Segundo o painel de controle do coronavírus da Or-

ganização mundial da saúde (OMS) registrado em 2023, os casos confirma-

dos no mundo foram de cerca de 765 milhões, com aproximadamente 7 mi-

lhões de mortes envolvendo a infecção por SARS-CoV-2231,232. Por esta ra-

zão, esforços massivos foram dedicados ao desenvolvimento de métodos de 

teste acessíveis, descentralizados e acessíveis para detectar SARS-CoV-2, 

principalmente no ponto de atendimento (POC) 233,234.  

A partir de 2021, a busca por dispositivos analíticos que fornecem re-

sultados rápidos para detecção de coronavírus aumentou significativamente, 

resultando em inúmeros testes aprovados pela Food and Drug Administration 

(FDA) dos EUA203,235. Apesar das opções disponíveis para testes point-of-care 

(POCT), alguns protocolos apresentam limitações em termos de sensibilidade 

e lutam para manter a sua capacidade de detectabilidade em baixas cargas 

virais. Consequentemente, a reação em cadeia da polimerase com transcrição 

reversa quantitativa (RT-qPCR) ainda é a técnica mais recomendada, sensível 

e padrão-ouro236. Embora o ensaio RT-qPCR apresente limites de detecção 

(LODs) mais baixos e alta especificidade, suas etapas podem levar várias ho-

ras para serem concluídas desde o local de coleta da amostra até o diagnós-

tico final. Além disso, este é um método de custo relativamente alto. 

Outros métodos analíticos frequentemente usados para detectar coro-

navírus 2019 (COVID-19) incluem ensaios imunoenzimáticos (ELISA) realiza-

dos em laboratórios e ensaios de fluxo lateral portáteis (LFAs), nos quais o 

princípio de funcionamento é associado ao reconhecimento específico de an-

tígenos ou anticorpos236. A abordagem ELISA apresenta limitações semelhan-

tes às observadas no método PCR, como instrumentação cara, operadores 

altamente qualificados e análises de longo prazo que limitam os testes POC, 

principalmente em países em desenvolvimento237,238. Por outro lado, os LFAs 

podem oferecer sensibilidade e especificidade semelhantes ao ELISA e os 

dispositivos podem ser fabricados utilizando materiais de custo acessível e 
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fáceis de usar239. Desta forma, é desejável que métodos de teste acessíveis 

combinem o desempenho analítico de um ELISA laboratorial e a facilidade de 

utilização dos LFAs. 

Nesse contexto, os biossensores eletroquímicos também exibem de-

sempenho adequado tal como aqueles encontrados nas abordagens ELISA e 

LFAs. Os dispositivos eletroquímicos são compatíveis com tintas condutoras 

alternativas e técnicas de fabricação em microescala que consomem uma 

quantidade mínima de reagentes e amostras. Técnicas de impressão 3D, de-

senho a lápis, gravação a laser e impressão em estêncil são as opções mais 

populares para a construção de dispositivos eletroquímicos descartá-

veis240,241. Além disso, sensores eletroquímicos alternativos podem ser fabri-

cados usando abordagens ecologicamente corretas a partir do uso de com-

ponentes naturais, biodegradáveis, não tóxicos e materiais recicláveis34,242. 

Esses sensores associados a receptores biológicos podem ser úteis para re-

alizar análises eletroquímicas de biomarcadores e diagnóstico precoce de in-

fecções virais, por exemplo242. Os biossensores oferecem uma resposta rá-

pida em poucos minutos em comparação com as técnicas convencionais men-

cionadas anteriormente 243,244. Em relação à detecção da infecção por SARS-

CoV-2, diversas estratégias de biossensores foram relatadas, principalmente 

usando a proteína spike (proteína S) e a proteína do nucleocapsídeo (proteína 

N) como analito alvo. 

Hosseini et al.245 desenvolveram um imunossensor de eletroquimilumi-

nescência tipo sanduíche para imobilizar anticorpos para o diagnóstico da CO-

VID-19. O eletrodo usado foi de carbono vítreo decorado com nanopartículas 

de ouro. O método analítico relatado exibiu um comportamento linear na con-

centração de antígeno na faixa clinicamente relevante para proteína S do 

SARS-CoV-2, LOD ~ 1,93 ng mL-1 e tempo de análise de aproximadamente 

90 min. de Lima et al.246 desenvolveram um biossensor eletroquímico usando 

grafite de lapiseira modificadas com nanopartículas de ouro e receptores hu-

manos da enzima conversora de angiotensina 2 para detecção rápida (6,5 

min) e sensível da proteína spike do SARS-CoV-2. O LOD obtido foi de 229 

fg mL-1. 

Em termos de sensores serigrafados/impressos em estêncil, Ferreira et 
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al247 propuseram um imunossensor descartável de baixo custo modificado 

com negro de fumo e nanopartículas de ouro para detecção de SARS-CoV-2 

em substrato de tereftalato de polietileno. O período de incubação da proteína 

S foi de 10 min e 120 min, com LODs de 101 fg mL-1 e 46,2 fg mL-1, 

respectivamente. O imunossensor foi aplicado para detecção de proteína S 

em amostras clínicas e ambientais enriquecidas.  

Recentemente, Samper et al.233 desenvolveram um imunoensaio 

sanduíche altamente sensível para detecção quantitativa da proteína do 

nucleocapsídeo SARS-CoV-2 usando eletrodos impressos em estêncil 

baseados em tinta de carbono comercial e grafite. O tempo de análise ocorreu 

aproximadamente 1 hora e 10 minutos e o LOD foi estimado em 45 UFP mL-1 

(~2,17×106 cópias de RNA viral mL-1). O dispositivo foi aplicado com sucesso 

para analisar 22 amostras de nasofaringe e comparado com RT-qPCR, que 

apresentou correlação adequada.  

A partir dos exemplos de biossensores citados acima, é possível notar 

que diferentes estratégias foram utilizadas para modificar o eletrodo de 

trabalho (WE) visando aprimorar a sensibilidade e seletividade para detecção 

de SARS-CoV-2. No entanto, poucos estudos relataram o uso de tintas 

condutoras alternativas para a fabricação de (bio)eletrodos, que podem ser 

uma opção adequada e acessível para aumentar os métodos de teste do 

SARS-CoV-2 em ambientes POC, principalmente em países em 

desenvolvimento.  

Neste capítulo, foram fabricados sensores eletroquímicos descartáveis 

utilizando uma opção ecologicamente correta de tinta condutora, e 

desenvolvido um imunossensor label-free para detectar a proteína S em 

amostras clínicas não diluídas. O sensor descartável, composto pelos 

eletrodos de trabalho, referência e auxiliar, foi fabricado a partir de uma tinta 

condutiva formulada com resina goma laca e flocos de grafite. O biossensor 

proposto consiste em eletrodos à base de carbono modificados com 

nanopartículas de ouro estabilizadas com cisteamina (AuNP-Cys) e anticorpo 

monoclonal anti-proteína S do SARS-CoV-2. Os aspectos morfológicos, 

estruturais e eletroquímicos da tinta condutora e do eletrodo modificado foram 

caracterizados detalhadamente. O método eletroanalítico proposto foi 
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aplicado na análise de 44 amostras clínicas de swab nasofaríngeo 

provenientes de indivíduos saudáveis e infectados, cujos resultados 

diagnósticos revelaram concordância com o método RT-qPCR. 

 

2.2. OBJETIVOS 

2.2.1. Objetivo geral 

Desenvolver um imunossensor eletroquímico ambientalmente 

amigável para aplicação clínica.  

2.2.2. Objetivos específicos 

• Desenvolver uma nova tinta condutora composta por resina de goma 

laca e flocos de grafite; 

• Explorar a técnica de impressão por estêncil para fabricar sensores ele-

troquímicos descartáveis; 

• Efetuar caracterização eletroquímica, estrutural e morfológica dos dis-

positivos fabricados; 

• Construir um imunossensor eletroquímico visando o diagnóstico de 

COVID-19; 

• Aplicar o dispositivo na detecção de proteína spike em amostras de 

swab nasofaríngeo. 

 

2.3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

2.3.1. Materiais e reagentes 

O ferrocianeto de potássio foi obtido da Vetec® (Duque de Caxias, RJ, 

Brasil). Ferricianeto de potássio, cloreto de potássio (KCl) e acetona foram 

adquiridos da Neon® (Suzano, SP, Brasil). Dihidrogenofosfato de sódio, 

hidrogenofosfato de sódio, cloreto de sódio (NaCl), borohidreto de sódio 

(NaBH4), ácido cloroáurico tri-hidratado (HAuCl4·3H2O), cisteamina, albumina 

sérica bovina (BSA), glutaraldeído (GA), anticorpo monoclonal anti-SARS-

CoV-2 direcionado à proteína S (Ab1) e proteína S recombinante foram 

adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, Estados Unidos). As soluções 

estoque e padrão foram preparadas utilizando água ultrapura processada por 

um sistema de purificação de água Direct-Q®3 da Millipore (Darmstadt, HES, 
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Alemanha) com resistividade de 18,2 MΩ cm a 25 ºC. Pó de grafite, resina de 

goma laca, tinta condutora de prata (PC-9070/1) e esmalte foram obtidos da 

Synth (Diadema, SP, Brasil), Acrilex® (São Paulo, SP, Brasil), Joint Metal 

Comércio LTDA (São Paulo, SP, Brasil) e Risqué® (São Paulo, SP, Brasil), 

respectivamente. Plásticos de poliéster para laminação térmica (250 µm de 

espessura) e adesivo de vinil foram adquiridas da Yidu Group Co., Ltd (Hsi-

Chih, Taipei, Taiwan) e Imprimax® (São Paulo, SP, Brasil), respectivamente. 

 

2.3.2. Instrumentação 

As máscaras adesivas de estêncil foram confeccionadas através de um 

plotter de recorte interfaceada com o software Silhouette Cameo adquirido da 

Silhouette Studio (Belo Horizonte, MG, Brasil). Os experimentos 

eletroquímicos foram realizados utilizando um bipotenciostato/galvanostato 

μStat 400 da DropSens SL (Oviedo, Espanha) equipado com o software 

DropView 2.9. A microcentrífuga refrigerada, modelo NT 805, foi adquirida da 

Novatecnica (Piracicaba, SP, Brasil). Os elementos de reconhecimento 

biológico imobilizados nas superfícies do eletrodo de trabalho (WE) foram 

incubados em estufa de secagem adquirida da Ethik Technology (São Paulo, 

SP, Brasil). 

 

2.3.3. Síntese de nanopartículas de ouro estabilizadas com cisteamina 

A síntese de nanopartículas de ouro estabilizadas com cisteamina 

(AuNPs-Cys) foi realizada de acordo com estudos previamente 

relatados248,249. Resumidamente, 193 µL de solução de HAuCl4 50,0 g L-1 

foram adicionados a 20,0 mL de água deionizada sob agitação mecânica de 

750 rpm. Posteriormente, uma alíquota de 200 μL de cisteamina (213,0 mmol 

L-1) foi adicionada à solução mencionada acima. Após 20 min, duas alíquotas 

de 5,0 µL de NaBH4 (10,0 mmol L-1) também foram adicionadas 

sequencialmente à solução final. A formação de AuNPs-Cys foi confirmada 

pela mudança da solução de cor amarela para uma suspensão de cor 

vermelha. 

 

2.3.4. Preparação do dispositivo eletroquímico e AuNPs 
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Os sensores descartáveis foram fabricados através da técnica de 

impressão em estêncil25,250 utilizando uma tinta condutora ecologicamente 

correta, conforme segue. Primeiramente, a geometria da célula eletroquímica 

contendo eletrodo de trabalho (WE, ø = 4 mm), de referência (RE) e auxiliar 

(AE) foi desenhada em um software gráfico (CorelDraw). Em seguida, foram 

adicionadas duas camadas de adesivo vinílico sobre a superfície do substrato 

de poliéster, seguidas da impressão redutora do layout usando plotter de 

recorte. Os padrões resultantes foram destacados dos substratos e a tinta 

condutora foi utilizada para preencher os padrões dos eletrodos com uma 

espátula. Após a tinta secar, a máscara foi removida e os eletrodos foram 

formados. A formulação da tinta carbono alternativa foi sintetizada utilizando 

a resina natural goma laca, grafite e acetona. Para isso, misturou-se o 

equivalente a uma proporção ótima de 50:50 (resina:grafite); sendo 0,50 g de 

resina com 0,50 g de grafite e 1,3 mL de acetona. O tempo de agitação 

utilizado para homogeneização da tinta foi de 30 min em velocidade média, 

semelhantemente relatado anteriormente por Silva-Neto et al.250. A 

quantidade de tinta condutora utilizada na construção dos dispositivos é capaz 

de produzir cerca de 20 sensores. Posteriormente, o eletrodo de referência foi 

pintado com tinta condutora de prata e a região de interesse da célula 

eletroquímica foi delimitada utilizando esmalte de unha como barreira 

hidrofóbica. A imagem real do sensor eletroquímico e a representação 

esquemática dos dispositivos eletroquímicos podem ser vistos nas Figura 2.1 

e Figura 2.2 A, respectivamente.  

 

Figura 2.1. Imagem real do eletrodo de carbono proposto usando a técnica 
de impressão por estêncil. Fonte: Autoria própria. 
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2.3.5. Preparação do imunossensor 

O preparo do imunossensor foi realizado da seguinte forma: uma 

alíquota de 20,0 µL de suspensão de AuNPs-Cys foi adicionada sobre a 

superfície do WE e seca por 12 horas durante a noite a 21 ± 2 ºC. Outra 

alíquota de 15,0 µL de glutaraldeído 1,0% (v/v) foi adicionada à superfície do 

WE e seca por 15 min em temperatura ambiente (25 ± 2 °C). Posteriormente, 

a célula eletroquímica foi lavada com alíquotas de 40 µL de água ultrapura por 

três vezes. Em seguida, uma alíquota de 10,0 µL de Ab1 10,0 µg mL-1 foi 

imobilizada na superfície WE e encubada overnight a 4 °C. A superfície 

eletroquímica da célula foi lavada com uma alíquota de 40 µL de solução 

tampão fosfato (PBS 10 mmol L-1, pH = 7,4). Para realizar a etapa de bloqueio, 

uma alíquota de 10,0 µL de BSA 1,5% (m/v) foi adicionada à superfície do 

eletrodo a 37 °C por 30 min. Em seguida, a superfície do biossensor foi lavada 

três vezes com alíquotas de 40 µL de PBS 10 mmol L-1, pH = 7,4.  

Antes de iniciar a leitura eletroquímica, a superfície WE foi exposta a 

10 µL de solução padrão de proteína S ou amostras de swab não diluídas, 

incubadas por 15 min a 37 °C e lavadas duas vezes com 40 µL de PBS 10 

mmol L-1, pH=7,4. A representação esquemática das etapas de 

funcionalização do imunossensor é mostrada e princípio de funcionamento 

podem ser vistos na Figura 2.2 B-C. 
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Figura 2.2. (A) Representação esquemática das etapas de fabricação de 
sensores eletroquímicos ecologicamente corretos utilizando a técnica de 
impressão em estêncil contendo (i) corte do layout do eletrodo, (ii) 
preparação de tinta condutiva, (iii) espalhamento da tinta condutiva com 
espátula e (iv) remoção da máscara adesiva vinílica. (B) Principais etapas 
envolvidas na produção do imunossensor: (i) ancoragem de AuNPs-Cys, (ii) 
inserção de grupos -CHO através da utilização de glutaraldeído, seguida da 
adição de Ab1, (iii) uso de BSA para bloquear os sítios ativos restantes da 
WE. A etapa final mostra a interação da proteína S presente no vírus SARS-
CoV-2 com a superfície do biossensor. (C) Representação da coleta de 
amostras de pacientes usando um swab, (i) superfície WE na presença de 
uma amostra positiva de COVID-19 e (ii) leitura eletroquímica via 
voltametria de onda quadrada (VOQ) empregando o mediador redox 
ferrocianeto/ferricianeto de potássio ([Fe(CN)6]3-/4-) 1 mmol L-1 preparado 
em KCl 0,1 mol L-1. Fonte: Autoria própria. 

 
2.3.6. Caracterizações 

As medidas do ângulo de contato (AC) foram realizadas com uma 

câmera de smartphone (Xiaomi Redmi note 10 lite) acoplada a um suporte 
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impresso em 3D251 e analisadas através do software ImageJ. 

A análise do material proposto por espectroscopia Raman foi realizada 

utilizando um espectrômetro Raman confocal (modelo Horiba LabRAM HR 

Evolution, HORIBA France SAS) com laser de 532 nm. Para a técnica de 

espectroscopia de Infravermelho foram utilizadas as regiões do infravermelho 

médio (MIR) (varredura média de 4.000 a 400 cm-1) em um espectrofotômetro 

PerkinElmer, modelo Spectrum 400. 

A análise de espectroscopia de fotoelétrons de raios X (XPS) foi 

realizada utilizando o analisador hemisférico de alta resolução SPECS 

Phoibos 150 com detecção multicanal de elétrons usando uma fonte de raios 

X Al Kα (1486,6 eV) com 240 W, sob uma pressão base de baixa 10-8 mbar, 

em emissão normal, e energia de passagem constante (20 eV) para todos os 

picos. A amostra foi colada a um porta-amostras de placa com fita de carbono 

condutora. Contatos elétricos extras foram feitos nas laterais da amostra 

utilizando pintura com tinta condutiva de prata. A amostra foi inserida em uma 

câmara load-lock para desgaseificar por 12 horas antes de ser transferida 

para a câmara XPS. Os dados obtidos foram ajustados assumindo um fundo 

do tipo Shirley e picos Lorentzianos numericamente complicados com uma 

função Gaussiana normalizada com um máximo fixo de meia largura total de 

~ 1,0 eV descreve o alargamento instrumental. As concentrações atômicas 

foram obtidas utilizando o procedimento relatado por Wagner et al.252. 

O microscópio eletrônico de varredura, (Jeol, JSM – 6610), equipado 

com espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS), foi obtido da 

Thermo Scientific NSS (Tóquio, Japão) e utilizado para a aquisição de 

micrografias e espectros de EDS. 

O espectrofotômetro UV-Vis modelo UV-M51 foi adquirido da Bel 

Photonics (Piracicaba, SP, Brasil). O microscópio eletrônico de transmissão 

(MET), (Jeol, JEM-2100) foi adquirido da Thermo Scientific (Tóquio, Japão). 

Medições de voltametria cíclica (VC) com valores de taxa de varredura 

de 10 a 100 mV s-1 foram realizadas para calcular a constante de taxa 

heterogênea (ks) do dispositivo fabricado para sonda redox [Fe(CN)6]3-/4-. 
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2.3.7. Medidas eletroquímicas 

Para avaliar o impacto de cada etapa de modificação na superfície WE, 

experimentos de VC foram realizados na presença de [Fe(CN)6]3-/4- 1,0 mmol 

L-1 preparado em KCl 0,1 mol L-1 para (i) eletrodo recém-fabricado, após 

inserção de (ii) AuNPs-Cys, (iii) GA/AuNPs-Cys, (iv) Ab1/GA/AuNPs-Cys e (v) 

proteína S/Ab1/GA/AuNPs-Cys, em uma faixa de potencial de -0,4 a 0,8 V vs 

Ag a 50 mV s-1. 

Uma curva analítica com a concentração de proteína S variando de 

250,0 pg mL-1 a 20,0 µg mL-1 foi construída utilizando medidas de VOQ. Todas 

as medidas foram registradas após a incubação da solução padrão da 

proteína S na superfície do imunossensor por 15 minutos. A resposta analítica 

foi baseada na corrente de pico anódica (ipa) da sonda redox [Fe(CN)6]3-/4-. Os 

parâmetros VOQ de tempo de equilíbrio, passo, amplitude, frequência e faixa 

de potencial foram 3 s, 0,005 V, 0,1 V, 10 Hz e -0,2 a 0,6 V vs Ag, 

respectivamente. 

Os estudos de repetibilidade, reprodutibilidade e estabilidade do 

imunossensor proposto também foram realizados com base nas respostas do 

VOQ. Medidas de repetibilidade foram obtidas na presença de 1,0 ng mL-1 de 

proteína S. Por sua vez, dois experimentos distintos avaliaram o desempenho 

da reprodutibilidade: (i) na presença de uma solução padrão de proteína S 

(1,0 ng mL-1) e (ii) pela detecção da proteína S em três diferentes amostras 

de swab.  

O estudo de estabilidade do dispositivo proposto foi realizado medindo-

se a resposta do imunossensor ao longo de quatro semanas de 

armazenamento a 4 ºC, com medições semanalmente. 

 

2.3.8. Preparo de amostras, análises de RT-qPCR e medidas 

eletroquímicas 

Como prova da aplicabilidade do biossensor proposto, foram coletadas 

44 amostras da região nasofaríngea de diferentes voluntários, o qual foram 

ressuspensas em cloreto de sódio (NaCl) 0,9% (m/v) e armazenadas a -80 ºC 

(no Laboratório de análises clínicas e educação em saúde, no ano de 2021). 

As amostras orofaríngeas e nasofaríngeas foram realizadas por fricção com 
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swabs de náilon em pacientes sintomáticos (3-5 dias de sintomas). A 

amostragem e os exames diagnósticos de referência (RT-qPCR) foram 

realizados conforme protocolo de ética e segurança confirmado pela 

Universidade Federal de Goiás (protocolo 50176621.7.0000.5083). 

O processo de extração de ácidos nucleicos das amostras de swab foi 

realizado utilizando um kit comercial modelo Biopur obtido da Mobius Life 

Science (Pinhais, PR, Brasil). Resumidamente, as amostras foram incubadas 

a 95°C com tampão de lise (v/v) durante 9 min e incubadas a 4°C durante 5 

min. A análise RT-qPCR foi realizada através de um kit multiplex XGEN Master 

COVID-19 da Mobius Life Science no sistema QuantStudio 5 Real PCR Time 

da Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, EUA). As amostras foram 

consideradas positivas para SARS-CoV-2 quando apresentaram amplificação 

dos dois fragmentos de DNA viral antes dos 38 ciclos (ORF1ab e N) além da 

amplificação do fragmento de controle interno. 

As 44 amostras de swab também foram analisadas pelo método VOQ. 

Uma alíquota de 10,0 µL (amostra de swab não diluída) foi adicionada à 

superfície WE funcionalizada (incubada por 15 min a 37 °C) e lavada duas 

vezes com 40 µL de solução PBS. Em seguida, outra alíquota de 100 µL de 

[Fe(CN)6]3-/4- 1,0 mmol L-1 preparado em KCl 0,1 mol L-1 foi adicionada à célula 

eletroquímica e realizada a leitura do VOQ. Todas as medidas eletroquímicas 

foram registradas em triplicata à temperatura ambiente (25 ± 2 °C). 

2.4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

2.4.1. Caracterização de dispositivo eletroquímico ecológico 

A fabricação do novo dispositivo eletroquímico à base de goma laca foi 

realizada utilizando-se uma proporção de 50% de grafite e 50% de goma laca, 

além de acetona como solvente. Sob esta condição para fabricação dos 

eletrodos descartáveis, aspectos físico-químicos do material eletródico foram 

cuidadosamente avaliados considerando análises morfológicas, estruturais e 

medidas eletroquímicas.  

Conforme indicado na Figura 2.3, os espectros Raman da superfície do 

eletrodo mostraram bandas D (do inglês, disorder), G (do inglês, graphite) e 

2D (segunda ordem da banda D, ou sobretom da banda D) em 1350, 1576 e 
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2713 cm-1, respectivamente. As bandas D e G estão associadas às 

hibridizações sp3 e sp2 dos alótropos de carbono253. A razão de intensidade 

entre as bandas D e G (ID/IG) foi de 0,097, sugerindo que a tinta condutora 

apresentou baixa desordem estrutural. Esse leve distúrbio pode estar 

associado à presença de ligante de goma laca aderido aos flocos de grafite254. 

A literatura demonstra diferentes tipos de superfícies à base de carbono com 

valores de ID/IG variando de 0,16 a 0,81255–258, o que indica que o valor obtido 

é relativamente próximo do esperado. 

 

Figura 2.3. Espectro Raman do material eletródico à base de carbono entre 
1000 e 3500 cm-1. Fonte: Autoria própria. 

 

Medidas de ângulo de contato, que descreve o comportamento de uma 

gota de líquido que repousa sobre uma superfície sólida em contato com o ar, 

e é definido como o ângulo medido entre a tangente no ponto trifásico e a 

superfície sólida251,259, também foram realizadas. O intuito da análise foi 

avaliar a molhabilidade da superfície WE e indicar se o material possui caráter 

predominantemente hidrofílico ou hidrofóbico. O valor do AC calculado foi 83 

± 1º, conforme reporta a Figura 2.4. Uma vez que valores de AC θ < 90º para 

superfícies sólidas são hidrofílicos e AC θ > 90º são considerados 

hidrofóbicos259, infere-se que os dados obtidos são característicos de material 

hidrofílico, indicando que a superfície do eletrodo pode apresentar grupos 

funcionais oxigenados256, uma importante característica para a construção de 

biosensores.  
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Figura 2.4. Medida do ângulo de contato da superfície do WE. Fonte: 
Autoria própria. 

 

Para verificar a presença de grupos funcionais na superfície do 

eletrodo, foram realizadas análises dos flocos de grafite puro e da tinta 

condutora por meio da técnica de espectroscopia no infravermelho. É possível 

observar, a partir do espectro apresentado na Figura 2.5 que duas bandas 

distintas em 1730 e 2924 cm-1 são associadas a bandas carbonila e 

alongamentos C-H, respectivamente. Outras bandas com sinal em 3458 e 

1075 cm-1 podem ser atribuídas aos grupos OH e CO, cujas intensidades são 

reduzidas na presença do ligante goma laca260–262. Além disso, a banda em 

1627 cm-1 é característica de C=C e está relacionada aos domínios de 

grafite263. Recentemente, outros estudos caracterizaram a resina goma laca 

como um polímero natural composto por cadeias laterais ácidas e hidroxila261.  

 

Figura 2.5. Espectros obtidos a partir da técnica de espectroscopia no 
Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) para flocos de grafite e 
grafite na presença de goma laca (tinta condutora). Fonte: Autoria própria. 
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Para avaliar a composição elementar, grupos funcionais, bem como 

informações sobre ligações químicas presentes no material eletródico, 

também foi realizada análise quantitativa pela técnica XPS. Os resultados 

obtidos estão resumidos nas Figuras 2.6 A-B. A partir dos espectros C1s, os 

picos estão relacionados às ligações C-Fe (282,5 eV), ligação π entre 

carbonos C=C (284,3 eV) com contribuições majoritárias de carbono sp2 

(54%), CC/CH (285,5 eV), C-OH/C-O-C (285,9 eV), carbonil C=O (287,2 eV) 

e O-C=O (289,9 eV). A presença de impurezas de Fe no material condutor 

pode ser atribuída ao uso de uma espátula contendo este componente no 

processo de impressão do estêncil. Por outro lado, o pico de nível central O1s 

apresentou ligações (C-O*)/C=O pico em 532,6 eV, ligações contendo 

ligações simples e possivelmente hidroxila, C-O-C e C-OH (533,6 eV) e H2O 

adsorvido (534,7 eV) com contribuições expressivas de 26; 44 e 30% do 

percentual relativo, respectivamente264,265. A análise XPS indicou que a 

superfície eletródica exibiu grupos funcionais oxigenados que promovem 

interações químicas com (bio)estruturas266. Com base nas propriedades 

atuais, a combinação de pó de grafite e resina de goma laca pode ser uma 

possibilidade interessante para a fabricação de biossensores eletroquímicos. 

 

Figura 2.6. (A) Espectros XPS C1s de alta resolução de material de eletrodo 
proposto. (B) Espectros XPS O1s de alta resolução de material de eletrodo 
proposto. Fonte: Autoria própria. 

 

2.4.2. Síntese de AuNPs-Cys e fabricação do imunossensor 

As nanopartículas de ouro decoradas com cisteamina (AuNPs-Cys) 

sintetizadas foram caracterizadas com base na espectrofotometria e 

experimentos de microscopia eletrônica de transmissão (TEM). Como 
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mostrado na Figura 2.7, é possível observar uma banda de absorbância bem 

definida para AuNPs-Cys no comprimento de onda de aproximadamente 525 

nm, que está em conformidade com outros trabalhos reportados na 

literatura267.  

 

Figura 2.7. Espectro UV-Vis de nanopartículas de ouro estabilizadas com 
cisteamina (AuNPs-Cys). Fonte: Autoria própria. 

 

A partir de imagens de MET (Figura 2.8 A-C) é possível observar que 

as nanopartículas de ouro com geometria aproximadamente esféricas foram 

sintetizadas com sucesso. O valor médio do diâmetro de AuNPs-Cys foi 

calculado como 44 ± 8 nm e, dessa forma pode ser inserida em eletrodos para 

interagir com (bio)estruturas, conforme destaque na literatura de outros 

autores249,268,269. 

 

Figura 2.8. Imagens de AuNPs-Cys em diferentes ampliações obtidas por 
microscópio eletrônico de transmissão destacando tamanhos referentes à (A) 
200 nm, (B) 50 nm e (C) 5 nm. Fonte: Autoria própria. 

 

Para investigar a construção do imunossensor para COVID-19, 

medidas de microscopia eletrônica de varredura (MEV) e EDS foram 
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registradas para o substrato de poliéster, o eletrodo auxiliar, o eletrodo de 

referência e o eletrodo de trabalho sem modificação e com o WE modificado 

com AuNPs-Cys. Como pode ser visualizado, a superfície do substrato de 

poliéster apresentou um perfil liso (Figura 2.9 A e Figura 15 D) que quando 

utilizado para fabricar os eletrodos aderiu o material condutor sobre a 

superfície com êxito, tanto empregando o material à base de carbono (Figura 

2.9 B e Figura 2.9 E) para o eletrodo auxiliar, quanto pintando o RE com tinta 

de prata posteriormente (Figura 2.9 C e Figura 2.9 F). Em termos do eletrodo 

de trabalho sem modificação, as imagens de MEV em diferentes 

magnificações (Figura 2.9 G-I) revelou estruturas de grafite bem distribuídas 

no formato de flocos com Ø ~ 50 µm, indicando que a tinta alternativa cobriu 

o substrato de poliéster de modo bem-sucedido. Além disso, as Figuras 2.9 J-

L demonstram que após o processo de drop-casting utilizando AuNPs-Cys, as 

nanopartículas recobriram a superfície do WE de maneira efetiva. 
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Figura 2.9. Micrografias de MV referente ao substrato do eletrodo, EC e EC 
modificado. (A) Substrato de poliéster com aproximação de 50X. (B) 
Eletrodo auxiliar sob aproximação de 50X. (C) Eletrodo de referência na 
aproximação de 50X. (D) Substrato de poliéster sob magnificação de 1000X. 
(E) Vista frontal da sessão transversal do AE sob aproximação de 55X. (F) 
Vista frontal da sessão transversal do RE sob aproximação de 55X. (G) WE 
baseado em carbono sob magnificação de 30X, (H) 500X e (I) 1000X, antes 
da modificação. (J) EC de goma laca modificado com AuNPs-Cys em 
ampliação de 30X, (K) 500X e (L)1000X, respectivamente. Fonte: Autoria 
própria. 

 
A técnica de EDS também foi explorada com a finalidade de confirmar 

se a modificação do WE com nanopartículas de ouro ocorreu de maneira 

adequada. A Figura 2.10 A-B apresenta os espectros de EDS das superfícies 

do WE sem modificação e modificados com AuNPs-Cys, respectivamente. 

Como pode ser visto, os resultados revelaram que o eletrodo nu é composto 

basicamente por elementos de carbono e oxigênio, enquanto o dispositivo 
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modificado demonstrou a presença do elemento Au no WE modificado, 

destacando o sucesso da incorporação das nanopartículas de ouro sobre o 

material eletródico. 

 

Figura 2.10. (A) Espectros EDS mostrando os elementos químicos na 
superfície eletródica. (B) Espectros de EDS mostrando os elementos 
químicos na superfície WE modificados com AuNPs-Cys. Fonte: Autoria 
própria. 

 

Para avaliar as etapas de modificação da superfície do eletrodo para a 

construção de um imunossensor para diagnóstico de COVID-19, os 

experimentos VOQ foram realizados na presença de [Fe(CN)6]3-/4- usando o 

(i) eletrodo à base de carbono puro, (ii) WE modificado com AuNPs-Cys, (iii) 

WE modificado com GA/AuNPs-Cys, (iv) WE modificado com Ab1/GA/AuNPs-

Cys, (v) WE modificado com BSA/Ab1/GA/AuNPs-Cys e (vi) WE modificado 

com proteína S/BSA/Ab1/GA/AuNPs-Cys, respectivamente. Esses estudos 

foram realizados utilizando as condições químicas otimizadas, conforme 

resumido na Tabela 2.1. 
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Tabela 2.1. Parâmetros otimizados e/ou utilizados na fabricação do 
imunossensor proposto. 

Parâmetro 
Faixa  

estudada 

Condição 

selecionada 

Concentração de albumina sérica bovina (BSA) 

%(m/v) 

0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 

2,5 
1,5 

Tempo de incubação do GA 1,0% (v/v) (min) - 15 

Tempo de incubação do anticorpo monoclonal anti-

proteína S COVID-19 (Ab1) de 10,0 µg mL-1 (h) 
- 12 

Tempo de incubação de BSA 1,5% (m/v) (min) 5; 15; 30 30 

Tempo de incubação da proteína S (min) 
10; 20; 30; 40; 

50; 60 
15 

 

Como exibe a Figura 2.11, o valor de Ipa dos eletrodos modificados 

com AuNPs-Cys apresentou melhora na resposta de corrente, com valores de 

aproximadamente duas vezes maiores que o material eletródico não 

modificado. O melhor desempenho catalítico pode estar relacionado às 

características aprimoradas de transferência de elétrons e à área superficial 

dos AuNPs270,271. Após a inclusão de glutaraldeído na superfície do eletrodo 

de carbono (EC) modificado por AuNPs-Cys (GA/AuNPs-Cys/EC), foi 

evidenciada uma ligeira diminuição na corrente de pico anódica da leitura 

VOQ, observada de forma semelhante ao anexar o anticorpo Ab1 sob a 

camada de glutaraldeído. A introdução do biorreceptor na superfície do 

eletrodo causou a diminuição dos resultados do Ipa, fornecendo 

aproximadamente metade da corrente de pico apresentada pelo eletrodo 

funcionalizado com AuNPs, o que confirma a ancoragem adequada do 

elemento de reconhecimento à superfície do eletrodo, dado que levou ao 

impedimento dos processos faradaicos de [Fe(CN)6]3−/4− na superfície do 

imunossensor (Ab1/GA/AuNPs-Cys/EC)272. 

O uso do glutaraldeído como reticulador de proteínas representa uma 

importante estratégia química para o desenvolvimento de biossensores. 

Fornece uma ligação covalente entre seus grupos –CHO com o terminal N do 

anticorpo Ab1273,274. Uma etapa final envolvendo o uso de um agente 

bloqueador para prevenir interações não específicas é crucial para garantir 

medições robustas e seletivas274,275. Assim, para caracterizar a introdução de 
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BSA no eletrodo funcionalizado (BSA/Ab1/GA/AuNPs-Cys/EC), também foi 

realizada uma medição de VOQ na presença de 1,5% (v/v) de BSA, que 

demonstrou uma diminuição do sinal analítico, como esperado, devido à 

inserção de material não condutor que dificulta o acesso da sonda redox à 

superfície do eletrodo. 

Por fim, a Figura 2.11 demonstra a resposta do imunossensor proposto 

após incubação de 100 ng mL-1 de proteína S. A supressão da corrente de 

pico confirma a interação específica entre o Ab1 e a proteína S. Vale ressaltar 

também que a variação no sinal eletroquímico alcançada destaca a 

arquitetura funcional adequada para o imunossensor, possibilitando a rápida 

interação biológica da proteína S no eletrodo modificado por Ab1. Além disso, 

o imunossensor proposto exibiu características redox semelhantes de 

arquiteturas de imunossensores bem estabelecidas, como outros modelos de 

sistemas eletroquímicos compactos274,275.  

 

Figura 2.11. Voltamogramas de onda quadrada do imunossensor após cada 
etapa de modificação e na presença de 1,0 ng mL-1 de proteína S do SARS-
CoV-2 empregando [Fe(CN)6]3-/4- como sonda redox. Fonte: Autoria própria. 

 
2.4.3. Desempenho de biossensor 

Para obtenção do desempenho analítico do imunossensor proposto, foi 

construída uma curva analítica com base na corrente de pico anódica do 

[Fe(CN)6]3-/4- registrada pela técnica VOQ após incubação de soluções padrão 

de proteína S. A faixa de concentração linear obtida para a solução padrão de 



 

54 

 

proteína S preparada em tampão de lise e de PBS 10 mmol L-1 (pH = 7,4) na 

proporção de 1:1 variou de 250,0 pg mL-1 a 20,0 µg mL-1 (R2 = 0,996). A 

equação linear foi i (µA) = -13,6 log proteína Cproteína S +185 e os 

voltamogramas VOQ obtidos e a curva analítica estão resumidos na Figura 

2.12 A-B. Os experimentos foram realizados em triplicata. 

 

Figura 2.12. (A) Voltamogramas de onda quadrada registrados na ausência 
e presença de diferentes concentrações da proteína S do SARS-CoV-2 
(250,0 pg mL-1 a 20,0 µg mL-1). (B) Curva analítica. Fonte: Autoria própria. 
 

O limite de detecção (LOD) do método proposto foi calculado como 

36,3 pg mL-1 de acordo com o sinal do controle (tampão de lise e 10 mmol L-1 

de PBS (pH = 7,4) na proporção de 1:1) mais 3x o desvio padrão desse si-

nal276,277. O LOD obtido é comparável aos valores relatados na literatura. Além 

disso, a combinação proposta do imunossensor descartável e do método ele-

troquímico portátil abrange a faixa clinicamente relevante e, portanto, possui 

grande potencial para ser usado como um dispositivo no local de atendimento 

(POC) para detecção rápida de SARS-CoV-2 em países em desenvolvimento.  

A repetibilidade e a reprodutibilidade do método proposto foram tam-

bém estudadas. Considerando os testes de repetibilidade, utilizando proteína 

S 1,0 ng mL-1, foram realizadas cinco medidas eletroquímicas no mesmo sen-

sor, no qual o DPR calculado foi de 3,8% (Figura 2.13 A). Além disso, a repro-

dutibilidade do biossensor VOQ foi avaliada na presença da proteína S do 

SARS-CoV-2 utilizando três diferentes dispositivos. Paralelamente, foram re-

alizados experimentos na presença de amostras de swab coletadas de três 

pacientes diferentes, denominadas amostras #6, #11 e #13. Como mostrado 
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nas Figuras 2.13 B-C, os valores de DPR para a solução padrão de proteína 

S e em amostras reais de swab variaram de 1,4 a 5,5%. Estes resultados 

obtidos concordaram com os requisitos para métodos bioanalíticos278, de-

monstrando assim a sua relevância para testes POC.  

 

Figura 2.13. (A) Teste de repetibilidade utilizando cinco leituras 
eletroquímicas na presença de 1,0 ng mL-1 de proteína S. (B) Teste de 
reprodutibilidade para três imunossensores utilizando 1,0 ng mL-1 de 
proteína S. (C) Ensaio de reprodutibilidade utilizando três amostras reais de 
swab positivas para SARS-CoV-2 utilizando nove imunossensores. Fonte: 
Autoria própria. 

 

Vale ressaltar que as baixas cargas virais que os biossensores eletro-

químicos conseguem detectar permitem a identificação precoce da infecção 

pelo SARS-CoV-2, ainda nos primeiros dias de infecção pelo vírus. Além 

disso, prevê que os pacientes assintomáticos também possam ser diagnosti-

cados, reforçando que o dispositivo proposto pode ser de extrema importância 

para prevenir complicações via síndromes respiratórias agudas graves, bem 

como determinar procedimentos clínicos e isolamento de pacientes positivos, 

por exemplo. 

Outro importante aspecto avaliado foi a estabilidade do imunossensor 

fabricado. Para tanto, os dispositivos foram armazenados a 4,0 °C e as medi-

das de VOQ foram registradas semanalmente durante 4 semanas (Figura 

2.14). Os resultados indicaram que o imunossensor é estável durante duas 

semanas de armazenamento, uma vez que a leitura do VOQ exibiu apenas 

uma perda de 7,5% na resposta do sinal. Em contrapartida, o imunossensor 

proposto apresentou maior diminuição do sinal analítico (26,5 e 43,1%) 

quando utilizados dispositivos armazenados por 3 e 4 semanas. Alguns estu-

dos apresentaram diferentes modelos de imunossensores para detecção de 

SARS-CoV-2 e relataram prazo de validade entre uma e três semanas279–282. 



 

56 

 

Além disso, acredita-se que a estabilidade poderia ser aumentada utilizando 

condições de armazenamento mais controladas. 

 

Figura 2.14. Gráfico da porcentagem relativa de corrente para o estudo de 
estabilidade do imunossensor fabricado e armazenado a 4,0 °C por 4 
semanas. Fonte: Autoria própria. 

 

2.4.4. Análise de SARS-CoV-2 em amostras de swab 

Uma vez realizado os estudos de desempenho analítico além da esta-

bilidade, o imunossensor foi explorado para detecção de proteína S em amos-

tras de swab coletadas de 44 pacientes sob suspeita de infecção por COVID-

19. Para as análises das amostras, 10 µL de amostras de swab nasofaríngeo 

não diluídas foram incubadas por 15 min na superfície do imunossensor, e o 

diagnóstico positivo ou negativo de infecção foi avaliado através das respos-

tas do VOQ. Valores atuais inferiores a 195 µA indicaram resultados positivos 

para diagnóstico de COVID-19 e valores superiores a 196 µA foram negativos 

para infecção por COVID-19. Assim, o valor de corte foi selecionado com base 

na leitura eletroquímica mais baixa discernível entre o branco e a proteína 

spike SARS-CoV-2 mais baixa quantificada246,283. A Figura 2.15 mostra os va-

lores atuais das 41 amostras positivas de swab nasofaríngeo, 3 amostras ne-

gativas de swab nasofaríngeo, 4 controles e o valor de corte.  
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Figura 2.15. Aplicação do imunossensor eletroquímico descartável e 
ecológico para detecção da proteína S do vírus SARS-CoV-2 em amostras 
de swab nasofaríngeo. Fonte: Autoria própria. 

 

Em experimentos paralelos, as mesmas amostras foram pré-tratadas e 

analisadas pelo método RT-qPCR. A Tabela 2 resume ambos os resultados 

diagnósticos obtidos para 44 amostras de esfregaços diferentes. Os valores 

do limiar do ciclo (Ct) variaram entre 11,1 e 37,0 para amostras positivas, en-

quanto o RNA viral não foi detectado para amostras negativas. 
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Tabela 2.2.Resultados obtidos de ensaios analíticos em triplicata envolvendo 
o uso de imunossensores eletroquímicos para diagnóstico de COVID-19 em 
amostras de swab em comparação com a técnica de RT-qPCR. 

Sample i (µA) Immunosensor RT-qPCR 

#1 133 ± 3 + + 
#2 144 ± 2 + + 
#3 134 ± 12 + + 
#4 158 ± 3 + + 
#5 151 ± 1 + + 
#6 144 ± 2 + + 
#7 132 ± 3 + + 
#8 146 ± 2 + + 
#9 153 ± 4 + + 
#10 174 ± 5 + + 
#11 159 ± 5 + + 
#12 190 ± 4 + + 
#13 188 ± 1 + + 
#14 151 ± 1 + + 
#15 153 ±1 + + 
#16 191 ± 1 + + 
#17 146 ± 1 + + 
#18 164 ± 3 + + 
#19 166 ± 2 + + 
#20 191 ± 1 + + 
#21 191 ± 3 + + 
#22 180 ± 3 + + 
#23 172 ± 2 + + 
#24 154 ± 4 + + 
#25 148 ± 2 + + 
#26 186 ± 4  + + 
#27 146 ± 3 + + 
#28 178 ± 2 + + 
#29 134 ± 1 + + 
#30 143 ± 2 + + 
#31 166 ± 1 + + 
#32 146 ± 7 + + 
#33 133 ± 6 + + 
#34 143 ± 6 + + 
#35 138 ± 1 + + 
#36 162 ± 1 + + 
#37 153 ± 6 + + 
#38 155 ± 1 + + 
#39 134 ± 11 + + 
#40 135 ± 8 + + 
#41 136 ± 4 + + 
#42 206 ± 1 - - 
#43 206 ± 5 - - 
#44 197 ± 1 - - 

 

Com base nos resultados apresentados na Tabela 2.2, é possível notar 

que ambos os métodos concordaram com o diagnóstico positivo ou negativo 

para infecção por SARS-CoV-2, destacando a contribuição do biossensor 

ecologicamente correto proposto para a rápida triagem e diagnóstico clínico 
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de COVID-19 em amostras não diluídas. É importante ressaltar que amostras 

apresentando baixas concentrações de DNA viral (CT ≥ 35) foram detectadas 

pelo imunossensor, demonstrando que o alcance de detecção deste método 

é comparável ao método RT-qPCR, técnica padrão-ouro. Além disso, o 

sistema eletroquímico desenvolvido pode ser adequado para ancorar outros 

modelos de anticorpos para o desenvolvimento de imunossensores distintos 

ou testes multiplexados. 

Diferentes estratégias de fabricação de biossensores, incluindo 

diferentes materiais empregados como eletrodo, técnica eletroquímica, além 

de parâmetros como matrizes analisadas, faixa linear para a detecção de 

proteína S dedicadas aos testes bioanalíticos do COVID-19, juntamente com 

valores de limite de detecção estão disponíveis na Tabela 2.3.  

 De acordo com os dados apresentados, é possível observar que 

embora alguns estudos tenham apresentado valores de limite de detecção 

menores, a estratégia aqui proposta envolve o uso de materiais 

ambientalmente amigáveis. O sensor proposto possui compatibilidade com o 

viés de química analítica verde, uma vez que corrobora com o mínimo 

consumo de amostra ou reagente, baixa geração de resíduos, possibilidade 

de utilização point-of-care do dispositivo, portabilidade e baixa utilização de 

produtos tóxicos no método analítico, por exemplo. Além disso, em termos de 

construção do dispositivo analítico infere-se que foram empregados insumos 

de baixa toxicidade, sobretudo, a resina goma laca proveniente de fonte 

natural. Além disso, algumas estratégias apresentadas na Tabela 2.3 são mais 

complexas e de custo mais elevado, o que poderia dificultar a introdução 

desses dispositivos nas análises de rotina no contexto dos países em 

desenvolvimento.  
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Tabela 2.3. Comparação do tipo de eletrodo, método eletroquímico, faixa linear e LOD para detecção de proteína S. 

Eletrodo Técnica Amostra 
Tempo de incubação da 

proteína S (min) 
Faixa linear LOD  Referência 

N-HRGO/Nanocompósito de 

tiona/GCE 
DPV 

Saliva diluída e soro 

humano 
60 1 pg mL-1 − 10 ng mL-1 0,3 pg mL-1 282 

SiO2@UiO-66/SPCE EIS Fluido nasal 30 100,0 fg mL-1 – 10,0 ng mL-1 100 fg mL-1 284 

Nanopartículas de ouro 

eletrodepositadas /SPCE 
EIS Saliva enriquecida 30 100 pmol L-1 − 1 µmol L-1 3,16 pmol L-1 285 

GCE/Pd-Au DPV Nasofaríngeo 40 0,01 ng mL-1 –1000 ng mL-1  6,0 pg mL-1 281 

Nanopartículas de ouro 

/GCE 
ECL Nasofaríngeo 60 10 ng mL-1 – 10 µg mL-1 1,93 ng mL-1 245 

ENIG/PCB DPV 
Saliva artificial 

enriquecida 
5 100 ng mL-1 – 1000 ng mL-1 0,1 ng mL-1 286 

ePAD VOQ - 45   1 ng mL-1 – 1.000 ng mL-1 0,11 ng mL-1 280 

ACE2/GA/SPCE EIS 

Swab 

nasofaríngeo/orofaríng

eo 

2 0,1 pg mL-1 – 10 µg mL-1 2,8 fg mL-1 274 

ProtA/Cu2O NCs/SPCE EIS 
Saliva, nasal artificial e 

UTM 
20 0,25 fg mL-1 − 1 µg mL-1 0,04 fg mL-1 287 

AuNP-CB/PET-SPE VOQ 

Água do rio, saliva 

artificial e soro 

sanguíneo 

10 and 120 

 

7,65 fg mL-1  – 7,65 µg mL-1 

 

101 fg mL−1 and 

46,2 fg mL−1 
247 

Ab1/Gold nanoparticles/ 

eletrodo à base de carbono 
VOQ Swab nasofaríngeo 15 250 pg mL-1 – 20 µg mL-1 25,6 pg mL-1 Este estudo 

*N-HRGO: grafeno poroso dopado com nitrogênio; GCE: Eletrodos de carbono vítreo; DPV: Voltametria de Pulso Diferencial; SPCE*: 

eletrodo de carbono serigrafado; EIS: Espectroscopia de Impedância Eletroquímica; Pd-Au: Nanofolhas de paládio-ouro; ECL: 
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Eletroquimioluminescência; ENIG/PCB: níquel eletrolítico com imersão em ouro/placa de circuito impresso; ePAD: dispositivo analítico 

eletroquímico baseado em papel; VOQ: Voltametria de onda quadrada; ACE2: enzima conversora de angiotensina-2; GA: glutaraldeído; 

SPCE: eletrodo de carbono impresso em estêncil; UTM: meio de transporte universal.
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2.4. Considerações parciais 

Desenvolveu-se um novo imunossensor eletroquímico ecológico para 

detecção de SARS-CoV-2 através da proteína S como analito alvo. A 

voltametria de onda quadrada e a conhecida sonda redox de [Fe(CN6)]3-/4- 

foram utilizadas para os experimentos eletroquímicos. Cada análise 

voltamétrica foi realizada em 15 segundos e o tempo de incubação da proteína 

S foi de 15 minutos. Os testes de repetibilidade e reprodutibilidade 

apresentaram valores de DPR entre 1,8% e 5,5%. O limite de detecção foi de 

25,6 pg mL-1 para a proteína S e os ensaios de estabilidade demonstram que 

o sensor pode ser usado por até 2 semanas, o que é comparável a outros 

estudos relatados recentemente. Amostras clínicas obtidas de pacientes com 

sintomas de infecção por COVID-19 foram testadas com sucesso e 

apresentaram 100% de precisão diagnóstica em comparação com o método 

padrão ouro RT-qPCR. Assim, o imunossensor ambientalmente amigável 

preparado com materiais acessíveis demonstra potencial para análise rápida 

no local de atendimento. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 3 - Detecção aprimorada de cloreto usando 

eletrodo de grafite/negro de fumo impresso em estên-

cil modificado com nanopartículas de prata para diag-

nóstico de fibrose cística 
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RESUMO 

Este capítuto versa sobre o desenvolvimento de um novo dispositivo 

eletroquímico descartável e de baixo custo para o diagnóstico de fibrose 

cística (FC). A FC é uma doença genética, crônica e incurável que afeta 

órgãos como pulmões e intestino. Associada a essa doença está a produção 

de excesso de muco e aumento dos níveis de cloreto (Cl-) no suor. Indivíduos 

com essa condição clínica tipicamente apresentam uma taxa de sobrevida 

reduzida, com expectativa de vida em torno de 30-40 anos. Nesse sentido, a 

triagem neonatal oferece uma alternativa para o diagnóstico precoce 

auxiliando na amenização dos sintomas da doença. Em geral, a FC é 

diagnosticada por meio da iontoforese, aliada à medida da condutividade do 

Cl- em amostras de suor. Entretanto, falsos positivos ou negativos podem 

surgir, uma vez que outros íons podem coexistir com a análise de interesse 

na matriz. Nessa perspectiva, outras técnicas têm sido utilizadas para propor 

métodos alternativos para quantificação do Cl- no suor. Dentre elas, a 

voltametria tem demonstrado desempenho analítico adequado na faixa 

clinicamente relevante. Nesse sentido, o presente estudo apresenta a 

fabricação de sensores eletroquímicos miniaturizados, a partir de uma nova 

formulação de tinta condutora à base de laca chinesa, negro de fumo, grafite 

e acetona, e modificada com nanopartículas de prata via eletrodeposição para 

detecção de Cl-. O intervalo linear obtido foi de 50 a 300 µmol L-1 via 

voltametria de pulso diferencial. O limite de detecção (LOD) foi calculado em 

1,4 µmol L-1. Como prova de conceito, a detecção de Cl- foi realizada em 

amostras de suor sintético e de doadores saudáveis, apresentando boa 

correlação com a técnica padrão-ouro. O novo sensor de miniaturização e 

suas capacidades permitiram uma aplicação promissora no campo do ponto 

de atendimento. 

 

Palavras-chave: triagem neonatal; biomarcador; sensor descartável; 

detecção eletroquímica. 
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3.1. INTRODUÇÃO 

3.3.1. Laca chinesa 

 A laca chinesa (urushi) é um material de revestimento natural antigo 

comumente utilizado no acabamento de obras de arte, móveis, metais, objetos 

cerâmicos e artefatos manufaturados em madeira. Ela possui propriedades 

adesivas e destaca-se devido a capacidade de criar filmes duráveis e 

resistentes quimicamente. Os objetos lacados são componentes 

extremamente importantes do ponto de vista do património cultural chinês, 

além de estar diretamente relacionado à preservação da história local. Sua 

obtenção é proveniente da seiva das árvores laca (Rhus vernicifera) nativas 

da China e outras regiões da Ásia288.  

A seiva coletada da Rhus vernicifera apresenta como características, a 

cor branca de aspecto leitoso e ser uma emulsão dupla (água/urushiol/água). 

A fase aquosa externa é separada após um período de maturação no escuro, 

na ordem de meses. Assim, a laca urushi bruta é obtida288,289. Essa fração 

muda rapidamente para a cor castanha sob exposição ao ar, sendo que o 

urushi cru é um sistema coloidal composto por uma emulsão de água em óleo. 

A fase oleosa consiste em uma mistura de fenóis e catecóis (1,2-di-hidroxi-

benzeno) substituídos na posição 3 por longas cadeias alifáticas (C15, C17), 

tanto saturadas quanto insaturadas, conhecidas como urushiol, o qual 

compõem cerca de 60-65% da composição. Por sua vez, a fase aquosa 

dispersa na fase oleosa é constituída por aproximadamente 20-25% de água 

contendo mono-, oligo- e polissacarídeos (6,5-10%) e 0,1-1% de enzima 

lacase. Ademais, emulsificantes constituídos de glicoproteínas, presentes em 

ambas as fases, integram cerca de 1,2-2,8%288.  

A laca é um material de revestimento regularmente utilizado em 

indústrias dos segmentos químico, petroquímico, além da construção naval e 

no artesanato290. Em termos de propriedades químicas, a laca urushi crua 

apresenta algumas diferenças em comparação com filme líquido 

apresentando mudanças estruturais após o processo de cura288. De acordo 

com a literatura vigente, embora a laca chinesa tenha sido usada na 

fabricação de tinta291,292, sua utilização na manufatura de tintas condutoras, 

sobretudo para a confecção de sensores eletroquímicos, ainda não foi 
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relatada.  

 

3.3.2. Dispositivos eletroquímicos 

 Dentre as diversas classificações de sensores eletroquímicos, 

destacam-se os amperométricos, impedimétricos, potenciométricos, 

coulométricos e voltamétricos, por exemplo19,293,294. No caso dos sensores 

voltamétricos, eles elencam uma série de vantagens, tais como rapidez na 

resposta analítica, sensibilidade e versatilidade.  

Uma configuração amplamente utilizada dos dispositivos 

eletroquímicos é design composto por três eletrodos: eletrodo de trabalho 

(WE, do inglês working electrode), eletrodo auxiliar (AE, do inglês auxiliary 

electrode) e o eletrodo de referência (RE, do inglês reference electrode)295 

que, com o advento da miniaturização, contribuiu significativamente para a 

expansão impactante e popularização desses dispositivos. Essa 

característica possibilitou o uso de volumes reduzidos de amostra ou 

reagente, a modificação superfície do eletrodo de forma controlada, seja 

quimicamente ou com elementos de reconhecimento biológico, além de 

conferir portabilidade ao sistema, habilitando análises diretamente no ponto 

de cuidado (POC, do inglês, point-of-care)296–298.   

Os sensores miniaturizados têm sido aplicados com sucesso ao POC 

em diferentes vertentes, incluindo segurança alimentar, monitoramento 

ambiental, área forense, farmacêutica, e no diagnóstico clínico e/ou 

acompanhamento periódico de doenças2,123,296. Especialmente no que 

concerne ao diagnóstico clínico, inúmeros dispositivos foram propostos nos 

últimos anos. Há exemplos de sensores ou biossensores eletroquímicos para 

o diagnóstico de diabetes299, COVID-19300, câncer301, anemia302, doenças 

renais303, triagem neonatal207, entre outros. 

 

3.3.3. Fibrose cística 

No que se refere à triagem de doenças neonatais, no Brasil, o exame 

popularmente conhecido como “teste do pezinho” é um importante mecanismo 

para a detecção precoce de doenças raras. A coleta de amostra para a 

execução deste teste ocorre entre o 3º e o 5º dia de vida do recém-nascido 
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nas Unidades Básicas de Saúde ou em maternidades cadastradas. De acordo 

com o Ministério da Saúde, atualmente, as doenças inseridas no escopo do 

Programa Nacional de Triagem Neonatal são sete: fenilcetonúria, 

hipotireoidismo congênito, doença falciforme e outras hemoglobinopatias, 

hiperplasia adrenal congênita, deficiência de biotinidase, toxoplasmose 

congênita e fibrose cística. Entretanto, há previsão de ampliação do número 

de doenças a serem identificadas com esse exame304.  

Particularmente, a fibrose cística (FC), é uma doença genética, crônica 

e incurável, caracterizada por uma mutação no gene regulador da condutância 

transmembranar da fibrose cística (CFTR, do inglês, cystic fibrosis 

transmembrane conductance regulator), que é responsável pelo transporte de 

íons sódio e cloreto (Cl-) através das células epiteliais. Esse transporte 

irregular de íons comumente afeta funções essenciais nas glândulas 

sudoríparas, pulmões, intestinos, pâncreas e rins305–307. Consequentemente, 

há aumento da produção de muco e circulação bacteriana periódica, devido à 

incapacidade dos íons bloqueados de se moverem através dos tecidos 

brônquicos. Como resultado, a concentração de cloreto aumenta e afeta a 

defesa do organismo, comprometendo a ação dos anticorpos necessários308. 

Alguns sintomas persistentes em pacientes com diagnóstico de FC 

incluem dificuldade em respirar, insuficiência pancreática e excreção de altas 

concentrações de íons Cl- através do suor. Nessa perspectiva, uma forma de 

aliviar os sintomas recorrentes em pacientes com FC é através do tratamento 

com agentes farmacológicos e, às vezes, proceder-se com suplementação de 

oxigênio. Como a FC reduz drasticamente a expectativa de vida para 30-40 

anos, o diagnóstico precoce é essencial para prosseguir com o protocolo de 

tratamento o mais rápido possível. A triagem neonatal, por exemplo, é uma 

excelente alternativa que contribui para a redução de internações graves e 

melhora a eficiência pulmonar309,310. 

Dado que pacientes com FC comumente excretam grandes 

quantidades de cloreto pelas glândulas sudoríparas, o método diagnóstico 

mais estabelecido para esta doença consiste em um teste do suor (padrão 

ouro), por um dispositivo de iontoforese e, geralmente, uma medição de 

condutividade310. Esse diagnóstico consiste na estimulação das glândulas 
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sudoríparas por meio da aplicação de uma corrente de baixa intensidade 

associada à pilocarpina (medicamento), que permite a passagem intradérmica 

do suor e posterior coleta com gaze ou uma espécie de micro serpentina. Após 

a coleta da amostra, um cloridrômetro fornece resultados quantitativos311. Os 

níveis de cloreto no suor de um adulto saudável normalmente ficam abaixo de 

39 mmol L-1. Concentrações entre 40 e 59 mmol L-1 são consideradas 

limítrofes e níveis acima de 60 mmol L-1 são considerados positivos para FC. 

Por sua vez, as concentrações para crianças são: < 29 mmol L-1 (negativa), 

59 mmol L-1 (limítrofe) e > 60 mmol L-1 (positiva)306. 

Esforços notáveis da comunidade científica têm sido feitos com o 

objetivo de promover ferramentas alternativas de diagnóstico que apresentem 

menos falsos positivos ou negativos do que o método baseado na medição 

de condutividade (devido à interferência de outros íons na amostra). Além 

disso, tem sido explorado o uso de ferramentas analíticas simples, de baixo 

custo, versáteis e portáteis, com potencial para aplicação direta no ponto de 

cuidado. Exemplos desses protocolos analíticos incluem inúmeras técnicas, 

como colorimetria312, eletroforese307 e eletroquímica utilizando-se 

voltametria201,308.  

Toh et al.308 demonstraram a utilização de um sensor eletroquímico 

comercial de carbono vítreo modificado com nanopartículas de prata (AgNPs) 

via drop-casting visando propor um método para a triagem de pacientes com 

suspeita de FC. No presente trabalho, o procedimento de modificação da 

superfície do WE envolveu 5 etapas de adição das nanopartículas 

(previamente sintetizadas313, seguido por secagem em estufa a 50°C por 10 

minutos cada etapa subsequente à adição de AgNPs. A detecção de Cl- 

baseou-se no princípio de que a prata presente na superfície do eletrodo de 

trabalho foi oxidada na presença de Cl- para formar de cloreto de prata (AgCl). 

O eletrólito suporte empregado foi nitrato de sódio de concentração 0,1 mol L-

1. A partir do método proposto foi possível correlacionar linearmente a 

magnitude do sinal analítico com a concentração de cloreto usando a técnica 

de voltametria cíclica. A faixa linear obtida foi entre 2 e 40 mmol L-1 e a 

aplicabilidade do dispositivo foi demonstrada para a detecção de Cl- em 

amostras de suor sintético.  
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Em outro estudo, Cinti et al.201 demonstraram o uso de uma tinta 

condutora de prata comercial para fabricação de eletrodos em substrato de 

papel filtro, a partir da técnica de serigrafia. A detecção de cloreto foi realizada 

livre de reagentes, uma vez que uma solução de 10 μL contendo 200 mmol L-

1 de ácido sulfúrico (H2SO4) foi adicionada sobre os três eletrodos, seguido de 

secagem à temperatura ambiente por 15 minutos antes das análises. A técnica 

eletroquímica usada na análise de foi a VC que permitiu o monitoramento da 

corrente elétrica proveniente da reação de oxirredução, de modo diretamente 

proporcional à concentração de íons cloreto na solução. O comportamento 

linear para a análise de Cl- foi entre 10 e 200 mmol L-1 e o limite de detecção 

foi calculado como 1,5 mmol L-1. Amostras de soro e suor foram analisados 

com percentuais de recuperação variando entre 93 ± 10% e 108 ± 8%. Além 

disso, os resultados alcançados foram comparados com uma técnica de 

referência, demonstrando compatibilidade entre ambas.  

Kumar et al.314 propuseram um sensor descartável à base de um 

nanocompósito prata-manganês fabricado via serigrafia para detecção de 

cloreto. Adicionalmente, foi proposto uma tira biosensora fabricada com uma 

membrana eletródica para analisar cloreto em tempo real em aplicações POC. 

A técnica empregada foi a voltametria de pulso diferencial. A faixa de 

concentração detectável no sensor foi de 5 mmol L-1 a 200 mmol L-1, com 

limite de detecção de 207 ± 7 μmol L-1 e 17 ± 6 μmol L-1 para o sensor 

descartável e a tira, respectivamente. O dispositivo foi capaz de detectar 

cloreto em suor em níveis negativo, limítrofe e positivos, em comparação com 

exames clínicos laboratoriais.  

Atrelado ao acima mencionado, dentro do contexto eletroquímico, 

diversos trabalhos demonstrando tintas condutivas alternativas associadas à 

modificação do eletrodo de trabalho têm promovido excelentes respostas 

analíticas em diversas vertentes, inclusive no diagnóstico de doenças14. 

Diante do contexto supramencionado, este capítulo vislumbra propor uma 

nova tinta condutora utilizando uma combinação inédita envolvendo a porção 

condutora à base de carbono (grafite e/ou negro de fumo), laca chinesa como 

material aglutinante e acetona como solvente. Além disso, fabricar sensores 

eletroquímicos miniaturizados, ambientalmente amigáveis e acessíveis para 
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detectar cloreto (enquanto biomarcador para fibrose cística) em suor. Para 

promover uma detecção sensível e seletiva de cloreto, é proposto também 

uma modificação da superfície do eletrodo de trabalho com AgNPs via o 

protocolo de eletrodeposição o qual ainda não foi reportado para essa 

aplicação com esta combinação. 

 

3.2. OBJETIVOS 

3.2.1. Objetivo geral 

Desenvolver uma nova tinta condutora e fabricar dispositivos 

eletroquímicos portáteis para aplicação em diagnóstico clínico. 

3.2.2. Objetivos específicos 

• Produzir uma nova tinta condutiva à base de laca chinesa, flocos de 

grafite, negro de fumo e acetona; 

• Utilizar a técnica de impressão por estêncil para fabricar sensores ele-

troquímicos de baixo custo; 

• Modificar o eletrodo de trabalho com nanopartículas de prata usando a 

técnica de eletrodeposição; 

• Efetuar caracterizações dos dispositivos elaborados; 

• Aplicar o dispositivo eletroquímico na análise de cloreto visando o di-

agnóstico de fibrose cística; 

• Testar o sensor proposto em amostras sintéticas e reais de suor. 

 

3.3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

3.3.1. Materiais e reagentes 

Cloreto de sódio, nitrato de prata, ácido fosfórico, ácido bórico, ácido 

acético, glicose, uréia, melatonina, fluoreto de sódio, creatinina, sulfato de 

sódio, fosfato de sódio monobásico, carbonato de sódio, iodeto de potássio, 

brometo de potássio, D(+)alanina, ácido aspártico, glicina, ácido úrico, ácido 

ascórbico, ácido sulfúrico e acetona foram adquiridos da Sigma Aldrich (Saint 

Louis, MO, EUA). O ferricianeto de potássio e o ferrocianeto de potássio foram 

adquiridos da Neon (Suzano, SP, Brasil). As soluções estoque e padrão foram 

preparadas utilizando água purificada por osmose reversa do purificador da 



 

71 

 

marca Gehaka, linha LXE Alfa Mare, modelo OS10LXE (Goiânia, GO, Brasil).  

O pó de grafite foi obtido da Synth (Diadema, SP, Brasil). O negro de 

fumo Vulcan VXC72 foi generosamente doado pela Cabot Corporation (São 

Paulo, SP, Brasil). A laca chinesa e o esmalte foram adquiridos pela Acrilex® 

(São Paulo, SP, Brasil) e Risqué® (São Paulo, SP, Brasil), respectivamente. A 

tinta condutiva à base de prata foi adquirida da Joint metal comercial LTDA 

(São Paulo, SP, Brasil). Folhas de poliéster (250 μm de espessura) e adesivo 

de vinil foram fornecidos pela Yidu Group Co. (Hsi-Chih, Taipei, Taiwan) e 

Imprimax® (São Paulo, SP, Brasil), respectivamente. 

 

3.3.2. Instrumentação 

As máscaras de eletrodos foram confeccionadas usando uma 

impressora de recorte Silhouette (Belo Horizonte, MG, Brasil). As análises 

eletroquímicas foram realizadas utilizando um bipotenciostato / galvanostato 

μStat 400 da DropSens SL (Oviedo, Espanha) e monitoradas com o software 

DropView 2.9. O agitador magnético (modelo AA-840) foi adquirido da Gehaka 

(São Paulo, SP, Brasil). 

 

3.3.3. Fabricação de eletrodos através da técnica de impressão em 

estêncil 

Os dispositivos eletroquímicos foram fabricados pela técnica de 

impressão por estêncil, conforme método relatado por Rocha et al.37 com 

algumas adaptações. Inicialmente, o projeto do sensor eletroquímico, 

composto por um sistema com WE, RE e eletrodo auxiliar AE, foi desenvolvido 

utilizando o software gráfico CorelDraw™. Em seguida, duas camadas de 

adesivo vinílico foram adicionadas ao filme de poliéster. A geometria dos 

eletrodos foi cortada utilizando um plotter de corte. Posteriormente, os 

padrões dos eletrodos foram removidos e a tinta condutora foi espalhada na 

máscara com uma espátula. Sob condições otimizadas, a nova tinta condutora 

ecologicamente correta foi sintetizada a partir de uma mistura de grafite, negro 

de fumo e laca chinesa (1,6 g; 0,4 g e 2,0 g, respectivamente), seguida pela 

adição de solvente acetona (5 mL) e agitação por 10 minutos a 750 rpm. 

Posteriormente, o excesso da máscara adesiva vinílica foi removido com 
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auxílio de uma pinça após aproximadamente 30 min. Por fim, os dispositivos 

eletroquímicos foram secos à temperatura ambiente e a barreira hidrofóbica 

foi adicionada com adesivo vinílico. A Figura 3.1 ilustra esquematicamente o 

processo de fabricação do eletrodo. 

 

Figura 3.1. (A) Representação esquemática do processo de fabricação da 
nova tinta condutora, utilizando grafite, negro de fumo, laca chinesa e 
acetona, seguido pelo protocolo de manufatura dos sensores 
eletroquímicos, empregando a técnica de impressão por estêncil. (B) Etapas 
envolvidas na preparação de nanopartículas de prata (AgNPs) na superfície 
WE via eletrodeposição usando amperometria, juntamente com uma 
representação da leitura eletroquímica realizada a partir da voltametria de 
pulso diferencial na presença de amostra de suor contendo cloreto. Fonte: 
Autoria própria. 
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3.3.4. Eletrodeposição de AgNPs 

O procedimento para a eletrodeposição de nanopartículas de prata na 

superfície do eletrodo de trabalho foi baseado no protocolo desenvolvido por 

Xing et al.315. Resumidamente, 50 µL de nitrato de prata (AgNO3) 0,5 mmol L-

1 preparado em tampão Britton-Robinson (concentração 50 mmol L-1, pH = 

2,16) foram adicionados ao eletrodo. A seguir, foi realizada uma medida 

amperométrica durante 400 s usando o potencial fixo de -0,6 V vs C para 

formação das nanopartículas. A superfície do eletrodo foi limpa com água e 

seca com papel toalha por ação capilar. Posteriormente, 10 voltamogramas 

cíclicos variando de -0,8 a 0,8 V vs C foram realizados sob velocidade de 

varredura de 100 mV s-1 na presença de 30 mmol L-1 de tampão BR (pH = 

2,16). 

Para as otimizações de eletrodeposição, foram estudadas diferentes 

concentrações de AgNO3 como solução precursora das nanopartículas, o 

valor de potencial e o tempo de eletrodeposição. Para tanto, a solução de 

AgNO3 em tampão BR foi avaliado nas concentrações de 0,10; 0,25; 0,50; 

0,75 e 1,00 mmol L-1. Em relação aos experimentos de otimização de potencial 

utilizando amperometria, foram testados os potenciais de -1,0; -0,8; -0,6; -0,4 

e -0,2 V. Por sua vez, para a otimização do tempo de eletrodeposição foram 

usados intervalos de 100, 200, 300, 400 e 500 segundos. 

 

3.3.5. Caracterizações eletroquímicas e morfológicas 

As medidas eletroquímicas de VC foram realizadas sob velocidade de 

varredura de 50 mV s-1 usando 1,0 mmol L-1 Cl- preparado em tampão BR 30 

mmol L-1 (pH = 2,16). A caracterização eletroquímica usando a técnica de VC, 

para o estudo do efeito da variação da velocidade de varredura, foi registrada 

empregando a faixa de potencial entre -0,5 a 0,15 V vs C sob taxas de 

varredura de 10; 25; 50; 75 e 100 mV s-1, na presença de 1,0 mmol L-1 Cl- 

preparado em tampão BR 30 mmol L-1.  

A Microscopia eletrônica de varredura de alta resolução com análise 

por feixe de elétrons de emissão de campo (MEV-FEG) foi realizada usando 

um microscópio modelo JSM 7100-F da JEOL (Waltham, MA, EUA). 

As medidas de ângulo de contato (CA) foram realizadas usando uma 
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câmera de smartphone (Xiaomi Redmi note 10 lite) acoplada a um suporte 

ajustável lab-made impresso em 3D para medição de ângulo de contato251. 

Nesse sentido, uma alíquota de água ultrapura foi adicionada ao WE antes e 

depois da modificação com AgNPs. Após 10 s da gota no material eletródico, 

as imagens foram capturadas e analisadas pelo software ImageJ. 

3.3.6. Medidas eletroquímicas usando VPD 

As análises eletroquímicas de soluções padrão de cloreto e amostras 

sintéticas ou reais foram realizadas utilizando-se a técnica de voltametria de 

pulso diferencial. Os parâmetros otimizados de tempo de equilíbrio, degrau de 

potencial, amplitude de pulso, tempo de pulso e velocidade de varredura 

foram de 3 s; 0,005 V; 0,075 V; 100 ms e 0,04 V s-1, respectivamente. A faixa 

de potencial empregada variou de -0,8 V a 0,2 V vs C. Soluções padrão 

analíticas de Cl- nas concentrações de 50 µmol L-1 a 300 µmol L-1 foram 

preparadas em tampão BR 30 mmol L-1 (pH = 2,16) como eletrólito suporte. 

 

3.3.7. Preparo de amostras e análise eletroquímica de Cl- no suor 

A amostra de suor usada no estudo de adição e recuperação foi 

coletada após exercício físico (corrida), filtrada com o auxílio de uma seringa 

e um filtro de partículas de 22 µm de diâmetro e, posteriormente armazenada 

em microtubos no congelador. A amostra foi quantificada usando VPD, diluída 

para 100 µmol L-1 e enriquecida com 80 e 130 µmol L-1 contendo tampão de 

30 mmol L-1 como eletrólito suporte. 

As amostras de suor artificial foram preparadas em água ultrapura de 

acordo com o protocolo de Kumar et al.314 com cada componente dez vezes 

mais concentrado. Dessa forma foram utilizados 4,1 mmol L-1 de sulfato de 

sódio, 30 mmol L-1 de bicarbonato de sódio, 2,95 mmol L-1 de fosfato de sódio, 

1,7 mmol L-1 de D(+)glicose, 5,7 mmol L-1 de D(+)alanina, 3,4 mmol L-1 de 

ácido aspártico, 3,9 mmol L-1 de glicina, 0,59 mmol L-1 de ácido úrico, 100 

mmol L-1 de ureia, 0,84 mmol L-1 de creatinina e 99,9 mmol L-1 de ácido 

ascórbico. Posteriormente, o pH foi ajustado com 1 mol L-1 de ácido sulfúrico 

até pH = 5,5.  

Para simular condições de concentrações baixa, limítrofe e alta de 
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cloreto no suor, visando a triagem de indivíduos suspeitos de ter fibrose 

cística, o suor foi diluído em água ultrapura (1:10) e enriquecido com cloreto 

nas concentrações de 15; 55 e 75 mmol L-1. Em seguida, as amostras 

artificiais foram diluídas em um tampão BR a 30 mmol L-1 para atingir 

concentrações finais teóricas de cloreto de 54; 198 e 270 µmol L-1, 

respectivamente. 

A coleta de amostras de suor de crianças oriundas da triagem neonatal 

foi realizada a partir do estímulo da sudorese usando iontoforese com 

pilocarpina em gel, seguido da coleta da amostra em um tudo microbore (tipo 

serpentina), pelos profissionais da área da saúde da Associação de Pais e 

Amigos dos Excepcionais (APAE) da unidade de Anápolis316.  

 

3.3.8. Análise de amostras reais e teste de referência 

As amostras reais de suor foram analisadas após dois processos de 

diluição para adequar-se à faixa de concentração necessária para ser 

empregada a técnica de voltametria de pulso diferencial. A primeira diluição 

consistiu em utilizar-se o volume de 15 µL de amostra e 235 µL de água 

ultrapura. Para a segunda diluição, utilizou-se uma alíquota de 50 µL de 

amostra previamente diluída, 325 µL de água ultrapura e 125 µL de tampão 

BR, perfazendo-se a concentração final do eletrólito suporte de 30 mmol L-1 

(pH = 2,16). O volume de solução usada no eletrodo foi de 50 µL. 

A técnica usada como análise de referência para o teste de suor dos 

pacientes da triagem neonatal foi a partir do uso de um analisador 

cloridrômetro ChloroChek®. 

3.4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.4.1. Fabricação de eletrodos impressos em estêncil e caracterizações 

A fabricação de sensores eletroquímicos utilizando a técnica de 

impressão por estêncil a partir de uma nova tinta condutora à base de laca 

chinesa, grafite e acetona foi testada com diferentes proporções de negro de 

fumo na formulação (5, 10, 15 e 20% m/m, em relação ao componente 

condutor). A fim de demonstrar o potencial da tinta condutora para conduzir 

corrente elétrica, uma trilha condutiva foi criada em um substrato de papel 
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sulfite usando uma formulação contendo 20% m/m de negro de fumo como 

exemplo. Posteriormente, as trilhas foram integradas a um diodo emissor de 

luz (LED) e, com auxílio de um multímetro, considerando o circuito aberto ou 

fechado, conforme mostra a Figura 3.2 A-B, foi possível acender o LED. 

 

Figura 3.2. Trilhas condutivas produzidas com a nova formulação de tinta à 
base de laca chinesa, grafite e negro de fumo, mostrando o circuito aberto 
(A) e fechado (B), com um LED sendo acesso. Fonte: Autoria própria. 

 

Uma vantagem do uso de tintas condutoras alternativas para detecção 

eletroquímica de compostos eletroativos é a flexibilidade para ajustar a 

formulação de acordo com as necessidades específicas da aplicação. Além 

disso, a possibilidade de produzir dispositivos ecologicamente corretos é outro 

atributo que merece destaque14. Nesse contexto, para cada formulação 

proposta à base de laca chinesa, grafite e negro de fumo, foram construídos 

dispositivos eletroquímicos, os quais foram posteriormente modificados com 

nanopartículas de prata. Em seguida, foram realizadas medidas 

eletroquímicas por voltametria de pulso diferencial para determinar qual 

formulação seria capaz de fornecer a melhor resposta eletroquímica para 

análise de cloreto, um importante biomarcador da fibrose cística, conforme 

mencionado anteriormente. Uma imagem real do novo sensor eletroquímico 

é mostrada na Figura 3.3. A literatura demonstra que o uso de nanopartículas 

ou sensores impressos com tinta de prata tem sido aplicada com sucesso na 

detecção seletiva de cloreto, o qual diferentes estratégias podem ser 

adotadas308,314. O protocolo aqui proposto partiu da metodologia usada por 
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Xing et al.315. via eletrodeposição. 

 

Figura 3.3. Imagem real de eletrodo de grafite-negro de fumo impresso em 
estêncil com 10% m/m de NF. Fonte: Autoria própria. 

 

A Figura 3.4 A-B demonstra os voltamogramas de pulso diferencial 

obtidos para cada formulação de tinta condutora estudada e o um gráfico de 

corrente versus a composição do condutor utilizada, respectivamente. É 

possível observar que os valores de corrente elétrica provenientes do pico de 

oxidação próximos ao potencial de -0,2 V vs C aumentam até a composição 

de 10% de negro de fumo. Posteriormente, ocorre uma diminuição 

considerável na magnitude da corrente elétrica. Assim, a formulação contendo 

10% de NF foi fixada para experimentos subsequentes. 
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Figura 3.4. Otimização dos parâmetros de fabricação do sensor 
eletroquímico e modificação do eletrodo de trabalho com nanopartículas de 
prata. (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos na presença de Cl- 0,5 
mmol L-1 em tampão BR 30 mmol L-1 (pH = 2,16) para diferentes proporções 
de grafite e negro de fumo (100% grafite; 95% grafite/5% NF; 90% 
grafite/10% NF; 85% grafite/15% NF e 20% grafite/20% NF) na formulação 
da tinta condutora. Fonte: Autoria própria. 

 

Para melhor compreensão a respeito da superfície do WE sob cada 

proporção entre grafite e negro de fumo avaliada na composição do material 

eletródico, foram obtidas micrografias por meio da técnica de microscopia 

eletrônica de varredura. De posse da Figura 3.5 A-B, que demonstra a 

morfologia da superfície do WE, é possível visualizar a célula eletroquímica e 

o WE, respectivamente, para o dispositivo contendo apenas grafite enquanto 

material condutor. O perfil apresentado assemelha-se a outros eletrodos 

alternativos de grafite, no qual é possível contemplar os flocos de grafite no 

material eletródico25,37,61. Por outro lado, para a Figura 3.5 C-F, o aumento da 

proporção de negro de fumo na formulação resultou em um acréscimo gradual 

na quantidade de nanopartículas desse material na superfície do WE.  
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Figura 3.5. Micrografias obtidas para o novo sensor eletroquímico proposto 
à base de laca chinesa usando diferentes proporções entre grafite e negro de 
fumo. (A) Imagem mostrando a célula eletroquímica construída sobre o 
substrato de poliéster contento o WE, RE e o AE, cuja composição é de 
grafite, além da barreira hidrofóbica de vinil adesivo, sob magnificação de 10 
vezes. (B) Imagem do eletrodo de trabalho (magnificação de 10.000 vezes), 
contendo grafite na composição. (C) Imagem do WE do eletrodo cuja 
composição é de 95% de grafite e 5% de negro de fumo em relação aos 
componentes condutivos (magnificação de 10.000 vezes). (D) Imagem do 
WE do eletrodo com composição de 90% de grafite e 10% de negro de fumo 
(magnificação de 10.000 vezes). (E) Imagem do WE do eletrodo com 
composição de 85% de grafite e 15% de negro de fumo (magnificação de 
10.000 vezes). (F) Imagem do WE do eletrodo com composição de 80% de 
grafite e 20% de negro de fumo (magnificação de 10.000 vezes). Fonte: 
Autoria própria. 
 

A literatura reporta que o grafite, comumente na escala de dezenas de 

mícrons de comprimento, é uma estrutura plana em camadas que é 

condutora, principalmente ao longo desses planos. A estrutura química do 

grafite compreende basicamente de átomos de carbono hibridizados sp2 

ligados covalentemente em uma estrutura hexagonal planar21,317. O negro de 

fumo, por outro lado, é uma partícula que detém elevada área superficial, da 

ordem de submicrométrica cujo formato é aproximadamente esférico. Quando 

se considera um ligante polimérico contendo esses dois materiais, há uma 

interação entre ambos os tipos de carbono que ocasiona uma matriz 

condutora que é consideravelmente mais condutiva do que se esses materiais 

fossem usados separadamente. As pequenas partículas de negro de fumo 
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dispersam-se e formam pontes condutoras entre as áreas ricas em grafite da 

matriz composta317. Essa característica é substancialmente importante para a 

melhora do desempenho eletroquímico na detecção de inúmeros compostos. 

É importante destacar que o negro de fumo possui uma apreciável 

condutividade elétrica, dispersa-se adequadamente em inúmeros tipos de 

solvente, é funcionalizável, além de exibir uma cinética rápida de transferência 

de elétrons318–320.  

Outro importante parâmetro avaliado foi o impacto da variação da 

concentração de nitrato de prata utilizada como solução precursora para a 

formação das nanopartículas via eletrodeposição. As condições testadas 

foram 0,1; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0 mmol L-1
 de AgNO3, com concentração de 

cloreto fixada em 0,5 mmol L-1. Como demonstra a Figura 3.6 A-B, o aumento 

da concentração de AgNO3 provoca um aumento no pico correspondente à 

prata próximo ao potencial de 0 V vs C, assim como resulta em uma maior 

intensidade de corrente para o pico referente ao Cl-. Quando a concentração 

AgNO3 é menor do que a concentração de Cl-, praticamente todo o cloreto é 

consumida, não sendo possível visualizar claramente o pico referente à prata. 

Sob concentração de 0,5 mmol L-1 tanto para Cl- quanto para AgNO3 é 

possível visualizar o pico de prata com baixa intensidade. Por sua vez, quando 

a concentração de AgNO3 é maior que a concentração de cloreto, apenas 

parte da prata é consumida, sendo possível visualizar tanto o pico referente 

ao cloreto quanto o pico que corresponde à oxidação da prata. Outro 

comportamento observado foi o leve deslocamento de potencial do pico 

referente ao Cl- para valores mais positivos à medida que a concentração de 

prata foi aumentada. Como as amostras de suor de pacientes com FC são 

obtidos em baixos volumes e espera-se detectar cloreto em baixas 

concentrações, através da diluição da amostra, a condição de 0,5 mmol L-1 de 

AgNO3 foi estabelecida como condição ótima, uma vez que apresentou um 

sinal analítico com boa magnitude de corrente, além de não apresentar um 

sinal analítico expressivo referente à prata, o que poderia dificultar o processo 

de aquisição de dados. 
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Figura 3.6. (A) Voltamogramas da VPD obtidos para diferentes 
concentrações de AgNO3 (0,10; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 mmol L-1) na solução 
precursora das nanopartículas de prata. (B) Gráfico relacionando a 
intensidade de corrente obtida em função da concentração de AgNO3 

empregada. Fonte: Autoria própria. 
 

Alguns parâmetros relacionados ao protocolo de eletrodeposição de 

AgNPs via amperometria, adaptado de Xing et al.315 e Renedo et al.321, 

também foram cuidadosamente avaliados. A eletrodeposição foi otimizada 

empregando-se diferentes tempos e valores de potencial. Os tempos 

estudados foram 100; 200; 300; 400 e 500 s de eletrodeposição sob potencial 

fixo de -0,8 V. Para melhor compreender a morfologia da superfície do WE 

sob essas diferentes condições, também foram obtidas imagens de 

microscopia eletrônica de varredura para cada condição citada. A Figura 3.7 

A-B mostra os voltamogramas adquiridos para os experimentos de variação 

do tempo de eletrodeposição e o um gráfico correspondente à intensidade da 

corrente versus tempo.  
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Figura 3.7. (A) Voltamogramas da VPD provenientes de diferentes tempos 
de eletrodeposição de nanopartículas de prata (100; 200; 300; 400 e 500 s) 
sobre o eletrodo de trabalho. (B) Gráfico referente à relação entre a 
magnitude de corrente e o tempo de aplicação de potencial usado na 
amperometria. Fonte: Autoria própria. 

 

Conforme mostra a Figura 3.7 A-B, há um aumento na intensidade de 

corrente à medida que se aumenta o tempo de eletrodeposição. 

Concomitantemente, há um deslocamento de potencial para potenciais mais 

positivos conforme se aumenta o tempo. Esse comportamento pode ser 

atribuído ao aumento da quantidade de prata disponível na superfície do 

eletrodo de trabalho que, consequentemente, permite que a superfície se 

torne mais condutível e, portanto, apresente um maior sinal analítico. As 

imagens de MEV corroboram com este comportamento, uma vez que é 

possível identificar um considerável aumento na quantidade de nanopartículas 

distribuídas sobre a superfície do WE. Além disso, conforme o tempo de 

eletrodeposição torna-se maior, há também um aumento do tamanho das 

nanopartículas eletrodepositadas, conforme mostra a Figura 3.8 A-F. Esse 

comportamento foi similar ao encontrado por Renedo et al321. Sendo assim, 

visando um apreciável sinal analítico em um intervalo de tempo cuja 

eletrodeposição ocorra de maneira estável, fixou-se o tempo de 400 s, tal 

como outros trabalhos previamente reportados na literatura empregando 

diferentes tipos de nanopartículas e eletrodos315,321,322. 
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Figura 3.8. Micrografias adquiridas a partir da técnica de MEV-FEG usando 
a magnificação de 10.000 vezes. (A) Imagem do WE do dispositivo 
eletroquímico na ausência de modificação da superfície. (B) WE após a 
eletrodeposição de AgNPs usando o tempo de eletrodeposição de 100 s (C). 
WE após a eletrodeposição de AgNPs usando o tempo de eletrodeposição 
de 200 s. (D) WE após a eletrodeposição de AgNPs usando o tempo de 
eletrodeposição de 300 s. (E) WE após a eletrodeposição de AgNPs usando 
o tempo de eletrodeposição de 400 s. (F) WE após a eletrodeposição de 
AgNPs usando o tempo de eletrodeposição de 500 s. O potencial de 
eletrodeposição utilizado foi de -0,8 V. Fonte: Autoria própria. 

 

O efeito do potencial de eletrodeposição de eletrodeposição também 

foi investigado empregando-se os valores de -1,0; -0,8; -0,6; -0,4 e -0.2 V. A 

Figura 3.9 A-B mostra os voltamogramas e os gráficos de corrente em função 

do potencial avaliado, respectivamente. O comportamento apresentado 

demonstra que os maiores valores de correntes são obtidos para os valores 

de potenciais mais negativos (-1,0; -0,8 e -0,6 V), acompanhado de um 

aumento gradativo no que se refere ao pico de oxidação característico da 

prata. Esses resultados sugerem, portanto, que a diminuição do potencial 

ocasiona em uma maior quantidade de prata depositada na superfície. Por 

outro lado, o sinal de corrente elétrica cai consideravelmente para os 

potenciais de -0,4 e -0,2 V. Além disso, outro efeito observado é o 

deslocamento de potencial do pico anódico do cloreto para potenciais mais 

negativos à medida que se diminui o potencial da eletrodeposição.  
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Figura 3.9. (A) Voltamogramas da VPD provenientes de diferentes 
potenciais de eletrodeposição de nanopartículas de prata (-1,0; -0,8; -0,6; -
0,4; -0,2 V) sobre o eletrodo de trabalho. (B) Gráfico mostrando a magnitude 
de corrente em função do potencial aplicado, mantido fixo durante a 
amperometria. Fonte: Autoria própria. 

Análises de microscopia eletrônica de varredura para cada potencial de 

eletrodeposição foram adquiridas para melhor avaliar o comportamento do 

sistema. Conforme destaca a Figura 3.10 (A-F), há um aumento na 

quantidade e no tamanho das nanopartículas depositadas na superfície do 

WE. Uma vez que o sinal analítico é parecido para os potenciais de -1,0; -0,8 

e -0,6, fixou-se o valor de -0,6 V a fim de se trabalhar sob condições mais 

brandas.  
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Figura 3.10. Micrografias adquiridas a partir da técnica de MEV-FEG usando 
a magnificação de 30.000 vezes. (A) WE após a eletrodeposição de AgNPs 
usando o potencial de eletrodeposição de -1,0 V. (B) WE após a 
eletrodeposição de AgNPs usando o potencial de eletrodeposição de -0,8 V. 
(C) WE após a eletrodeposição de AgNPs usando o potencial de 
eletrodeposição de -0,6 V. (D) WE após a eletrodeposição de AgNPs usando 
o potencial de eletrodeposição de -0,4 V. (E) WE após a eletrodeposição de 
AgNPs usando o potencial de eletrodeposição de -0,2 V. (F) Imagem do WE 
do sensor eletroquímico na ausência de modificação da superfície. O tempo 
de eletrodeposição utilizado foi de 400 s. Fonte: Autoria própria. 
 

Conforme demonstra a Figura 3.10, a geometria das nanopartículas 

sobre algumas alterações mediante os diferentes valores de potencial usados 

no processo de eletrodeposição. Na Figura 3.10 A, por exemplo, no qual foi 

usado o potencial de -1,0 V, as AgNPs assumem uma morfologia 

relativamente esférica, com pequenos aglomerados. Já de acordo com as 

imagens disponíveis nas Figuras 3.10 B-D, que são empregados os valores 

de potencial de -0,8 V e -0,6 V, respectivamente, é possível observar uma 

expressiva alteração na morfologia das nanopartículas para nanoestruturas 

“dendríticas” cuja geometria ramificada possui formato semelhante a flores323–

326. Por outro lado, através da Figura 3.10 E, é possível observar que sob 

potencial de -0,2 V, praticamente não se formaram nanopartículas. A Figura 

3.10 F destaca a superfície do WE contendo flocos de grafite e nanopartículas 

de negro de fumo entremeadas no material eletródico. Os parâmetros 

avaliados nas otimizações da eletrodeposição, bem como os valores ótimos 
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selecionados estão sumarizados na Tabela 3.1. 

Tabela 3.1. Resumo dos parâmetros estudados e fixados para a construção 
do sensor eletroquímico, bem como a modificação do eletrodo de trabalho 
com nanopartículas de prata. 

Parâmetro 

estudado 
Faixa Valor ótimo 

 

Proporção 

grafite:negro de 

fumo 

100% grafite 

95% grafite /5% NF 

90% grafite /10% NF 

85% grafite /15% NF 

80% grafite /20% NF 

 

 

90% grafite /10% 

NF 

 

[AgNO3] 
0,10; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 

mmol L-1 

0,50 mmol L-1 

AgNO3 

 

Tempo de 

eletrodeposição 
100; 200; 300; 400 e 500 s 400 s 

Potencial de 

eletrodeposição 
-1.0; -0.8; -0.6; -0.4 e -0.2 V -0.6 V 

 

3.4.2. Caracterizações  

Diferentes formulações de tintas condutoras à base de carbono de 

baixo vez que promovem versatilidade e exibem desempenho eletroquímico 

apreciável14. Exemplos de aglutinantes incluem resina de poliéster61, verniz 

de vitral25, cola de silicone327, goma laca37, resíduos de acrilonitrila-butadieno-

estireno34 e esmalte de unha328. Até onde sabemos, propomos aqui, pela 

primeira vez, uma nova tinta condutora composta de grafite e negro de fumo 

(como materiais condutores), acetona como solvente e laca chinesa como 

aglutinante. Sobretudo, empregando-se uma subsequente etapa de 

modificação com AgNPs para detecção de Cl-. Nesse sentido, a Figura 3.11 

A-B evidencia a mudança na molhabilidade da superfície do eletrodo de 

grafite-negro de fumo (EGR-NF) antes e após a modificação do com AgNPs 

(AgNPs/EGR-NF), o que corrobora com o sucesso da incorporação do 

nanomaterial sobre o WE via protocolo de eletrodeposição. Os valores de AC 
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foram calculados como 87º ± 1º e 80º ± 2º, para o EGR-NF e AgNPs/EGR-NF, 

respectivamente. Dessa maneira, aumentando o caráter da superfície para 

mais hidrofílico. 

 

Figura 3.11. Imagens de ângulo de contato obtidas para o WE do EGR-NF 
(A) sem modificação na superfície e (B) após a eletrodeposição de AgNPs 
(AgNPs/EGR-NF). Fonte: Autoria própria. 

 

Outra técnica empregada para caracterizar o sensor eletroquímico foi 

a voltametria cíclica. Com o intuito de determinar a influência do uso das 

nanopartículas de prata na resposta eletroquímica, um experimento de 

controle foi realizado na ausência e presença de íons cloreto. Dessa forma, 

empregou-se tanto eletrodos não modificados de grafite-negro de fumo, 

quanto modificados com AgNPs. A Figura 3.12 A dispõe os voltamogramas 

cíclicos obtidos. Conforme pode ser visualizado, na ausência da modificação 

do eletrodo com AgNPs, tanto na presença do eletrólito suporte (tampão BR 

30 mmol L-1, pH = 2,16) quanto para o Cl- não é possível a visualização de 

picos de oxidação ou redução entre os potenciais de -0,8 a 0,8 V (vs C). Por 

outro lado, na presença do eletrodo modificado com AgNPs, via 

eletrodeposição, é possível visualizar dois picos referentes à modificação do 

WE na presença de tampão BR. O primeiro pico, considerando a varredura no 

sentido direto, ocorre próximo ao potencial 0,0 V, e, no sentido inverso, um 

pico de redução pode ser visualizado próximo ao potencial de -0,5 V vs C. 

Esses processos eletroquímicos são compatíveis com outros estudos 

empregando modificações de WE usando nanopartículas de prata308,314,329. 

 O pico de oxidação bastante pronunciado refere-se à oxidação de um 
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elétron da prata metálica (reação 3.1) e o pico de redução corresponde à 

deposição do íon prata em prata metálica (reação 3.2): 

Ag(s) → Ag+
(aq) + e−        (Reação 3.1) 

 

           Ag+
(aq) + e− → Ag(s)   (Reação 3.2) 

 
Utilizando-se uma solução contendo 0,5 mmol L-1 de Cl-, o eletrodo de 

grafite-negro de fumo modificado com nanopartículas de prata apresenta um 

novo pico de oxidação próximo ao potencial de -0,13 V vs C e um pico de 

redução aproximadamente no potencial de -0,35 V vs C. O pico de oxidação 

pode ser atribuído à conversão da prata presente no material do eletrodo 

proposto no precipitado cloreto de prata (AgCl) e está em conformidade com 

outros estudos314,330. O pico de redução na varredura reversa consiste na 

redução do cloreto de prata331. A reação de oxidação pode ser descrita como 

a seguir: 

Ag(s) + Cl-(aq)→ AgCl(s) + e−  
(Reação 3.3) 

 

AgCl(s) + e−
 → Ag(s) + Cl-(aq)  

(Reação 3.4) 
 

Vale ressaltar que a magnitude de corrente do primeiro pico de 

oxidação se correlaciona linearmente com a concentração de íons cloreto. 

Concomitantemente, observa-se um decréscimo na intensidade do pico de 

oxidação referente à prata metálica isoladamente (Figura 3.12 A) no segundo 

pico de oxidação, uma vez que parte da prata é consumida.  

Outro estudo realizado foi referente à estabilização do sinal analítico 

proveniente do processo de modificação do WE com AgNPs. Conforme 

indicado na Figura 3.12 B, os valores dos potenciais de oxidação e de redução 

tornaram-se menos positivos com o aumento do número de ciclos. Além disso, 

houve um declínio gradativo na magnitude das correntes de pico anódica e 

catódica frente ao aumento do número de ciclos até a estabilização observada 

por volta do décimo ciclo. Dessa forma, fixou-se o uso de 10 ciclos de 

voltametria cíclica, na presença do eletrólito suporte sob velocidade de 

varredura de 100 mV s-1, a fim de garantir a estabilização do sinal de 

modificação antes do uso do sensor via VPD.  

A reprodutibilidade do processo de modificação do WE foi avaliada por 
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voltametria cíclica considerando 10 eletrodos distintos, fabricados por meio do 

método proposto e modificados a partir do mesmo protocolo (Figura 3.12 C). 

Para tanto, foi considerado o primeiro ciclo de VC do processo de 

estabilização do sinal analítico. Com base nos valores das correntes dos picos 

de oxidação, o desvio padrão relativo foi de 3,58%, que é um valor 

considerado aceitável, o que atesta a eficiência e uma apreciável 

reprodutibilidade do método proposto para modificar a superfície do WE.  

 

Figura 3.12. Medidas eletroquímicas usando a técnica de voltametria cíclica. 
(A) Voltamogramas cíclicos obtidos na ausência e presença de 0,5 mmol L-1 

de Cl- preparado em tampão BR 30 mmol L-1 a 100 mV s-1 utilizando eletrodo 
de grafite não modificado e modificado com AgNPs. (B) Estabilização do sinal 
analítico após o processo de modificação do WE, na presença de tampão BR 
30 mmol L-1, sob velocidade de varredura de 100 mV s-1. (C) Reprodutibilidade 
da modificação do WE com AgNPs. Fonte: Autoria própria. 

 

A Figura 3.13 A-C mostra imagens de MEV adquiridas para a superfície 

do WE para três dispositivos eletroquímicos. (i) Após modificação com 

nanopartículas de prata usando amperometria, (ii) após etapa de modificação 

seguida de 10 ciclos da voltametria cíclica e (iii) após a modificação, VC na 

presença do eletrólito e VC na presença de cloreto 1 mmol L-1. Como 

demonstra a Figura 3.13 A-B, há nanopartículas de geometria similares 

distribuídas ao longo de toda a superfície do WE de ambos os dispositivos. 

Como as duas imagens foram adquiridas usando a mesma magnificação, de 

modo qualitativo, observa-se que uma parte das nanopartículas fracamente 

aderidas podem ter sido removidas da superfície do WE após o processo de 

VC, seguido da limpeza com água. A Figura 3.13 C, por outro lado, demonstra 

uma alteração significativa sobre a superfície. Essa característica pode ser 

atribuída devido o processo de formação de AgCl.  
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Figura 3.13. Micrografias adquiridas do WE do dispositivo de grafite-negro 
de fumo sob magnificação de 5.000 vezes. (A) Sensor após modificação com 
AgNPs via amperometria. (B) Sensor após modificação com AgNPs via 
amperometria, seguido de estabilização usando VC. (C) Sensor após 
modificação com AgNPs, estabilização e após análise de Cl- 1 mmol L-1 em 
tampão BR 30 mmol L-1 (pH 2,16). Fonte: Autoria própria 
 

 O controle do transporte de massa da reação de oxidação 

eletroquímica para a formação de AgCl foi investigado por meio do estudo do 

efeito da variação da velocidade de varredura. Para tanto, uma solução 

contendo Cl- 1 mmol L-1 em tampão BR 30 mmol L-1 de pH = 2,16 foi analisada 

usando VC sob velocidades de varredura de 10; 25; 50; 75 e 100 mV s-1. A 

Figura 3.14 A-C mostra os voltamogramas obtidos, um gráfico da corrente de 

pico anódica (Ipa) em função da raiz quadrada da velocidade de varredura e 

a plotagem do logaritmo (log) da corrente em função do log da velocidade de 

varredura. Conforme exibe o gráfico da Figura 3.14 A- B, as correntes de pico 

anódicas aumentaram com o incremento da velocidade de varredura e foram 

proporcionais à raiz quadrada da velocidade de varredura, com o coeficiente 

de correlação (R2) de 0,990. Em relação ao gráfico que relaciona o log i vs o 

log da velocidade de varredura, o valor de inclinação da curva (coeficiente 

angular) foi de 0,54. A literatura reporta que valores de coeficiente angular em 

gráficos de log i vs o log v próximos à 0,5 trata-se de processos cujo transporte 

de massa para a superfície do eletrodo ocorre por difusão e, próximos à 1, por 

adsorção69. Dessa forma, a partir de ambos os gráficos, denota-se que o 

transporte de massa é predominantemente difusional314. 
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Figura 3.14. Caracterização eletroquímica do eletrodo AgNPs-GR/NF por 
voltametria cíclica. (A) Voltamogramas cíclicos obtidos na presença de 1,0 
mmol L-1 de Cl- preparado em tampão BR 30 mmol L-1 registrados em 
diferentes velocidades de varredura. (B) Corrente de pico anódica em função 

da raiz quadrada da velocidade de varredura. (C) log I vs log  para o processo 
de oxidação de Cl-. Fonte: Autoria própria. 
 

 

3.4.3. Otimizações eletroquímicas 

Os parâmetros eletroquímicos, como o de degrau de potencial, a 

amplitude de pulso e tempo de pulso, foram estudados com o objetivo de 

estabelecer as condições ótimas para a análise quantitativa e sensível de Cl-

, utilizando a técnica de VPD. Para amplitude de pulso, os valores estudados 

foram 0,010; 0,025; 0,050; 0,075 e 0,100 V. Como pode ser visto na Figura 

3.14 A-B, o aumento na amplitude do pulso promoveu um aumento da 

corrente faradaica, seguido por uma mudança discreta no potencial do pico 

anódico para valores mais negativos. Para evitar valores de corrente muitos 

elevados, bem como visando evitar um sinal de fundo expressivo para o pico 

da prata, a amplitude de 0,075 V foi definida como a condição ótima. 
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Figura 3.15. (A) Voltamogramas da otimização da amplitude de pulso da 
técnica de VPD visando a análise de Cl-. (B) Gráfico relacionando os valores 
de corrente em função dos valores de amplitude. Fonte: Autoria própria. 

 

Em relação ao degrau de potencial, os valores testados foram de 0,001, 

0,005, 0,010, 0,015 e 0,020 V. Conforme mostrado na Figura 3.16 A-B, este 

parâmetro influencia tanto a largura do pico quanto a magnitude da corrente 

elétrica. Para os menores valores de degrau de potencial, os perfis 

voltamétricos apresentam picos finos e bem definidos. Em contraste, à medida 

que o degrau de potencial aumenta, observa-se um alargamento no pico 

anódico. Em termos de corrente faradaica, nota-se um aumento discreto entre 

os potenciais de 0,001 e 0,005 V, seguido de um declínio. Os valores 

diminuem ligeiramente em 0,010 V e depois mostram uma redução 

considerável no sinal analítico. Para garantir uma boa resolução de pico e um 

sinal de corrente apreciável, a condição de degrau de potencial selecionada 

foi 0,005 V. 
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Figura 3.16. (A) Voltamogramas da otimização do degrau de potencial da 
técnica de VPD visando a análise de Cl-. (B) Gráfico relacionando os valores 
de corrente em função dos valores do degrau de potencial. Fonte: Autoria 
própria. 

 

O efeito do tempo de aplicação do pulso também foi avaliado em 

relação à análise de cloreto. Para isso, o impacto variação do tempo de pulso 

de 100 ms para 20; 40; 60 e 80 ms foi examinado. Conforme dispõe a Figura 

3.17 A-B, a redução no tempo de aplicação do pulso influencia diretamente no 

valor de corrente de pico anódica monitorada, aumentando-a. Outro aspecto 

observado é que, quanto menor o tempo de pulso, maior é a largura do pico. 

Com o intuito de manter uma boa resolução do pico, prevenir um sinal de 

corrente próximo de 100 µA, além de evitar um valor de corrente elevado 

referente ao pico da prata, o tempo de 100 ms foi mantido como parâmetro 

ótimo. 
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Figura 3.17. (A) Voltamogramas da otimização do tempo de pulso da 
técnica de VPD visando a análise de Cl-. (B) Gráfico relacionando os valores 
de corrente em função dos valores do tempo de pulso. Fonte: Autoria 
própria. 

 

3.4.4. Desempenho analítico 

Sob parâmetros experimentais otimizados, tanto em termos do 

procedimento de eletrodeposição de nanopartículas quanto em relação aos 

parâmetros eletroquímicos, a DPV foi empregada para avaliar a resposta do 

sensor para diferentes concentrações de cloreto. As Figuras 3.18 A-B 

demonstram os voltamogramas obtidos e a curva analítica para resposta do 

íon cloreto entre concentrações de 50 µmol L-1 a 300 µmol L-1 com relação 

linear bem definida. A equação linear obtida foi y (µA) = (0,170 ± 0,001)x (µmol 

L-1) – (7,85 ± 0,08), com R2 igual a 0,999, para análise em triplicata. O limite 

de detecção (LOD) foi calculado como 1,4 µmol L-1 através da Equação 3.1332: 

 𝐿𝑂𝐷 =  
3𝑆𝑏

𝑎
 

 
Equação 3.1 
 

Onde, 𝑆𝑏 é o desvio padrão do coeficiente linear e 𝑎 refere-se à 

inclinação da curva analítica. 
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Figura 3.18. (A) Voltamogramas referentes à análise de Cl- para diferentes 
concentrações usando o eletrodo AgNPs/EGR-NF. (B) Curva analítica para 
análise de Cl- entre as concentrações de 50 µmol L-1 a 300 µmol L-1. Fonte: 
Autoria própria. 

 

A reprodutibilidade do método proposto foi avaliada com base no DPR 

dos valores de corrente de pico anódico para dez diferentes eletrodos, 

fabricados através da mesma abordagem e procedimento de eletrodeposição 

de AgNPs, sendo que cada sensor foi analisado em triplicata. A concentração 

de cloreto neste estudo foi fixada em 100 µmol L⁻¹ e preparada em 30 mmol 

L⁻¹ de tampão BR. O valor de DPR obtido foi de 7%, que é um valor aceitável, 

em comparação com outros métodos para análise de cloreto usando sensores 

voltamétricos miniaturizados. A Figura 3.19 A-B apresenta os voltamogramas 

obtidos, bem como um histograma relacionando os valores de corrente em 

função do número de sensores AgNPs/EGR-NF. 
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Figura 3.19. (A) Voltamogramas de pulso diferencial referentes ao estudo 
de reprodutibilidade para a análise de cloreto usando o AgNPs-EGR/NF. (B) 
Histograma referente ao estudo de reprodutibilidade do método proposto 
mostrando os valores de corrente em função do número de eletrodos 
testados. Fonte: Autoria própria. 

 

 performance analítica do novo eletrodo foi comparada com os 

parâmetros analíticos de diferentes sensores reportados na literatura para 

determinação de Cl-. Para tanto, foram avaliados o tipo de eletrodo, técnica 

utilizada, faixa linear e limite de detecção. A Tabela 3.2 sumariza os aspectos 

supramencionados.  

Tabela 3.2. Comparação entre diferentes métodos eletroquímicos para a 
detecção de cloreto. 

Eletrodo Técnica Faixa linear LOD Referência 

Tinta de Ag/papel office VC 38 – 500 µmol L-1 7 µmol L-1 331 

AgNPs/SPE VC 2 – 40 mmol L-1 - 308 

Eletrodo de AgNWs-Pt VC 0,2 – 20,2 mmol L-1 20 µmol L-1 333 

SPPtE  CSV 0,76 mol L-1 to 150 

mmol L-1 

0,76 mmol L-1 334 

Tinta de Ag/PP LSV 0,1 – 20 mmol L-1 18,83 µmol L-1 335 

Tinta de Ag/papel filtro VC 10 – 200 mmol L-1 1 mmol L-1 201 

FeMeOH/SPE VPD 70 mmol L-1 to  

600 mmol L-1 

10 mmol L-1 336 

Gr-Ag/EGR VC 0,5 mmol L-1 to  

50 mmol L-1 

61 µmol L-1 337 

 

AgNPs/ZIF-8/GCE VPD 5 µmol L-1 to 4 mmol 

L-1 

0,61 µmol L-1 338 

 

Ag-Mn/SPE VPD 5 mmol L-1 to 200 

mmol L-1 

17 µmol L-1 314 

AgNPs-GR/NF VPD 50 – 300 µmol L-1 1,4 µmol L-1 Este 

estudo 

Ag: Prata; AgNPs/SPE: Eletrodo serigrafado em substraro de poliéster com AgNPs; SPPtE: 
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Eletrodo de platina serigrafado; CSV: Voltametria de redissolução catódica; FeMeOH/SPE: 

Eletrodo serigrafado assistido por ferrocenometanol; PP: polipropileno; LSV: Voltametria de 

varredura linear. Gr-Ag/EGR: Eletrodo de grafite modificado com compósito de grafeno-Ag; 

Ag NPs/ZIF-8/GCE: Eletrodo de carbono vítreo modificado com nanopartículas de Ag 

decoradas em estrutura metal-orgânica; Ag-Mn/SPE: Eletrodo de carbono serigrafado 

modificado com nanocompósito de prata-manganês. 

 

A partir dos dados apresentados na Tabela 3.2 é possível observar que 

os parâmetros analíticos do dispositivo proposto são comparáveis aos 

trabalhos apresentados na Tabela e, adicionalmente, consiste em um dos 

métodos voltamétricos mais sensíveis para a análise de cloreto, em termos de 

faixa linear e limite de detecção. Outro ponto a ser destacado é que não há 

muitos estudos explorando a técnica de VPD para a determinação de Cl-. Além 

disso, o sensor proposto oferece simplicidade na construção, custo acessível 

(uma vez que utiliza materiais de baixo custo), e emprega um baixo volume 

de amostra na análise (50 µL). Vale ressaltar que, devido à elevada 

sensibilidade da técnica, amostras de suor da faixa clinicamente relevante 

para o diagnóstico de FC podem ser diluídas, o que é extremamente 

vantajoso, já que, frequentemente, no processo de coleta de suor, não há 

disponibilidade de grandes volumes de amostra.  

 

3.4.5. Estudo de seletividade 

Para avaliar a viabilidade do eletrodo AgNPs-GR/NF na detecção de 

cloreto na presença de compostos potencialmente interferentes, foi realizado 

um teste de seletividade. Para isso, foram avaliados componentes 

comumente encontrados no suor ou que pertencem ao mesmo grupo da 

tabela periódica do cloro (halogênios). A proporção de 1:5 (analito:interferente) 

foi estudada para glicose, ureia, melatonina, fluoreto de sódio, sulfato de 

sódio, fosfato de sódio monobásico, carbonato de sódio. Nesse caso, as 

concentrações usadas do analito foi de 100 µmol L-1 e do interferente, 500 

µmol L-1. O iodeto de potássio e o brometo de potássio foram analisados na 

proporção de 1:1 (analito:interferente), ou seja, 100 µmol L-1 de Cl- e 100 µmol 

L-1 de interferente. Os valores percentuais obtidos em termos de interferência 

foram de 0,1% a 9,0%, o que demonstra interferência aceitável para sensores 
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alternativos e potencial para aplicações, principalmente de natureza biológica. 

A Figura 3.20 mostra o histograma contendo a porcentagem relativa de 

corrente para cada ensaio individual de cloreto na presença do agente 

interferente. 

 

Figura 3.20. (A) Voltamogramas de pulso diferencial referente ao estudo de 
seletividade de potenciais compostos interferentes para análise na presença 
de Cl-. (B) Histograma relacionando a porcentagem relativa de corrente obtida 
no estudo de seletividade, em função dos interferentes empregados na 
presença de Cl-. Fonte: Autoria própria. 

 

3.4.6. Ensaio de recuperação e análise de amostras de suor sintético 

Visando a detecção de cloreto em amostras de suor para triagem 

neonatal ou para o diagnóstico de fibrose cística, uma amostra de suor de um 

indivíduo saudável foi analisada e, posteriormente, enriquecida em dois níveis 

de concentração de Cl- a fim de se avaliar a exatidão do método proposto. A 

concentração de Cl- encontrada na amostra de suor foi de 36,0 mmol L-1, que 

está dentro da faixa esperada para uma pessoa saudável306. Assim, amostras 

diluídas para a concentração teórica de 100 µmol L-1 foram enriquecidas com 

um nível baixo e um nível alto de cloreto (80 e 130 µmol L-1, respectivamente) 

e analisadas. A Tabela 3.3 dispõe os valores de concentrações de cloreto 

adicionadas e os valores recuperados com suas respectivas porcentagens, 

com base na seguinte Equação 3.2, disponível no anexo II da Resolução da 

Diretoria Colegiada (RDC) nº 166/2017 da Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA)339: 
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 𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎çã𝑜 (%) =
 (𝐶1 )−(𝐶2)

𝐶3
𝑥 100                         (Equação 3.2) 

 

Onde, 𝐶1 corresponde à concentração após a adição de padrão, 𝐶2 

refere-se à concentração antes da adição de padrão e 𝐶3 é a concentração 

adicionada340. 

Os valores obtidos para os dois níveis de Cl- adicionados na amostra 

de suor foram de 74 ± 7 µmol L-1 e 114 ± 5 µmol L-1, com valores de 

recuperação de 92 e 88, respectivamente. De acordo com a ANVISA, por meio 

da RDC 166, os valores de recuperação não devem ser inferiores à 80% e 

nem superiores à 120%339. Sendo assim, os dados obtidos estão dentro dos 

limites aceitos, que é um indicativo de que o método proposto apresenta 

adequada exatidão.   

Tabela 3.3. Dados do estudo da exatidão pelo método de adição e 
recuperação, em dois níveis, usando amostra real de suor. 

Amostra  Nível  

Concentração de Cl- 
Recuperação 

(%) 
Adicionado  

(µmol L-1) 

Encontrado  

(µmol L-1) 

1 #1 80 74 ± 7 92 

2 #2 130 114 ± 5 88 

 

Para avaliar se o método proposto é capaz de quantificar 

concentrações de cloreto em diferentes faixas de concentração no suor, uma 

amostra de suor sintético foi preparada usando concentrações de Cl- de 15; 

55 e 75 mmol L-1 representando valores saudável, limítrofe e positivo para 

fibrose cística, respectivamente. As amostras foram diluídas para as 

concentrações teóricas de 54; 198 e 270 µmol L-1, respectivamente, e uma 

análise foi conduzida via o método proposto. A Tabela 3.4 apresenta os 

resultados obtidos, bem como o erro relativo, encontrado (em módulo), 

proveniente da comparação entre os valores teóricos e aqueles determinados 

experimentalmente, com base na Equação 3.3: 

 

𝐸𝑟𝑟𝑜 (%) =  |
𝑉𝑒−𝑉𝑡

𝑉𝑡
| 𝑥 100       

 

(Equação 3.3) 
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Onde, 𝑉𝑒 é o valor experimental e 𝑉𝑡 é o valor teórico. 

Tabela 3.4. Concentrações de cloreto encontradas em amostras sintéticas de 
suor usando AgNPs/EGR-NF pelo método voltametria de pulso diferencial. 

Amostra sintética 

Concentração de Cl- 

Erro relativo 

(%) 
Teórico 

(mmol L-1) 

Experimental  

(mmol L-1) 

Saudável 15 15,1 ± 2,7 0,7 

Limítrofe 55 51,5 ± 1,4 6,4 

Positiva 75 67,0 ± 5,0 10,7 

 

Como apresenta a Tabela 3.4, os valores de erro relativo provenientes 

da comparação entre os valores teóricos e adquiridos experimentalmente pelo 

método proposto usando o eletrodo de AgNPs/EGR-NF foram de 0,7; 6,4 e 

10,7%, para as amostras sintéticas de nível saudável, limítrofe e positiva, 

respectivamente. Os valores de erro indicam uma correlação aceitável entre 

os valores esperados para as concentrações e os valores de fato obtidos. A 

Figura 3.21 demonstra os voltamogramas referentes às amostras sintéticas 

acompanhadas da análise de seus respectivos brancos.  
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Figura 3.21. Voltamogramas referentes à análise de amostras sintéticas de 
suor contendo níveis de cloreto na faixa de concentração baixa, limítrofe e 
positiva para FC, acompanhadas das análises dos respectivos brancos. Fonte: 
Autoria própria. 

 

3.4.7. Análise real de amostras de suor e análise de referência 

O comportamento linear fornecido pela curva analítica visando a 

determinação de Cl- (50 µmol L-1 a 300 µmol L-1) é suficientemente aplicável 

para a o teste do pezinho e/ou o diagnóstico de FC, empregando-se o 

processo de diluição das amostras. Nesse sentido, 4 amostras de suor de 

crianças voluntárias foram coletadas, a partir do uso de pilocarpina, 

analisadas pelo teste do suor empregando um cloridrômetro e comparadas 

com os resultados obtidos usando o AgNPs/EGR-NF via voltametria de pulso 

diferencial. A Tabela 3.5 exibe os resultados obtidos. 

Tabela 3.5. Amostras reais de suor analisadas a partir do sensor proposto e 
da técnica padrão ouro. 

Amostra 

Concentração de Cl- 

Erro relativo 

(%) 
Cloridrômetro  

(mmol L-1) 

Eletrodo de AgNPS-

Gr/NF (mmol L-1) 

1 10 10,5 ± 0,4 5,0 

2 13 11,6 ± 0,2 10,7 

3 9 8,9 ± 0,6 1,1 

4 16 15,0 ± 0,3 6,2 
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Conforme disposto na Tabela 3.5, as concentrações de Cl- 

quantificadas nas amostras de suor dos doadores provenientes da triagem 

neonatal variaram de 9 mmol L-1 a 16 mmol L-1, o que indica que todos os 

indivíduos participantes dessa análise não tinham fibrose cística. Os valores 

de erros relativos absolutos obtidos para as concentrações de cloreto 

encontradas nas amostras de suor, empregando-se o método proposto, foram 

de até 10,7%, quando comparado ao método do cloridrômetro. Esse valor está 

em conformidade com outros estudos descritos na literatura para análise de 

amostras reais de suor, que também indicam uma correlação entre as 

concentrações determinadas pelos respectivos métodos eletroquímicos 

propostos, com uma variação de até 10% em relação à métodos 

consolidados309,314. Os dados implicam, portanto, que o método proposto 

apresentou uma aceitável exatidão.  

Nessa perspectiva, acredita-se que o novo dispositivo delineado 

especialmente com foco na quantificação de Cl- seja promissor para a 

análises de amostras de suor, podendo auxiliar em análises de rotina, tais 

como a triagem de bebês, bem como o monitoramento e/ou acompanhamento 

de indivíduos com fibrose cística. Considerando que o método proposto é de 

baixo custo, detém princípios da química analítica verde, e é descartável, 

apresenta-se como uma excelente alternativa para o diagnóstico de FC à um 

custo acessível, relativa simplicidade, e elevada sensibilidade, o que permite 

usar um baixo volume de amostra (característica extremamente valiosa nessa 

aplicação). 

 

3.5. CONSIDERAÇÕES PARCIAIS 

Uma nova formulação de tinta condutora baseada em grafite/negro de 

fumo e laca chinesa foi usada para construir dispositivos eletroquímicos 

miniaturizados. Além disso, o novo sensor eletroquímico foi modificado com 

nanopartículas de prata de um processo de eletrodeposição usando 

amperometria. O protocolo de síntese de AgNPs foi realizado usando um 

procedimento simples, de uma etapa e, com boa uniformidade. O sensor 

proposto foi caracterizado e aplicado com sucesso na análise de cloreto 
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visando o diagnóstico de fibrose cística. O dispositivo proposto mostrou boa 

sensibilidade, reprodutibilidade adequada necessária para sistemas de 

detecção descartáveis e seletividade para a determinação de Cl-, permitindo 

o uso de um baixo volume de amostra. Como prova de conceito, amostras de 

suor sintéticas e reais foram analisadas com sucesso. As amostras de suor 

reais foram comparadas com a técnica padrão ouro demonstrando boa 

correlação, emergindo assim, como um sensor portátil, simples e de baixo 

custo para a detecção de Cl- amostras biológicas. Além disso, a detecção do 

analito de interesse, por meio da resposta eletroquímica melhorada do sensor 

via voltametria de pulso diferencial, reduz a probabilidade de falsos 

positivos/negativos, que são prováveis de ocorrer na condutometria, no 

contexto do diagnóstico de FC.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 4 - Integração simples de dispositivos eletro-

químicos baseados em papel e microfluídica digital 

para análise de L-cisteína 
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RESUMO 

Esse capítulo propõe uma nova maneira de integrar a tecnologia de  

microfluídica digital (DMF, do inglês, digital microfluidics) à técnica de 

eletroquímica. Comumente, a literatura demonstra que o acesso entre a célula 

eletroquímica e o chip de DMF ocorre a partir da construção dos eletrodos 

diretamente na placa inferior, na placa superior, ou por meio de adaptações 

na placa superior do chip. Contudo, essas abordagens podem ser trabalhosas 

e/ou impossibilitar o reuso do chip de DMF. Nessa perspectiva, propõe-se, 

pela primeira vez, a integração entre a técnica de DMF e a eletroquímica, 

explorando-se dispositivos eletroquímicos analíticos baseados em papel 

(ePAD), cuja hifenação entre ambas as técnicas se baseia na simples 

inserção do sensor diretamente no eletrodo reservatório da DMF. Como prova 

de conceito, foi realizada a detecção eletroquímica de L-cisteína, um 

biomarcador de Alzheimer e componente usado em suplementos alimentares. 

Para a vertente farmacêutica, empregou-se um ePAD de grafite e, para a 

aplicação bioanalítica, utilizou-se um ePAD de negro de fumo, destacando-se 

a versatilidade da proposta. As técnicas analíticas exploradas foram a 

amperometria e a voltametria de onda quadrada (VOQ), respectivamente. A 

faixa linear obtida para a amperometria foi de 350 a 1000 µmol L-1 com LOD 

de 92,2 µmol L-1 e para a VOQ, de 1,0 a 100 µmol L-1, com LOD de 0,54 µmol 

L-1. Os estudos de reprodutibilidade apresentaram valores de desvio padrão 

relativo de até 7,3%. Além disso, os percentuais de interferência da análise 

de L-cisteína na presença de outros aminoácidos variaram de 0,18 a 4,6%, 

mostrando uma adequada seletividade. Estudos de adição e recuperação 

também foram executados para cápsulas e plasma apresentando valores de 

83-105% e 83-108%, respectivamente. Por fim, amostras de suplemento 

alimentar e plasma (o qual foi preparado na DMF a partir de sangue e esferas 

magnéticas) foram analisadas com sucesso.  

 

Palavras-Chave: integração, automação, eletrodos descartáveis, preparo de 

amostra, bioanalítica 
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4.1. INTRODUÇÃO 

A microfluídica digital (DMF) é uma tecnologia multifuncional de 

manipulação de gotículas128,139. A partir dessa plataforma, é possível realizar 

procedimentos analíticos lab-on-a-chip que englobam desde o preparo de 

amostras biológicas a reações químicas, de maneira altamente controlada e 

automatizada116,177,180. Ademais, o sucesso da integração entre uma miríade 

de detectores de interesse e a instrumentação analítica da DMF está 

intimamente relacionado à realização de procedimentos analíticos complexos 

de maneira precisa e funcional, com mínima intervenção manual, o que auxilia 

na redução de erros operacionais e possibilita que a etapa de análise seja 

realizada na própria plataforma138,341. 

A análise em linha proporciona que gotículas possam ser amostradas 

e examinadas nos chips de DMF sem a necessidade de instrumentação 

externamente. Esse aspecto pode reduzir drasticamente a complexidade dos 

procedimentos analíticos, bem como permitir o monitoramento de espécies de 

interesse em tempo real7,138.  

No âmbito da hifenação entre a DMF e métodos de detecção, a 

eletroquímica, que passou a ser usada consideravelmente com essa 

finalidade, consiste em uma opção demasiadamente atrativa por possibilitar 

análises sensíveis, comumente rápidas, quantitativas e, ainda, versáteis, uma 

vez que pode ser utilizada para detectar espécies de inúmeras 

classes186,342,343. Outro aspecto a ser destacado é a compatibilidade dos 

sensores eletroquímicos com a miniaturização344,345, permitindo o uso 

concomitante entre as técnicas por diferentes vias. Dessa forma, abre 

caminhos para uma infinidade de estratégias de integração que podem ser 

exploradas.  

Particularmente, no que tange à detecção eletroquímica, as principais 

estratégias abordadas na literatura para realizar-se o acoplamento entre 

ambas as técnicas são: (1) utilizar chips de placa única integrados com 

eletrodos a parte346; (2) adaptar o top plate para receber diferentes 

eletrodos186; (3) construir a célula eletroquímica no bottom plate151, (4) 

empregar o uso de uma plataforma auxiliar contendo os eletrodos em 

associação com dispositivos de DMF abertos347, e (5) construir a célula 
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eletroquímica diretamente no top plate348. Contudo, para cada uma dessas 

abordagens, há vantagens e desvantagens que devem ser levadas em 

consideração, a fim de averiguar a melhor estratégia para a demanda de 

interesse.   

Mediante o uso de chips de placa única, pode-se empregar eletrodos 

externos346 ou fabricar os eletrodos direto no bottom plate349,350. Nesse caso, 

ao passo que se possibilita o tipo de integração entre dispositivos 

eletroquímicos e à DMF de modo relativamente simples, algumas operações 

intrínsecas à DMF como separação de gotículas e amostragem dos 

reservatórios são impossibilitadas.  

A inteligente adaptação do top plate para receber eletrodos viabiliza 

que diferentes dispositivos eletroquímicos possam ser integrados à plataforma 

de DMF, como sensores comerciais ou fabricados alternativamente186. 

Entretando, podem ser encontradas limitações na adaptação da placa 

superior caso o laboratório em questão não domine a técnica de produção dos 

chips de DMF ou não possua a instrumentação adequada, que por vezes, 

pode ser de alto custo e requer treinamento técnico especializado. 

Construir a célula eletroquímica diretamente na placa inferior facilita as 

operações microfluídicas digitais e permite a utilização dos dispositivos de 

placa dupla, o que possibilita as operações de amostragem e separação de 

gotículas na DMF351,352. Além disso, é amplamente explorado na construção 

de biossensores. Por outro lado, limita a reutilização do chip de microfluídica 

digital, que, se fabricado utilizando os recursos de sala limpa, pode apresentar 

um custo relativamente alto e, consequentemente, influenciar no 

retardamento da democratização da microfluídica digital em países em 

desenvolvimento. 

Empregar o uso de uma plataforma auxiliar em dispositivos de DMF 

abertos promove uma interconexão simplória entre as técnicas, que 

dispensam grandes adaptações no layout dos dispositivos347. Todavia, limita 

as operações e depende, de certa forma, de intervenção manual em algumas 

etapas.  

Construir a célula eletroquímica diretamente no top plate de 

dispositivos de duas placas proporciona o aproveitamento de todas as 
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operações microfluídicas digitais, o fácil acesso do analito de interesse 

diretamente aos eletrodos e permite a construção de biossensores348,353. Por 

outro lado, comumente requer a remoção da placa superior para a fabricação 

dos eletrodos e englobam etapas que podem ser de alto custo e/ou 

dispendiosas, caso seja empregado o uso de sala limpa e fotolitografia, por 

exemplo. Ademais, geralmente não viabiliza o reuso do chip de DMF. 

Neste contexto, acredita-se que uma estratégia capaz de unir a 

totalidade das operações microfluídicas digitais proporcionados pelo uso de 

chips de placa dupla à simplicidade e versatilidade do acoplamento com 

sensores eletroquímicos miniaturizados, de modo a não requerer mudanças 

drásticas no top plate ou no bottom plate do chip, seria bastante benéfica. 

Diferentes tipos de sensores eletroquímicos foram utilizados para 

integrar a tecnologia de microfluídica digital com a detecção eletroquímica. 

Dentre eles, fios de ouro346, microeletrodos nanoestruturados151, eletrodos de 

ouro351, eletrodos de carbono347, dispositivos comerciais e dispositivos 

analíticos eletroquímicos baseados em papel (ePADs)186. Uma das vantagens 

do uso de alguns tipos de ePADs, ainda não explorada no âmbito da 

combinação entre a DMF e a eletroquímica, é a flexibilidade que esses 

sensores podem conferir354. Além disso, até onde se sabe, não foram 

relatados estudos focados na modificação de sensores eletroquímicos 

diretamente dentro do chip, visando a integração entre etapas de pré-

tratamento de amostra, seguida da detecção do analito em uma mesma 

plataforma de maneira aprimorada. 

A fabricação de ePADs ganhou bastante espaço dado à simplicidade 

despendida para produzir esses dispositivos, por meio de técnicas de 

fabricação de pintura direta, impressão a jato de tinta ou impressão por 

estêncil, por exemplo19,26,355. Para sensores produzidos por impressão por 

estêncil ou serigrafia, a ampla gama de substratos e tintas condutoras que 

podem ser usadas, o baixo custo e a possibilidade de criar sensores 

descartáveis têm sido grandes atrativos14. Como tal, pode-se ainda proceder 

com etapa de modificação da superfície do eletrodo de trabalho, visando 

melhorar a atividade catalítica da espécie alvo e, consequentemente, à 

melhoria da sensibilidade, a depender da modificação empregada356–359.  
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Alguns exemplos de modificação do eletrodo de trabalho de ePADs à 

base de carbono, como grafite e negro de fumo, incluem o uso de 

nanopartículas de ouro360, prata361, ferro362, polímeros condutores como 

nafion363 e poli(3,4-etilenodioxitiofeno) (PEDOT)364, nanotubos de carbono365, 

óxido de grafeno366 ou azul da Prússia367. 

O azul da Prússia (AP), ou hexacianoferrato férrico consiste em um dos 

compostos de coordenação mais antigos, datando os primeiros registros no 

início do século XVII368. O AP é considerado como uma peroxidase artificial 

que apresenta notáveis propriedades eletroquímicas, o que comumente 

habilita sua aplicação no sensoriamento eletroquímico e eletrocatálise. Em 

relação à preparação do AP, ela pode ser realizada por diferentes rotas, dentre 

as quais, podem-se mencionar a síntese química e a eletrodeposição. A 

síntese química geralmente baseia-se em uma reação de precipitação 

envolvendo um sal de ferro e um complexo de hexacianoferrato369. No que se 

refere à síntese eletroquímica, frequentemente utiliza-se uma mistura estável 

de ferricianeto, [Fe(CN)6]3−, e íons férricos, Fe3+, via redução deste último370.  

A literatura destaca o uso do AP na modificação de sensores 

eletroquímicos para potencializar e/ou auxiliar na detecção de analitos como 

peróxido de hidrogênio367,371, dopamina369, glicose372, marcadores tumorais 

de câncer de mama373, sarcosina374 e L-cisteína375.  

A cisteína é classificada como um aminoácido semiessencial, dado que 

pode ser obtida tanto da dieta quanto produzida pelo organismo humano. A 

forma mais abundante de cisteína em nosso corpo é a L-cisteína376,377. Ela 

contém enxofre em sua estrutura na forma de um grupo tiol (-SH) no final da 

sua cadeia lateral. Sendo assim, é o grupo responsável pela elevada 

reatividade desse aminoácido378. Dessa forma, é importante em inúmeros 

processos fisiológicos e biológicos do corpo, inclusive atuando como um dos 

blocos de construção necessários para a síntese de proteínas377 . 

A concentração de L-cis encontrada no plasma humano é tipicamente 

em torno de 240-360 µmol L-1, sendo que níveis menores que 250 µmol L-1 

são considerados baixos, entre 250 e 300 µmol L-1 são classificados como 

médio e maiores que 300 µmol L-1 são altos. Alterações na concentração de 

L-cis em matrizes biológicas, especialmente a diminuição de sua 
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concentração, podem ser indicativo de problemas de saúde como doenças 

neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson375. 

Além da L-cisteína ser encontrada no organismo humano, a 

suplementação dietética pode melhorar o metabolismo lipídico379. Além disso, 

diversos medicamentos fazem o uso da L-cisteína na composição. Logo, o 

monitoramento dos níveis de L-cis é importante tanto do ponto do diagnóstico 

clínico, quanto do mercado de medicamentos/suplementos visando a saúde 

humana378.  

Bonacin et al.380 utilizaram eletrodos serigrafados de grafite 

modificados com azul da Prússia, via dois diferentes métodos, empregando 

(i) o uso de uma gota sobre o eletrodo e (ii) incorporado o material diretamente 

na tinta condutiva para detectar L-cisteína. Após o procedimento de 

modificação, os eletrodos foram ativados empregando-se 25 ciclos de 

voltametria cíclica na presença de uma solução de HCl 0,01 mol L-1 contendo 

KCl 0,1 mol L-1. Ambas as estratégias apresentaram comportamento catalítico 

em relação à eletro-oxidação da cisteína. A faixa linear e o limite de detecção 

obtidos para a estratégia de incorporação do AP na tinta foram de 100-600 

µmol L-1 e 67,4 µmol L-1, respectivamente.  Considerando o uso de drop-

casting, a faixa linear e o limite de detecção foram de 300-700 µmol L-1 98,9 

µmol L-1, respectivamente.  

Kalinke et al.375 propuseram um método de detecção de L-cisteína em 

amostras de soro sanguíneo enriquecidas, com sucesso, a partir do uso de 

um sensor eletroquímico de grafeno impresso em 3D modificado com 

nanopartículas de azul da Prússia. Para a síntese do AP foi empregado um 

protocolo de eletrodeposição aproveitando-se o ferro presente no filamento 

termoplástico em associação com uma solução de 2,5 mmol L−1 K3[Fe(CN)6]. 

A técnica eletroquímica empregada para realizar a síntese foi a voltametria 

cíclica (VC) por intermédio de 50 ciclos consecutivos. A detecção seletiva 

de L-cisteína foi realizada por amperometria. A faixa linear e o LOD foram de 

3,0 a 230 µmol L−1 e 0,858 µmol L−1, respectivamente. Os autores propuseram 

relataram o seguinte esquema reacional entre o AP e a L-cisteína: 
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(Reação 4.1) 

 

Nessa perspectiva, este estudo teve como objetivo propor, pela 

primeira vez, a integração entre ePADs e chips de microfluídica digital de placa 

dupla, a partir da simples inserção do sensor eletroquímico dentro do eletrodo 

reservatório. Para tanto, explorou-se a característica relativamente flexível do 

ePAD para permitir sua integração com o chip de DMF a partir do uso de um 

dispositivo à base de carbono fabricado usando uma tinta alternativa de grafite 

e outro, empregando uma tinta condutiva comercial contendo negro de fumo 

para a detecção de L-cisteína. A fim de explorar as potencialidades que a DMF 

proporciona, estabeleceu-se um procedimento analítico composto pelo pré-

tratamento de amostras de sangue (usando partículas magnéticas) e/ou 

diluição de suplemento alimentar, modificação do sensor eletroquímico e 

detecção eletroquímica. A etapa de modificação do eletrodo de trabalho do 

ePAD dentro do chip de DMF foi realizada pela primeira vez para aprimorar a 

detecção do analito alvo L-cisteína em amostras farmacêuticas e biológicas. 

Dessa maneira, possibilitando o reuso do chip de DMF. Acredita-se que o 

procedimento proposto possa ser estendido para outros analitos, além de abrir 

um leque de possibilidades de aplicações.  

 

4.2. OBJETIVOS 

4.2.1. Objetivo geral 

Integrar dispositivos eletroquímicos baseados em papel (ePADs) com 

a técnica de microfluídica digital visando o preparo de amostra e detecção 

eletroquímica.  

4.2.2. Objetivos específicos 

• Fabricação de ePADs usando tinta condutora alternativa e comercial; 
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• Hifenação entre microfluídica digital e detecção eletroquímica a partir 

de uma nova abordagem; 

• Efetuar a modificação de sensores eletroquímicos com azul da Prússia 

dentro do chip de microfluídica digital usando a técnica de amperome-

tria; 

• Caracterizar os sensores; 

• Aplicar a estratégia proposta de integração entre os ePADs e microflu-

ídica digital para a análise de L-cisteína visando as vertentes farma-

cêutica e clínica; 

• Perfazer o preparo de amostra de sangue e realizar análise de L-ciste-

ína em plasma. 

• Analisar produto farmacêutico usando o método proposto. 

 

4.3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

4.3.1. Materiais 

L-cisteína, ferricianeto de potássio, cloreto de potássio (KCl), cloreto 

férrico (FeCl3), ácido clorídrico (HCl) foram adquiridos da Sigma Aldrich 

(Oakville, Canadá). Tampão fosfato salino (PBS; pH 7,4) e água destilada 

foram fornecidas pela Thermo Fisher Scientific (Mississauga, Canadá). 

Tetronic 90R4 (BASF Corp., Alemanha) foi generosamente doado pela 

Brenntag Canada (Toronto, ON). Todas as soluções manipuladas dentro do 

dispositivo de DMF foram suplementadas com Tetronic 90R4 de concentração 

0,1% (m/v). 

Papel cromatográfico Whatman™ Grau 1 (200 × 200 cm) e papel de 

escritório (216 x 297; 75 g/m2) foram adquiridos da GE Healthcare 

(Mississauga, Canadá) e Canon (Toronto, Canadá), respectivamente. Grafite 

(<20 µm) e grafite artístico da General’s foram obtidos da Sigma Aldrich 

(Oakville, Canadá) e uma papelaria local (Toronto, Canadá). Esmalte (Sinful 

Colors®) e verniz brilhante (Winsor & Newton) foram adquiridos em uma 

papelaria e uma farmácia local, respectivamente (Toronto, Canadá). O 

adesivo vinílico foi adquirido da Respect e a fita adesiva azul de baixa 

aderência foi obtida em uma loja local (Toronto, Canadá). O kit reagente de 
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depleção de hemácias EasySep™ para processamento de sangue total foi 

adquirido da Stemcell Technologies 381 (Vancouver, Canadá). 

 

4.3.2. Instrumentação 

As máscaras dos eletrodos foram fabricadas usando uma impressora 

de corte Silhouette Cameo 3 (Lindon, EUA). Todas as análises eletroquímicas 

foram realizadas em temperatura ambiente usando um 

potenciostato/galvanostato PalmSens3 da PalmSens (Houten, Holanda) e 

controlado pelo software PSTrace 5.10.  

O agitador magnético (modelo 11-600-49SH) foi adquirido da Fisher 

Scientific (Ottawa, Canadá).  

Os dispositivos de DMF foram gerenciados a partir do sistema DropBot 

de código aberto 190 versão 3.0382, e do MrBox equipado com um módulo 

magnético. O software de controle interfaceado com o DropBot para realizar 

as operações microfluídicas digitais foi o MicroDrop (versão 2.31.1). A tensão 

aplicada para movimentar as gotículas em protocolos pré-programados 

variaram de 100-120 VRMS a 10 kHz. O tempo de aplicação de potencial 

escolhido no software variou de 1 a 5 s. O número de eletrodos acionados 

simultaneamente foi de 1 a 4, a depender da operação. 

 

4.3.3. Fabricação de chips de microfluídica digital 

 Os chips microfluídicos digitais foram fabricados nas instalações do 

Centro de Nanofabricação da Universidade de Toronto, como reportado 

anteriormente186,383,384. Resumidamente, os dispositivos consistiram na 

configuração de duas placas e foram produzidos utilizando-se a técnica de 

fotolitografia. O substrato empregado tanto na placa superior (25,4 mm x 50,8 

mm), quanto na placa inferior (50,8 mm x 76,2 mm), foi o vidro. 

Adicionalmente, a placa superior foi revestida com ITO transparente 

(comercialmente disponível; 8-12 ohms sq-1) para atuar como eletrodo de 

aterramento e Fluoropel PFC 1104V como camada hidrofóbica. No que se 

refere à camada inferior, os eletrodos foram produzidos em cromo (Cr) de alta 

refletividade. O layout da matriz de eletrodos consistiu em um arranjo 

contendo 8 eletrodos reservatórios, 8 eletrodos de distribuição e, 68 eletrodos 
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de atuação quadrados, dentre os quais 60 foram distribuídos em um arranjo 

de 15 x 4 eletrodos de condução. A conexão de cada eletrodo foi estabelecida 

por meio de trilhas condutoras em Cr que faziam interface com os pinos de 

contato na lateral dos dispositivos com o sistema DropBot. O revestimento 

dielétrico de Parileno C foi realizado empregando-se um instrumento dedicado 

à deposição de vapor químico, formando uma camada de aproximadamente 

6 μm. Em seguida, o lado condutor do substrato foi revestido com FluoroPel 

PFC 1101 V com concentração de 1% (m/v) por revestimento giratório a 2000 

rpm por 30 s, seguido de cura a 160 °C por 20 min. Para estabelecer a 

conexão elétrica entre a placa superior e a placa inferior, foram utilizadas fitas 

condutoras de carbono e, para perfazer o gap entre ambas as placas, 

empregou-se duas camadas de fita adesiva dupla face. As gotas de unidade 

dupla manipuladas dentro do chip possuíam volume de aproximadamente 5 

μL. A Figura 4.1 mostra uma imagem real do dispositivo com o software 

MicroDrop ao fundo. 

 

Figura 4.1. Imagem real do dispositivo de microfluídica digital em configuração 
de placa dupla. Fonte: Autoria própria. 

 
4.3.4 Fabricação de dispositivos eletroquímicos baseados em papel 

(ePADs) 

Os sensores eletroquímicos baseados em papel foram fabricados 

empregando-se tinta condutora alternativa de grafite e comercial de negro de 

fumo. Para a confecção dos dispositivos, primeiramente, a geometria dos 
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sensores foi elaborada no software gráfico Silhouette Studio. Em seguida, um 

substrato de papel office foi recoberto no lado inferior com uma camada de 

fita azul de baixa aderência. Duas camadas de vinil adesivo foram, então, 

adicionadas sobre o substrato de papel do lado livre de fita. O layout dos 

dispositivos foi recortado utilizando-se uma impressora de recorte Silhouette. 

Os padrões dos eletrodos foram removidos com o uso de uma pinça e, na 

sequência, a tinta condutiva de interesse foi adicionada sobre a máscara. 

Após cerca de 30 minutos, a máscara de vinil foi removida, juntamente com a 

fita de baixa aderência, perfazendo-se a célula eletroquímica. O eletrodo de 

referência foi pintado com tinta de prata e, por fim, uma barreira hidrofóbica 

de esmalte foi acrescentada no disposto tanto na frente, quanto atrás do 

substrato de papel para evitar que os contatos elétricos fossem molhados. O 

ePAD foi seco à temperatura ambiente e, finalmente, a fita de cobre foi 

adicionada nas conexões elétricas provenientes dos três eletrodos para 

estabelecer o contato elétrico com o potenciostato. Um pequeno pedaço de 

papel Whatman retangular (5,0 mm x 7,0 mm) foi então inserido na superfície 

dos três eletrodos e fixado com um pequeno pedaço de vinil adesivo para 

atuar como um coletor das gotículas.  A Figura 4.2 esquematiza, de modo 

simplificado, as etapas utilizadas na construção dos dispositivos.  

 

Figura 4.2. Representação esquemática da fabricação de sensores 
eletroquímicos baseados em papel. Fonte: Autoria própria. 

  A fabricação da tinta condutiva alternativa foi realizada misturando-se 

a quantidade de 1,0 g de grafite de artista com 1,0 g de verniz brilhante, 

seguido da adição de 800 µL de acetona. A agitação foi realizada à 1.500 

(rotações por minuto) rpm, durante 15 minutos. O protocolo empregado foi o 
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de Rocha et al.25 com adaptações. 

 

4.3.5. Caracterizações 

Os dispositivos eletroquímicos foram caracterizados a partir das 

técnicas de microscopia eletrônica de varredura (MEV) e espectroscopia de 

raios X por dispersão de energia (EDS) para obter micrografias e espectros, 

respectivamente, antes e após a modificação dos sensores eletroquímicos. O 

microscópio eletrônico de varredura empregado foi o modelo Jeol, JSM – 

6610, equipado com espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS), 

e obtido da Thermo Scientific NSS (Tóquio, Japão). 

 

4.3.6. Modificação eletroquímica on-chip 

A síntese eletroquímica do azul da Prússia foi realizada por 

cronoamperometria com base no método proposto por Karyakin, com algumas 

adaptações385. Para esse propósito, uma gota de unidade dupla de 5 µL 

contendo [Fe(CN)6]3– 1,5 mmol L-1, FeCl3 1,5 mmol L-1, HCl 0,01 mol L-1, KCl 

0,1 mol L-1 e Tetronic 90R4 0,1% (m/v) foi endereçada até ePAD por forças 

eletrostáticas, usando a técnica de microfluídica digital, até o coletor de papel 

cromatográfico. Sob condições otimizadas para o processo de 

eletrodeposição, o potencial e o tempo utilizados foram 0,4 V vs Ag e 80 s, 

respectivamente. Posteriormente, os ePADs foram ativados 

eletroquimicamente realizando 6 ciclos voltamétricos entre -0,5 a 1,2 V vs Ag 

usando 5 µL de uma solução de HCl 0,01 mol L-1 e KCl 0,1 mol L-1, 

suplementada com Tetronic 90R4 0,1% (m/v), a uma velocidade de varredura 

de 100 mV s-1. O acesso da gotícula até o eletrodo se deu por operações 

microfluídicas digitais usando uma tensão de aproximadamente 100 VRMS. 

Após o processo de ativação, o excesso de líquido foi removido com um 

pedaço de papel toalha. 

 

4.3.7. Medidas eletroquímicas integradas com DMF 

Para integrar os sensores eletroquímicos com a plataforma de 

microfluídica digital, os ePADs foram inseridos nos eletrodos reservatórios 
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(entre a placa superior e a placa inferior) e conectados ao potenciostato.  As 

análises eletroquímicas usando a técnica de amperometria foram realizadas 

utilizando-se o ePAD de grafite. Para tanto, uma gotícula de unidade dupla (~ 

5 µL) do branco, soluções de padrão analítico de L-cisteína ou amostra, foram 

analisadas. O tempo de equilíbrio fixado foi de 5 s e os parâmetros ótimos 

usados de potencial e tempo foram de -0,95 V e 80 s, respectivamente.  

As medidas eletroquímicas empregando-se o ePAD de negro de fumo 

foram realizadas utilizando-se a voltametria de onda quadrada empregando 

os parâmetros otimizados de faixa de potencial, amplitude, step e frequência 

de 0,4 a 1,2 V; 0,05 V; 0,005 V e 10 Hz, respectivamente. Da mesma forma 

que para o ePAD de grafite, uma gotícula de unidade dupla (~ 5 µL) do branco, 

soluções de padrão analítico de L-cisteína ou amostra, foram analisadas. 

Para a vertente farmacêutica utilizando-se os dispositivos de grafite, a 

faixa de concentração estudada de L-cisteína preparada em KCl 0,1 mol L-1, 

tampão PBS (pH 7,4) e Tetronic 90R4 0,1% (m/v) foi de 350 a 1000 µmol L-1. 

Por sua vez, no que se refere à aplicação bioanalítica, utilizou-se L-cisteína 

entre as concentrações de 1,0 a 100 µmol L-1, também preparadas em KCl 

0,1 mol L-1, tampão PBS (pH 7,4) e Tetronic 90R4 0,1% (m/v). 

 

4.3.8. Preparação da amostra usando DMF  

Para o procedimento de preparo de amostras farmacêuticas, 

primeiramente, 10 unidades de suplemento alimentar de L-cisteína 

provenientes de capsulas tiveram a película protetora removida e, em 

seguida, foram misturadas para formar uma amostra representativa. Então, 

uma solução de L-cis de concentração teórica de 1000 µmol L-1 foi preparada 

em Tetronic 90R4 0,1% (m/v) para ser analisada na plataforma de DMF 

integrada com a eletroquímica por intermédio do uso do ePAD de grafite e a 

voltametria de onda quadrada. 

Para o viés bioanalítico, uma amostra de sangue O+ foi coletada com 

o auxílio de uma lanceta e armazenada em um mini tubo para coleta de 

sangue. O procedimento de preparo de plasma foi realizado a partir do 

protocolo presente no kit comercial de depleção de hemácias EasySep™, com 

adaptação381,386. Em seguida, uma alíquota de 50 µL de sangue foi transferida 
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para um frasco eppendorf, seguido da adição de 1,2 µL de EDTA 0,5 mol L-1 

e 48,8 µL de soro bovino fetal (FBS, do inglês, fetal bovine serum) 2% (v/v) 

preparado em PBS de concentração. Posteriormente, 30 µL da amostra 

diluída foi misturada com 30 µL de Tetronic 90R4 0,2% (m/v). A solução 

resultante foi adicionada dentro do eletrodo reservatório para extrair-se o 

plasma. Para a realização do protocolo de extração de plasma utilizando a 

técnica de DMF, empregou-se o equipamento Mr-Box. Para isso, uma alíquota 

de amostra de sangue diluído de unidade dupla (5 µL) foi desprendida do 

reservatório e endereçada aos eletrodos de atuação. Concomitantemente, 

uma alíquota (5 µL) de partículas magnéticas comerciais381,386 (previamente 

diluída 4x) foram deslocadas para os eletrodos de atuação, a partir de forças 

eletrostáticas da DMF. As duas gotículas foram misturadas em um arranjo 

“circular” ocupando cerca de 10 eletrodos, durante 5 minutos. Após este 

procedimento, a gota foi encaminhada para a extração de células vermelhas, 

mediante o acionamento do módulo magnético automatizado. Uma vez que 

as nanopartículas contendo uma porção expressiva de células vermelhas 

foram capturadas pelo ímã, a alíquota ausente das nanopartículas foi 

separada. Uma gota de unidade dupla de PBS em Tetronic 90R4 0,1% (m/v) 

foi usada para captar a gotícula descartada com as células vermelhas 

extraídas. A gotícula remanescente de sangue pré-tratado passou pelo 

procedimento de extração dentro do chip de DMF por mais duas vezes, 

repetindo-se o mesmo procedimento.  

 

4.3.9. Análise eletroquímica de L-cisteína em formulação farmacêutica e 

plasma 

Uma alíquota de 5 µL da solução de concentração teórica de 1000 µmol 

L-1 de L-cisteína foi adicionada ao eletrodo reservatório do chip de 

microfluídica digital e, em outro eletrodo reservatório, o eletrólito suporte foi 

inserido contendo concentrações dobradas (KCl 0,2 mol L-1, tampão PBS (pH 

7,4) e Tetronic 90R4 0,1% (m/v)). Ao efetuar a mistura entre a amostra 

farmacêutica e a solução diluente, e separá-la em duas gotículas de 5 µL 

cada, usando procedimentos microfluídicos digitais automatizados, uma 

concentração teórica de L-cis de 500 µmol L-1, tampão PBS (pH 7,4) e Tetronic 
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90R4 0,1% (m/v) foi obtida e seguiu para análise no ePAD.  

Para a análise de plasma, cuja separação foi obtida diretamente na 

plataforma de microfluídica digital, utilizou-se 5 µL nas análises 

eletroquímicas. Para tanto, essa alíquota foi misturada de modo automatizado 

a uma solução de eletrólito suporte de KCl 0,2 mol L-1, tampão PBS (pH 7,4) 

e Tetronic 90R4 0,1% (m/v) e dividida em duas novas gotículas de unidade 

dupla, cada. Uma delas foi endereçada para o eletrodo reservatório de 

descarte, enquanto a outra foi direcionada para o papel coletor, a fim de que 

a solução chegasse até o eletrodo para ser analisada via VOQ.  

 

4.3.10. Estudo de adição de recuperação de L-cis em amostras 

farmacêutica e de plasma 

Para o estudo de adição e recuperação da vertente farmacêutica, 

amostras de padrão analítico de L-cis de 300; 500 e 700 µmol L-1 preparadas 

KCl 0,2 mol L-1, tampão PBS (pH 7,4) e Tetronic 90R4 0,1% (m/v) foram 

utilizadas para abastecer o eletrodo reservatório. Sendo assim, 5 µL de cada 

uma dessas soluções foram misturadas de modo automatizado com a 

amostra teórica de 1000 µmol L-1 de L-cis em Tetronic 90R4 0,1% (m/v) e 

separadas, dando origem à duas gotículas contendo a amostra com metade 

da concentração adicionando-se metade da concentração de cada nível de 

adição de padrão (150; 250 e 350 µmol L-1). Sendo assim, as concentrações 

teóricas esperadas a serem obtidas seriam o somatório entre a concentração 

quantificada na amostra farmacêutica, e os valores adicionados de padrão 

analítico. As análises foram realizadas empregando o ePAD de grafite e a 

técnica de amperometria. 

Para executar o estudo de adição e recuperação de enfoque 

bioanalítico, soluções padrão analítico de L-cis de 20; 60 e 100 µmol L-1 

preparadas KCl 0,2 mol L-1, tampão PBS (pH 7,4) e Tetronic 90R4 0,1% (m/v) 

foram utilizadas para preencher o eletrodo reservatório.  Em seguida, 5 µL de 

cada uma dessas soluções foram misturadas de modo automatizado com a 

amostra de plasma previamente preparada na plataforma de DMF, dando 

origem à duas gotículas contendo a amostra com metade da concentração (~ 

17,3 µmol L-1) adicionando-se metade da concentração de cada nível de 
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adição de padrão (10; 30 e 50 µmol L-1). Dessa maneira, as concentrações 

teóricas finais esperadas eram de aproximadamente 27,3; 47,3 e 67,3 µmol L-

1. As análises foram realizadas empregando o ePAD de negro de fumo e 

técnica de VOQ.  

 

4.4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.4.1. Fabricação de dispositivos eletroquímicos baseados em papel 

A literatura demonstra que os procedimentos/estratégias mais usuais 

no contexto da integração entre a tecnologia de microfuídica digital e a 

detecção eletroquímica é estabelecer modificações diretamente na placa 

superior ou inferior dos chips de DMF186,348,351,353. Essas alterações podem 

estar relacionadas tanto em relação à confecção de células eletroquímicas 

diretamente no substrato inferior ou superior ou, ainda, recortes específicos 

na parte superior do chip para garantir o acesso de dispositivos eletroquímicos 

que podem ser integrados ao chip de DMF permitindo assim que as gotículas 

processadas na DMF possam chegar até o eletrodo de trabalho. Embora as 

estratégias supramencionadas sejam soberanas e elegantes, até o presente 

momento, apresentam algumas desvantagens como a impossibilidade de 

reuso dos dispositivos (quando os eletrodos são produzidos diretamente no 

chip de DMF) ou, no caso de acesso via recortes adaptados, a 

susceptibilidade a etapas laboriosas, além de um aumento considerável na 

complexidade da montagem dos dispositivos. 

O arcabouço teórico/estado da arte mostra também que, embora 

alguns trabalhos tenham explorado a integração entre DMF e eletroquímica, 

nenhuma estratégia proposta até o presente momento dedicou-se à inserção 

dos sensores eletroquímicos diretamente no eletrodo reservatório, utilizando 

dispositivos de placa dupla. Acredita-se que essa estratégia simples e prática 

possa ser promissora para facilitar o acesso do eletrodo de trabalho às 

gotículas, permitir a reutilização do chip de microfluídica, além de evitar etapas 

tediosas de adaptação de layout. 

Nessa perspectiva, os requisitos necessários para estabelecer essa 

sinergia entre as técnicas são: o dispositivo ser fino suficiente para adentrar 

ao chip de DMF entre a placa superior e a placa inferior, ser flexível suficiente 
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para permitir que os conectores estabeleçam contado com o potenciostato, 

além do material do dispositivo eletroquímico ser capaz de possibilitar o 

acesso da solução proveniente da DMF até o eletrodo de trabalho com volume 

de solução adequado para realizar as medidas eletroquímicas (uma vez que 

em DMF comumente se trabalha com volumes ~ 1 - 10 µL, a depender do 

layout do dispositivo). 

Atrelada às características desejáveis para possibilitar efetuar análises 

eletroquímicas acopladas com DMF, explorou-se a técnica de impressão por 

estêncil para fabricar os dispositivos eletroquímicos de modo personalizado. 

A fim de se obter sensores com baixa espessura, além de apresentar uma 

certa flexibilidade, o papel cromatográfico e o papel office foram avaliados 

como substrato empregando-se tanto o uso de uma tinta alternativa de grafite, 

quanto uma tinta comercial de negro de fumo. Além disso, parâmetros como 

tipo de grafite, volume de solvente na formulação da tinta alternativa e número 

de camadas de adesivo vinil (usado na máscara do sensor) foram estudados. 

Os parâmetros ótimos foram estabelecidos com base em critérios qualitativos 

de viscosidade da formulação da tinta, melhor resistência mecânica 

(flexibilidade) e adequada aderência ao substrato. A Tabela 4.1 dispõe os 

parâmetros avaliados, juntamente com as condições setadas para a 

construção do ePAD de grafite. 

Tabela 4.1. Parâmetros estudados no processo de otimização da fabricação 
da tinta condutora de grafite. 

Parâmetro Faixa testada ou marca 
Condição 

selecionada 

Proporção 

(grafite/verniz 

brilhante) 

40% grafite/60%verniz brilhante 

50% grafite/50% verniz brilhante 

60% grafite/40% verniz brilhante 

50% grafite/50% 

verniz brilhante 

(1,0 g/1,0 g) 

Solvente acetona (mL) 

0,6 mL 

0,8 mL 

1,0 mL 

1,2 mL 

0,8 mL 

Número de camadas 

de adesivo vinil 

1 

2 
2 

Tipo de grafite 

Sigma Aldrich (< 20 µm) 

General’s (produto de artista 

profissional) 

General’s 

Substrato 
Papel cromatográfico 

Papel sulfite 
Papel sulfite 
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Os parâmetros ótimos para a construção dos ePADs do dispositivo 

eletroquímico alternativo foi usando a proporção grafite:aglutinante de 50:50, 

ou seja, 1,0 g de grafite e 1,0 g de verniz cristal. O volume de solvente para 

que a tinta não ficasse nem demasiadamente líquida e nem exageradamente 

pastosa, além de permitir a produção de dispositivos relativamente flexíveis 

foi usando o volume de 0,8 mL. O número de camadas de vinil e o tipo de 

grafite empregados foram duas e grafite artístico, respectivamente. Além 

disso, o substrato escolhido foi o papel sulfite, uma vez que possuía menor 

espessura, concomitante à produção de dispositivos mais flexíveis.  

Uma vez que o substrato de papel sulfite não apresenta muita 

capilaridade para aspirar a solução trabalho, um pedaço retangular de papel 

cromatográfico foi usado sobre a superfície do eletrodo de trabalho para 

capturar as gotículas com o auxílio das forças eletrostáticas da DMF, além da 

ação capilar. A Figura 4.3 apresenta uma imagem real do dispositivo e a nova 

estratégia proposta para integrar sensores eletroquímicos e microfluífica 

digital. 

 

Figura 4.3. (A) Imagem real da integração entre um dispositivo analítico 
baseado em papel e a técnica de microfluídica digital, a partir da inserção do 
ePAD dentro do eletrodo reservatório. (B) Vista frontal da integração entre o 
dispositivo de microfluídica digital e o sensor eletroquímico mostrando a 
angulação da dobragem necessária. Fonte: Autoria própria. 

 

Conforme ressalta a imagem da Figura 4.3 A-B, a angulação do sensor 

empregando a estratégia necessita que o dispositivo seja utilizado de modo 

tensionado, com o ângulo de aproximadamente 132 ± 1°, sendo, portando, 
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dobrado em aproximadamente 48°. Por essa razão, é imprescindível que, ao 

utilizar a abordagem proposta, o dispositivo eletroquímico seja relativamente 

flexível. É importante mencionar que, para permitir a entrada do sensor 

eletroquímico, foram usadas duas camadas de fita dupla face para 

estabelecer um gap fixo entre a placa superior e a placa inferior do chip de 

microfluídica digital.  

As vantagens de empregar a integração proposta advém da 

simplicidade da integração que pode ocorrer tanto via inserção direta, quanto 

desconectando-se a placa superior e inferior para acomodar o dispositivo e 

depois conectando-as novamente. Ambas as maneiras são funcionais e 

permitem a reutilização do chip. Entretanto, a primeira maneira pode favorecer 

o surgimento de danos na camada dielétrica dentro dos eletrodos 

reservatórios. Outro aspecto a ser mencionado é que não há a necessidade 

de produção dos sensores eletroquímicos diretamente no chip de DMF, o que 

permite que diferentes geometrias, materiais eletródicos e substratos, possam 

ser explorados, de acordo com a necessidade do experimento e/ou analito 

alvo.  

 

4.4.2. Otimizações da modificação do eletrodo de trabalho com azul da 

Prússia 

Os ePADs fabricados tanto usando a tinta condutora de grafite quanto 

a de negro de fumo foram fabricados com o intuito de detectar L-cisteína nas 

vertentes farmacêutica e bioanalítica. A literatura demonstra que uma das 

estratégias de promover a determinação desse analito é modificar a superfície 

do eletrodo de trabalho com azul da Prússia375. Sendo assim, o ePAD de 

grafite (ePAD-GR) foi selecionado para ser submetido à etapa de otimização 

dos parâmetros de formação das nanopartículas via eletrodeposição. 

Conforme pode ser observado na Figura 4.4, na ausência da modificação do 

WE, não é possível detectar a L-cisteína efetivamente com boa resolução do 

pico de oxidação. Por outro lado, na presença da modificação usando azul da 

Prússia (AP/ePAD-GR), uma diferença notável entre os valores do branco e 

da L-cis pode ser visualizado. 
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Figura 4.4. Respostas de VC obtidas na ausência e presença de L-cis 1 
mmol L-1 preparada em KCl 0,1 mol L-1, PBS (pH = 7,4) e Tetronic 90R4 
0,1% (m/v) com a faixa de potencial variando de -0,5 a 1,2 V vs C sob 
velocidade de varredura de 100 mVs−1. A modificação do WE do ePAD-GR  
foi realizada previamente com a solução precursora da modificação 
contendo [Fe(CN)6]3– 1,0 mmol L-1, FeCl3 1,0 mmol L-1, HCl 0,01 mol L-1, KCl 
0,1 mol L-1 e Tetronic 90R4 0,1% (m/v), via amperometria (t = 80 s; 0,4 V). 
Fonte: Autoria própria. 

 

Visando aprimorar o processo de modificação da superfície do WE, 

buscando estabelecer análises relativamente rápidas e sensível suficiente 

para detectar o analito alvo nas matrizes de interesse farmacêutica, os 

parâmetros do processo de eletrodeposição foram otimizados a partir do uso 

do ePAD-GR. Os parâmetros estudados de concentração da solução 

precursora de AP e o tempo de eletrodeposição, além dos valores 

selecionados para cada parâmetro estão mostrados na Tabela 4.2. As 

condições experimentais fixadas foram selecionadas com base nas maiores 

diferenças entre os valores de corrente entre o branco e na presença de L-

cisteína 1 mol L-1, utilizando-se a técnica de amperometria.  
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Tabela 4.2. Resumo dos parâmetros estudados no processo de otimização da 
eletrodeposição de AP no ePAD-GR, que incluem a concentração ([ ]) das 
espécies contendo Fe e tempo de eletrodeposição. 

Parâmetro Faixa testada Condição selecionada 

[FeCl3] e [K3[Fe(CN)6]] 

na solução precursora 

do AP (mmol L-1)  

0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 mmol 

L-1 

FeCl3 1,5 mmol L-1 e 

K3[Fe(CN)6] 1,5 mmol L-1 

preparados em KCl 0,1 mol L-1, 

HCl 0,01 mol L-1 e Tetronic 90R4 

0,1% (m/v) 

Tempo de 

eletrodeposição (s) 
30; 60; 80; 100 e 120 s 80 s 

 

As etapas realizadas até a detecção da L-cisteína, em associação com 

a microfluídica digital, estão sumarizadas na Figura 4.5. O volume de solução 

usado tanto nas etapas de modificação do WE quanto de ativação, além das 

medidas eletroquímicas subsequentes, foi de 5 µL. Em cada etapa, a partir da 

ativação, a solução era aspirada com o auxílio de um papel. Uma maneira de 

aprimorar esse procedimento poderia ser a instalação de almofadas 

absorventes entre cada eletrodo reservatório. 
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Figura 4.5. Procedimentos eletroquímicos integrados com a técnica de DMF 
utilizados no processo de modificação de ePADs de grafite e negro de fumo 
com AP, ativação do WE e detecção de L-cis. Fonte: Autoria própria. 
 

O protocolo de modificação do dispositivo eletroquímico foi realizado 

empregando-se ePADs de grafite fora e dentro do chip de DMF (Figura 4.6) 

com o potencial vs C, na tentativa de reduzir uma etapa no processo de 

produção dos dispositivos. O voltamograma obtido por meio do sexto ciclo da 

etapa de ativação de cada ePAD-GR exibe picos de oxidação e redução 

referente à dois pares redox. O primeiro par redox engloba a oxidação do 

branco da Prússia (BP) em azul da Prússia próximo ao potencial de -0,36 V. 
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Já no outro sentido, a redução do AP em BP foi registrada próximo ao 

potencial de -0,53 V. Em relação ao segundo par redox, trata-se da oxidação 

de AP em verde de Berlim (VB), ou amarelo de Berlim (AB) no estado oxidado 

em +0,33 V. A redução de reação reversa foi atribuída ao potencial de +0,17 

V. A literatura demonstrou comportamento similares em relação à presença de 

dois pares redox em modificações de WE com AP369,371,372. Contudo, uma vez 

que os voltamogramas do presente experimento foram adquiridos com um 

eletrodo de pseudo-referência de carbono, os potenciais dos picos foram 

deslocados em comparação com sistemas usando eletrodos de referência de 

Ag/AgCl, por exemplo.  

Conforme pode ser observado, não há uma perda de sinal de corrente 

significativa no segundo par redox (de interesse para a análise de L-cis) 

quando se utiliza a técnica de DMF acoplada à eletroquímica. Esse 

comportamento é particularmente vantajoso por favorecer que etapas de 

preparo de amostras automatizadas possam ser realizadas antes de 

procedimentos eletroquímicos ou/e em paralelo com o procedimento de 

modificação do WE. Vale ressaltar que, até onde se sabe, o presente estudo 

consiste no primeiro trabalho em DMF mostrando a modificação de ePADs a 

partir da eletrodeposição de nanopartículas.  
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Figura 4.6. Voltamogramas cíclicos referente ao sexto ciclo do processo de 
ativação, na presença de HCl 0,01 mol L-1 e KCl 0,1 mol L-1, suplementada 
com Tetronic 90R4 0,1% (m/v), obtidos para o ePAD de grafite usando-se o 
sensor fora e dento do chip de DMF. Fonte: Autoria própria. 

 

Ao realizar as medidas eletroquímicas com eletrodo de referência de 

carbono, foi possível identificar um efeito expressivo de deslocamento de 

potencial durante as análises do analito de interesse. Sendo assim, estudou-

se usar o ePAD com o eletrodo de referência pintado com tinta de prata 

novamente, a fim de obter análises com o potencial de pico anódico estáveis 

para a L-Cis. A Figura 4.7 A demonstra os voltamogramas cíclicos obtidos para 

o sexto ciclo do processo de ativação na presença de uma solução de HCl 

0,01 mol L-1, KCl 0,1 mol L-1 e Tetronic 90R4 0,1% (m/v). Por sua vez, a Figura 

4.7 B mostra os voltamogramas cíclicos do branco e para a L-cis na presença 

de tampão PBS (pH 7,4), KCl 0,1 mol L-1 e Tetronic 90R4 0,1% (m/v), utilizando 

tanto o ePAD com o eletrodo de pseudo-referência de carbono, como pintado 

com tinta de prata. 
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Figura 4.7. (A) Voltamogramas cíclicos do ePAD de grafite obtidos durante o 
processo de ativação na presença de HCl 0,01 mol L-1, KCl 0,1 mol L-1 e 
Tetronic 90R4 0,1% (m/v) usando eletrodo de referência de carbono e de 
prata. (B) Voltamogramas cíclico na presença e e ausência de L-cis em PBS 
usando eletrodos contendo o eletrodo de referência de carbono e de prata. A 
velocidade de varredura empregada foi de 100 mV s-1. Fonte: Autoria própria. 

 

Como exibe a Figura 4.7 A, é possível visualizar um deslocamento de 

potencial dos picos anódicos e catódicos referentes à modificação do WE com 

azul da Prússia para potenciais mais positivos, quando usado Ag. A partir da 

Figura 4.7 B é possível perceber, adicionalmente, que o segundo pico 

anódico, de interesse para a análise de L-cis, experimenta um deslocamento 

de potencial significativo quando empregado material eletródico de carbono 

como eletrodo de referência. Em contrapartida, o sinal analítico na presença 

do analito manteve-se estável em comparação com a análise do branco. Uma 

vez que essa condição forneceu voltamogramas mais estáveis, o uso da prata 

foi incorporado na fabricação dos sensores. Outro fator a ser destacado é o 

aumento do sinal analítico do pico de oxidação próximo ao potencial de +0,9 

V.  

Uma vez que os parâmetros da modificação do WE foram 

estabelecidos utilizando-se os parâmetros ótimos, a estabilização do sinal 

analítico na VC e a reprodutibilidade da modificação foram analisadas para o 

ePAD de grafite e de negro de fumo. A Figura 4.8 A e a Figura 4.8 C reportam 

os voltamogramas obtidos para o processo de estabilização mediante a etapa 

de ativação para o AP/ePAD-GR e o AP/ePAD-NF, respectivamente. Por outro 

lado, a Figura 4.8 B e a Figura 4.8 D apresentam os voltamogramas da 
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reprodutibilidade da modificação na presença do eletrólito suporte para o 

ambos os dispositivos, respectivamente. 

 

Figura 4.8. (A) Voltamogramas cíclicos referentes à etapa de ativação do 
ePAD de grafite. (B) Voltamogramas cíclicos provenientes do estudo de 
reprodutibilidade da modificação do WE com AP de diferentes ePADs de 
grafite. (C) Voltamogramas cíclicos referentes à etapa de ativação do ePAD 
de negro de fumo. (B) Voltamogramas cíclicos provenientes do estudo de 
reprodutibilidade da modificação do WE com AP de diferentes ePADs de 
negro de fumo. Fonte: Autoria própria. 

 

Conforme pode ser observado qualitativamente, o perfil voltamétrico da 

modificação do AP/ePAD-GR e do AP/ePAD-NF foram bastante similares, 

dentro de um mesmo grupo, sem discrepâncias de deslocamento de potencial 

para os pares redox, bem como grande variação na magnitude das correntes 

elétricas, destacando a potencialidade do método para produzir dispositivos 

modificados com uma apreciável reprodutibilidade. Contudo, a diferença entre 

os perfis obtidos para o sensor de grafite e o dispositivo de negro de fumo 

podem ser atribuídos a diferenças estruturais, uma vez que se trata de 

diferentes composições quanto ao material eletródico. 
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Diferentemente de outros métodos empregando a modificação 

eletroquímica para a formação de AP que comumente empregam 

amperometria seguida de cerca de 20 ciclos para estabilização de azul da 

Prússia com um volume de solução da ordem de 50 µL ou mais371,385, o 

método aqui proposto faz o uso de uma etapa de amperometria de 80 s e 6 

ciclos de VC à 100 mV s-1, usando apenas 5 µL de solução em cada etapa. 

Além disso, emprega um sensor eletroquímico de papel de baixo custo e 

miniaturizado que, por estar em linha com a DMF possui potencial para 

integrar o preparo de amostra antes de análises eletroquímicas.  

4.4.3. Caracterização morfológica 

A morfologia da superfície do WE dos ePADs de grafite e de negro de 

fumo foi investigada antes e após o procedimento de modificação com as 

nanopartículas de AP.  A Figura 4.9 A-B exibe o papel coletor antes e depois 

da modificação da superfície do WE. Conforme pode ser observado, o 

substrato de papel cromatográfico apresenta o perfil esperado contendo um 

emaranhado de fibras interconectadas. Por sua vez, é possível identificar que 

algumas nanopartículas distribuídas podem ser visualizadas no substrato 

após o processo de modificação do WE, corroborando com o sucesso da 

etapa de eletrodeposição. A Figura 4.9 C-D demonstra a morfologia do ePAD-

GR antes do procedimento de eletrodeposição das nanopartículas de AP e 

após. É possível identificar uma significativa diferença na superfície, quando 

comparado os dois dispositivos, evidenciada pelas partículas aderidas à 

superfície do WE. A morfologia das nanopartículas geradas é de formato 

esférico e apresentou uma boa distribuição. A Figura 4.9 E-F reporta as 

mudanças geradas no WE de um ePAD-NF. As imagens refletem a morfologia 

do material eletródico antes da modificação, com uma considerável 

quantidade de nanopartículas de negro de fumo. Possivelmente, a tinta 

comercial pode conter na formulação uma quantidade de grafite, uma vez que 

algumas estruturas de material condutor em flocos podem ser identificadas. 

O aspecto do WE posterior à modificação com nanopartículas de AP mostrou 

um aumento significativo na quantidade de nanopartículas, evidenciando que 

ambos os eletrodos foram modificados com sucesso. É importante mencionar 
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que, até onde se sabe, este consiste no primeiro procedimento de modificação 

de WE de um AP/ePAD com o auxílio da DMF.  

 

Figura 4.9. Micrografias obtidas a partir da técnica de MEV-FEG usando a 
diferentes magnificações. (A) Papel coletor antes da modificação do ePAD 
(10.000X). (B) Papel coletor após a modificação do ePAD com AP 
(10.000X). (C) WE antes da eletrodeposição das nanopartículas de AP 
sobre o ePAD de grafite (30.000X). (D) WE após a eletrodeposição das 
nanopartículas de AP sobre o ePAD de grafite (30.000X). (E) WE antes da 
eletrodeposição das nanopartículas de AP sobre o ePAD de GR-NF 
(30.000X). (F) WE após a eletrodeposição das nanopartículas de AP sobre 
o ePAD de GR-NF (30.000X). Fonte: Autoria própria. 

 

Outra técnica empregada com o intuito de confirmar as alterações 
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geradas na estrutura do sensor, de modo qualitativo, foi o EDS. A partir dessa 

técnica é possível visualizar, de modo simplificado, a composição elementar 

presente em um dado material. Nessa perspectiva, a Figura 4.10 mostra o 

mapa de EDS de parte do WE destacando algumas alterações na superfície 

do dispositivo em relação aos átomos de carbono, oxigênio e ferro para os 

dispositivos de grafite e negro de fumo antes e depois da etapa de 

eletrodeposição de nanopartículas de AP. É possível identificar que a 

superfície do eletrodo de grafite se difere consideravelmente do ePAD à base 

de negro de fumo. Enquanto a superfície do ePAD de grafite destaca-se pala 

topografia irregular, o ePAD de negro de fumo apresenta o aspecto mais liso. 

Esse comportamento pode ser atribuído ao fato de as partículas possuírem 

morfologias e tamanhos diferentes. 
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Figura 4.10. Mapas de EDS mostrando a presença de elementos (A) 
carbono, (B) oxigênio e (C) ferro na superfície do WE do ePAD de grafite. 
Mapas de EDS mostrando a presença de elementos (D) carbono, (E) 
oxigênio e (F) ferro na superfície do WE do ePAD de grafite modificado com 
AP. Mapas de EDS mostrando a presença de elementos (G) carbono, (H) 
oxigênio e (I) ferro na superfície do WE do ePAD de NF. Mapas de EDS 
mostrando a presença de elementos (J) carbono, (K) oxigênio e (L) ferro na 
superfície do WE do ePAD de NF modificado com AP. Fonte: Autoria própria. 

Como pode ser visto na Figura 4.10 A-L, as colorações vermelha, verde 

e amarela referem-se aos átomos de carbono, oxigênio e ferro, 

respectivamente. Em relação à fração de carbono e oxigênio, não há 

alterações demasiadamente expressivas em relação ao ePAD de grafite em 



 

135 

 

comparação com sua versão pós modificação (Figura 4.10 A-C e Figura 4.10 

D-F). No tocante ao átomo de ferro, infere-se pelas Figuras 4.10 A, F, I, e L, 

que, após a etapa de eletrodeposição das nanopartículas de AP, é notória o 

aumento da presença do elemento ferro no eletrodo, tanto no ePAD de grafite 

quanto de negro de fumo, indicativo de que a formação das nanopartículas 

ocorreu conforme esperado e de maneira aparentemente uniforme. O 

espectro de EDS também foi processado para ambos os eletrodos, na 

ausência e na presença da imobilização das nanopartículas, como apresenta 

a Figura 4.11 Novamente, fica evidenciado o surgimento de ferro nos 

dispositivos após a etapa de síntese de nanopartículas de AP via 

amperometria.  

 

Figura 4.11. Espectros EDS mostrando os elementos químicos na superfície 
eletródica do ePAD de GR antes (A) e após (B) a modificação com AP.  
Espectros EDS mostrando os elementos químicos na superfície eletródica do 
ePAD de NF antes (C) e após (D) a modificação com AP. Fonte: Autoria 
própria. 

 

4.4.4. Otimização de parâmetros experimentais e desempenho analítico 

Com o objetivo de analisar L-cisteína viando aplicações farmacêuticas 

e clínicas, os parâmetros experimentais das técnicas de amperometria e 
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voltametria de onda quadrada foram avaliadas para se obter a melhor 

sensibilidade possível para cada ePAD, em particular. As condições mais 

favoráveis setadas para a execução dos experimentos estão esquematizadas 

na Tabela 4.3.  

Tabela 4.3. Parâmetros avaliados e selecionados no estudo de otimização de 
parâmetros da técnica de VOQ visando a detecção de L-cisteína. 

Técnica eletroquímica Parâmetros  Faixa estudada 
Valor 

ótimo 

Amperometria Potencial 0,85; 0,90; 0,95; 1,0 e 1,05 V 0,95 V 

Voltametria de onda 

quadrada 

Step 
0,0010; 0,0025; 0,0050; 

0,0075 e 0,0100 V 
0,0050 V 

Amplitude 
0,010; 0,025; 0,050; 0,075 e 

0,100 V 
0,05 V 

Frequência 4; 6; 8; 10; 12 Hz 10 Hz 

 

Sob parâmetros otimizados, foi construída uma curva analítica usando 

o ePAD de grafite em associação com a técnica de amperometria e, uma curva 

analítica empregando o ePAD de negro de fumo por meio do uso da técnica 

de voltametria de onda quadrada. A Figura 4.12 A-D demonstra as curvas 

analíticas obtidas em triplicata. 
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Figura 4.12. (A) Amperogramas referentes à análise de L-cisteína para 
diferentes concentrações usando o eletrodo AP/ePAD-GR. (B) Curva 
analítica para análise de L-cis entre as concentrações de 350 µmol L-1 a 
1000 µmol L-1. (C) Voltamogramas de onda quadrada referentes à análise 
de L-cisteína para diferentes concentrações usando o eletrodo AP/ePAD-
NF. (B) Curva analítica para análise de L-cis entre as concentrações de 1,0 
µmol L-1 a 100 µmol L-1. Fonte: Autoria própria. 

 

Conforme pode ser observado na Figura 53, o aumento da 

concentração do analito provoca um aumento proporcional na magnitude de 

corrente elétrica para ambas as técnicas. O comportamento linear usando o 

AP/ePAD-GR a técnica de amperometria foi de 350 µmol L-1 a 1000 µmol L-1, 

com R2 = 0,989. A equação linear obtida foi de y = 0,0021x + 0,15 e o limite 

de detecção foi calculado como 92,2 µmol L-1. No que se refere à técnica de 

voltametria de onda quadrada e o AP/ePAD-NF de, a faixa de concentração 

linear foi entre 1 µmol L-1 e 100 µmol L-1, com R2 = 0,996. A equação de 

regressão linear foi y = 0,32x + 23,0. O limite de detecção foi estimado em 

0,54 µmol L-1 pela relação expressa na Equação 4.1: 
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 𝐿𝑂𝐷 =  
3𝑆𝐷

𝑠
                 

(Equação 4.1) 

Onde, 𝑆𝐷 é o desvio padrão do branco e 𝑠 refere-se à sensibilidade 

analítica pela curva analítica67.  

Acredita-se que a discrepância entre a sensibilidade dos métodos 

advém, principalmente, devido ao uso de diferentes materiais eletródicos. 

Comumente, dispositivos eletroquímicos contendo negro de fumo na 

composição experimentam uma maior taxa de transferência de elétrons e 

sensibilidade, em comparação aos sensores fabricados com puramente 

grafite de componente condutor. Ademais, a técnica de voltametria de onda 

quadrada permite a minimização da corrente capacitiva, o que melhora a 

sensibilidade do método.  

Os desempenhos de ambos os dispositivos eletroquímicos baseados 

em papel foram comparados com sensores reportados em termos de tipo de 

eletrodo, técnica, faixa linear e limite de detecção. A Tabela 4 comporta os 

diferentes estudos compilados. O AP/ePAD-GR apresentou faixa linear com 

elevados valores de concentração de L-cis e LOD maior do que a maioria dos 

estudos. Por outro lado, o AP/ePAD-NF de negro de fumo demonstrou-se com 

desempenho comparável entre os parâmetros avaliados em outros estudos. 

É importante destacar que, embora os sensores não tenham apresentado 

sensibilidade tão apreciável quanto algumas abordagens mostradas na 

tabela, as células eletroquímicas aqui apresentadas são de baixo custo, 

podem ser utilizadas relativamente tensionadas, além de requerer um volume 

extremamente baixo de amostra. Ademais, é o único método reportado 

integrando DMF-eletroquímica para analisar L-cisteína.  
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Tabela 4.4. Tabela comparativa para diferentes tipos de eletrodos 
empregados na análise de L-cisteína em termos de desempenho analítico. 

Eletrodo Técnica 
Faixa linear 

(µmol L-1) 

LOD 

(µmol L-1) 
Referência 

SPE/PB Cronoamperometria 100 – 600 67,4 380 

SPE/PB-A Cronoamperometria 300 – 800 149 380 

PLA-GDMF-EC+PB Amperometria 3,0 – 230 0,858 375 

GCE-Au DPV 0,22 – 50 0,074 387 

CuFe2O4/rGO-

Au 
VC 

 
50 – 400 

 
0,383 388 

AP/ePAD-GR Amperometria 350 –1000 92,2  Este trabalho 

AP/ePAD-NF VOQ 1,0 – 100 0,54 Este trabalho 

VC: Voltametria cíclica; VPD: Voltametria de pulso diferencial. SPE/PB: Eletrodo serigrafado 

modificado com azul da Prússia; SPE/PB-A: Eletrodo serigrafado modificado com análogo de 

azul da Prússia; PLA-GDMF-EC+PB: Eletrodo impresso em 3D de ácido polilático-grafeno 

modificado com azul da Prússia; GCE-Au: Eletrodo de carbono vítreo modificado com 

nanopartículas de ouro; CuFe2O4/rGO-Au: Eletrodo modificado com CuFe2O4 e óxido de 

grafeno reduzido decorado com nanopartículas de ouro. 

 

4.4.5 Estudos de reprodutibilidade 

Para examinar a reprodutibilidade dos métodos propostos, cinco 

AP/ePADs-GR e cinco AP/ePADs-NF foram usados para realizar medições 

amperométricas e voltamétricas, respectivamente. Os desvios padrões 

relativos alcançados com base nos valores de intensidade de corrente elétrica 

foram de 2,3% e 7,3%, respectivamente, demonstrando um valor aceitável e 

comparável com estudos envolvendo o uso de ePADs para diferentes 

analitos9,354. A Figura 4.13 A-D mostra os amperogramas, histogramas 

relacionando os valores de corrente em função do número de dispositivos, 

além de voltamogramas de onda quadrada juntamente com o histograma 

correspondentes. 
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Figura 4.13. (A) Amperogramas referentes ao estudo de reprodutibilidade 
para a análise de L-cis 500 µmol L-1 preparada em KCl 0,1 mol L-1, PBS (pH 
7,4) e Tetronic 90R4 0,1% (m/v) usando o eletrodo AP/ePAD-GR. (B) 
Histograma referente ao estudo de reprodutibilidade do método proposto 
mostrando os valores de corrente em função do número de AP/ePAD-NF 
testados. (C) Voltamogramas de onda quadrada referentes ao estudo de 
reprodutibilidade para a análise de L-cis 40 µmol L-1 preparada em KCl 0,1 
mol L-1, PBS (pH 7,4) e Tetronic 90R4 0,1% (m/v) usando o eletrodo 
AP/ePAD-NF. (D) Histograma referente ao estudo de reprodutibilidade do 
método proposto mostrando os valores de corrente em função do número de 
AP/ePAD-NF testados. Fonte: Autoria própria. 
 

4.4.6. Estudo de seletividade 

A seletividade dos sensores propostos foi avaliada na presença de 

outros aminoácidos potencialmente interferentes, que podem estar presentes 

em matrizes biológicas ou em formulações farmacêuticas. A proporção usada 

no estudo foi de 1:1, no qual 500 µmol L-1 de L-cisteína foi analisado na 

presença de 500 µmol L-1 de interferente para o AP/ePAD-GR usando 

amperometria e 40 µmol L-1 de L-cis na presença 40 µmol L-1 de interferente, 

a partir do AP/ePAD-NF e, VOQ. As espécies químicas analisadas como 
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interfentes tanto usando a técnica de amperometria quanto a técnica de 

voltametria de onda quadrada foram L-leucina, L-alanina, L-serina e L-lisina. 

As respostas eletroquímicas e histogramas contendo porcentagem relativa de 

corrente em função do interferente estão dispostas na Figura 4.14 A-B. Os 

resultados mostraram que os percentuais de interferência das espécies 

estudadas foram entre 0,9% e 3,1% para o ePAD de grafite via amperometria 

e entre 0,18% e 4,6% empregando o dispositivo de negro de fumo com 

voltametria de onda quadrada.  Dessa forma, infere-se que os outros 

aminoácidos não interferem significativamente na reposta do sensor em 

relação à L-cisteína, mesmo estando sob a mesma concentração, 

destacando, portanto, uma adequada seletividade do método proposto. 

 

 

Figura 4.14. (A) Amperomgramas provenientes do estudo de seletividade 
para a análise de L-cis 500 µmol L-1 preparada em KCl 0,1 mol L-1, PBS (pH 
7,4) e Tetronic 90R4 0,1% (m/v) na presença de potenciais interferentes 
aminoácidos usando o AP/ePAD-GR. (B) Histograma relacionando a 
porcentagem relativa de corrente obtida no estudo de seletividade, em 
função dos interferentes empregados na presença de L-cis empregando 
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amperometria. (C) Voltamogramas de pulso diferencial referente ao estudo 
de seletividade de potenciais compostos interferentes para análise na 
presença de 40 µmol L-1 preparada em KCl 0,1 mol L-1, PBS (pH 7,4) e 
Tetronic 90R4 0,1% (m/v) na presença de potenciais interferentes 
aminoácidos usando o AP/ePAD-NF. (D) Histograma relacionando a 
porcentagem relativa de corrente obtida no estudo de seletividade, em 
função dos interferentes empregados na presença de L-cis. Fonte: Autoria 
própria. 
 

4.4.7 Análise da amostra e ensaio de adição e recuperação de L-cisteína 

Devido a importância de detectar L-cisteína tanto no contexto de 

controle de qualidade de formulações farmacêuticas quanto em fluidos 

biológicos, a viabilidade do método proposto, foi avaliada empregando as 

duas abordagens propostas, sob parâmetros otimizados. A microfluídica 

digital foi utilizada, como anteriormente, para auxiliar na modificação do 

sensor eletroquímico, ativação e, adicionalmente, para diluir a amostra 

farmacêutica. No que se refere às análises clínicas, uma etapa de reparo 

automatizada de amostra de sangue para plasma usando partículas 

magnéticas foi introduzida antes das análises eletroquímicas.  

Para a aplicação farmacêutica, analisaram-se cápsulas de suplemento 

alimentar de L-cisteína. A Tabela 4.5 dispõe a quantificação do pool de 

amostras. O valor determinado de massa de L-cisteína no comprimido foi de 

478 mg, enquanto o valor tabelado no rótulo era de 500 mg. O erro relativo 

obtido na determinação da L-cisteína foi, portanto, de 4.4%, o que destaca 

uma boa correlação entre o valor tabelado e o valor dosado.  

Tabela 4.5. Análise de cápsulas de L-cis a partir de um “pool” de 10 amostras 
usando a DMF e AP/ePAD-GR (n = 3). 

Amostra Tabelado (500 mg) 
ePAD 

(mg) Erro relativo (%) 

Cápsulas 500 478 ± 14 4,4 

 

 Após a dosagem da cápsula de suplemento alimentar usando o 

AP/ePAD-GR, um estudo de adição e recuperação foi realizado em três níveis 

de concentração. Para tanto, a amostra de L-cisteína foi diluída para 478 µmol 

L-1 e enriquecida com 150 µmol L-1, 250 µmol L-1 e 350 µmol L-1, 
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respectivamente. A Tabela 4.6 exibe as concentrações obtidas de L-cisteína e 

as respectivas porcentagens de recuperação340. Conforme os dados mostram, 

os valores de recuperação variaram de 83 a 105%, o que está em 

conformidade com as recomendações dos órgãos reguladores como a 

ANVISA que permitem uma recuperação entre 80 e 120%339.  

Tabela 4.6. Ensaio de adição e recuperação de L-cis em amostra de 
suplemento alimentar usando a técnica de DMF e o AP/ePAD-GR (n = 3). 

Nível 

Amostra 

(µmol L-1) 

Concentração 

adicionada 

(µmol L-1) 

Concentração 

esperada 

(µmol L-1) 

Concentração 

recuperada 

(µmol L-1) 

Recuperação 

(%) 

#1 478 150 628 636 ± 19 105 

#2 478 250 728 686 ± 38 83 

#3 478 350 828 797 ± 35 91 

 

Para a análise de L-cisteína em amostras biológicas, primeiramente, a 

amostra de sangue foi preparada para plasma usando a técnica de 

microfluídica digital. O procedimento empregado na DMF explorou o uso de 

partículas magnéticas para auxiliar na separação das células vermelhas do 

plasma381,386. De acordo com o fabricante do reagente de depleção de 

hemácias, o princípio de funcionamento baseia-se em um procedimento 

imunomagnético no qual os glóbulos vermelhos (hemácias) são extraídos de 

amostras de sangue sem a necessidade de centrifugação, sedimentação ou 

lise. Nesse procedimento, as hemácias são direcionadas com complexos de 

anticorpos tetraméricas que reconhecem a glioforina A e as partículas 

magnéticas revestidas com dextrana. Dessa forma, uma vez que um ímã é 

acionado, as células rotuladas são separadas enquanto o restante da amostra 

permanece dispersa. Em outras palavras, o kit tem como alvo a remoção das 

hemácias a partir de anticorpos que reconhecem marcadores de superfície 

celular específicos. As células indesejadas são marcadas com anticorpos e 

partículas magnéticas e separadas na presença do ímã386. 

A Figura 4.15 mostra algumas etapas envolvidas no preparo de 

amostra. O procedimento envolveu o preparo da amostra, contendo a 

extração durante três vezes. Basicamente, uma alíquota de sangue contendo 
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EDTA e FBS e misturado com as nanopartículas magnéticas. O tempo de 

incubação usando um procedimento de mistura durou 5 minutos. Após o 

acionamento do separador magnético as nanopartículas capturaram as 

células vermelhas extraindo o plasma que, na sequência foi misturado 

novamente com as nanopartículas, repetindo-se o procedimento. Por fim, 

mais uma extração foi realizada. A amostra foi então preparada no eletrólito 

suporte on-chip e analisada.  

 

Figura 4.15. Esquema ilustrativo do protocolo automatizado de preparo de 
sangue para plasma utilizando a técnica de DMF. Fonte: Autoria própria. 

 A concentração de L-cisteína determinada na amostra foi de 17,3 µmol 

L-1, considerando as diluições realizadas. Um ensaio de adição e recuperação 

foi então executado em três níveis (10; 30 e 50 µmol L-1). A Tabela 4.7 mostra 

os resultados obtidos empregando-se o ePAD de negro de fumo. Conforme 

pode ser visualizado, os valores de recuperação obtidos variaram entre 83 e 

108%. Esse valor está de acordo com os valores permitidos, destacando a 

efetividade do método proposto para análise de L-cisteína em matriz biológica.  

Tabela 4.7. Dados obtidos a partir do estudo de adição e recuperação em três 
níveis de L-cis em amostra de plasma. Fonte: Autoria própria. 

Nível 

Amostra 

(µmol L-1) 

Concentração 

adicionada 

(µmol L-1) 

Concentração 

esperada 

(µmol L-1) 

Concentração 

recuperada 

(µmol L-1) 

Recuperação 

(%) 

#1 17,3 10 27,3 27,8 ± 4,8 105 

#2 17,3 30 47,3 50 ± 5,4 108 

#3 17,3 50 67,3 58 ± 2,0 83 
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É importante destacar que, ambos os métodos propostos integrados 

com a técnica de microfluídica digital demonstraram boa performance 

analítica. A possibilidade de integração de preparo de amostra via diluição ou 

separação magnética, em associação com a automação da DMF facilitam e 

abrem caminhos para uma vasta gama de outras aplicações. 

 

4.5. CONSIDERAÇÕES PARCIAIS 

Foi realizada uma nova abordagem para realizar a integração entre a 

microfluídica digital e detecção eletroquímica. A estratégia simples e versátil 

consistiu na inserção de dispositivos eletroquímicos baseados em papel 

diretamente no eletrodo reservatório. Além disso, o papel cromatográfico 

posicionado sobre os três eletrodos auxiliou no processo de aspiração da 

amostra para a superfície do sensor, uma vez que o substrato de papel sulfite 

não apresenta muita capilaridade. Esse procedimento simplificou o processo 

de acoplamento entre as técnicas sem a necessidade de alterar a estrutura o 

chip de microfluídica digital permitindo, ainda, que o chip possa ser reutilizado. 

Diferentes tintas condutivas foram exploradas, mostrando que diferentes tipos 

de sensores flexíveis podem ser empregados para estabelecer a integração 

de maneira satisfatória.  

Os dispositivos eletroquímicos baseados em papel de grafite e utilizando-

se negro de fumo foram modificados empregando a técnica de amperometria 

para formar nanopartículas de AP, com sucesso, permitindo a análise de L-

cisteína. Os sensores foram caracterizados, demonstrando a presença das 

nanopartículas, mostrou-se seletivo para o analito alvo e apresentou 

resultados aceitáveis nos estudos de exatidão. A hifenação proposta 

possibilitou uma versátil aplicação nas áreas farmacêutica e clínica, 

estabelecendo a etapa de preparo de amostra interligada ao processo de 

detecção na mesma plataforma, o que agiliza os procedimentos e automatiza 

os processos analíticos. Em relação à performance analítica, o ePAD de 

grafite foi suficientemente aplicado na análise de formulação farmacêutica e o 

ePAD de negro de fumo foi explorado com sucesso para a análise de L-

cisteína em amostra de plasma. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 5 - Abordagem ambientalmente amigável e 

portátil baseada em impressão 3D para detecção co-

lorimétrica de inibidor de incrustação sulfonato as-

sistida por smartphone 
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RESUMO 

Esse capítulo apresenta um dispositivo colorimétrico miniaturizado para 

detectar rapidamente inibidores de incrustação. A abordagem colorimétrica 

fornece resultados visuais diretos assistidos pelo aplicativo de celular gratuito 

Color Grab, eliminando a necessidade de instrumentação complexa. O 

dispositivo inclui uma pequena câmara para captura de imagem e um 

componente com seis micropoços para análises colorimétricas, ambos 

fabricados por impressão 3D. A função da câmara é manter o controle de luz 

estável. A avaliação de viabilidade do dispositivo foi conduzida usando vinil 

sulfonato de sódio (VS) como um composto modelo, em termos de inibidores 

de incrustação. As análises morfológicas e perfilométricas destacaram os 

padrões de impressão 3D e a preservação dos dispositivos após a 

reutilização. A curva analítica para VS exibiu um comportamento linear (0,5 a 

5,0 mg L-1, R2 = 0,991), com limites de detecção e quantificação de 0,10 mg 

L-1 e 0,35 mg L-1, respectivamente. A análise de amostra real demonstrou 

concordância estatística com o método espectrofotométrico. O estudo de 

seletividade revelou baixa interferência de compostos inorgânicos, espécies 

orgânicas e inibidores de incrustações de outras classes químicas. A análise 

da métrica verde usando o programa AGREE produziu pontuações de 0,73 e 

0,81 para espectrofotometria e colorimetria, respectivamente. Assim, o 

método proposto prova ser uma abordagem promissora para monitorar 

efetivamente a água produzida, com potencial para análise no local de 

interesse. 

 

Palavras-Chave: ensaio colorimétrico; Color grab; reutilizável; indústria 

petroquímica; água produzida; manufatura aditiva.  
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5.1. INTRODUÇÃO 

A formação de incrustação nos sistemas de produção de petróleo é um 

desafio comum enfrentado pela indústria petrolífera. Durante o processo de 

extração de petróleo, a presença de impurezas como minerais e compostos 

orgânicos na água produzida pode resultar na formação de depósitos de 

incrustações nas superfícies internas de equipamentos e tubulações. Esses 

depósitos podem obstruir o fluxo de fluidos, reduzir a eficiência do processo e 

aumentar os custos operacionais389,390. Para atenuar este problema, uma 

abordagem eficaz é a utilização de agentes químicos com propriedades 

inibidoras contra a formação destes sais nas tubulações. Existem várias 

classes químicas de inibidores de incrustação disponíveis, como ésteres de 

fosfato, fosfonatos, polímeros como acrilatos, metacrilatos e copolímeros, 

bem como sulfonatos391. Inibidores de incrustação poliméricos são 

frequentemente usados devido à sua maior estabilidade térmica e natureza 

ecologicamente correta392–394. 

O monitoramento preciso das concentrações de inibidores de 

incrustação é crucial para uma prevenção eficaz durante o tratamento de água 

produzida em operações de petróleo e gás395. Baixas concentrações de 

inibidor não são capazes de prevenir a formação de incrustações, enquanto 

um excesso pode levar à formação de pseudoincrustações. Além disso, esses 

compostos podem causar impactos ambientais e desequilíbrios 

ecológicos389,396. Nesta perspectiva, o desenvolvimento de métodos analíticos 

para identificação e quantificação destes componentes químicos em efluentes 

de tratamento de águas residuais é de extrema importância397. 

A análise de inibidores de incrustações é um tema amplamente 

explorado na literatura científica, onde diversos métodos têm sido 

empregados para esse fim. Dentre esses métodos, destacam-se abordagens 

baseadas em cromatografia e espectroscopia397–399. Embora estas 

abordagens tradicionais sejam eficazes, é importante destacar que podem ser 

dispendiosas, demoradas, exigir equipamento especializado, etapas de pré-

tratamento de amostras e uma equipa técnica altamente qualificada399. Além 

disso, a complexidade, o alto custo e o tempo necessário para a realização 

das análises limitam sua aplicabilidade em ambientes industriais e de tempo 
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real. 

A miniaturização dos sistemas analíticos totais (TAS) ocorrida na 

década de 2000 abriu caminho para novas abordagens no campo da química 

analítica400,401. Essa tendência, aliada aos avanços nos instrumentos de 

captura de imagens como câmeras, scanners e smartphones, tem contribuído 

para o aumento significativo do uso de sensores colorimétricos402. Esta 

evolução impulsionou o desenvolvimento de diversos dispositivos 

microanalíticos colorimétricos capazes de substituir ensaios tradicionalmente 

realizados em laboratórios por processos controlados em microescala403–405. 

O uso da análise colorimétrica, aliado à miniaturização dos dispositivos, 

oferece alternativas interessantes de detecção em diversas áreas, como 

análise de alimentos, monitoramento de medicamentos, diagnóstico médico, 

análise ambiental e ciência forense406–412. Com benefícios como tempo de 

análise reduzido, consumo mínimo de amostra (em torno de µL), alto 

desempenho analítico e portabilidade, eles podem ser usados fora do 

ambiente laboratorial412,413. 

Nesse sentido, o presente estudo descreve o desenvolvimento de um 

dispositivo colorimétrico miniaturizado para detecção rápida, sensível e fácil 

de usar para a detecção de inibidores de incrustações. A abordagem 

colorimétrica oferece a vantagem de fornecer resultados visuais diretos, 

eliminando a necessidade de instrumentação complexa. Dessa forma, 

propõe-se a fabricação de uma pequena câmara acoplada a um dispositivo 

que contém seis micropoços para reações de análise colorimétrica. A câmara 

desempenha um papel crítico no controle da luz ambiente, essencial para a 

obtenção de resultados precisos. A captura das imagens é realizada através 

de um smartphone com o aplicativo (App) Color Grab, disponível para 

sistemas Android, que permite capturar as cores das amostras e extrair os 

valores RGB. A fabricação dos dispositivos foi realizada utilizando a tecnologia 

de impressão 3D de modelagem por deposição fundida (FDM), conhecida por 

sua operação simples e baixo custo414. Neste método de impressão 3D, os 

filamentos termoplásticos aquecidos são depositados em camadas 

sucessivas através de um bico de extrusão até que a peça esteja completa. A 

plataforma de impressão é mantida a uma temperatura inferior (60 °C) à do 
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bocal de extrusão (215 °C), permitindo que cada camada solidifique antes da 

deposição da camada seguinte, garantindo a adesão do objeto à plataforma 

de impressão. 

A viabilidade analítica do dispositivo proposto foi avaliada utilizando 

vinilsulfonato de sódio (VS), um precursor dos inibidores de incrustações de 

sulfonatos, um dos principais inibidores do tipo sulfonato, pois apresenta 

desafios no monitoramento em comparação com outras classes de inibidores 

devido à sua menor reatividade415,416. A caracterização das propriedades 

ópticas e a otimização das condições do ensaio serão abordadas para garantir 

a precisão e seletividade do dispositivo. Adicionalmente, serão realizados 

testes em amostras reais de sistemas industriais para validar a eficácia do 

dispositivo desenvolvido. Ao fornecer um sistema miniaturizado para análise 

de inibidores de incrustação, acredita-se que esta ferramenta analítica possa 

oferecer alternativas práticas e acessíveis para empresas da indústria 

petrolífera monitorarem e controlarem a presença e concentração de 

inibidores na água produzida. Isto permite a identificação de problemas de 

incrustação, melhora os processos de tratamento de água e permite a 

implementação de medidas corretivas de forma mais eficiente. Como 

resultado, é possível melhorar a qualidade da água produzida, reduzir custos 

de tratamento e mitigar os riscos associados à incrustação na indústria 

petrolífera. 

 

5.2. OBJETIVOS 

5.2.1. Objetivo geral 

Propor uma plataforma analítica portátil e reusável impressa em 3D 

para realizar detecção colorimétrica assistida por smartphone.   

5.2.2. Objetivos específicos 

• Empregar a técnica de impressão 3D para construir uma plataforma 

analítica colorimétrica; 

• Acoplar o protótipo analítico ao uso de um aplicativo de celular para 

efetuar as análises; 
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• Aplicar o dispositivo colorimétrico na análise de vinil sulfonato de sódio 

(VS) visando aplicações da indústria do petróleo em matrizes de água 

produzida; 

• Avaliar quão de acordo com os princípios da Química verde a plata-

forma analítica é, a partir do uso do software de métrica analítica verde 

AGREE (do inglês Analytical GREEnness calculator). 

 

5.3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL   

5.3.1. Materiais e reagentes 

O Azul de Nilo A sulfato (NB), azul de metileno (MB), azul de Coomassie 

brilhante (BB), azul de toluidina (TB), iodeto de potássio (KI), cloreto de 

potássio (KCl), cloreto de sódio (NaCl), cloreto de cálcio (CaCl) , cloreto de 

cobre (CuCl2), cloreto de magnésio (MgCl2), sulfato ferroso (FeSO4), sulfato 

de cobre (CuSO4), nitrato de chumbo (PbNO3), nitrato de bário (BaNO3), 

carbonato de cálcio (Ca2CO3), bicarbonato de cálcio (CaHCO3), acético ácido 

(CH3COOH) e monoetilenoglicol (C2H6O2) foram adquiridos da Sigma-Aldrich 

(Saint Louis, MO, EUA). Ácido bórico, ácido acético, ácido fosfórico e etanol 

foram adquiridos da Neon (Suzano, SP, Brasil). O vinilsulfonato de sódio (VS) 

foi obtido da Loja Química (São Paulo, SP, Brasil). Polidisperso HPMA e 

polidisperso A1 foram recebidas da Polyorganic Tecnologia Ltda (São Paulo, 

SP, Brasil). Todos os reagentes foram usados como recebidos. Soluções 

estoque e padrão foram preparadas utilizando água ultrapura com 

resistividade de 18, 2 MΩ cm (Direct-Q 3, Millipore, Darmstadt, Alemanha). 

Filamentos termoplásticos de ácido polilático (ø = 1,75 mm) foram fornecidos 

pela 3D Fila (Belo Horizonte, MG, Brasil). 

 

5.3.2. Instrumentação 

A plataforma portátil de detecção colorimétrica baseada em micropoços 

deslizantes foi impressa através de uma impressora 3D de mesa multimaterial 

modelo i3MK2 de código aberto da Prusa Research (Praga, República 

Tcheca). As câmeras dos smartphones RedMi Note lite (Xiaomi) e Moto G8 

(Motorola) foram adquiridas em lojas locais (Goiânia, GO, Brasil). O 

espectrofotômetro UV-Vis modelo UV-M51 foi obtido da Bel Photonics 
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(Piracicaba, SP, Brasil). 

 

5.3.3. Fabricação de micropoços e mini estúdio 

O sistema analítico portátil miniaturizado foi produzido utilizando a 

técnica de impressão 3D baseada em modelo de deposição por fusão 

(FDM)417. Para tanto, o desenho tridimensional foi criado no software gráfico 

AutoCAD® 2016 (Autodesk, San Rafael, CA, EUA) e impresso com o auxílio 

de uma impressora 3D Original Prusa i3 mk2/S (Prusa Research s.r.o., Praga, 

República Checa). A arquitetura do aparelho envolveu o acoplamento entre 

uma câmara de controle de luz e um dispositivo deslizante composto por 6 

micropoços. A câmara foi composta por três peças de encaixe, incluindo a 

base, a parede e uma tampa para integrar-se aos micropoços e o smartphone. 

A dimensão total do dispositivo foi de aproximadamente 18,5 x 9,5 x 10,5 cm. 

Em termos dos micropoços, cada zona de reação colorimétrica do dispositivo 

deslizante possui diâmetro de 5 mm e uma altura de 1,5 mm. Todas as peças 

foram impressas com filamento de ácido polilático (PLA), um termoplástico 

biodegradável feito de recursos renováveis como amido de milho e cana-de-

açúcar, adquirido da 3DX Filamentos (São Caetano do Sul, SP, Brasil). Uma 

ilustração esquemática do sistema de detecção colorimétrica está disponível 

na Figura 5.1. 

 

Figura 5.1. Esquema representativo da construção dos micropoços e mini 
estúdio via impressão 3D, bem como a montagem do sistema para efetuar 
detecção colorimétrica usando smartphone. Fonte: Autoria própria. 
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5.3.4. Medições de microscopia óptica 

A morfologia da superfície das áreas circulares nos dispositivos 

micropoços impressos foi analisada usando Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV) com um microscópio JEOL (modelo JSM-6610, Waltham, 

MA, EUA). As dimensões reais das áreas circulares foram medidas através de 

perfilometria óptica, empregando o microscópio confocal a laser Axio Imager 

Z2 (Carl Zeiss Co. Ltd., Alemanha). 

 

5.3.5. Otimização experimental 

Otimizações experimentais foram realizadas para selecionar o corante 

metacromático, a concentração do tampão Britton-Robinson (BR), a 

concentração do agente cromogênico, definir a melhor condição de 

luminosidade e selecionar o tempo de aquisição da imagem. Nesse sentido, 

a concentração de VS foi fixada em 5 mgL-1 e o volume utilizado nas análises 

foi de 25 µL de amostra seguido da adição de 5 µL de agente cromogênico. 

Todos os experimentos de otimização foram realizados em sextuplicata e sob 

ativação de lanterna (exceto o experimento de otimização de iluminação). 

Além disso, toda a coleta de dados foi realizada por meio do aplicativo (app) 

de celular Color Grab com canal de cor vermelho (R). 

Para a seleção do agente cromogênico foram utilizados diferentes 

compostos metacromáticos azul de Nilo sulfato A, azul de metileno, azul 

brilhante de Coomassie e azul de toluidina na concentração de 100 µmol L-1. 

Para tanto, 5 µL de cada cromogênio foram adicionados a 25 µL de VS 5 mg 

L-1 em BR 0,025 mol L-1 (pH 2,2) e analisados colorimetricamente com auxílio 

de um smartphone. 

Para otimizar a concentração do tampão BR, sua concentração na 

solução VS variou entre 0,010; 0,015; 0,020 e 0,025 mol L-1. Neste ensaio 

foram adicionados 25 µL de VS em cada micropoço e, posteriormente, 5 µL 

de sulfato de NB na concentração de 100 µmol L-1. Posteriormente, os 

micropoços foram analisadas por meio de aplicativo de celular. 

Quanto à otimização da concentração de NB, foram testados 50; 100; 

150 e 200 µmol L-1. Para VS, foi considerada uma solução de 5 mg L-1 de VS 

em tampão BR 0,020 mol L-1 (pH= 2,2). 
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Para avaliar a resposta colorimétrica sob diferentes condições de 

iluminação, a reação entre VS 5 mg L-1 e BR 0,020 mol L-1 foram testadas sob 

iluminação de lanterna, ausência de iluminação, ajuste de luz em +1,5 e +2,0. 

Finalmente, o tempo para captura de imagem foi estudado entre o tempo 0 

(imediatamente após a mistura de VS e cromogênio), 5; 10; 25; 20; 25 e 30 

minutos sob iluminação +2,0 e as condições experimentais acima 

mencionadas. 

 

5.3.6. Análise colorimétrica 

Para reações colorimétricas, 25 µL de VS variando de 0,5 a 5,0 mg L-1 

preparado em tampão BR 0,020 mol L-1 (pH = 2,2) foram adicionados ao 

micropoço, seguido de adição de 5 µL de azul de Nilo sulfato A 100 µmol L-1. 

Imediatamente após a mistura da amostra e do cromógeno, o micropoço foi 

inserido no mini estúdio fabricado por impressão 3D. Posteriormente, uma 

imagem de cada micropoço (a partir do deslizamento horizontal) foi capturada 

individualmente usando o aplicativo móvel gratuito chamado Color Grab 

(versão 3.9.2, Loomatix©). Após aquisição da cor do produto da reação pelo 

aplicativo, uma paleta de cor contendo os valores RGB foi gerada. Para 

tratamento dos dados, os valores de R foram transferidos para uma tabela no 

Excel e posteriormente tratados no software Origin (versão Student 2023). 

Uma imagem esquematizando o processo de obtenção dos resultados está 

disponível na Figura 5.2. 
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Figura 5.2. Representação esquemática do procedimento utilizado para 
aquisição de valores RGB utilizando o protótipo impresso em 3D e o aplicativo 
móvel Color Grab. Fonte: Autoria própria. 
 

5.3.7. Preparo da amostra 

Resumidamente, duas amostras diferentes de água produzida, 

denominadas #1 e #2, foram filtradas com o auxílio de um filtro de partículas 

de 22 µm de diâmetro e uma seringa. A seguir, as amostras foram diluídas em 

água na proporção de 1:10 (amostra:solvente). Posteriormente, as amostras 

#1 e #2 foram enriquecidas com três diferentes níveis de concentração de VS 

(1,5, 2,5 e 3,5 mg L-1), visando serem analisadas pelo método proposto e via 

espectrofotometria. 

 

5.3.8. Análise comparativa 

Para a análise comparativa, duas amostras de água produzida foram 

enriquecidas com três diferentes níveis de concentração de VS (1,5, 2,5 e 3,5 

mg L-1) em tampão BR 0,020 mol L-1. Para o experimento utilizando o 

dispositivo impresso em 3D, foram adicionados 25 µL de amostra aos 

micropoços, seguido da adição de 5 µL de cromogênio NB. Imediatamente 

após a mistura, os dados de intensidade de cor foram obtidos no aplicativo 

Golor Grab. Estas análises foram realizadas em triplicata. 

Paralelamente, no que diz respeito à análise comparativa, foram 

realizados experimentos espectrofotométricos em comprimentos de onda 

entre 400 e 600 nm utilizando o protocolo adaptado de Myers et al.418. Para 
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obtenção da curva analítica preparou-se soluções padrão de VS nas 

concentrações de 1,0; 2,0; 3,0, 4,0 e 5,0 mg L-1 em tampão BR 0,020 mol L-1. 

Em seguida, a amostra e o cromógeno foram misturados utilizando-se 4,17 

mL e 830 µL, respectivamente, em balão volumétrico de 5 mL para promover 

a mesma proporção utilizada nos ensaios colorimétricos miniaturizados. 

Finalmente, 3 mL das soluções resultantes foram adicionados a uma cubeta 

de quartzo.  

 

5.4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.4.1. Fabricação dos micropoços e do mini estúdio 

Para desenvolver o sistema de detecção colorimétrica de inibidores de 

incrustação portátil, fabricou-se uma câmara para controle de luminosidade e 

um dispositivo de contendo micropoços em formato de tira deslizante por meio 

da técnica de impressão 3D. A câmara impressa consistiu em três partes 

correspondentes: base, parede e tampa.  

Em relação à base, ela possui um slot que permite que o dispositivo de 

micropoços seja deslizado para frente e para trás, facilitando a captura 

individual da imagem de cada ponto de maneira controlada. Em relação à 

tampa da câmara, sua função é manter o sistema fechado para aprimorar o 

controle de luminosidade e viabilizar a integração com um smartphone, o qual 

funciona como detector colorimétrico quando conectado a um aplicativo móvel 

para captura de cores e/ou imagens. A distância entre a câmera do 

smartphone e o topo do micropoço foi estabelecida com base na altura da 

parede da câmara impressa, que era de aproximadamente 10,5 cm. Esta 

medição permitiu alcançar o ajuste de foco ideal para captura de imagem. O 

aparelho de detecção foi inteiramente fabricado pelo processo de impressão 

3D FDM a partir de material termoplástico PLA com temperatura do bico de 

215 °C e temperatura da plataforma de impressão de 60 °C. O tempo total de 

impressão foi de cerca de 15 horas, e o custo estimado de fabricação da 

câmara e do dispositivo de teste pontual foi de cerca de US$ 8,00.  

É importante ressaltar que a montagem do sistema impresso é 

extremamente simples e intuitiva, seguindo uma abordagem plug-and-play, 

não necessitando de colas, adesivos ou parafusos. Dessa forma, a 
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estruturação da instrumentação analítica proposta é prática, conveniente, e 

fabricada em uma única etapa, sendo necessária apenas a conexão das 

peças para habilitar o sistema para uso. Ademais, o filamento empregado na 

fabricação do dispositivo consiste em um material biodegradável, 

diferentemente de algumas resinas tóxicas comumente exploradas na área 

química.  

 

5.4.2. Caracterização morfológica e perfilométrica 

Uma característica intrínseca da impressão FDM é a textura áspera que 

emerge na superfície do objeto impresso, resultante do trajeto do bico ao 

depositar o filamento termoplástico durante a fabricação. No contexto de 

dispositivos analíticos impressos em 3D, esta rugosidade pode promover a 

acumulação ou adsorção de reagentes, impulsionada pelo efeito memória 

entre análises, afetando potencialmente análises subsequentes. Diante desse 

cenário, investigou-se a possibilidade de reutilizar os dispositivos de teste 

pontual impressos em 3D. Para tanto, os dispositivos foram reutilizados 

inúmeras vezes, passando por lavagem com água, sabão e escovação, 

seguida de um enxágue com etanol após cada uso. Como resultado, não foi 

observada absorção de coloração de reagentes residuais da reação 

colorimétrica na superfície dos dispositivos impressos.  

Nesse contexto, a microscopia eletrônica de varredura foi empregada 

para uma análise mais detalhada da superfície do dispositivo. As imagens de 

MEV apresentadas na Figura 5.3 A-C revelaram a presença de uma superfície 

em camadas nas áreas circulares impressas, característica da impressão 3D 

e, não foi possível a identificação de componentes reacionais adsorvidos. 

Esses resultados demonstram a preservação dos dispositivos após o uso, 

indicando sua durabilidade e viabilidade no que se refere à reutilização. 

As reais dimensões dos micropoços deslizantes em termos de 

profundidade e o diâmetro das zonas de detecção impressas foram avaliados 

por microscopia óptica confocal. A Figura 5.3 D representa a microscopia 

óptica e o perfil medido da zona de detecção do dispositivo do micropoço 

impresso. A profundidade obtida foi de aproximadamente 1,49 mm, em linha 

com o valor de impressão projetado de 1,5 mm. O diâmetro medido foi de 4,77 



 

158 

 

mm, com erro relativo de 4,6% em relação ao valor inicialmente projetado de 

5,0 mm. A ligeira divergência entre os valores esperados e reais das 

dimensões do dispositivo estão relacionadas às limitações de resolução do 

método de impressão FDM, que dependem de vários fatores, incluindo a 

resolução dos componentes da impressora e os parâmetros de impressão419. 

Uma vez que o erro relativo obtido é baixo, infere-se que a FDM se mostrou 

eficiente no projeto das estruturas tridimensionais enquanto plataforma 

analítica e que o dispositivo é, portanto, adequado para uso em análises, 

inclusive, reutilizando a plataforma.  

 

Figura 5.3. (A) Imagens de MEV mostrando detalhes da superfície na zona 
de detecção do dispositivo em formato de micropoço. (D) Microscopia óptica 
e medidas perfilométricas da zona de teste. Fonte: Autoria própria. 
 

5.4.3. Otimização de parâmetros experimentais 

A reação química entre VS e o agente cromogênico (sulfato azul do 

Nilo) com propriedade metacromática foi explorada para avaliar a 

aplicabilidade do protótipo de detecção colorimétrica impresso em 3D 

proposto. Neste sistema, ocorre uma mudança de cor quando os polímeros 

aniônicos reagem com corantes metacromáticos sob condições ácidas (pH 
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<3). Assim, os grupos ácidos sulfônicos induzem alterações de cor 

metacromáticas que podem ser detectadas por meio de análise 

colorimétrica418. 

Para melhorar o desempenho analítico, diferentes parâmetros 

operacionais foram otimizados. Espécies cromogênicas, concentração de 

tampão BR, concentração de cromogênio, ajuste de luminosidade e tempo de 

captura de imagem foram cuidadosamente avaliados.  

Para o estudo dos cromógenos, foram empregados diferentes corantes 

metacromáticos, como azul de toluidina, azul brilhante, azul de metileno e azul 

sulfato do Nilo, na concentração de 100 µmol L-1. A concentração de VS foi 

fixada em 5 mg L-1 em tampão BR 0,01 mol L-1. A Figura 5.4 A-B mostra uma 

representação gráfica referente à intensidade do sinal após a subtração do 

branco para cada cromógeno explorado e revela que o maior valor de 

intensidade de pixel para o VS ocorreu na presença de NB. Portanto, este 

cromógeno foi definido para experimentos subsequentes. 

 

Figura 5.4. Otimização de cromógeno. (A) Paleta de cores referente ao 
branco e VS usando diferentes cromógenos. (B) Representação gráfica do 
comportamento do VS versus diferentes cromógenos. Fonte: Autoria própria. 
 

O próximo parâmetro estudado foi o efeito da variação da concentração 

do tampão BR na reação química. A Figura 5.5 A-B exibe os resultados 

obtidos. Conforme demonstrado, a concentração do tampão BR (pH 2,2) não 

interfere muito na intensidade do sinal analítico, exceto por um ligeiro aumento 

na intensidade dos pixels obtido mediante o uso da concentração de 0,020 

mol L-1 de tampão BR. Sendo assim, a concentração do tampão selecionada 
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foi de 0,020 mol L-1. 

 

Figura 5.5. Otimização da concentração do tampão Britton-Robinson para 
análise VS usando sulfato de azul do Nilo. (A) Paleta de cores referente ao 
branco e VS utilizando diferentes concentrações de tampão BR. (B) 
Representação gráfica do comportamento do VS frente a diferentes 
concentrações do tampão BR. Fonte: Autoria própria. 
 

O impacto de alterações na concentração do cromogênio na reação 

empregada também foi averiguado. As concentrações de NB utilizadas neste 

estudo foram 50; 100; 150 e 200 µmol L-1. A Figura 5.6 demonstra que a 

intensidade do sinal analítico aumenta consideravelmente quando a 

concentração é aumentada de 50 para até 100 µmol L-1. Além disso, para 

concentrações de 150 µmol L-1 e 200 µmol L-1 há diminuição na intensidade 

dos pixels. Portanto, optou-se por continuar trabalhando com o cromógeno 

NB na concentração de 100 µmol L-1. 
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Figura 5.6. Otimização da concentração de azul de Nilo sulfato A para 
análise de VS. (A) Paleta de cores referente ao branco e VS utilizando 
diferentes concentrações de azul de Nilo sulfato A. (B) Representação 
gráfica do comportamento do VS 5 mg L-1 frente a diferentes concentrações 
de azul de Nilo sulfato A. Fonte: Autoria própria. 

 

Um aspecto importante a considerar é que visualmente a reação entre 

o corante metacromático e o VS mudou a cor de azul para lilás. Porém, na 

condição de uso da lanterna (que pode ser acionada pelo aplicativo Color 

Grab), as paletas de cores geradas não se apresentavam fidedignas à cor 

observada a olho nu. Desta forma, o efeito de interferência das condições de 

controle de luz sob diferentes parâmetros foi avaliado sistematicamente. Para 

tanto, coletou-se os resultados sobre parâmetros otimizados na ausência do 

uso de lanterna de celular, presença de lanterna, bem como ajustes de 

iluminação em +1,5 e +2,0. Conforme indicado na Figura 5.7, a fonte de 

iluminação proporcionada pelo uso de lanterna apresentou uma apreciável 

magnitude de sinal analítico. Na ausência de qualquer iluminação, houve 

diminuição no valor da intensidade do pixel. Por sua vez, o aumento do 

controle de luminosidade de +1,5 e +2,0 no App permitiu que as cores da 

paleta se tornassem semelhantes à cor real observada nos micropoços. Como 

o parâmetro de iluminação +2,0 promoveu uma maior intensidade de pixels, 

além de um baixo desvio padrão nas análises, bem como uma cor mais 

próxima da observada a olho nu, este parâmetro foi selecionado para dar 

continuidade às análises. 
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Figura 5.7. Otimização de luz. (A) Paleta de cores referente ao branco e VS 
usando diferentes condições de iluminação. (B) Representação gráfica do 
comportamento do VS em relação a diferentes parâmetros de iluminação do 
aplicativo móvel Color Grab. Fonte: Autoria própria. 
 

Por fim, a cinética da reação foi investigada imediatamente após a 

reação e monitorada até o intervalo de 30 minutos, com incremento de 5 

minutos entre cada captura de imagem. A Figura 5.8 A-B demonstra os valores 

de intensidade de pixel em função do tempo. Pode-se observar que a reação 

prossegue com maior magnitude de sinal analítico imediatamente após a 

realização da reação colorimétrica. À medida que o tempo aumenta, a 

magnitude do sinal analítico sofre uma ligeira e discreta diminuição até 5 min, 

seguida de relativa estabilização. Nessa perspectiva, o tempo imediatamente 

após a reação foi selecionado visando a maior intensidade de sinal, além de 

garantir que a análise ocorra rapidamente. 
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Figura 5.8. Estudo da cinética de reação (A) Paleta de cores para branco e 
VS utilizando diferentes tempos de coleta de dados (B) Representação 
gráfica do comportamento do VS ao utilizar diferentes tempos de aquisição 
de imagem. Fonte: Autoria própria. 

 

As condições experimentais de cromógeno, concentração do tampão 

BR, concentração do cromógeno, luminosidade e tempo para captura de 

dados, estabelecidos como condições ótimas para a reação química do VS, 

estão sumarizadas na Tabela 5.1. 

Tabela 5.1. Estudo da otimização de parâmetros operacionais para detecção 
de VS. 

Parâmetro Condição ou faixa estudada Parâmetro ótimo 

Cromógeno 

Azul de toluidina, azul brilhante, 

azul de metileno e sulfato de 

azul do Nilo 

Azul de Nilo 

sulfato A 

Concentração do 

tampão BR 

0,010; 0,015; 0,020 e 0,025 mol 

L-1 
0,020 mol L-1 

Concentração do 

cromógeno AN 
50; 100; 150 e 200 µmol L-1 100 µmol L-1 

Luminosidade 
Com lanterna, sem luz, +1,5 e 

+2,0 
+2,0 

Tempo para a captura 

de imagem 
0; 5; 10; 15; 20; 25 e 30 min 0 min 

 

5.4.4. Desempenho analítico 

Após a otimização dos parâmetros operacionais, construiu-se uma 
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curva analítica para detecção de VS utilizando sextuplicata. A faixa do 

comportamento linear para diferentes concentrações de VS foi de 0,5 a 5,0 

mg L-1 com base no uso da câmera do smartphone como detector (Figura 5.9 

A-B). A equação linear obtida foi y = 18,2x -1 com R2 = 0,991 para leituras de 

VS. O limite de detecção (LOD) foi calculado com base na equação abaixo67: 

 
𝐿𝑂𝐷 =  

3𝑆𝐷

𝑠
 

(Equação 5.1) 

Onde, 𝑆𝐷 é o desvio padrão do branco (n = 10) e 𝑠 refere-se à inclinação 

fornecida pela curva analítica.  

Os valores limites de detecção e quantificação (LQ) foram 0,10 mg L-1 

e 0,35 mg L-1, respectivamente. A faixa linear obtida apresentou semelhanças 

com o comportamento observado com diferentes sulfonatos, como o benzeno 

sulfonato e o ácido 2-acrilamido-2-metil propil sulfônico via análise 

espectrofotométrica418. 

 

Figura 5.9. (A) Paleta de cores referente às concentrações de 0,5 a 5,0 mg 
L-1. (B) Curva analítica para VS de 0,5 a 5,0 mg L-1. Fonte: Autoria própria. 

 

Para verificar a influência do uso de diferentes marcas de smartphones 

na resposta analítica do VS, foram realizados testes colorimétricos utilizando 

2 celulares diferentes na ausência de ajuste de iluminação (para equalizar as 

condições de ambos os aparelhos). A faixa de concentração de VS testada foi 

de 0,5 a 5,0 mg L-1. A Figura 5.10 demonstra as curvas analíticas com análises 

em sextuplicatas obtidas para um dispositivo Xiaomi Redmi Note 10 lite e um 

Moto G8. Como pode ser observado, os dados coletados pelos diferentes 

celulares apresentaram uma ligeira variação na intensidade do sinal 
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considerando a mesma faixa linear e condições. As equações da reta e os 

coeficientes de correlação das curvas analíticas foram y = 12,0x + 0,3 (R2 = 

0,996) e y = 12,5x + 0,6 (R2 = 0,986) para o Xiaomi Redmi Note 10 lite e o 

Moto G8, respectivamente. A sensibilidade analítica para a curva do Xiaomi 

foi de 12,0 U.A./mg L-1, enquanto para a curva obtida do Moto G8 foi de 12,5 

U.A./mg L-1, sendo, portanto, os valores obtidos muito próximos. Embora a 

variação nas leituras colorimétricas do VS utilizando diferentes telefones 

celulares tenha sido consideravelmente semelhante, recomenda-se que o 

mesmo telefone celular seja usado para adquirir dados para um determinado 

experimento, uma vez que não se testou as demais marcas disponíveis no 

mercado. 

 

Figura 5.10. Curvas VS analíticas obtidas usando diferentes marcas de 
celulares nas mesmas condições experimentais e sem ajuste de iluminação. 
Fonte: Autoria própria. 

 

5.4.5. Estudos de repetibilidade e reprodutibilidade 

A repetibilidade e reprodutibilidade do método colorimétrico proposto 

para análise de 5 mg L-1 de VS em 100 µmol L-1 de tampão BR (pH = 2,2) 

foram determinadas com base no desvio padrão relativo das intensidades de 

pixels obtidos. Quanto à repetibilidade, foi considerada a resposta 

colorimétrica de 6 micropoços do mesmo dispositivo. Por outro lado, para 

reprodutibilidade, foram consideradas para o cálculo as análises 

sextuplicadas de 5 dispositivos diferentes. Os valores DPR para repetibilidade 



 

166 

 

e reprodutibilidade foram 4,6% e 5,5%, respectivamente. A Figura 5.11 A-B 

demonstra os resultados de repetibilidade e a Figura 5.12 C-D mostra ensaios 

de reprodutibilidade. Os valores de DPR para o ensaio colorimétrico proposto 

apresentaram valores semelhantes a outros métodos colorimétricos utilizando 

o Color Grab App para diferentes plataformas analíticas e aplicações420–423, 

demonstrando que o método proposto é benéfico para a análise do VS de 

modo portátil. 

 

Figura 5.11. Testes analíticos referentes ao estudo de repetibilidade para seis 
micropoços de em única plataforma. (A) Paleta de cor proveniente da reação 
colorimétrica obtido para cada replicata. (B) Histograma referente ao teste de 
repetibilidade para análise de VS na concentração de 5 mg L-1. Testes 
analíticos referentes ao estudo de reprodutibilidade para seis micropoços 
diferentes. (C) Paleta de cores obtida para cada dispositivo. (D) Histograma 
referente ao ensaio de reprodutibilidade para análise de SV na concentração 
de 5 mg L-1. Fonte: Autoria própria. 

 

5.4.6. Estudo interferente e análise de amostras reais 

A seletividade do método proposto também foi testada por meio da 

análise de VS na presença de diferentes classes de compostos, como sais 
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inorgânicos (KI, KCl, NaCl, CaCl2, CuCl2, MgCl2, CuSO4, PbNO3, BaNO3, 

Ca2CO3, CaH(CO3)2), solventes orgânicos (CH3COOH, C2H6O2, C2H6O2), 

além de outros inibidores de incrustações (HPMA e polidisperso A1). A relação 

analito:interferente neste estudo foi de 1:10, sendo as concentrações 

utilizadas de 5 mg L-1 de VS e 50 mg L-1 de interferente. Conforme mostrado 

na representação gráfica da Figura 5.12 A-B, por meio do histograma, os 

valores de interferência variaram entre 90% e 105%. Dessa forma, os 

resultados experimentais demonstraram que, na presença das classes de 

substâncias químicas supracitadas, que eventualmente podem estar 

presentes em matrizes de amostras complexas, não houve interferência 

significativamente grande, evidenciando a apreciável seletividade do estudo 

proposto. 

 

Figura 5.12. Estudo de seletividade na proporção de 1:10 
(analito:interferente) utilizando iodeto de potássio (KI), cloreto de potássio 
(KCl), cloreto de sódio (NaCl), cloreto de cálcio (CaCl2), cloreto de cobre 
(CuCl2), cloreto de magnésio (MgCl2) , cloreto de cobre (CuCl2), cloreto de 
magnésio (MgCl2) , sulfato de ferro (FeSO4), sulfato de cobre (CuSO4), nitrato 
de chumbo (PbNO3), nitrato de bário (BaNO3), carbonato de cálcio (Ca2CO3), 
bicarbonato de cálcio (Ca(HCO3)2), ácido acético (CH3COOH), etilenoglicol 
(C2H6O2), HPMA polidisperso (HPMA) e A1 polidisperso (Pol. A1). Fonte: 
Autoria própria. 

 

5.4.7. Experimentos de adição e recuperação 

Para investigar a aplicabilidade do método em uma aplicação real de 

interesse da indústria petroquímica, duas amostras diferentes de água 

produzida, denominadas #1, #2, foram analisadas. Entretanto, a presença de 

VS não foi identificada nas amostras (< LOD). Na sequência, realizou-se um 
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estudo de adição e recuperação considerando três níveis de concentrações 

de VS (1,5; 2,5 e 3,5 mg L-1) utilizando-se duas amostras de água produzida 

diluídas na proporção de 1:10. Os valores de recuperação para o método 

proposto variaram de 84 a 103% e estão dentro da faixa aceita. Para o método 

espectrofotométrico comparativo (cuja curva analítica pode ser vista na Figura 

5.13), os valores de recuperação foram de 80 a 108%. Realizou-se, então, um 

teste t (teste t de Student pareado), resultando em valores t calculados 

variando de -2,62 a 1,29. Como esses valores ficam abaixo do valor t-crítico 

(2,92), pode-se inferir que o método proposto e a abordagem 

espectrofotométrica não apresentaram diferença estatisticamente significativa 

ao nível de confiança de 95%. A Tabela 5.2 exibe os resultados obtidos com o 

teste de adição e recuperação, bem como a comparação entre os resultados 

obtidos pelo método proposto e um método comparativo via 

espectrofotometria. 

 

Figura 5.13. (A) Espectro de absorção para VS em diferentes 
concentrações entre comprimentos de onda de 400 a 600 nm. (B) Curva de 
calibração de VS usando espectrofotometria. Fonte: Autoria própria. 
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Tabela 5.2. Comparação da análise de VS em água produzida utilizando a 
técnica de colorimetria e espectrofotometria. 

 
Amostra 

 
VS 

adicionado 
(mg L-1) 

Colorimetria 

 

Espectrofotometria 

(mg L-1) 
Recuperação 

(%) 
(mg L-1) 

Recuperação 
(%) 

Água produzida #1 1,5 1,4 ± 0,1 93  1,35 ± 0,08 90 

Água produzida #1 2,5 2,1 ± 0,2 88  2,00 ± 0,02 80 

Água produzida #1 3,5 3,2 ± 0,6 91  3,30 ± 0,04 94 

Água produzida #2 1,5 1,6 ± 0,6 90  1,62 ± 0,04 108 

Água produzida #2 2,5 2,4 ± 0,2 93  2,52 ± 0,04 101 

Água produzida #2 3,5 3,3 ± 0,2 93  3,28 ± 0,05 93 

 

À luz dos resultados obtidos com o teste de adição e recuperação, 

infere-se que o método colorimétrico portátil proposto é uma estratégia 

analítica simples, acessível e extremamente versátil para ser aplicada em 

testes colorimétricos para análise de inibidores de incrustação no campo. 

Sobretudo, usando um baixo volume de amostra. É importante destacar que 

a plataforma analítica poderia ser explorada, ainda, em inúmeras vertentes 

desde que compatíveis com o material usado na impressão 3D. 

 

5.4.8. Análise AGREE 

Para avaliar a métrica verde do método proposto em comparação com 

a técnica espectrofotométrica, foi utilizada a calculadora Analytical Greenness 

Metric (AGREE) baseada nos 12 princípios da química analítica. Os aspectos 

considerados são: (1) tratamento de amostra, (2) quantidade de amostra, (3) 

posicionamento do dispositivo, (4) etapas de preparação da amostra, (5) 

automação-miniaturização, (6) derivatização, (7) resíduos, (8) rendimento da 

análise, (9) consumo de energia, (10) fonte de reagentes, (11) toxicidade e 

(12) segurança do operador. Esta abordagem analítica possui um valor de 

pontuação geral que varia entre 0 e 1, de modo que quando mais próximo de 

1, mais ecologicamente correto é o método424. Como pode ser observado na 

Figura 5.14 A-B, os valores obtidos foram de 0,73 e 0,81 para 

espectrofotometria e detecção colorimétrica, respectivamente. Sendo assim, 
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os valores de score obtidos apontam que o protocolo proposto é mais 

sustentável que o método convencional via espectrofotometria. Em relação 

aos princípios da química verde investigados, os parâmetros que 

apresentaram diferenças com maior impacto foram o volume da amostra e a 

produção de resíduos. Estas características são especialmente vantajosas 

para analisar amostras onde não há muito volume disponível. Ademais, os 

micropoços impressos em 3D associados ao uso de smartphone para a 

realização das análises proporcionam portabilidade, simplicidade ao analista 

e, principalmente, baseados nos princípios da química verde. 

 

Figura 5.14. Análise métrica verde usando software AGREE. Fonte: Autoria 
própria. 

 

5.5. CONSIDERAÇÕES PARCIAIS 

Este estudo apresentou um método inovador e sustentável para a 

detecção de vinil sulfonato de sódio, um precursor dos inibidores de 

incrustações de sulfonatos, através de uma abordagem colorimétrica portátil 

e ecologicamente correta. A utilização de uma plataforma deslizante de 

micropoços em conjunto com uma câmara impressa em 3D mostrou-se eficaz 

na promoção da reação entre um corante metacromático e o grupo sulfonato, 

possibilitando o monitoramento da mudança de cor do azul para o roxo através 

de um smartphone. As análises morfológicas e perfilométricas evidenciaram 

a preservação do dispositivo após múltiplas reutilizações, com dimensões 

próximas aos valores inicialmente projetados. A metodologia proposta atingiu 

limites de detecção e quantificação de 0,10 mg L-1 e 0,35 mg L-1, 

respectivamente, demonstrando uma boa sensibilidade para o método. A 

comparação dos resultados obtidos com amostras de água da indústria 
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petroquímica com o método de referência da espectrofotometria revelou 

concordância estatística, mostrando a eficácia prática da metodologia 

proposta. Além disso, a análise de seletividade mostrou baixa interferência de 

compostos inorgânicos, espécies orgânicas e inibidores de incrustações de 

outras classes químicas, reafirmando a real aplicabilidade do método. Além 

disso, a avaliação da métrica verde pelo programa AGREE atribuiu valores de 

0,73 e 0,81 para espectrofotometria e colorimetria, respectivamente, 

destacando a abordagem proposta como ecologicamente correta. 

Portanto, os resultados obtidos confirmam a eficiência do método 

colorimétrico portátil e verde desenvolvido, posicionando-o como uma 

alternativa promissora para monitoramento de espécies químicas em águas 

produzidas. Sua capacidade analítica no local o torna uma ferramenta valiosa 

para aplicações práticas, contribuindo para avanços significativos na detecção 

e controle de compostos relevantes em ambientes industriais. Ao fornecer um 

sistema miniaturizado para análise de inibidores de incrustação, acredita-se 

que esta ferramenta analítica pode oferecer uma alternativa prática e 

acessível para empresas da indústria petrolífera monitorarem e controlarem a 

presença e concentração de inibidores na água produzida. Isto permite a 

identificação de problemas de formação de incrustações, melhora os 

processos de tratamento de água e permite a implementação de medidas 

corretivas de forma mais eficiente. Como resultado, torna-se possível 

melhorar a qualidade da água produzida, reduzir custos de tratamento e 

mitigar os riscos associados à formação de incrustações na indústria 

petrolífera. 
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6.1. CONCLUSÕES  

Esta pesquisa de doutorado foi dedicada ao desenvolvimento de 

plataformas analíticas e métodos analíticos, em sua maioria, de custo 

acessível, ambientalmente amigável e com potencial para análises no campo, 

de maneira plural e multifacetada. As técnicas analíticas protagonistas 

exploradas englobaram, especialmente, a área da eletroquímica, da 

colorimetria e da microfluídica digital. Os maiores desafios encontrados 

estiveram relacionados a propor métodos analíticos que atendessem 

importantes demandas das áreas clínica, controle de produtos farmacêuticos 

e indústria do petróleo, com sensibilidade, seletividade e potencialidade 

suficiente para serem testadas frente às “aplicações reais” enfrentadas no dia 

a dia. Para alcançar o êxito do estudo, estratégias de personalização de tintas 

condutoras, modificação de sensores eletroquímicos com nanomateriais, 

exploração de materiais de elevada atividade catalítica e a proposição de uma 

plataforma analítica de detecção colorimétrica contendo controle de luz 

associada ao uso de smartphone foram fundamentais.  

O capítulo 1 trouxe um vasto estado da arte, bem como arcabouço 

teórico, interconectando diversas subáreas inerentes à Química Analítica. 

Partiu-se do âmbito da microfabricação, explanou-se aspectos inerentes aos 

sensores eletroquímicos, colorimétricos e microfluídica digital e prosseguiu-se 

para a importância da realização de aplicações point-of-care. A construção do 

texto se deu via contextualização histórica, definições à luz da literatura, 

protocolos de fabricação de dispositivos, além de aplicações comumente 

encontradas em diversos campos de pesquisa em sensores analíticos 

portáteis, como os eletroquímicos, colorimétricos e chips de microfluídica 

digital. As aplicabilidades destacadas ocorreram no âmbito de análises 

clínicas, farmacêuticas e indústria do petróleo, devido à sua relevante 

importância no cenário mundial. Além disso, algumas lacunas presentes nas 

pesquisas que envolvem as áreas supramencionadas foram cuidadosamente 

discutidas. 

A respeito do capítulo 2, apresentou-se uma nova tinta condutora à 

base de grafite e goma laca, a qual foi empregada para produzir sensores 

eletroquímicos descartáveis usando o protocolo de impressão por estêncil. O 
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novo sensor foi caracterizado eletroquimicamente, morfologicamente e 

estruturalmente, com sucesso. Para demonstrar a aplicabilidade do 

dispositivo foi proposto um imunossensor voltado para o diagnóstico de 

COVID-19 por meio da detecção da proteína spike. Amostras reais 

provenientes de swab nasofaríngeo de pacientes sintomáticos foram 

analisados e resultados obtidos demonstraram concordância com o método 

referência padrão ouro. Sendo assim, acredita-se que o dispositivo proposto 

seja uma alternativa promissora para aplicações bioanalíticas de diagnóstico 

clínico. 

Em relação do capítulo 3, a nova formulação de tinta condutora de 

grafite/negro de fumo e laca chinesa usada na construção de dispositivos 

eletroquímicos miniaturizados apresentou uma resposta eletroquímica 

apreciável. A introdução da porção de negro de fumo diretamente na 

formulação, e não como modificação apenas do eletrodo de trabalho, contribui 

para um menor número de etapas na produção do dispositivo, bem como em 

um menor tempo de preparo, concomitantemente à melhora da condutividade 

elétrica da tinta. Ademais, o procedimento de eletrodeposição de AgNPs foi 

realizado utilizando um procedimento simples e com boa uniformidade. A 

combinação entre o uso de negro de fumo e a eletrodeposição controlada das 

nanopartículas possibilitou uma aprimorada resposta eletroquímica, que 

refletiu diretamente na elevada sensibilidade do método, em comparação com 

outros trabalhos reportados. Considerando o estado da arte, é importante 

ressaltar que o ineditismo do estudo advém também do fato de que nenhum 

outro trabalho empregando sensores à base de grafite/negro de fumo 

modificados com nanopartículas de prata (AgNPs) via o procedimento de 

eletrodeposição foi usado anteriormente para detectar cloreto via voltametria 

de pulso diferencial anteriormente. Embora haja inúmeras composições de 

tintas condutivas disponíveis, nenhuma parte dos mesmos materiais e 

procedimentos para destinar-se ao diagnóstico de fibrose cística. As 

vantagens inerentes ao presente estudo referem-se à nova formulação da 

tinta, os eletrodos ambientalmente amigáveis e, ainda, a praticidade do 

método de modificação da superfície do WE em comparação com outros 

estudos. É importante destacar que a detecção sensível do analito de 
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interesse, por meio da resposta eletroquímica aprimorada do sensor via 

voltametria de pulso diferencial, reduz a probabilidade de falsos positivos, que 

susceptíveis de ocorrer na condutimetria. 

No capítulo 4, dois tipos de ePADs foram fabricados via impressão por 

estêncil em substrato de papel sulfite. O primeiro, utilizando uma tinta 

alternativa à base de grafite e verniz brilhante e, o segundo, empregando uma 

tinta condutora comercial à base de negro de fumo. Os sensores 

eletroquímicos foram integrados com chips de microflluídica digital utilizando 

um simples mecanismo de inserção do ePAD dentro do eletrodo reservatório, 

pela primeira vez.  Os dispositivos eletroquímicos foram utilizados em 

associação com operações microfluídicas digitais automatizadas para 

proporcionarem a (i) modificação do sensor eletroquímico com nanopartículas 

de azul da prússia, (ii) ativação eletroquímica, (iii) preparo de amostra e (iv) 

detecção do analito de interesse L-cisteína. O tratamento de amostras foi 

realizado utilizando procedimentos de diluição para o viés de controle de 

qualidade de suplemento alimentar e preparação de sangue para plasma 

empregando partículas magnéticas visando aplicação bioanalítica. Os 

dispositivos foram caracterizados usando diferentes técnicas e aplicados em 

amostras reais, com sucesso. Acredita-se que o procedimento proposto 

possui características desejáveis para atuar na execução de procedimentos 

analíticos que requerem a integração de múltiplas etapas e em microescala, 

inclusive, estendendo-se para outros analitos alvos.  

No que tange ao capítulo 5, um protótipo impresso a partir da técnica 

de impressão 3D possibilitou a criação de micropoços deslizantes e um 

ambiente de iluminação controlada para se efetuar detecção colorimétrica. O 

dispositivo portátil foi empregado na análise de vinil sulfonato de sódio, a partir 

do uso de uma reação colorimétrica empregando um corante metacromatico 

e o analito de interesse, assistido pelo uso de um smartphone. O método 

miniaturizado proposto foi aplicado em amostras de água produzida 

enriquecidas e comparado com a técnica convencional via espectrofotometria. 

Os resultados adquiridos foram promissores e elenca alguns princípios da 

química verde, destacando uma enorme potencialidade para aplicações 

colorimétricas. 
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