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RESUMO

O campo da microfabricacdo dedicado ao desenvolvimento de dispositivos
analiticos portateis e ambientalmente amigaveis, no contexto dos sensores
eletroquimicos e colorimétricos, expandiu-se consideravelmente nos ultimos
anos. Além disso, a tecnologia de microfluidica digital (DMF), tem emergido
como uma plataforma analitica automatizada, tanto voltada para o preparo de
amostras, quanto para a detecgao de inumeros analitos, uma vez que pode
ser integrada @ uma gama de detectores. As plataformas analiticas
supracitadas sao atribuidos um espectro de possibilidades de aplicacéo, que
envolvem, de maneira abrangente, as areas clinicas, farmaceutica,
bioanalitica e petroquimica, por exemplo. Nesse cenario, a presente tese
apresenta inovacgdes em plataformas analiticas eletroquimica, colorimétrica e
DMF para aplicagdes visando o controle de qualidade de produtos
farmacéuticos, clinicas e industria petroquimica. Para tal, introduz-se, e
aplica-se, com sucesso: (i) um dispositivo eletroquimico ecologicamente
correto voltado para o diagnéstico da COVID-19, (ii)) um novo sensor
eletroquimico miniaturizado e descartavel para o diagnostico de fibrose
cistica, (iii) a integragdo de dispositivos analiticos eletroquimicos baseados
em papel e DMF para a extragao de plasma, seguido da analise de L-cisteina
(biomarcador de Alzheimer), e (iv) um novo dispositivo colorimétrico portatil e
ambientalmente amigavel para a detecgéo de vinil sulfonato de sddio em

amostras de agua produzida, visando a detecgao de inibidores de incrustagao.

Palavras-Chave: plataformas analiticas portateis, sensores quimicos,

deteccao colorimétrica, deteccao eletroquimica, quimica analitica 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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PREFACIO

A motivagao para realizar o doutorado surgiu do meu profundo aprego
pela ciéncia e pela genuina satisfagdo em contemplar ideias outrora dispostas
em papéis em algo palpavel e com potencial de, um dia, beneficiar as
pessoas. Ao longo dos ultimos anos, este projeto ndo significou um mero
trabalho académico, mas uma jornada intensa de trabalho duro,
aprendizados, erros e acertos que contribuiram para além do ambito
educacional. O privilégio de ter me dedicado a um tema pelo qual tenho tanta
paixao, fez com que, muitas vezes, o ato de fazer ciéncia ndo parecesse um
“trabalho”, no sentido literal da palavra.

Dessa forma, esta tese engloba uma série de projetos desenvolvidos
durante meu doutorado em Quimica no Programa de Pdés-Graduagédo em
Quimica da Universidade Federal de Goias, com periodo sanduiche na
University of Toronto. Os temas explorados neste estudo envolvem a busca
por sensores analiticos de facil uso, versateis, com boa relagdo custo-
beneficio e potencialmente voltados para analises no campo. Em sua maior
parte, sdo explorados materiais de baixo custo e estratégias ecologicamente
corretas para a fabricacdo de sensores eletroquimicos e colorimétricos, além
do desenvolvimento de metodologias microfluidicas digitais, visando ensaios
analiticos  automatizados. Dessa forma, vislumbrando métodos
ambientalmente amigaveis, em conformidade com os principios da Quimica
Analitica Verde. Ademais, aplicaveis em inumeras vertentes, tais como
diagndstico clinico, controle de qualidade de produtos farmacéuticos e
industria petroquimica, conforme aqui explorado. Para uma melhor
compreensao do desdobramento dos trabalhos, cada projeto foi
cuidadosamente alocado separadamente. A seguir, é fornecida uma breve

descricdo de cada capitulo.
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O Capitulo 1, intitulado “Introdugao geral” descreve um breve estado
da arte em termos de procedimentos de fabricagdo de sensores analiticos
eletroquimicos; com foco na técnica de impressao por esténcil, colorimétricos;
com destaque para a técnica de impressao 3D, e microfluidicos digitais; com
destaque da fotolitografia. Além disso, traz consigo definigdes relacionadas as
técnicas eletroquimicas comumente exploradas, bem como tdpicos
pertinentes a detecg¢ao colorimétrica e microfluidica digital. Por fim, destaca
algumas das inumeras possibilidades de aplicagdes dos respectivos sensores

nas areas bioanalitica e quimica.

O Capitulo 2, “Imunossensor eletroquimico descartavel e
ecoldégico para deteccao rapida de SARS-CoV-2” apresenta um novo
dispositivo eletroquimico de baixo custo para a detecgao da proteina spike.
Para tanto, € explorada a formulagdo de uma tinta condutora a 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 diagnéstico de COVID-19 durante a pandemia.

O Capitulo 3, “Detecgao aprimorada de cloreto usando eletrodo de
grafite/negro de fumo impresso em esténcil modificado com
nanoparticulas de prata para diagnéstico de fibrose cistica” dispbe a
respeito da fabricacdo personalizada de um novo sensor eletroquimico. O
material aglutinante explorado foi a resina Laca Chinesa, cuja obtencao é a
partir da extracdo de arvores do género Toxicodendron vernicifluum. Os
estudos envolvendo diferentes composi¢cdes da tinta condutora, além da
otimizagdo da modificacao do eletrodo de trabalho com nanoparticulas de
prata para a deteccdo 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 Capitulo 4, “Integragao simples de dispositivos eletroquimicos
baseados em papel e microfluidica digital para analise de L-Cisteina”
relata uma nova abordagem para hifenar sensores eletroquimicos e a técnica
de microfluidica digital. A proposta de integracdo tem o potencial ndo apenas
de facilitar a detecgado de L-cisteina, mas também de permitir a analise de
outros analitos, contribuindo para avancgos na area. Como prova de conceito,
amostras de produtos farmacéuticos e plasma foram analisados.

O Capitulo 5, “Abordagem ambientalmente amigavel e portatil
baseada em impressao 3D para detec¢ao colorimétrica de inibidores de
incrustacoes sulfonato assistida por smartphone” exibe a fabricacdo de
um mini estudio impresso em 3D contendo micropogos deslizantes para
realizar-se deteccao colorimétrica. O aplicativo de celular gratuito ColorGrab
foi utilizado como detector portatil. E importante mencionar que parametros
como iluminagdo e canal de cor podem ser ajustados dentro do proéprio
aplicativo. Sob parametros operacionais e experimentais 6timos, amostras de
agua produzida enriquecidas com vinil sulfonato de sédio foram analisadas e
comparadas com a técnica de espectrofotometria. A métrica verde, que avalia
quao de acordo com os principios da quimica analitica verde € o método, foi
determinada a partir do uso do software gratuito AGREE.

O Capitulo 6, “Conclusées gerais” reporta uma recapitulagdo dos
principais pontos abordados nos capitulos anteriores, destacando suas
contribuicdes, desafios e perspectivas no que se refere ao uso de sensores
portateis, ensaios analiticos automatizados e reuso de plataformas analiticas

de baixo custo.
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Capitulo 1 - Introducao geral



1.1. INTRODUGAO

Uma gama de analises quimicas e biologicas foram e sao
desempenhados a partir do uso de instrumentagéo analitica de grande porte,
alocada em laboratérios tradicionais, a partir de analistas altamente
qualificados’. Esses equipamentos comumente sdo volumosos e de alto
custo, o que, consequentemente, limita os procedimentos no ambiente
laboratorial e encarece as analises de moléculas orgénicas, ions metalicos e
biomoléculas, por exemplo. Além disso, €& frequentemente necessario
proceder-se com etapas de pré-tratamento de amostras que podem ser
complexos e que demandam um longo tempo. Nesse viés, dentre as
instrumentacdes que podem ser mencionadas, tem-se 0os equipamentos de
ressonancia magnética nuclear, a espectrometria de massas e a
cromatografia liquida e gasosa, integrados a diferentes detectores?.

Na década de 1990, o conceito de sistemas miniaturizados de analise
quimica total (UTAS) proposto por Manz et al. comegou a ganhar espago
devido o potencial para atenuar as limitagdes ocasionadas por instrumentagao
de grande porte. Aideia de encolher um laboratério em um chip (lab-on-a-chip)
envolveu a possibilidade de incorporar, em pequenos dispositivos analiticos,
uma série de etapas que, comumente, séo realizadas em grandes laboratérios
via processos fragmentados. Além disso, devido a integracdo de multiplas
etapas, fungcbes complexas poderiam, entdo, serem automatizadas para
executar tarefas repetitivas de laboratorio34.

Um laboratério em um chip abrangente deve ser passivel de realizar
procedimentos de laboratérios padrées desde o manuseio da amostra bruta,
mistura, reagao entre amostra e reagente, separacédo e detecgdo do analito
alvo, o que prospecta a possibilidade de analises rapidas, simples, portateis e
que podem ser executadas no local de necessidade. Dessa forma,
descentralizando e democratizando iniUmeros procedimentos analiticos®.
Devido as inumeras vantagens, os WTAS se expandiram de maneira
avassaladora no ambito da Quimica Analitica, instaurando contribui¢cdes
expressivas em um amplo espectro de aplicagdes®.

As ideias inovadoras acima mencionadas, em associagao com O
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advento da miniaturizacdo, resultaram em reducgdes significativas no custo e
no tempo necessarios para tais analises e ampliaram o panorama das
mesmas, para que elas pudessem ser executadas no ponto de atendimento
ou mesmo no conforto da casa do préprio paciente®. Adicionalmente, superar
as desvantagens dos procedimentos analiticos convencionais?.

A partir dos anos 2000, a microfluidica digital também ganhou espaco
na comunidade cientifica por proporcionar ensaios analiticos automatizados e
miniaturizados, usando um reduzido volume de amostras e portabilidade’.
Ainda no contexto dos dispositivos miniaturizados, no ano de 2007, o grupo
de pesquisa do professor Whitesides® introduziu os dispositivos analiticos
microfluidicos baseados em papel (UPADs), cuja notoriedade se deu,
principalmente, devido a versatilidade para serem usados no ponto de
atendimento (POC). Outra classe de sensores que cresceu substancialmente
foram os dispositivos eletroquimicos baseados em papel, propostos por
Dungchai et al.? em 2009, o que possibilitou que o substrato de papel, de baixo
custo, pudesse ser explorado para uma gama de analises.

Nessa perspectiva, o campo da microfabricacdo dedicada ao
desenvolvimento de dispositivos analiticos, que apresentam como
caracteristicas o baixo custo, a descartabilidade, a portabilidade, e obedecem
a determinados principios da quimica verde, expandiu-se consideravelmente
nos ultimos anos, especialmente no contexto dos sensores eletroquimicos e
colorimétricos'® . No que se refere a produgdo das plataformas analiticas
supramencionadas, pode-se utilizar materiais mundialmente acessiveis como
substratos a base de papel'?, materiais poliméricos'® e tintas alternativas’,
por exemplo. Ademais, inumeras tecnologias podem ser exploradas para

produzir sensores eletroquimicos e colorimétricos.

1.1.1. Sensores eletroquimicos

Sensores eletroquimicos sdo uma subclasse de sensores quimicos,
cujo funcionamento baseia-se na integragdo entre a parte receptora do
dispositivo e um transdutor eletroquimico, capaz de transformar uma
informacgao eletroquimica adquirida da interagao entre o analito e o eletrodo

em um sinal elétrico mensuravel'®>-'8. Alguns de seus louvaveis atributos sao



ser compativeis com a miniaturizagao, necessitar de baixo volume de amostra
e reagentes, produzir uma baixa quantidade de residuos, permitir analise no
campo e fornecer resultados similares a algumas técnicas convencionais em
termos de detectabilidade, sobretudo quando se procede com modificacédo da

superficie do eletrodo de trabalho'920,

1.1.1.1. Técnicas de fabricacdo

Inimeras técnicas podem ser aplicadas na fabricacdo de sensores
eletroquimicos. Pode-se mencionar, por exemplo, a pintura direta?!, a
gravagdo a laser?’, a impressdo 3D?%, a impressdo a jato de tinta®* e a
serigrafia/impressao por esténcil®®; sendo que a ultima tem recebido uma
crescente notoriedade. A impressao por esténcil, voltada para a fabricagao de
sensores eletroquimicos, € uma técnica simples, versatil e economicamente
acessivel. A partir dessa abordagem, tintas condutivas de elevada viscosidade
sao espalhadas manualmente com o auxilio de espatulas ou rodos sobre as
mascaras (contendo o layout dos eletrodos) previamente fixadas no substrato
de interesse. Assim, a tinta € incorporada ao substrato?® e, quando a mascara
(comumente feita de transparéncia, vinil adesivo ou poliéster) é removida, a
geometria dos eletrodos fica impressa na plataforma escolhida’®. A préxima
etapa consiste na cura da tinta condutiva (em temperatura ambiente,
tratamento UV ou aquecimento entre 60 - 90 °C, por exemplo'#27:28 seguida
pela pintura dos eletrodos de referéncia com tinta condutora de prata (quando
necessario) e adicado de uma barreira hidrofébica.

Uma caracteristica apreciavel inerente aos eletrodos impressos
produzidos via impressao por esténcil € a versatilidade dos materiais que
podem ser utilizados como substrato. A literatura destaca o uso de materiais
ceramicos, diferentes tipos de papel e filmes poliméricos?®. Em termos de
plataformas de papel, exemplos usuais incluem papel cromatografico?, papel
de filtro!, papel fotografico®?, papel de pedra®, papel vegetal®*, papel
impermeavel®® e papel de escritorio®. Por sua vez, materiais termoplasticos
amplamente utilizados para construgdo de sensores eletroquimicos sao
poliéster?’, tereftalato de polietileno (PET)3%, filme de poliimida®® e filmes de

transparéncia®® .



No tocante aos materiais carbonaceos eletrédicos, grafite, negro de
fumo (NF), grafeno e nanotubos de carbono tém sido usados impulsionados
pela relagcédo custo-beneficio, ampla janela de potencial, compatibilidade com
modificagdes (bio)quimicas3¢4'-43, Frequentemente, formulagdes baseadas
em negro de fumo, nanotubos de carbono e grafeno fornecem tintas
condutoras com taxas de transferéncia de elétrons superiores em comparagao
ao grafite sozinho, devido a sua elevada area de superficie e condutividade
aprimorada. No entanto, é importante mencionar que o ligante presente na
composicao da tinta pode influenciar negativamente, dificultando a
transferéncia de elétrons. Portanto, pode ser necessario realizar tratamentos
no eletrodo de trabalho, como ativacao eletroquimica, tratamento a laser e
plasma ou polimento mecénico, para melhorar o desempenho analitico**42,

Para tintas condutoras baseadas em componentes metalicos (incluindo
nanoparticulas), prata, cobre e ouro se destacam devido as suas propriedades
excepcionais, como alta condutividade e baixa resistividade elétrica. Por outro
lado, em comparagcdo com as tintas a base de carbono, o custo € mais
elevado, especialmente para prata e ouro*%%°,

Dentre os substratos pode-se destacar materiais como papel, tecido e
plastico, por exemplo®'. As principais vantagens inerentes a este protocolo de
producao de sensores sdo a liberdade para elaborar o design dos dispositivos,
a produgcdo em larga escala e a possibilidade de utilizagdo de tintas
condutoras alternativas®®. Entretanto, algumas limitagbes podem ser
encontradas em termos dos residuos gerados, tempo de secagem da tinta e
uso de solventes na formulagéo da tinta®'-%3. Outro aspecto notavel no ambito
do campo da microfabricagcdo dedicado ao desenvolvimento de dispositivos
eletroquimicos é a enorme variedade de tintas condutoras disponiveis para
uso, que abrange opg¢des comercializadas e caseiras, especialmente aquelas

baseadas em compostos de carbono ou nanoparticulas metalicas'4.

1.1.1.2. Desenvolvimento de tintas condutoras
A area de pesquisa que envolve a sintese de novas tintas condutoras
visando a construgdo de sensores eletroquimicos e biossensores

miniaturizados, ambientalmente corretos e de custo acessivel, tem ganhado



significativa notoriedade na comunidade cientifica'*%*. Em geral, as tintas
condutoras sédo formadas por um ou mais materiais condutores, um polimero
denominado aglutinante e, opcionalmente, solvente®. Adicionalmente,
algumas formulagdes podem experimentar a adicdo de um agente
estabilizante, tal como um surfactante®®.

No que se refere a por¢cdo condutora do material eletrédico, pode-se
mencionar o uso de inumeros metais, como prata, ouro e cobre, por exemplo,
uma vez que esses apresentam baixa resisténcia elétrica, apreciavel
condutividade e, ainda, elevada taxa de transferéncia de elétrons42:50:57, Em
contrapartida, apresentam um custo elevado. Outras fontes de componentes
condutores sao os materiais a base de carbono, tais como nanotubo de
carbono, grafeno, grafite e negro de fumo, o qual sdo vastamente explorados
para a construgdo de trilhas condutivas'%85 A extensiva utilizagdo dos
componentes carbonaceos para a elaboragao de sensores esta relacionada
principalmente ao custo mais acessivel, ampla janela de trabalho e, ainda,
compatibilidade com a modificacdo da superficie do eletrodo de trabalho com
nanomateriais e elementos de reconhecimento biologico. Além disso, os
eletrodos a base de carbono podem ter o desempenho eletroquimico
aprimorado a partir de diferentes processos de ativagao#4-858,

O material aglutinante (ou ligante), tem como finalidade agregar as
particulas condutoras nas formulagdes e contribuir com a adesao da tinta ao
substrato, permitindo a formacdo de um filme. Consequentemente,
desempenha um papel crucial na distribuicdo uniforme do componente
condutor sobre o substrato, bem como influencia a flexibilidade do
dispositivo'™. Alguns exemplos acessiveis e bem-sucedidos dedicados a
construgdo de sensores eletroquimicos s&o: verniz vitral*', éleo mineral®,
resina de poliéster®!, goma laca®’, polidimetilsiloxano®?, reuso de filamentos
de impressao 3D3* e esmalte de unhas®. Entretanto, a presenca desses
materiais pode aumentar a resisténcia elétrica da tinta, uma vez que a maior
parte dos polimeros usados para essa finalidade sdo compostos de cadeias
organicas nao conjugadas, classificados como isolantes elétricos.
Alternativamente, pode-se empregar polimeros condutores como a polianilina,

poli(3,4-etilenodioxitiofeno) e o polipirrol 459



Em relagao aos solventes, frequentemente empregados para ajustar a
viscosidade da tinta, de acordo com a necessidade da aplicagdo, como
anteriormente mencionado, pode-se optar por utiliza-los ou ndo. Sua funcao
€ auxiliar na fluidez da tinta, ajustar a viscosidade e, paralelamente, facilitar a
aplicacao da mesma sobre a plataforma de interesse. Outro importante fator
a ser mencionado € que deve haver afinidade entre o solvente e o aglutinante
para permitir uma efetiva dispersdao dos componentes da formulagcido. Assim,
solventes organicos e volateis sdo preferiveis, dado que o ligante é
comumente polimérico e auxilia na redugao do tempo do processo de cura da
tinta. Pode-se mencionar a recente utilizacdo de tolueno, acetona e etanol,
por exemplo'49864.65 Todavia, uma questao associada ao impacto ambiental
do uso de componentes toxicos tem sido levantada e discutida®®. Dessa
forma, alternativas mais sustentaveis como o uso de agua também tém sido
exploradas.

Sob o ponto de vista do viés ambiental, insumos ecologicamente
corretos sao preferiveis no ambito das tintas condutivas. Nesse contexto, em
termos de aglutinantes, resinas naturais sdo uma excelente alternativa que
tem possibilitado a construgcdo de sensores eletroquimicos com sucesso, em
associagao com o uso de solventes de menor toxicidade. Um exemplo é a
goma laca®. Ademais, fontes de aglutinantes provenientes de fontes de
material reciclavel também tem emergido como uma abordagem promissora.

Migliorini et al.%® propuseram um imunosensor eletroquimico
miniaturizado, descartavel e ambientalmente amigavel para a deteccao 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 multiplas (MWCNTs) e
funcionalizado com os elementos de reconhecimento bioldgico (anticorpos)
com sucesso. O sensor foi aplicado na vertente de seguranga alimentar.

Em outro estudo, Silva-Neto et al.3* demonstraram a producédo de
dispositivos eletroquimicos baseados em papel empregando residuos de

filamentos de impressdo 3D de acrilonitrila butadieno estireno (ABS)



solubilizados em acetona como material aglutinante e solvente,
respectivamente, e grafite como material condutor. O sensor eletroquimico foi
modificado com uma combinagcdo de MWCNTs, oxido de grafeno (GO) e
nanoparticulas de cobre para deteccdo amperométrica de S-nitrosocisteina,

um importante biomarcador de Alzheimer.

1.1.1.3. Técnicas voltamétricas

No contexto dos métodos eletroanaliticos, inumeras vantagens como
seletividade (ocasionada pela oxirreducdo de espécies analiticas sob um
potencial especifico ou devido o material do eletrodo), sensibilidade e baixos
limites de detecgdo, podem ser mencionados?®. Nesse sentido, as técnicas
voltamétricas destacam-se, ainda, por fornecerem respostas analiticas
satisfatorias e de modo relativamente simples e com potencial para analise
diretamente no local de necessidade?®54,

A voltametria pode ser classificada como uma técnica eletroquimica
que se baseia nos fenbmenos que acontecem na interface eletrodo/solucao.
Dessa forma, aplica-se uma diferenca de potencial sobre a célula
eletroquimica entre o eletrodo de referéncia e de trabalho, o qual faz surgir
uma corrente elétrica entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar, que é
medida com o auxilio de um potenciostato. A referida magnitude de corrente
que surge pode ser correlacionada com a concentragdo de espécies
eletroativas de interesse e promover o desenvolvimento de protocolos
analiticos para a identificacdo quantitativa e qualitativa de inumeros
compostos?°. Algumas técnicas voltamétricas amplamente utilizadas nas
analises de espécies eletroativas sdo a voltametria ciclica, a voltametria de

pulso diferencial e a voltametria de onda quadrada.

1.1.1.3.1. Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (VC) é uma importante técnica eletroanalitica.
Embora ela ndo seja amplamente explorada no contexto das analises
quantitativas, é frequentemente utilizada em caracterizagdes eletroquimicas,
estudo de reagdes de oxirreducdo, deteccdo de intermediarios de reacgdes

quimicas, acompanhamento de produtos de reagbes®” e monitoramento da
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taxa de reagOes eletroquimicas, por exemplo®8,

Na VC, primeiramente a varredura de potencial é feita em um sentido
e, na sequéncia, é invertida para a outra diregdo, durante a medida dos
valores de corrente®”. A forma de aplicagdo do potencial na VC esta
esquematizada na Figura 1.1. Conforme pode ser observado, durante um
experimento de VC, o potencial é varrido de maneira linear em fungdo do
tempo, no eletrodo de trabalho estacionario, com a solugdo mantida em
repouso, de modo que o valor de potencial € alternado entre crescente e
decrescente?’. Dessa forma, tem-se o valor de potencial inicial, a varredura
no sentido direto, a varredura no sentido inverso, o potencial de inversao e o
inicio de um novo ciclo. Paralelamente, o potenciostato registra a corrente
proveniente da reagao redox como uma fungédo do potencial aplicado. Esse

grafico € denominado de voltamograma.

_ .
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Potencial de inverséo
tempo (t)

Figura 1.1. Representagédo do sinal de excitagdo de tensdo em funcéo do
tempo, caracteristico da técnica de voltametria ciclica. Fonte: Adaptado de
Pacheco 20,

Uma das desvantagens da VC é que os valores de correntes fornecidos
possuem contribuicdo tanto da corrente capacitiva quanto da corrente
faradaica. A corrente capacitiva, que € uma corrente de fundo residual, é a
corrente necessaria para carregar a dupla camada elétrica existente na
interface eletrodo/solucéo. Por sua vez, a corrente faradaica é proveniente da
oxirredugao da espécie analisada no eletrodo. Dessa forma, a sensibilidade
da técnica é ligeiramente reduzida. E importante mencionar que, uma vez que

a corrente faradaica decai mais lentamente do que a corrente capacitiva, é



possivel discrimina-las. Nesse sentido, uma maneira de atenuar este
inconveniente, € recorrer-se as técnicas de pulso, que minimizam a

contribuigdo da corrente capacitiva®.

1.1.1.3.2. Voltametria de pulso diferencial

A voltametria de pulso diferencial (VPD) € uma técnica eletroquimica
amplamente usada em analises quantitativas®. Na VPD, pequenos pulsos de
amplitude (a) fixos, sobrepostos a uma rampa de potencial crescente, sdo
aplicados no eletrodo de trabalho, formando uma onda similar a uma escada.

A Figura 1.2 A-B reporta esquematicamente essa combinag&o?%.8.

+ -

Potencial (E)

.
JnyLr
UL e

tempo, t

(B) Al=1,-1,

Corrente (I)

Potencial (E)

Figura 1.2. (A) Representagdo esquematica dos sinais de excitagédo
inerentes a técnica de voltametria de pulso diferencial. (B) Voltamograma
caracteristico da técnica de VPD. Fonte: Adaptado de Compton®°.

Nos experimentos usando VPD, a corrente € 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 diferenga entre as
duas correntes € medida instrumentalmente, o qual permite que a corrente

resultante seja plotada em fungdo do potencial aplicado, gerando um
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voltamograma similar a uma gaussiana?6°, A vantagem de se realizar a leitura

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

Quando o pulso € aplicado, ocorre um acréscimo tanto da contribuicéo
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 possivel obter uma corrente total na qual a
contribuicdo da corrente capacitiva € irriséria, e, praticamente,
desconsiderada. Esse formato de aquisicdo de dados permite que sejam

obtidos limites de detecgdo da ordem de 108a 107 mol L2069,

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 aquisicdo dos dados. Além disso, a
sensibilidade é comparavel a voltametria de pulso diferencial, obtendo-se
frequentemente, limites de detecdo comparaveis as técnicas
espectroscopicas’®.

Na VOQ a forma do pico resultante no voltamograma é proveniente da
sobreposicao entre pulsos simétricos de amplitude AE, € uma rampa de
potencial na forma de escada (staircase), cuja amplitude é caracterizada por
AEs, uma largura a e periodo ts, que € aplicado ao eletrodo de trabalho. As
medidas de corrente sao realizadas ao final de cada pulso, uma no sentido
direto e outra no sentido reverso, cuja diferenca entre eles fornece uma
corrente resultante de forma diferencial. A magnitude de corrente resultante,
assim como na VPD, minimiza a contribuicdo da corrente capacitiva?%6%70, A
Figura 1.3 A-B mostra a representacao esquematica da forma de aplicagcao do
potencial na voltametria de onda quadrada e um voltamograma resultante

para um sistema reversivel.
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Figura 1.3. (A) Representacdo esquematica da soma entre uma escada de
potencial e uma onda quadrada, caracteristica da VOQ. (B) Tipico
voltamograma obtido com a VOQ. Fonte: Adaptado de Compton®.

A frequéncia (f) da onda quadrada, expressa em s™', pode também ser
expressa como 1/t. AEp representa a amplitude do pulso da onda quadrada
em mV, enquanto 2Ep corresponde a amplitude pico a pico. AEs, também em
mV, é denominado incremento de potencial, que indica a altura do degrau. O
produto de f por AEs resulta na velocidade de varredura (v) da medida. E
importante mencionar que enquanto na voltametria de pulso diferencial a
magnitude da velocidade de varredura € habitualmente empregada entre
valores de 1 a 10 mV s™', na voltametria de onda quadrada a velocidade varia
de 100 a 1000 mV s, o que reduz significativamente o tempo de analise de

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

1.1.1.4. Amperometria

A amperometria € uma técnica eletroanalitica bastante usada no campo
dos biosensores’’, tratamento na superficie do eletrodo de trabalho’?, além
da possibilidade de sintese de nanoparticulas in situ de modo uniforme’s.

O funcionamento da amperometria ocorre mediante a aplicacdo de um

potencial redutor ou oxidante, constante, a um eletrodo de trabalho. Amedi¢ao
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da corrente faradaica proveniente da reagao é realizada em paralelo com o
experimento. A magnitude da corrente medida esta relacionada a
concentragdo da espécie reduzida ou oxidada. O grafico que relaciona os
valores de corrente em funcédo do tempo é, portanto, obtido, e denomina-se
amperograma’-76,

Um importante aspecto a ser destacado é que tanto analitos
eletroativos quando néo eletroativos podem ser analisados de modo indireto,
a partir de protocolos de derivatizagdo, ou, ainda, via titulacbes
amperométricas. Entre os aspectos favoraveis dessa técnica destacam-se
boa sensibilidade, e a capacidade de distinguir compostos seletivamente
mediante selecdo cuidadosa do potencial aplicado e/ou o material constituinte
do eletrodo.” Além disso, € uma técnica proveniente de uma instrumentagéo
portatil, baixo custo e que vem tornando-se cada vez mais atraente devido a
combinagdo com as analises em fluxo, o qual alguns dispositivos evoluiram

para a fase comercial, tal como o glicosimetro’’.

1.1.2. Sensores colorimétricos

Os sensores colorimétricos sdo uma classe de sensores 6pticos que
operam com base na mudanga de cor que ocorre mediante estimulos
externos, tal como uma reagdo quimica entre um analito e um agente
cromogénico’®. Sendo assim, é possivel efetuar a detecgéo instantanea do
analito a partir das alteragbes na cor, visualmente ou com o auxilio de
detectores como scanners de bancada, maquinas fotograficas e cameras de
celulares 7980,

Nessa vertente, dispositivos microfluidicos baseados em papel
(WPADs) sao frequentemente utilizados em conjunto com transdutores 6pticos.
Em geral, essa classe de sensores colorimétricos € construida de modo a criar
uma espécie de barreira hidrofébica que permeia o substrato delimitando
‘caminhos” hidrofilicos para que a amostra possa ser transportada, por
capilaridade, partindo de uma zona de amostragem para uma zona de reagao
e/ou deteccdo. Outra opcado é utilizar técnicas de recortes para criar a
geometria e o canal microfluidico de interesse®8’.

Algumas das vantagens associadas ao uso dos yPADs s&o o baixo
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custo, nao requerimento de bombas e valvulas para atuar no transporte de
amostras, compatibilidade com producdo em larga escala, respostas
analiticas rapidas, além da portabilidade, o que é extremamente importante
em aplicagdes no local de necessidade®?. Todavia, os desafios associados a
esses dispositivos sdo a reprodutibilidade e o efeito de lavagem (distribuicdo
nao uniforme da coloragao), o que requer, em alguns casos, a modificacéo da
superficie do substrato com nanomateriais, por exemplo. Sendo assim, isso
pode resultar em um aumento no numero de etapas de preparo do sensor,
elevando também, o custo final do dispositivo83-84,

Inameros protocolos podem ser utilizados para produzir sensores
microfluidicos, dentre eles, pode-se mencionar a fotolitografia, impresséo
flexografica, serigrafia, impressdo a cera®, impresséo a jato de tinta®, e
recorte a laser®”.

Outro tipo de sensor que vem ganhando espaco para ser integrado a
detecgédo colorimétrica séo os dispositivos impressos via a impresséo 3D, o
qual fornece uma gama de vantagens particularmente interessantes. Em
geral, podem ser produzidos em uma unica etapa, de modo automatizado, em
larga escala, além de possibilitarem a fabricagdo de dispositivos reutilizaveis.

Diferentes estratégias podem ser adotadas para elaborar sensores
colorimétricos diretamente impressos em 3D. A literatura reporta micropogos,
chips microfluidicos®®%, camaras de reagdes, dispositivos hibridos integrados
com outros tipos de plataformas analiticas, por exemplo®-93. Além disso, a
tecnologia de impressao 3D também tem sido empregada na construgao de
suportes que promovem um melhor controle de luz no contexto de analises
colorimétricas®, impressdao de moldes e/ou sensores e plataformas para
serem integradas com dispositivos analiticos comerciais. Em geral, os
dispositivos impressos via impressdo 3D podem ser classificados em fisicos,
biossensores e sensores quimicos, sendo que, normalmente, 0os sensores
colorimétricos englobam a classe dos biossensores ou sensores quimicos.
Neste caso, comumente, na forma de sensores liquidos®. Quando se trabalha
com plataformas diretamente impressas em 3D, uma das vantagens é que a
problematica do efeito de lavagem presente nos yPADs nao acontece e, além

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

A impressao aditiva, ou impressao 3D, voltada para a fabricacao de
sensores, pode ser classificada em diferentes tipos, tais como:
estereolitografia, sinterizacdo seletiva a laser, jato de tinta/extrusdo 3D,
impressao de dois fétons, fusao seletiva a laser, fabricagao de objeto laminado
e a modelo de deposigdo por fusdo (FDM)%-2°. Em relagdo aos insumos que
podem ser processados pela tecnologia de impresséo 3D, pode-se mencionar
materiais poliméricos termoplasticos, como acrilonitrila butadieno estireno
(ABS), acido polilatico, poliamida (PA), policarbonato (PC), polifenilsulfona
(PPSF), plasticos de polipropileno, bem como materiais poliméricos
termoendureciveis, como resinas epoxi, além de metal, ceramica, tinta
metdlica, tinta magnética e bio-tinta%%98.100,101,

Dentre as tecnologias de impresséo 3D, a FDM tem sido amplamente
explorada dado a boa relagdo custo-beneficio e sistema de cddigo aberto.
Entretanto, uma de suas limitacdes pode ser a baixa resolucdo de impressao
e velocidade de impresséo lenta, quando comparada a outras opgdes®.

Um tipo de impressdao 3D, frequentemente usada na producao de
plataformas analiticas, € a técnica de FDM. A impressao 3D é uma técnica
automatizada de impressao aditiva que possibilita a rapida prototipagem de
arquiteturas tridimensionais provenientes de projetos digitais graficos
empregando software de design auxiliado por computador (CAD)'%2, A partir
do desenho criado, € necessario converté-lo para o formato de arquivo STL
(do inglés, stereolithography), compativel com os softwares de impressoras
3D, o qual convertem o conjunto de dados em um arquivo de cddigo G apds
ser submetido a um processo denominado de “fatiamento”. Essa etapa,
fundamenta-se na geracao de sucessivas camadas 2D que seccionam todo o
objeto. A depender do mdodulo de trabalho da impressora 3D, ha diferentes
principios de funcionamento. A modelo de deposicdo por fusao,
particularmente, destaca-se por apresentar uma apreciavel relagdo custo-
beneficio. Nela, emprega-se filamentos poliméricos que, quando submetidos
a aquecimento no bico da impressora, passam para um estado semi-liquido,

0 qual a partir do processo de extrusao, permite que o material de interesse
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seja depositado camada por camada, uma sobre a outra, até perfazer o
objeto’02-104  Algumas vantagens inerentes a esse protocolo via FDM s3o a
personalizagdo do design, custo acessivel e versatilidade de filamentos,
dentre as quais, alguns materiais sdo sustentaveis. As desvantagens, por
outro lado, estdo relacionadas a resolucdo da impressao e o tempo de
impressdo, a depender do layout'®3195 A Figura 1.4 esquematiza
resumidamente as etapas necessarias para a construcdo de objetos

tridimensionais a partir do uso da tecnologia de FDM.

3. Transferéncia
de arquivo

5. Manufatura
aditiva

4. configuragao da
impressora 3D

| 6. Remoc¢ao do dispositivo 7. Pés-processamento

Figura 1.4. Etapas basicas envolvidas no processo de impressao 3D via
FDM. Fonte: Autoria propria.

1.1.2.2. Desenvolvimento de plataformas analiticas

Wu e Wang'% apresentaram uma plataforma de resina impressa em
3D portatil integrada a um smartphone para resolver problemas de captura de
sinal. No presente estudo, uma condigao de luz homogénea e uma posi¢céao
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

16



chip impresso em 3D, o qual foi preenchido com pé de celulose para promover
capilaridade. A plataforma foi utilizada para detectar pesticidas
organofosforados e multiensaio de suco de frutas, com sucesso.

Vargas-Mufioz et al.’%” propuseram a fabricagdo de uma caixa de luz
fotografica 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 construgdo e foi empregada em associagdo com
microplacas de plastico comerciais de 96 pogos, em posicao fixa, associados
com dispositivos de papel visando a realizagao de ensaios colorimétricos de
compostos volateis. A aplicacao explorada foi na determinacéo simultanea de
amoénia e sulfeto. A captura das imagens foi realizada com o auxilio de um
smartphone e os dados foram analisados com o software ImageJ.

Um modelo de utilidade desenvolvido na China'%® mostrou, no &mbito
do campo técnico de equipamentos de instrumentos, um dispositivo portatil
para analise colorimétrica. A instrumentacdo conta com uma camara, porta
amostra para cubetas e um suporte para smartphone. Além disso, dispde de
um sistema de iluminagdo diretamente sobre a cubeta e, adicionalmente,
filtros Opticos sao utilizados para permitir a selegao da absorcao especifica da
amostra de analise colorimétrica.

Diante dos exemplos acima mencionados, a associagao entre a técnica
de impressao 3D e o uso de detectores colorimétricos sao bastante uteis no
campo da Quimica Analitica. Sobretudo, devido a versatilidade, custo
acessivel e possibilidade de facil integragdo com detectores como aqueles

voltados para a colorimetria.

1.1.2.3. Detecgéo colorimétrica

No caso do uso de smartphone, a deteccao colorimétrica comumente
ocorre mediante a andlise da imagem digital empregando-se aplicativos (app)
de celular'®. Para tanto, capta-se o sinal analitico frequentemente em
intensidade de cor/intensidade de pixel pelo meio do qual é estabelecida uma
correlacdo com a concentracdo das espécies quimicas analisadas. Neste

sentido, utiliza-se canais de cores como o CMYK (do inglés, cyan, magenta,
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yellow e key (black)), canais de cinza e RGB (do inglés, red, green e blue),
HSB (do inglés, hue, saturation, brightness)®110.1  dependendo da cor
apresentada e da ferramenta de analise. Alguns exemplos de app moveis
reportados para analises quimicas sdo: photometrix''2, pixel picker''3, color
picker'™ e Color Grab''. E importante mencionar que durante as analises
colorimétricas, um adequado controle de luz € um fator primordial para a
garantia de analises com qualidade e reprodutibilidade dos resultados. Neste
contexto, estabelecer sistemas com essas caracteristicas, sobretudo visando
analises no campo, constitui-se como um desafio8%116,

Uma das grandes vantagens da utilizagdo de cameras de smartphones
€ a portabilidade, a simplicidade e a praticidade no que tange ao tratamento
de dados, uma vez que muitos aplicativos ja fornecem os valores de
intensidade de cor em canais especificos e/ou sao capazes de plotar curvas
analiticas. Por meio desses sistemas, € possivel se obter informacdes
analiticas que vao desde resultados que respondem qualitativamente, aos
semiquantitativos e quantitativos®111,

Dentro das aplicabilidades provenientes tanto da deteccéo
eletroquimica, quanto colorimétrica, tem-se inUmeras areas de interesse
abrangendo, inclusive, ambiental'”-18  alimenticia'?'9, farmacéutica'?%.121,

forense'?2123 diagnadstico clinico'?#125 e industria do petroleo26.127.

1.1.3. Microfluidica digital

A microfluidica digital € uma tecnologia relativamente emergente que
se baseia no uso de forgas eletrostaticas para manipular goticulas com
volume da ordem de microlitros sobre uma matriz de eletrodos isolados?:128.129,
Ela foi popularizada no inicio dos anos 2000, a partir de estudos realizados
nos grupos de pesquisa de Fair'® e Kim'3' na Duke University e University of
California, Los Angeles (UCLA), respectivamente. No trabalho pioneiro, foi
possivel observar a movimentagcao de goticulas sobre um material isolante
sob a influéncia da aplicagao de potencial elétrico. O fendbmeno utilizado para
explicar o funcionamento do sistema foi o “electrowetting” ou “electrowetting-
on-dieletric’ (EWOD). Essa nomenclatura estava intimamente ligada a

observagédo de mudangas no angulo de contato entre a gota e a superficie do
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dispositivo, no qual o valor do angulo era reduzido consideravelmente
proporcionando um maior contato com a superficie, durante o processo de
movimentagdo da gota. Dessa forma, a medida que o eletrodo adjacente é
acionado ou desligado, a gota se movimenta’.

Embora o fendmeno de EWOD'3? seja bastante usual para explicar a
movimentagdo de goticulas em microfluidica digital, esse modelo possui
algumas limitagbes, uma vez que nao explica o movimento de goticulas no
que se refere a liquidos de baixa tensao superficial e que, portanto, nao
apresentem mudangas expressivas no angulo de contato. Ademais, néo é
capaz de explicar o fendbmeno de saturagao do angulo de contato. Ou seja, a
constancia dos valores de angulo de contato mesmo apés um aumento de
potencial aplicado (limiar), que ndo é capaz de resultar em angulo zero’-128.133,

Nessa perspectiva, 0 modelo eletromecanico, explica tanto o fendmeno
da umectacao quanto da movimentagao de goticulas, baseando-se em forgcas
elétricas em cargas livres e dipolos dentro da gota, para fluidos condutores e
dielétricos, respectivamente. Assim, esta abordagem explica o movimento de
liquidos dielétricos e liquidos que n&o sofrem uma mudancga no angulo de
contato. Ademais, fornece uma justificativa para o fenbmeno da saturagao do
angulo de contato, como resultado do equilibrio entre forcas elétricas e de
tensao superficial33.134,

Uma das principais vantagens da utilizagdo da microfluidica digital é
que a manipulacao das gotas ocorre sem a necessidade de valvulas, bombas
ou misturadores mecanicos'?®135 Além disso, o transporte de goticulas pode
ser controlado de modo independente, paralelo, com alta precisdo e de modo
reconfiguravel a depender do que requer o experimento. As operagdes de
movimentagdo das gotas incluem amostragem a partir do reservatorio,
mistura, unido, separagao e gerenciamento controlado das gotas, de modo
automatizado ou em tempo real’?®136.137 A Figura 1.5 ilustra as operagdes
microfluidicas digitais basicas. Outro ponto positivo € a versatilidade no design
0 que permite combinagao com outras técnicas analiticas, tanto voltadas para

a separagéo de compostos quanto de detecgédo 38,
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Figura 1.5. Representagdo esquematica de procedimentos microfluidicos
digitais dentro de um chip de placa dupla. As operagdes basicas envolvem
a separagao, a mistura, a unidao e a amostragem de uma gota a partir do
eletrodo reservatério. Fonte: Autoria prépria.

Como desafios, entretanto, pode-se mencionar o efeito de evaporagao
das gotas (sobretudo, e dispositivos de configuragdo de placa Unica)'3®, vida
util dos dispositivos'®, bioincrustagéo’#°, e custo dos dispositivos fabricados
via fotolitografia €128, em alguns casos, o acesso limitado as salas limpas para
fabricar os chips, a depender da regido'#'. Além disso, o movimento das gotas
pode ser comprometido por imperfeicbes nas camadas dielétrica e
hidrofobica’0. Qutro fator importante a ser mencionado é o rompimento da
camada dielétrica, que pode causar danos irreversiveis a superficie,
impedindo o funcionamento do dispositivo permanentemente 142,

No que se refere as limitagdes da DMF, diversas estratégias podem ser
adotadas para atenuar alguns dos problemas que eventualmente possam
surgir. Em relacao ao processo de evaporacgao, pode-se trabalhar em camara
Umida, ou em meio oleoso'?133143 No que diz respeito ao custo dos
dispositivos, pode-se explorar métodos de fabricacdo alternativas que néo
requerem a utilizagdo de sala limpa ou reciclar os dispositivos fabricados via

fotolitografia''.144. Para evitar processos de bioincrustagdo, comumente
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trabalha-se com as goticulas suplementadas com surfactantes45.146,

1.1.3.1. Fabricagdo e montagem dos chips microfluidicos digitais

Tipicamente, a arquitetura dos chips de microfluidica digital envolve o
formato de placa dupla, onde as goticulas sdo imprensadas entre dois
substratos separados por uma lacuna, cuja placa inferior abriga os eletrodos
de acionamento e a placa superior, o eletrodo de aterramento'?®. Outro
formato possivel € o modelo de placa unica, no qual as goticulas repousam
sobre uma superficie e, portanto, ficam mais expostas ao ar. Neste caso, o
substrato inferior € composto tanto pelos eletrodos de atuagao, quanto os de
aterramento’¥’.

Dentre os dois formatos disponiveis, os dispositivos de placa dupla sao
preferiveis devido algumas vantagens como dispensar gotas do reservatorio,
possibilidade de separagao de gotas, mistura mais eficiente e, redugéo do
efeito de evaporagao’?8148, Por sua vez, embora o modelo de chip aberto ndo
seja apto para dividir e distribuir/fracionar gotas a partir do reservatério, e
possua uma maior taxa de evaporacao do liquido, o design aberto facilita o
acesso de amostras para detectores externos, além de facilitar a manipulacao
de gotas de maior volume'48-1%0,

Em geral, os componentes dos chips microfluidicos digitais sao:
substrato, eletrodos, conectores, camada dielétrica, camada hidrofébica e, no
caso dos sistemas de duas placas, eletrodos transparentes revestidos com
uma camada hidrofébica (presente na placa superior)'33.138 A representacéo
esquematica de um dispositivo de duas placas e o0 modelo de uma placa sao

demonstrados na Figura 1.6 A-B.

(A) (B) pmmmmmmm oo -

—{r Espagador

v Eletrodo de acionamento

- L]

Figura 1.6. Representacdo esquematica da vista lateral de dispositivos de
microfluidica digital na configuragdo de (A) duas placas e (B) uma placa.
Fonte: Autoria prépria.
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Em se tratando de chips microfluidicos digitais, os eletrodos podem ser
fabricados sobre o substrato (normalmente vidro, plastico, ou placa de circuito
impresso), a partir de técnicas como fotolitografia'®!, impressédo a jato de
tinta'#', gravacéo a laser'®? ou serigrafia'®?, por exemplo. Assim, os materiais
dos eletrodos sao frequentemente compostos por metais como cromo, ouro,
cobre, materiais como grafeno, além de tintas condutivas a base de
nanoparticulas de prata, ouro ou carbono#".151.153-155 O arranjo de eletrodos
comumente consiste em eletrodos reservatérios (maiores), eletrodos de
distribuicdo e eletrodos de atuacao, que também podem ser chamados de
eletrodos de conducéo.

Um aspecto importante em relagdo ao design do dispositivo € que os
eletrodos podem assumir diferentes geometrias e pode influenciar, de certa
forma, nos valores de potencial aplicados para movimentar as goticulas.
Frequentemente, a distadncia entre os eletrodos adjacentes varia
aproximadamente de 20 a 200 um'?141.152 | ogo, é requerido uma boa
resolucdo da técnica de fabricacdo dos eletrodos. Além disso, € preferivel que
o arranjo de eletrodos possua um /ayout que favorega a goticula presente em
um eletrodo de atuacéo ocupar parcialmente o eletrodo adjacente, uma vez
que o potencial requerido para movimentar a gota pode ser reduzido nessa
condig¢&o %6,

Tanto na configuragdo de placa dupla como na modalidade de placa
unica dos chips de microfluidica digital, uma camada de um material dielétrico
isolante é usada para recobrir os eletrodos, a fim de auxiliar na limitacdo dos
valores de corrente, bem como evitar processos indesejados de eletrolise 42,
Ademais, a presenga desse material auxilia no acumulo de carga ou
gradientes de campo, necessarios para a atuagao das goticulas'?®. A camada
dielétrica pode ser depositada a partir de varias técnicas, como deposigcao de
vapor, utilizando materiais como Parileno C'’, fluoropolimeros amorfos e
nitreto de silicio'?®13°, Qutra opgéo, € o crescimento térmico, mediante o uso
de oxido de silicio'?8. Além disso, pode-se empregar a formacgéo de filmes por
rotagdo ou centrifugacdo (spin-coating), com materiais como
polidimetilsiloxano (PDMS)'%8 e fotorresiste SU-8'°. Alternativamente, pode-

se usar fita adesiva'® ou a base de poliimida’®'. Outra opcao ¢ a técnica de
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revestimento por rolo miniatura (mini roll coater) empregando cianoresina CR-
S cianoetilpululano (CEP)™1.

A camada hidrofébica dos dispositivos de microfluidica digital estao
presentes tanto na placa inferior, quanto na placa superior (nos casos de
dispositivos de placa dupla). Sua funcdo é minimizar a resisténcia ao
movimento das goticulas'®?. Os materiais normalmente usados s3o
Teflon® AF'63 FluoroPel (de diversos tipos como AF1600), Cytop®'39.161 ou a
partir de uma abordagem de melhor custo-beneficio utilizando produtos a
prova d’agua’®*. Comumente, essa camada é depositada via formagéo de
filmes por rotacéo ou centrifugacdo, imersao ou utilizando spray. E importante
ressaltar que, no caso da placa superior, antes do processo de deposi¢ao da
camada hidrofdbica, o substrato composto comumente de vidro ou polietileno
tereftalato (PET) sdo acoplados a uma camada condutora transparente de
oxido de estanho dopado com indio (ITO), a fim de atuar como um eletrodo
de aterramento do sistema’28.139.141,

Recentemente, uma camada dielétrica e hidrofobica composta a base
de tiol-eno foi proposta por Liu et al.’™? 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
pMm como camada dielétrica e hidrofébica, no qual o angulo de contato de uma
gota de agua sobre a superficie do dispositivo foi de aproximadamente
1090165_

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, espacadores, como
pedacos de fita adesiva dupla face, sado adicionados ao longo do dispositivo
para manter uma altura fixa e reprodutivel entre as duas placas'. Assim, o
dispositivo torna-se apto para o uso.

A tecnologia de microfluidica digital tem sido empregada com sucesso
nas areas quimica''®167  diagndstico clinico'®®, biologica'®”-69, controle de
qualidade'’® e quimica forense'”!, por exemplo. Nessa perspectiva, dentre as

inimeras possibilidades da técnica, uma das aplicabilidades que tem sido
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extensivamente explorada desde sua popularizagao 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 andlises quimicas, sendo frequentemente
determinante para o sucesso da analise. Comumente, esse processo é
requerido quando se trabalha com matrizes complexas, para evitar
interferéncias de determinadas espécies quimicas, pré-concentrar o analito,
derivatizar, precipitar componentes ou dilui-la, por exemplo'’2173, Uma das
maneiras de evitar que os procedimentos de preparo de amostra sejam
demasiadamente dispendiosos, € recorrer a alternativas automatizadas,
dentre as quais, a microfluidica digital tem sido explorada para o preparo de
amostras de sangue em plasma, dilui¢des, lise de células, remogao de acido
desoxirribonucleico (DNA), clivagem homolitica sob luz UV e separagao
magnética, por exemplo'74.

Os ganhos relacionados a utilizagado da microfluidica digital no preparo
de amostras sao o baixo volume de amostra e reagentes usados, a
possibilidade de integracao de etapas de pré-tratamento e analise na mesma
plataforma, além do elevado nivel de automacao da técnica’28.136.175,

No que se refere ao preparo de plasma a partir de amostras de sangue,
uma das possibilidades € a integragdo entre o protocolo de preparo de
amostra e de etapas de deteccdo na mesma plataforma. Nesse caso, o
diagndstico clinico pode eventualmente ocorrer de maneira rapida,
automatizada e personalizada, auxiliando na tomada de decisdo do
profissional da saude quanto ao melhor tratamento.

Dixon et al. demonstraram a integracdo entre uma plataforma de
microfluidica digital com membranas porosas, semelhantes a papel, visando
a separagao de plasma sanguineo proveniente de puncao digital de modo
automatizado. A estratégia adotada englobou o0 uso de uma membrana de
separagado (quadrada), posicionada de forma alinhada com os eletrodos
reservatorios vizinhos e atravessando um eletrodo de atuacédo (em formato
retangular). Apds a insergao do sangue total na membrana de separagéo, as

células sanguineas sao capturadas e o plasma filtrado flui através do
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transporte de membrana (formato retangular) sobre eletrodos de atuagao. Um
tampao de extracao é dispensado do eletrodo reservatorio e permeia através
do papel embebido de plasma, de modo perpendicular, por meio de forgas
eletrostaticas, para entédo ser coletada em forma de goticulas e analisado. O
protocolo proposto foi comparado com a técnica de centrifugagcdo “padrao
ouro”, e, como prova de conceito, um imunoensaio de IgG do virus rubéola foi
realizado. O limite de detecgao foi de 1,9 Ul mL-", suficientemente aplicavel no
diagndstico clinico'78.

Narahari et al. propuseram um protocolo utilizando microfluidica digital
para extrair RNA viral do Zika usando esferas magnéticas, limpeza de RNA e
amplificagdo isotérmica seletiva. Pequenos volumes de 5 puL de amostras
aquosas e plasmaticas simuladas, além de suspensdes do virus cultivado
foram analisados de modo portatil, automatizado e integrando multiplas
etapas. Os cartuchos de DMF usados eram de configuragcédo 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 deteccao para RNA livre
no plasma foi préximo a 1000 copias por mL, e entre 10 e 100 PFU mL™" em
amostras contendo particulas do virus Zika. Sob ensaios analiticos as cegas,
a sensibilidade e a especificidade do método foram de 100 e 75%,
respectivamente. A plataforma foi entdo transportada para Recife, Brasil, e
aplicada na detecgéo do virus Zika no nivel de 100 PFU mL™', demonstrando

seu potencial para diagnostico automatizado e portatil'?7.

1.1.3.3. Métodos de deteccao

Conforme mencionado anteriormente, a tecnologia de microfluidica
digital pode ser integrada com diversas técnicas analiticas. Esse acoplamento
pode promover analises in-line, on-line e off-line, por exemplo. Nos sistemas
de analise in-line, os constituintes das goticulas sdo analisados dentro do
dispositivo em tempo real. No que se refere as analises on-line, ocorrem
enquanto o processo estda em execugdo, mas as amostras sao geralmente
retiradas e transportadas para um analisador localizado nas proximidades.

Por sua vez, nas analises off-line, tem-se que a amostra é coletada e
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analisada fora do dispositivo, geralmente, em outro ambiente'38.178,

Nesse contexto, pode-se destacar as técnicas de espectrometria de
massas, ressonancia magnética nuclear, eletroforese capilar, fluorescéncia,
reagdo em cadeia da polimerase (PCR)'7°, amplificagdo isotérmica mediada
por loop (LAMP)'®  ressonancia plasmoénica de superficie'®,
quimiluminescéncia’®?, eletroquimiluminescéncia'83 colorimetria'® e
eletroquimica’®'. Essas inumeras possibilidades tornam a DMF uma
plataforma atraente para implementar analises laboratoriais de rotina'3513,

Inimeros estudos tém se dedicado a propor novas formas de
integracao entre detectores e as plataformas microfluidicas digitais, a fim de
facilitar o acesso da amostra com sistema de detecg&o'16:135.184-186
Comumente, independentemente do tipo de transdugcdo empregada (elétrica,
mecanica, optica ou eletroquimica), importantes alteragdes na estrutura dos
chips de microfluidica sao requeridos. Em geral, as modificagdes necessarias
no Jlayout ocorrem adaptando-se a placa superior ou inferior dos
dispositivos'>. Um exemplo é a utilizacdo da placa superior transparente
usando ITO como eletrodo para permitir o acesso optico a amostra’®’. O
recorte da placa superior para a insergao de sensores eletroquimicos também
foi explorado'®. Outro exemplo de modificagcdo é a fabricagdo de sensores
eletroquimicos diretamente na placa inferior, o que pode ser relativamente

laborioso e limitar o reuso do dispositivo'?.

1.1.4. Aplicagoes de sistemas analiticos portateis

Dados os avangos da miniaturizacido e automacao de plataformas ana-
liticas, o desenvolvimento de procedimentos analiticos portateis tem sido im-
pulsionado em diferentes campos, proporcionando analises rapidas, simples
e com a promessa de serem aplicadas diretamente no local de interesse,
como mencionado anteriormente. Por meio do uso de sensores eletroquimi-
cos, dispositivos colorimétricos, microfluidica digital e tecnologia de impresséao
3D, areas como diagndéstico clinico, controle de qualidade de produtos farma-
céuticos e industria petroquimica podem ser categorizadas como potenciais
campos de aplicagao para fins de diagndsticos, pesquisas e interesses indus-

triais.
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1.1.4.1. Diagnostico clinico

A obtencdo de cuidados médicos de alta qualidade e acessiveis
continua a ser um obstaculo para diversas comunidades. Em vista disto, as
plataformas analiticas usadas no pronto atendimento sdo uma alternativa
formidavel para promover o rapido acesso a diagndsticos e descentralizar os
atendimentos nos hospitais, permitindo que o paciente inicie o tratamento
necessario o mais cedo possivel®.

Uma ferramenta apreciavel para fornecer diagndsticos precisos e
seletivos € o uso de biossensores eletroquimicos 88189 Resumidamente, eles
consistem em uma subclasse de sensores quimicos, que combinam a
sensibilidade oriunda de transdutores eletroquimicos com a elevada
especificidade proveniente de processos de reconhecimento biolégico. Os
biossensores contém um elemento de reconhecimento bioldgico (tais como
enzimas, proteinas, anticorpos, acidos nucléicos, ou receptores) que possuem
a capacidade de reagir seletivamente com analito alvo, produzindo um sinal
elétrico associado a concentracdo do analito em estudo'90-193,

Outra classe de dispositivos importantes sdo o0s sensores
eletroquimicos miniaturizados. Alguns exemplos de aplicagdes desses
dispositivos na area de diagndstico clinico incluem a deteccao de infeccbes
virais e doengas como, influenza'®, dengue'®, chikungunya'®®, ebola'”’, zika
198 monkeypox'%® e COVID-192%, Além disso, esses dispositivos podem ser
utilizados para diagnosticar e/ou monitorar outras doengas, como fibrose
cistica?"’ e a doenca de Alzheimer®*.

A pandemia relativamente recente, desencadeada pela disseminagao
em massa do virus da sindrome respiratoria aguda grave coronavirus 2
(SARS-CoV-2), destacou a vital importancia de diagnosticos rapidos para
conter a propagagcdo da doenca, monitora-la e, sobretudo, realizar os
tratamentos necessarios. Nesse cenario, a proposi¢ao e aperfeicoamentos de
métodos analiticos que fornecam diagndsticos rapidos, acessiveis, seletivos
e aplicaveis no local de interesse sdo comumente demandas imediatas que
precisam ser atendidas continuamente?02-205,

Outro exemplo relevante é a fibrose cistica, uma das doencas que

podem ser diagnosticadas na triagem neonatal (teste do pezinho), ou quando
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ha suspeita clinica. Em caso positivo, prossegue-se com a investigagao por
meio do teste do suor. Fornecer resultados precisos, acessiveis e dentro do
periodo estabelecido pelo Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) &
imprescindivel para o alcance de bons progndsticos?%6207. Os sensores
portateis possuem potencial para alavancar tanto esse quanto diagndsticos
similares.

No ambito dos disturbios neurolégicos, ou das doengas
neurodegenerativas, que interferem no sistema nervoso central e periférico e
sdo associadas a déficits cognitivos, o Alzheimer (60-70% dos casos) e a
doenca de Parkinson merecem uma atengdo especial®%*. A partir do banco de
dados da OMS, estima-se que centenas de milhdes de pessoas em todo o
mundo sejam afetadas por doengas neurologicas?®®. Assim, um diagndstico
precoce € importante para melhorar a qualidade e a expectativa de vida dos

individuos afetados por essas condigdes clinicas.

1.1.4.2. Controle de qualidade de produtos farmacéuticos e suplementos

O controle de qualidade de ativos farmacéuticos € indispensavel, uma
vez que é por intermédio dele que se verifica e atesta-se a qualidade do
farmaco, garantindo sua eficiéncia terapéutica, bem como a auséncia de
impurezas que oferecem risco a saide?®°. Outras atribuicbes que englobam o
controle de qualidade ¢é identificar eventuais falhas, otimizar os processos de
producdo dos medicamentos e uniformizar a producdo dos insumos
farmacéuticos. Além disso, a importancia dos procedimentos vinculados as
boas praticas de fabricacdo de medicamentos decorre do fato de que
medicamentos contaminados com residuos nocivos ou fora da dosagem
necessaria, podem gerar sérios problemas de saude?'0-212,

Ainda no ambito da industria farmacéutica, uma importante classe de
produtos, amplamente comercializados e que requer atencao especial, sdo os
suplementos alimentares. Esses produtos sao produzidos para serem usados
devido aos seus nutrientes, que podem beneficiar a saude. Entretanto, o
crescimento vertiginoso nas vendas, concomitante com a auséncia de uma
regulamentacdo eficaz, torna esse mercado mais suscetivel a acessar

produtores adulterados ou de qualidade comprometida (como contaminagéo
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por pesticidas e micotoxinas), oferecendo prejuizos a saide humana?'3,

Um exemplo de suplementos alimentares amplamente comercializados
€ o dos aminoacidos (como a L-cisteina, L-lisina, L-serina e L-alanina, por
exemplo), cuja utilizagdo tem crescido consideravelmente?'. Nessa
perspectiva, no comego da década de 2000, estabeleceu-se o Conselho
Internacional sobre Ciéncia de Aminoacidos (ICAAS, do inglés, Indispensable
Amino Acid Score), com a finalidade de inumeras empresas produtoras de
aminoacidos registrarem dados de seguranga sobre o uso de aminoacidos
essenciais para a sintese de proteinas em humanos e assegurarem o
monitoramento dos padrdes de pureza em suplementos alimentares que
contém aminoacidos na formulagao?'s.

Dentro desse paradigma, algumas técnicas analiticas sdo comumente
exploradas para atestar a qualidade de insumos farmacéuticos, tais como
cromatografia liquida de alta eficiéncia cromatografia gasosa, titulagao,
espectroscopia UV-Vis, espectrometria de massas, analise termogravimétrica
e espectroscopia no infravermelho proximo?'6217. Alternativamente, os
sensores eletroquimicos sdao uma promissora ferramenta analitica para a
analise de produtos de interesse farmacéutico, gracas a sua capacidade de
fornecer resultados rapidos, simples e acessiveis?'8. Dessa forma, propor
meétodos analiticos aprimorados, com as caracteristicas supramencionadas,
pode auxiliar demasiadamente nas analises de rotina das industrias

farmacéuticas, a um apreciavel custo-beneficio?'°.

1.1.4.3. Industria petroquimica

A industria petroquimica € uma das forcas econdémicas de maior
impacto no cenario mundial. A essa indUstria compete abastecer matrizes
energéticas, efetuar exportagdes, arrecadar recursos no pais e, e fornecer
insumos para a fabricagdo de inumeros produtos. No que concerne as
demandas energéticas, diversas etapas compdem o processamento da
matéria-prima até a finalizagdo dos produtos acabados??°. Essas operagoes
unitarias precisam e devem ser acompanhadas por procedimentos que
atestem a qualidade dos produtos gerados. Por conseguinte, a gestdao da

qualidade nos processos, bem como a atencéo aos residuos produzidos e, a
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busca por métodos mais verdes, configura-se como uma necessidade
significativa no &mbito da area em questao?20-222,

Inerentes ao sistema de transportes de produtos, bem como nas etapas
de exploracéo do petrdleo ou gas natural, ha comumente uma problematica
de acumulo de sais inorganicos nas tubulagbes??®. Em geral, esses sais
inorganicos apresentam-se nas formas de sulfato de bario, calcio e estroncio,
ou ainda, como carbonato de calcio. O efeito que os compostos supracitados
causam nas tubulagdes resultam em problemas operacionais, além de
interrupgcdes da cadeia produtiva, o que podem acarretar em prejuizos
econdmicos 224, Dessa forma, comumente emprega-se agentes quimicos com
propriedades que inibibem a formagé&o de tais sais nas tubulagoes 22°.

Conquanto o uso de agentes inibidores de incrustagéo seja importante
para prevenir a deposi¢gao de sais, esses compostos podem ocasionar
impactos ambientais e desequilibrios ecologicos, inclusive em etapas de
extragdo do 6leo ou na agua produzida??® . A matriz de agua produzida é
considerada um dos maiores fluxos de residuos gerados na industria de
petroleo, dleo e gas??”-228, Ela provém dos processos de perfuragéo e extragéo
visando producdo de petroleo e, portanto, € contaminada com diversos
poluentes, incluindo metais pesados, espécies organicas e solidos
dissolvidos/suspensos??’. Além disso, pode experimentar a presenca de
elevadas quantidades de outros produtos quimicos téxicos utilizados durante
0 processo de recuperagao do petréleo, tais como: inibidores de corrosao e
incrustacao, desemulsificantes, metanol, glicol, biocidas, além de uma mistura
complexa de compostos organicos e inorganicos??":22°,

A problematica ambiental intrinseca a agua produzida, principalmente
em areas offshore no qual a descarga ¢é realizada diretamente no mar, pode
ser impactada em diferentes graus a depender da toxicidade e concentracao
dos constituintes??8. Dessa forma, é de suma importancia o desenvolvimento
de métodos analiticos para a identificacdo e quantificacdo desses compostos
em efluentes de tratamento de aguas residuarias2.

Nesse contexto, o presente trabalho apresenta inovacbes em
plataformas analiticas eletroquimicas, microfluidica digital e colorimétrica para

aplicagbes clinicas, controle de qualidade de produtos farmacéuticos e
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industria petroquimica. Para tanto, introduz-se um novo dispositivo
eletroquimico ecologicamente correto voltado para o diagnostico da COVID-
19. Propde-se um novo sensor eletroquimico portatil a base de laca chinesa,
grafite e negro de fumo modificado com nanoparticulas de prata para o
diagnostico de fibrose cistica. Aplica-se um método eletroanalitico em
associagdo com a DMF para a analise de L-cisteina visando executar
procedimentos de controle de qualidade de produtos farmacéuticos, além da
quantificagcdo do mesmo no plasma sanguineo. Por fim, emprega-se um novo
dispositivo colorimétrico portatil e ambientalmente amigavel para a detecgao
de vinil sulfonato de sddio visando a detecgao de inibidores de incrustagao em
amostras de agua produzida. Os resultados serdo apresentados, a seguir, em

cinco outros capitulos.
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Capitulo 2 - Imunossensor eletroquimico descartavel

e ecoldgico para detecgao rapida de SARS-CoV-2



RESUMO

Neste capitulo €& apresentado o0 desenvolvimento de um
imunossensor eletroquimico simples, descartavel e ecologico para detecgéo
rapida do coronavirus 2 da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV-2).
Os dispositivos eletroquimicos foram fabricados por impressao em esténcil
usando materiais de baixo custo, como filmes de poliéster, flocos de grafite e
resina natural. O imunossensor foi construido empregando-se nanoparticulas
de ouro estabilizadas com cisteamina , glutaraldeido, anticorpo
monoclonal anti-SARS-CoV-2 proteina S (Ab1) como receptor bioldgico
e albumina sérica bovina como agente de bloqueio. O diagnéstico da COVID-
19 foi baseado em medidas rapidas de voltametria de onda quadrada usando
[Fe(CN)es]*>/#- como sonda redox. O método apresentou uma resposta linear na
faixa de concentragdo de 250 pg mL™"a 20 yg mL~"' de proteina spike, com
um limite de detecgao de 36,3 pg mL~'. O imunossensor proposto foi estavel
por até duas semanas quando armazenado a 4 °C e demonstrou excelente
desempenho clinico no diagnostico de COVID-19 quando aplicado a um
painel de 44 amostras de swab nao diluidas coletadas de pacientes
sintomaticos. Em comparagédo com os resultados obtidos pela reagdo em
cadeia da polimerase com transcricdo reversa quantitativa o imunossensor
proposto ofereceu 100% de precisdo, surgindo assim como um candidato
alternativo poderoso para testes de rotina e descentralizados, o que pode ser
util no controle do surto de COVID-19.

Palavras-Chave: dispositivo eletroquimico, biossensor, diagnostico clinico,
COVID-19.
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2.1. INTRODUGAO

Os casos de pneumonia denominados sindrome respiratéria aguda
grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2) originados em Wuhan, provincia de Hubei,
China, em dezembro de 2019, impactaram negativamente a saude publica,
com milhares de mortes. Segundo o painel de controle do coronavirus da Or-
ganizacao mundial da saude (OMS) registrado em 2023, os casos confirma-
dos no mundo foram de cerca de 765 milhdes, com aproximadamente 7 mi-
lhdes de mortes envolvendo a infecgdo por SARS-CoV-2231.232 Por esta ra-
zao, esforgcos massivos foram dedicados ao desenvolvimento de métodos de
teste acessiveis, descentralizados e acessiveis para detectar SARS-CoV-2,
principalmente no ponto de atendimento (POC) 233234,

A partir de 2021, a busca por dispositivos analiticos que fornecem re-
sultados rapidos para detecgado de coronavirus aumentou significativamente,
resultando em inumeros testes aprovados pela Food and Drug Administration
(FDA) dos EUA?03235 Apesar das opgoes disponiveis para testes point-of-care
(POCT), alguns protocolos apresentam limitagdes em termos de sensibilidade
e lutam para manter a sua capacidade de detectabilidade em baixas cargas
virais. Consequentemente, a reacdo em cadeia da polimerase com transcrigao
reversa quantitativa (RT-qPCR) ainda é a técnica mais recomendada, sensivel
e padrao-ouro?®®. Embora o ensaio RT-gPCR apresente limites de deteccao
(LODs) mais baixos e alta especificidade, suas etapas podem levar varias ho-
ras para serem concluidas desde o local de coleta da amostra até o diagnos-
tico final. Além disso, este € um método de custo relativamente alto.

Outros métodos analiticos frequentemente usados para detectar coro-
navirus 2019 (COVID-19) incluem ensaios imunoenzimaticos (ELISA) realiza-
dos em laboratérios e ensaios de fluxo lateral portateis (LFAs), nos quais o
principio de funcionamento € associado ao reconhecimento especifico de an-
tigenos ou anticorpos?3. A abordagem ELISA apresenta limitagbes semelhan-
tes as observadas no método PCR, como instrumentacéo cara, operadores
altamente qualificados e analises de longo prazo que limitam os testes POC,
principalmente em paises em desenvolvimento?3”238. Por outro lado, os LFAs
podem oferecer sensibilidade e especificidade semelhantes ao ELISA e os

dispositivos podem ser fabricados utilizando materiais de custo acessivel e
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faceis de usar?®®. Desta forma, é desejavel que métodos de teste acessiveis
combinem o desempenho analitico de um ELISA laboratorial e a facilidade de
utilizagao dos LFAs.

Nesse contexto, os biossensores eletroquimicos também exibem de-
sempenho adequado tal como aqueles encontrados nas abordagens ELISA e
LFAs. Os dispositivos eletroquimicos sdo compativeis com tintas condutoras
alternativas e técnicas de fabricacdo em microescala que consomem uma
quantidade minima de reagentes e amostras. Técnicas de impressao 3D, de-
senho a lapis, gravagao a laser e impressao em esténcil sdo as opgdes mais
populares para a construgcdo de dispositivos eletroquimicos descarta-
veis?40.241  Além disso, sensores eletroquimicos alternativos podem ser fabri-
cados usando abordagens ecologicamente corretas a partir do uso de com-
ponentes naturais, biodegradaveis, ndo toxicos e materiais reciclaveis3+242,
Esses sensores associados a receptores bioldgicos podem ser uteis para re-
alizar analises eletroquimicas de biomarcadores e diagndstico precoce de in-
fecgOes virais, por exemplo?*?. Os biossensores oferecem uma resposta ra-
pida em poucos minutos em comparagao com as técnicas convencionais men-
cionadas anteriormente 2*>?*, Em relagdo a detecgdo da infecgéo por SARS-
CoV-2, diversas estratégias de biossensores foram relatadas, principalmente
usando a proteina spike (proteina S) e a proteina do nucleocapsideo (proteina
N) como analito alvo.

Hosseini et al.?*®> desenvolveram um imunossensor de eletroquimilumi-
nescéncia tipo sanduiche para imobilizar anticorpos para o diagnoéstico da CO-
VID-19. O eletrodo usado foi de carbono vitreo decorado com nanoparticulas
de ouro. O método analitico relatado exibiu um comportamento linear na con-
centragdo de antigeno na faixa clinicamente relevante para proteina S do
SARS-CoV-2, LOD ~ 1,93 ng mL™" e tempo de andlise de aproximadamente
90 min. de Lima et al.?*¢ desenvolveram um biossensor eletroquimico usando
grafite de lapiseira modificadas com nanoparticulas de ouro e receptores hu-
manos da enzima conversora de angiotensina 2 para detecgao rapida (6,5
min) e sensivel da proteina spike do SARS-CoV-2. O LOD obtido foi de 229
fg mL".

Em termos de sensores serigrafados/impressos em esténcil, Ferreira et
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al**” propuseram um imunossensor descartavel de baixo custo modificado
com negro de fumo e nanoparticulas de ouro para detec¢cao de SARS-CoV-2
em substrato de tereftalato de polietileno. O periodo de incubagéo da proteina
S foi de 10 min e 120 min, com LODs de 101 fg mL"' e 46,2 fg mL™",
respectivamente. O imunossensor foi aplicado para detecgédo de proteina S
em amostras clinicas e ambientais enriquecidas.

Recentemente, Samper et al.?®® desenvolveram um imunoensaio
sanduiche altamente sensivel para detec¢do quantitativa da proteina do
nucleocapsideo SARS-CoV-2 usando eletrodos impressos em esténcil
baseados em tinta de carbono comercial e grafite. O tempo de analise ocorreu
aproximadamente 1 hora e 10 minutos e o LOD foi estimado em 45 UFP mL""
(~2,17%x108 codpias de RNA viral mL"). O dispositivo foi aplicado com sucesso
para analisar 22 amostras de nasofaringe e comparado com RT-gPCR, que
apresentou correlacdo adequada.

A partir dos exemplos de biossensores citados acima, é possivel notar
que diferentes estratégias foram utilizadas para modificar o eletrodo de
trabalho (WE) visando aprimorar a sensibilidade e seletividade para detecgao
de SARS-CoV-2. No entanto, poucos estudos relataram o uso de tintas
condutoras alternativas para a fabricacdo de (bio)eletrodos, que podem ser
uma opcao adequada e acessivel para aumentar os métodos de teste do
SARS-CoV-2 em ambientes POC, principalmente em paises em
desenvolvimento.

Neste capitulo, foram fabricados sensores eletroquimicos descartaveis
utilizando uma opgédo ecologicamente correta de tinta condutora, e
desenvolvido um imunossensor label-free para detectar a proteina S em
amostras clinicas nao diluidas. O sensor descartavel, composto pelos
eletrodos de trabalho, referéncia 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 a base de carbono modificados com
nanoparticulas de ouro estabilizadas com cisteamina (AuNP-Cys) e anticorpo
monoclonal anti-proteina S do SARS-CoV-2. Os aspectos morfologicos,
estruturais e eletroquimicos da tinta condutora e do eletrodo modificado foram

caracterizados detalhadamente. O método eletroanalitico proposto foi

36



aplicado na analise de 44 amostras clinicas de swab nasofaringeo
provenientes de individuos saudaveis e infectados, cujos resultados

diagndsticos revelaram concordancia com o método RT-gPCR.

2.2. OBJETIVOS
2.2.1. Objetivo geral
Desenvolver um imunossensor eletroquimico ambientalmente

amigavel para aplicagao clinica.

2.2.2. Objetivos especificos

e Desenvolver uma nova tinta condutora composta por resina de goma
laca e flocos de grafite;

o Explorar atécnica de impresséao por esténcil para fabricar sensores ele-
troquimicos descartaveis;

e Efetuar caracterizagao eletroquimica, estrutural e morfolégica dos dis-
positivos fabricados;

e Construir um imunossensor eletroquimico visando o diagndstico de
COVID-19;

e Aplicar o dispositivo na detecgao de proteina spike em amostras de

swab nasofaringeo.

2.3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
2.3.1. Materiais e reagentes

O ferrocianeto de potassio foi obtido da Vetec® (Duque de Caxias, RJ,
Brasil). Ferricianeto de potassio, cloreto de potassio (KCl) e acetona foram
adquiridos da Neon® (Suzano, SP, Brasil). Dihidrogenofosfato de sddio,
hidrogenofosfato de sddio, cloreto de sodio (NaCl), borohidreto de sddio
(NaBHa4), acido clorodurico tri-hidratado (HAuCls4-3H20), cisteamina, albumina
sérica bovina (BSA), glutaraldeido (GA), anticorpo monoclonal anti-SARS-
CoV-2 direcionado a proteina S (Ab1) e proteina S recombinante foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, Estados Unidos). As solugdes
estoque e padrao foram preparadas utilizando agua ultrapura processada por

um sistema de purificagdo de agua Direct-Q®3 da Millipore (Darmstadt, HES,
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Alemanha) com resistividade de 18,2 MQ cm a 25 °C. P6 de grafite, resina de
goma laca, tinta condutora de prata (PC-9070/1) e esmalte foram obtidos da
Synth (Diadema, SP, Brasil), Acrilex® (Sado Paulo, SP, Brasil), Joint Metal
Comeércio LTDA (Sao Paulo, SP, Brasil) e Risquée® (S&o Paulo, SP, Brasil),
respectivamente. Plasticos de poliéster para laminagao térmica (250 um de
espessura) e adesivo de vinil foram adquiridas da Yidu Group Co., Ltd (Hsi-

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

2.3.2. Instrumentacgao

As mascaras adesivas de esténcil foram confeccionadas através de um
plotter de recorte interfaceada com o software Silhouette Cameo adquirido da
Silhouette Studio (Belo Horizonte, MG, Brasil). Os experimentos
eletroquimicos foram realizados utilizando um bipotenciostato/galvanostato
puStat 400 da DropSens SL (Oviedo, Espanha) equipado com o software
DropView 2.9. A microcentrifuga refrigerada, modelo NT 805, foi adquirida da
Novatecnica (Piracicaba, SP, Brasil). Os elementos de reconhecimento
biolégico imobilizados nas superficies do eletrodo de trabalho (WE) foram
incubados em estufa de secagem adquirida da Ethik Technology (Sao Paulo,
SP, Brasil).

2.3.3. Sintese de nanoparticulas de ouro estabilizadas com cisteamina
A sintese de nanoparticulas de ouro estabilizadas com cisteamina
(AuNPs-Cys) foi realizada de acordo com estudos previamente
relatados?4824°. Resumidamente, 193 pL de solugdo de HAuCls 50,0 g L
foram adicionados a 20,0 mL de agua deionizada sob agitagdo mecanica de
750 rpm. Posteriormente, uma aliquota de 200 uL de cisteamina (213,0 mmol
L-") foi adicionada a solugdo mencionada acima. Apds 20 min, duas aliquotas
de 50 pL de NaBHs4 (10,0 mmol L") também foram adicionadas
sequencialmente a solugao final. A formagdo de AuNPs-Cys foi confirmada
pela mudanca da solugdo de cor amarela para uma suspensao de cor

vermelha.

2.3.4. Preparacgao do dispositivo eletroquimico e AUNPs
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Os sensores descartaveis foram fabricados através da técnica de
impressdo em esténcil®>2%° utilizando uma tinta condutora ecologicamente
correta, conforme segue. Primeiramente, a geometria da célula eletroquimica
contendo eletrodo de trabalho (WE, @ = 4 mm), de referéncia (RE) e auxiliar
(AE) foi desenhada em um software grafico (CorelDraw). Em seguida, foram
adicionadas duas camadas de adesivo vinilico sobre a superficie do substrato
de poliéster, seqguidas da impressao redutora do layout usando plotter de
recorte. Os padrdes resultantes foram destacados dos substratos e a tinta
condutora foi utilizada para preencher os padroes dos eletrodos com uma
espatula. Apds a tinta secar, a mascara foi removida e os eletrodos foram
formados. A formulagdo da tinta carbono alternativa foi sintetizada utilizando
a resina natural goma laca, grafite e acetona. Para isso, misturou-se o
equivalente a uma proporg¢ao 6tima 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 agitacao
utilizado para homogeneizagéo da tinta foi de 30 min em velocidade média,
semelhantemente relatado anteriormente por Silva-Neto et al.?0. A
quantidade de tinta condutora utilizada na construgao dos dispositivos é capaz
de produzir cerca de 20 sensores. Posteriormente, o eletrodo de referéncia foi
pintado com tinta condutora de prata e a regido de interesse da célula
eletroquimica foi delimitada utilizando esmalte de unha como barreira
hidrofébica. A imagem real do sensor eletroquimico e a representagéo
esquematica dos dispositivos eletroquimicos 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 impresséao por esténcil. Fonte: Autoria propria.
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2.3.5. Preparacao do imunossensor

O preparo do imunossensor foi realizado da seguinte forma: uma
aliquota de 20,0 pL de suspensdo de AuNPs-Cys foi adicionada sobre a
superficie do WE e seca por 12 horas durante a noite a 21 + 2 °C. Outra
aliquota de 15,0 pL de glutaraldeido 1,0% (v/v) foi adicionada a superficie do
WE e seca por 15 min em temperatura ambiente (25 £ 2 °C). Posteriormente,
a célula eletroquimica foi lavada com aliquotas de 40 uL de agua ultrapura por
trés vezes. Em seguida, uma aliquota de 10,0 uL de Ab1 10,0 ug mL-" foi
imobilizada na superficie WE e encubada overnight a 4 °C. A superficie
eletroquimica da célula foi lavada com uma aliquota de 40 pL de solugao
tampao fosfato (PBS 10 mmol L', pH = 7,4). Para realizar a etapa de bloqueio,
uma aliquota de 10,0 uL de BSA 1,5% (m/v) foi adicionada a superficie do
eletrodo a 37 °C por 30 min. Em seguida, a superficie do biossensor foi lavada
trés vezes com aliquotas de 40 yL de PBS 10 mmol L', pH = 7,4.

Antes de iniciar a leitura eletroquimica, a superficie WE foi exposta a
10 yL de solucido padrao de proteina S ou amostras de swab nao diluidas,
incubadas por 15 min a 37 °C e lavadas duas vezes com 40 yL de PBS 10
mmol L', pH=7,4. A representagdo esquematica das etapas de
funcionalizacdo do imunossensor € mostrada e principio de funcionamento

podem ser vistos na Figura 2.2 B-C.
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Figura 2.2. (A) Representagdao esquematica das etapas de fabricacdo de
sensores eletroquimicos ecologicamente corretos utilizando a técnica de
impressao em esténcil contendo (i) corte do /layout do eletrodo, (ii)
preparacao de tinta condutiva, (iii) espalhamento da tinta condutiva com
espatula e (iv) remocao da mascara adesiva vinilica. (B) Principais etapas
envolvidas na produgéo do imunossensor: (i) ancoragem de AuNPs-Cys, (ii)
insercao de grupos -CHO através da utilizagao de glutaraldeido, seguida da
adicao de Ab1, (iii) uso de BSA para bloquear os sitios ativos restantes da
WE. A etapa final mostra a interacao da proteina S presente no virus SARS-
CoV-2 com a superficie do biossensor. (C) Representagdo da coleta de
amostras de pacientes usando um swab, (i) superficie WE na presenga de
uma amostra positiva de COVID-19 e (ii) leitura eletroquimica via
voltametria de onda quadrada (VOQ) empregando o mediador redox
ferrocianeto/ferricianeto de potassio ([Fe(CN)s]®*’*) 1 mmol L' preparado
em KCI 0,1 mol L"'. Fonte: Autoria propria.

2.3.6. Caracterizagoes
As medidas do angulo de contato (AC) foram realizadas com uma

camera de smartphone (Xiaomi Redmi note 10 lite) acoplada a um suporte
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impresso em 3D?*' e analisadas através do software ImageJ.

A analise do material proposto por espectroscopia Raman foi realizada
utilizando um espectrometro 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 regides do infravermelho
médio (MIR) (varredura média de 4.000 a 400 cm') em um espectrofotdmetro
PerkinElmer, modelo Spectrum 400.

A andlise de espectroscopia de fotoelétrons de raios X (XPS) foi
realizada utilizando o analisador hemisférico de alta resolugdo SPECS
Phoibos 150 com detec¢cado multicanal de elétrons usando uma fonte de raios
X Al Ka (1486,6 eV) com 240 W, sob uma pressdo base de baixa 108 mbair,
em emissao 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
camara load-lock para desgaseificar por 12 horas antes de ser transferida
para a camara XPS. Os dados obtidos foram ajustados assumindo um fundo
do tipo Shirley e picos Lorentzianos numericamente complicados com uma
funcado Gaussiana normalizada com um maximo fixo de meia largura total de
~ 1,0 eV descreve o alargamento instrumental. As concentragdes atdbmicas
foram obtidas utilizando o procedimento relatado por Wagner et al.?%2,

O microscopio eletrdnico de varredura, (Jeol, JSM — 6610), equipado
com espectroscopia de energia dispersiva de raios X (EDS), foi obtido da
Thermo Scientific NSS (Téquio, Japdo) e utilizado para a aquisicdo de
micrografias e espectros de EDS.

O espectrofotobmetro UV-Vis modelo UV-M51 foi adquirido da Bel
Photonics (Piracicaba, SP, Brasil). O microscopio eletrénico de transmisséo
(MET), (Jeol, JEM-2100) foi adquirido da Thermo Scientific (Téquio, Japao).

Medigdes de voltametria ciclica (VC) com valores de taxa de varredura
de 10 a 100 mV s*' foram realizadas para calcular a constante de taxa
heterogénea (ks) do dispositivo fabricado para sonda redox [Fe(CN)s]3"/+-.
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2.3.7. Medidas eletroquimicas

Para avaliar o impacto de cada etapa de modificagao na superficie WE,
experimentos de VC foram realizados na presenca de [Fe(CN)g]>’* 1,0 mmol
L' preparado em KCI 0,1 mol L para (i) eletrodo recém-fabricado, apds
insercao de (ii) AuNPs-Cys, (iii) GA/AuNPs-Cys, (iv) Ab1/GA/AuNPs-Cys e (v)
proteina S/Ab1/GA/AuNPs-Cys, em uma faixa de potencial de -0,4 a 0,8 V vs
Ag a50mV s

Uma curva analitica com a concentracdo de proteina S variando de
250,0 pg mL" a 20,0 ug mL"" foi construida utilizando medidas de VOQ. Todas
as medidas foram registradas apds a incubacado da solugdo padrdao da
proteina S na superficie do imunossensor por 15 minutos. A resposta analitica
foi baseada na corrente de pico anddica (ipa) da sonda redox [Fe(CN)s]3*. Os
parametros VOQ de tempo de equilibrio, passo, amplitude, frequéncia 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 presenga de 1,0 ng mL-' de
proteina S. Por sua vez, dois experimentos distintos avaliaram o desempenho
da reprodutibilidade: (i) na presenga de uma solugéo padrdo de proteina S
(1,0 ng mL™") e (ii) pela detecgédo da proteina S em trés 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 °C, com medi¢cbes semanalmente.

2.3.8. Preparo de amostras, analises de RT-gPCR e medidas
eletroquimicas

Como prova da aplicabilidade do biossensor proposto, foram coletadas
44 amostras da regiao nasofaringea de diferentes voluntarios, o qual foram
ressuspensas em cloreto de sodio (NaCl) 0,9% (m/v) e armazenadas a -80 °C
(no Laboratdrio de analises clinicas e educacado em saude, no ano de 2021).

As amostras orofaringeas e nasofaringeas foram realizadas por friccdo com
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swabs de nailon em pacientes sintomaticos (3-5 dias de sintomas). A
amostragem e os exames diagnosticos de referéncia (RT-qPCR) foram
realizados conforme protocolo de ética e seguranga confirmado pela
Universidade Federal de Goias (protocolo 50176621.7.0000.5083).

O processo de extragao de acidos 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 tampao de lise (v/v) durante 9 min e incubadas a 4°C durante 5
min. A analise 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 amplificagao
dos dois fragmentos de DNA viral antes dos 38 ciclos (ORF1ab e N) além da
amplificagdo do fragmento de controle interno.

As 44 amostras de swab também foram analisadas pelo método VOAQ.
Uma aliquota de 10,0 puL (amostra de swab nao diluida) foi adicionada a
superficie WE funcionalizada (incubada por 15 min a 37 °C) e lavada duas
vezes com 40 uL de solugdo PBS. Em seguida, outra aliquota de 100 uL de
[Fe(CN)e]*/#- 1,0 mmol L' preparado em KCI 0,1 mol L-" foi adicionada a célula
eletroquimica e realizada a leitura do VOQ. Todas as medidas eletroquimicas

foram registradas em triplicata a temperatura ambiente (25 + 2 °C).

2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.4.1. Caracterizagao de dispositivo eletroquimico ecolégico

A fabricagcédo do novo dispositivo eletroquimico a base de goma laca foi
realizada utilizando-se uma proporc¢éo de 50% de grafite e 50% de goma laca,
além de acetona como solvente. Sob esta condicdo para fabricacdo dos
eletrodos descartaveis, aspectos fisico-quimicos do material eletrodico foram
cuidadosamente avaliados considerando analises morfolégicas, estruturais e
medidas eletroquimicas.

Conforme indicado na Figura 2.3, os espectros Raman da superficie do
eletrodo mostraram bandas D (do inglés, disorder), G (do inglés, graphite) e
2D (segunda ordem da banda D, ou sobretom da banda D) em 1350, 1576 e
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2713 cm', respectivamente. As bandas D e G estdo associadas as
hibridizagdes sp® e sp? dos alotropos de carbono?®3. A razao de intensidade
entre as bandas D e G (lo/lg) foi de 0,097, sugerindo que a tinta condutora
apresentou baixa desordem estrutural. Esse leve disturbio pode estar
associado a presenca de ligante de goma laca aderido aos flocos de grafite?4.
A literatura demonstra diferentes tipos de superficies a base de carbono com
valores de Io/lg variando de 0,16 a 0,81255258 o que indica que o valor obtido

é relativamente préximo do esperado.
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Figura 2.3. Espectro Raman do material eletrédico a base de carbono entre
1000 e 3500 cm™'. Fonte: Autoria propria.

Medidas de angulo de contato, que descreve o comportamento de uma
gota de liquido que repousa sobre uma superficie sélida em contato com o ar,
e é definido como o angulo medido entre a tangente no ponto trifasico e a
superficie soélida®®'2%, também foram realizadas. O intuito da andlise foi
avaliar a molhabilidade da superficie WE e indicar se o material possui carater
predominantemente hidrofilico ou hidrofébico. O valor do AC calculado foi 83
* 1°, conforme reporta a Figura 2.4. Uma vez que valores de AC 6 < 90° para
superficies sodlidas sido hidrofiicos e AC 6 > 90° sdo considerados
hidrofébicos?%°, infere-se que 0s dados obtidos sdo caracteristicos de material
hidrofilico, indicando que a superficie do eletrodo pode apresentar grupos
funcionais oxigenados?%, uma importante caracteristica para a construgdo de

biosensores.
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Figura 2.4. Medida do angulo de contato da superficie do WE. Fonte:

Autoria propria.

Para verificar a presenga de grupos funcionais na superficie do

eletrodo, foram realizadas analises dos flocos de grafite puro e da tinta

condutora por meio da técnica de espectroscopia no infravermelho. E possivel

observar, a partir do espectro apresentado na Figura 2.5 que duas bandas

distintas em 1730 e 2924 cm™ sdo associadas a bandas carbonila e

alongamentos C-H, respectivamente. Outras bandas com sinal em 3458 e

1075 cm™! podem ser atribuidas aos grupos OH e CO, cujas intensidades sdo

reduzidas na presenca do ligante goma laca?%%-262, Além disso, a banda em

1627 cm™ é caracteristica de C=C e esta relacionada aos dominios de

grafite?83. Recentemente, outros estudos caracterizaram a resina goma laca

como um polimero natural composto por cadeias laterais acidas e hidroxila2®".
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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 presenca de goma laca (tinta condutora). Fonte: Autoria prépria.
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Para avaliar a composi¢cao elementar, grupos funcionais, bem como
informacdes sobre ligacbes quimicas presentes no material eletrodico,
também foi realizada analise quantitativa pela técnica XPS. Os resultados
obtidos estdo resumidos nas Figuras 2.6 A-B. A partir dos espectros C1s, os
picos estdo relacionados as ligagbes C-Fe (282,5 eV), ligagdo 1 entre
carbonos C=C (284,3 eV) com contribuicdes majoritarias de carbono sp2
(54%), CC/CH (285,5 eV), C-OH/C-O-C (285,9 eV), carbonil C=0 (287,2 eV)
e O0-C=0 (289,9 eV). A presencga de impurezas de Fe no material condutor
pode ser atribuida ao uso de uma espatula contendo este componente no
processo de impressao do esténcil. Por outro lado, o pico de nivel central O1s
apresentou ligagbes (C-O*)/C=0 pico em 532,6 eV, ligacbes contendo
ligacbes simples e possivelmente hidroxila, C-O-C e C-OH (533,6 eV) e H20
adsorvido (534,7 eV) com contribuicdes expressivas de 26; 44 e 30% do
percentual relativo, respectivamente?64265. A andlise XPS indicou que a
superficie eletrddica exibiu grupos funcionais oxigenados que promovem
interagdes quimicas com (bio)estruturas?%®. Com base nas propriedades
atuais, a combinagao de po de grafite e resina de goma laca pode ser uma

possibilidade interessante para a fabricacdo de biossensores eletroquimicos.
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Figura 2.6. (A) Espectros XPS C1s de alta resolu¢cao de material de eletrodo
proposto. (B) Espectros XPS O1s de alta resolugdo de material de eletrodo
proposto. Fonte: Autoria propria.

2.4.2. Sintese de AuNPs-Cys e fabricagcao do imunossensor
As nanoparticulas de ouro decoradas com cisteamina (AuNPs-Cys)
sintetizadas foram caracterizadas com base na espectrofotometria e

experimentos de microscopia eletrénica de transmissdo (TEM). Como
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mostrado na Figura 2.7, é possivel observar uma banda de absorbancia bem
definida para AuNPs-Cys no comprimento de onda de aproximadamente 525
nm, que estda em conformidade com outros trabalhos reportados na

literatura26?.
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Figura 2.7. Espectro UV-Vis de nanoparticulas de ouro estabilizadas com
cisteamina (AuNPs-Cys). Fonte: Autoria propria.

A partir de imagens de MET (Figura 2.8 A-C) é possivel observar que
as nanoparticulas de ouro com geometria aproximadamente esféricas foram
sintetizadas com sucesso. O valor médio do diametro 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

Figura 2.8. Imagens de AuNPs-Cys em diferentes ampliagdes obtidas por
microscopio eletrénico de transmisséo destacando tamanhos referentes a (A)
200 nm, (B) 50 nm e (C) 5 nm. Fonte: Autoria prépria.

Para investigar a constru¢cdo do imunossensor para COVID-19,
medidas de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e EDS foram
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registradas para o substrato de poliéster, o eletrodo auxiliar, o eletrodo de
referéncia e o eletrodo de trabalho sem modificagdo e com o WE modificado
com AuNPs-Cys. Como pode ser visualizado, a superficie 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
superficie com éxito, tanto empregando o material a 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 modificagdo, as imagens de MEV em diferentes
magnificagdes (Figura 2.9 G-I) revelou estruturas de grafite bem distribuidas
no formato de flocos com & ~ 50 um, indicando que a tinta alternativa cobriu
o substrato de poliéster de modo bem-sucedido. Além disso, as Figuras 2.9 J-
L demonstram que apds o processo de drop-casting utilizando AuNPs-Cys, as

nanoparticulas recobriram a superficie 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 aproximacao de 50X. (B)
Eletrodo auxiliar sob aproximagéo de 50X. (C) Eletrodo de referéncia na
aproximacao de 50X. (D) Substrato de poliéster sob magnificagdo de 1000X.
(E) Vista frontal da sessé&o transversal do AE sob aproximacgéo de 55X. (F)
Vista frontal da sesséo transversal do RE sob aproximacao de 55X. (G) WE
baseado em carbono sob magnificagdo de 30X, (H) 500X e (I) 1000X, antes
da modificagdo. (J) EC de goma laca modificado com AuNPs-Cys em
ampliagdo de 30X, (K) 500X e (L)1000X, respectivamente. Fonte: Autoria
propria.

A técnica de EDS também foi explorada com a finalidade de confirmar
se a modificagdo do WE com nanoparticulas de ouro ocorreu de maneira
adequada. A Figura 2.10 A-B apresenta os espectros de EDS das superficies
do WE sem modificacdo 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 oxigénio, enquanto o dispositivo
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modificado demonstrou a presenca do elemento Au no WE modificado,
destacando o sucesso da incorporagao das nanoparticulas de ouro sobre o

material eletrodico.

(A) oo ¢
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0 T T T T T T
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1000 —
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Figura 2.10. (A) Espectros EDS mostrando os elementos quimicos na
superficie eletrédica. (B) Espectros de EDS mostrando os elementos
quimicos na superficie WE modificados com AuNPs-Cys. Fonte: Autoria
propria.

Para avaliar as etapas de modificacdo da superficie do eletrodo para a
construcdo de um imunossensor para diagnéstico de COVID-19, os
experimentos VOQ foram realizados na presenga de [Fe(CN)e]*>/#- usando o
(i) eletrodo a base de carbono puro, (i) 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 proteina S/IBSA/Ab1/GA/AuNPs-Cys, respectivamente. Esses estudos
foram realizados utilizando as condicdes quimicas otimizadas, conforme

resumido na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Parametros otimizados e/ou utilizados na fabricagdo do
iIMuUNOSSensor proposto.

Faixa Condigao
Parametro
estudada selecionada
Concentragao de albumina sérica bovina (BSA) 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 15
%(m/v) 2,5 ’
Tempo de incubagéo do GA 1,0% (v/v) (min) - 15
Tempo de incubacgao do anticorpo monoclonal anti- 12
proteina S COVID-19 (Ab1) de 10,0 ug mL™" (h)
Tempo de incubagéo de BSA 1,5% (m/v) (min) 5; 15; 30 30
_ . 10; 20; 30; 40;
Tempo de incubagéo da proteina S (min) 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 eletrédico néao
modificado. O melhor desempenho catalitico pode estar relacionado as
caracteristicas aprimoradas de transferéncia de elétrons e a area superficial
dos AuNPs?70271 Apéds a inclusédo de glutaraldeido na superficie do eletrodo
de carbono (EC) modificado por AuNPs-Cys (GA/AuNPs-Cys/EC), foi
evidenciada uma ligeira diminuicdo na corrente de pico anddica da leitura
VOQ, observada de forma semelhante ao anexar o anticorpo Ab1 sob a
camada de glutaraldeido. A introdugdo do biorreceptor na superficie do
eletrodo causou a diminuigdo 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 a superficie do eletrodo, dado que levou ao
impedimento dos processos faradaicos de [Fe(CN)e]*#~ na superficie do
imunossensor (Ab1/GA/AuNPs-Cys/EC)?"2.

O uso do glutaraldeido como reticulador de proteinas representa uma
importante estratégia quimica para o desenvolvimento de biossensores.
Fornece uma ligagao covalente entre seus grupos —CHO com o terminal N do
anticorpo Ab1273274 Uma etapa final envolvendo o uso de um agente
bloqueador para prevenir interagées nao especificas € crucial para garantir

medigdes robustas e seletivas?’4275. Assim, para caracterizar a introdugdo de
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BSA no eletrodo funcionalizado (BSA/Ab1/GA/AuNPs-Cys/EC), também foi
realizada uma medicdo de VOQ na presenca de 1,5% (v/v) de BSA, que
demonstrou uma diminuigcdo do sinal analitico, como esperado, devido a
insercdo de material ndo condutor que dificulta o acesso da sonda redox a
superficie do eletrodo.

Por fim, a Figura 2.11 demonstra a resposta do imunossensor proposto
apos incubagédo de 100 ng mL-" de proteina S. A supressdo da corrente de
pico confirma a interagao especifica entre o Ab1 e a proteina S. Vale ressaltar
também que a variagcdo no sinal eletroquimico alcangada destaca a
arquitetura funcional adequada para o imunossensor, possibilitando a rapida
interag&o bioldgica da proteina S no eletrodo modificado por Ab1. Além disso,
o0 imunossensor proposto exibiu caracteristicas redox semelhantes de
arquiteturas de imunossensores bem estabelecidas, como outros modelos de

sistemas eletroquimicos compactos?74.275,

400

s EC ndo modificado

s AUNPs-Cys/EC

== GA/AuNPs-Cys/EC

300 - e Ab1/GAJAUNPS-Cys/EC
BSA/Ab1/GA/AuUNPs-Cys/EC

Proteina S/IBSA/Ab1/GA/AuNPs-Cys/EC

g
02 00 02 04 06 08 1,0
E (V) vs Ag

Figura 2.11. Voltamogramas de onda quadrada do imunossensor apos cada
etapa de modificag&o e na presencga de 1,0 ng mL™" de proteina S do SARS-
CoV-2 empregando [Fe(CN)s]>’# como sonda redox. Fonte: Autoria propria.

2.4.3. Desempenho de biossensor

Para obtengao do desempenho analitico do imunossensor proposto, foi
construida uma curva analitica com base na corrente de pico anddica do
[Fe(CN)e]*>/# registrada pela técnica VOQ apos incubagédo de solugbes padrao

de proteina S. A faixa de concentracao linear obtida para a solugcédo padrao de
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proteina S preparada em tamp3o de lise e de PBS 10 mmol L' (pH = 7,4) na
proporgdo de 1:1 variou de 250,0 pg mL™" a 20,0 ug mL" (R? = 0,996). A
equagao linear foi i (uA) = -13,6 log proteina Cproteina s +185 e o0s
voltamogramas VOQ obtidos e a curva analitica estdo resumidos na Figura

2.12 A-B. Os experimentos foram realizados em triplicata.

250 220

(A) Branco (B) i (uA) = -13,6 109Cp, 44ina s + 185
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Figura 2.12. (A) Voltamogramas de onda quadrada registrados na auséncia
e presenca de diferentes concentracdes da proteina S do SARS-CoV-2
(250,0 pg mL" a 20,0 ug mL-"). (B) Curva analitica. Fonte: Autoria propria.

O limite de deteccao (LOD) do método proposto foi calculado como
36,3 pg mL™" de acordo com o sinal do controle (tamp&o de lise e 10 mmol L-
de PBS (pH = 7,4) na proporcao de 1:1) mais 3x o desvio padréo desse si-
nal?’6277 O LOD obtido € comparavel aos valores relatados na literatura. Além
disso, a combinagao proposta do imunossensor descartavel e do método ele-
troquimico portatil abrange a faixa clinicamente relevante e, portanto, possui
grande potencial para ser usado como um dispositivo no local de atendimento
(POC) para detecgao rapida de SARS-CoV-2 em paises em desenvolvimento.

A repetibilidade e a reprodutibilidade do método proposto foram tam-
bém estudadas. Considerando os testes de repetibilidade, utilizando proteina
S 1,0 ng mL™", foram realizadas cinco medidas eletroquimicas 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 presenca da proteina S do
SARS-CoV-2 utilizando trés diferentes dispositivos. Paralelamente, foram re-
alizados experimentos na presenca de amostras de swab coletadas de trés

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 solugéo padrao de proteina
S e em amostras reais de swab variaram de 1,4 a 5,5%. Estes resultados
obtidos concordaram com os requisitos para métodos bioanaliticos2’8, de-

monstrando assim a sua relevancia para testes POC.

250 250 250 =
(A) (B) (C) %11

200 200 2004 #3

1 2 3 4 5 1 2 3 1 2 3
Replicata Immunosensor Imunosensor

Figura 2.13. (A) Teste de repetibilidade utilizando cinco leituras
eletroquimicas na presenca de 1,0 ng mL-' de proteina S. (B) Teste de
reprodutibilidade para trés imunossensores utilizando 1,0 ng mL"' de
proteina S. (C) Ensaio de reprodutibilidade utilizando trés amostras reais de
swab positivas para SARS-CoV-2 utilizando nove imunossensores. Fonte:
Autoria propria.

Vale ressaltar que as baixas cargas virais que os biossensores eletro-
quimicos conseguem detectar permitem a identificacdo precoce da infecgao
pelo SARS-CoV-2, ainda nos primeiros dias de infecgdo pelo virus. Além
disso, prevé que os pacientes assintomaticos também possam ser diagnosti-
cados, reforcando que o dispositivo proposto pode ser de extrema importancia
para prevenir complicagdes via sindromes respiratdrias agudas graves, bem
como determinar procedimentos clinicos 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 € estavel 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 diminuigdo do sinal analitico (26,5 e 43,1%)
quando utilizados dispositivos armazenados por 3 e 4 semanas. Alguns estu-
dos apresentaram diferentes modelos de imunossensores para deteccao de
SARS-CoV-2 e relataram prazo de validade entre uma e trés semanas?79-282,
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Além disso, acredita-se que a estabilidade poderia ser aumentada utilizando

condi¢des de armazenamento mais controladas.
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Figura 2.14. Grafico da porcentagem relativa de corrente para o estudo de

estabilidade do imunossensor fabricado e armazenado a 4,0 °C por 4
semanas. Fonte: Autoria propria.

2.4.4. Analise de SARS-CoV-2 em amostras de swab

Uma vez realizado os estudos de desempenho analitico além da esta-
bilidade, o imunossensor foi explorado para detecgao de proteina S em amos-
tras de swab coletadas de 44 pacientes sob suspeita de infecgao por COVID-
19. Para as analises das amostras, 10 pL de amostras de swab nasofaringeo
nao diluidas foram incubadas por 15 min na superficie do imunossensor, € o
diagndstico positivo ou negativo de infecgao foi avaliado através das respos-
tas do VOQ. Valores atuais inferiores a 195 pA indicaram resultados positivos
para diagnostico de COVID-19 e valores superiores a 196 uA foram negativos
para infeccdo por COVID-19. Assim, o valor de corte foi selecionado com base
na leitura eletroquimica mais baixa discernivel entre o branco e a proteina
spike SARS-CoV-2 mais baixa quantificada?*6283. A Figura 2.15 mostra os va-
lores atuais das 41 amostras positivas de swab nasofaringeo, 3 amostras ne-

gativas de swab nasofaringeo, 4 controles e o valor de corte.
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Figura 2.15. Aplicagdo do imunossensor eletroquimico descartavel e
ecologico para detecgao da proteina S do virus SARS-CoV-2 em amostras
de swab nasofaringeo. Fonte: Autoria prépria.

Em experimentos paralelos, as mesmas amostras foram pré-tratadas e
analisadas pelo método RT-gPCR. A Tabela 2 resume ambos os resultados
diagnodsticos obtidos para 44 amostras de esfregacos diferentes. Os valores
do limiar do ciclo (Ct) variaram entre 11,1 e 37,0 para amostras positivas, en-

quanto o RNA viral nao foi detectado para amostras negativas.
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Tabela 2.2.Resultados obtidos de ensaios analiticos em triplicata envolvendo
0 uso de imunossensores eletroquimicos para diagnostico de COVID-19 em
amostras de swab em comparagao com a técnica de RT-gPCR.

Sample i (MA) 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 possivel notar
que ambos os métodos concordaram com o diagndstico positivo ou negativo
para infeccdo por SARS-CoV-2, destacando a contribuicdo do biossensor

ecologicamente correto proposto para a rapida triagem e diagnéstico clinico
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de COVID-19 em amostras n3o diluidas. E importante ressaltar que amostras
apresentando baixas concentragdes de DNA viral (CT = 35) foram detectadas
pelo imunossensor, demonstrando que o alcance de detecgcdo deste método
€ comparavel ao método RT-gPCR, técnica padrao-ouro. Além disso, o
sistema eletroquimico desenvolvido pode ser adequado para ancorar outros
modelos de anticorpos para o desenvolvimento de imunossensores distintos
ou testes multiplexados.

Diferentes estratégias de fabricagdo de biossensores, incluindo
diferentes materiais empregados como eletrodo, técnica eletroquimica, além
de parametros como matrizes analisadas, faixa linear para a detecgcédo de
proteina S dedicadas aos testes bioanaliticos do COVID-19, juntamente com
valores de limite de detecg¢ao estao disponiveis na Tabela 2.3.

De acordo com os dados apresentados, é possivel observar que
embora alguns estudos tenham apresentado valores de limite de detecgao
menores, a estratégia aqui proposta envolve o uso de materiais
ambientalmente amigaveis. O sensor proposto possui compatibilidade com o
viés de quimica analitica verde, uma vez que corrobora com o minimo
consumo de amostra ou reagente, baixa geracao de residuos, possibilidade
de utilizagao point-of-care do dispositivo, portabilidade e baixa utilizacdo de
produtos toxicos no método analitico, por exemplo. Além disso, em termos de
construcdo do dispositivo analitico 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 s&o mais
complexas e de custo mais elevado, o que poderia dificultar a introducao
desses dispositivos nas analises de rotina no contexto dos paises em

desenvolvimento.
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Tabela 2.3. Comparacgao do tipo de eletrodo, método eletroquimico, faixa linear e LOD para deteccao de proteina S.

Tempo de incubagao da

Eletrodo Técnica Amostra Faixa linear LOD Referéncia
proteina S (min)
N-HRGO/Nanocompésito de Saliva diluida e soro
DPV 60 1 pg mL* - 10 ng mL-" 0,3 pg mL-" 282
tiona/GCE humano
SiO2@UiO-66/SPCE EIS Fluido nasal 30 100,0 fg mL-' - 10,0 ng mL-" 100 fg mL-" 284
Nanoparticulas de ouro
. EIS Saliva enriquecida 30 100 pmol L-* = 1 ymol L 3,16 pmol L 285
eletrodepositadas /SPCE
GCE/Pd-Au DPV Nasofaringeo 40 0,01 ng mL-* —1000 ng mL"" 6,0 pg mL"" 281
Nanoparticulas de ouro
ECL Nasofaringeo 60 10 ng mL-" = 10 yg mL"! 1,93 ng mL-" 245
/GCE
Saliva artificial
ENIG/PCB DPV _ _ 5 100 ng mL-' — 1000 ng mL-" 0,1 ng mL-" 286
enriquecida
ePAD vOQ - 45 1 ng mL-'—1.000 ng mL-" 0,11 ng mL-" 280
Swab
ACE2/GA/SPCE EIS nasofaringeo/orofaring 2 0,1 pg mL"— 10 ug mL-" 2,8 fg mL-! 274
€o
Saliva, nasal artificial e
ProtA/Cu20 NCs/SPCE EIS UTM 20 0,25 fg mL' = 1 ug mL~’ 0,04 fg mL-" 287
Agua do rio, saliva
101 fg mL~'and
AuNP-CB/PET-SPE voQ artificial e soro 10 and 120 7,65 fg mL"' —7,65 ug mL-! 247
. 46,2 fg mL™
sanguineo
Ab1/Gold nanoparticles/
voQ Swab nasofaringeo 15 250 pg mL-' — 20 pg mL-" 25,6 pg mL-" Este estudo

eletrodo a base de carbono

*N-HRGO: grafeno poroso dopado com nitrogénio; GCE: Eletrodos de carbono vitreo; DPV: Voltametria de Pulso Diferencial; SPCE*:

eletrodo de carbono serigrafado; EIS: Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica; Pd-Au: Nanofolhas de paladio-ouro; ECL.:
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Eletroquimioluminescéncia; ENIG/PCB: niquel eletrolitico com imersdo em ouro/placa de circuito impresso; ePAD: dispositivo analitico
eletroquimico baseado em papel; VOQ: Voltametria de onda quadrada; ACE2: enzima conversora de angiotensina-2; GA: glutaraldeido;

SPCE: eletrodo de carbono impresso em esténcil; UTM: meio de transporte universal.
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2.4. Consideragoes parciais

Desenvolveu-se um novo imunossensor eletroquimico ecoldgico para
deteccdao de SARS-CoV-2 através da proteina S como analito alvo. A
voltametria de onda quadrada e a conhecida sonda redox de [Fe(CNe)]3>/*
foram utilizadas para os experimentos eletroquimicos. Cada analise
voltamétrica foi realizada em 15 segundos e o tempo de incubagao da proteina
S foi de 15 minutos. Os testes de repetibilidade e reprodutibilidade
apresentaram valores de DPR entre 1,8% e 5,5%. O limite de deteccéao foi de
25,6 pg mL"! para a proteina S e os ensaios de estabilidade demonstram que
o sensor pode ser usado por até 2 semanas, o que € comparavel a outros
estudos relatados recentemente. Amostras clinicas obtidas de pacientes com
sintomas de infeccdo por COVID-19 foram testadas com sucesso e
apresentaram 100% de precisédo diagndstica em comparagdo com o método
padrdao ouro RT-gPCR. Assim, o imunossensor ambientalmente amigavel
preparado com materiais acessiveis demonstra potencial para analise rapida

no local de atendimento.
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Capitulo 3 - Deteccao aprimorada de cloreto usando
eletrodo de grafite/negro de fumo impresso em estén-
cil modificado com nanoparticulas de prata para diag-

nostico de fibrose cistica



RESUMO
Este capituto versa sobre o desenvolvimento de um novo dispositivo
eletroquimico descartavel e de baixo custo para o diagndstico de fibrose
cistica (FC). A FC é uma doenca genética, crénica e incuravel que afeta
orgaos como pulmdes e intestino. Associada a essa doenga esta a produgao
de excesso de muco e aumento dos niveis de cloreto (CI") no suor. Individuos
com essa condig¢ao clinica 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 diagndstico precoce
auxiliando na amenizagado dos sintomas da doenga. Em geral, a FC é
diagnosticada por meio da iontoforese, aliada a medida da condutividade do
Cl-em amostras de suor. Entretanto, falsos positivos ou negativos podem
surgir, uma vez que outros ions podem coexistir com a analise de interesse
na matriz. Nessa perspectiva, outras técnicas tém sido utilizadas para propor
meétodos alternativos para quantificagdo do CI- no suor. Dentre elas, a
voltametria tem demonstrado desempenho analitico adequado na faixa
clinicamente relevante. Nesse sentido, o presente estudo apresenta a
fabricacdo de sensores eletroquimicos miniaturizados, a partir de uma nova
formulacao de tinta condutora a base de laca chinesa, negro de fumo, grafite
e acetona, e modificada com nanoparticulas de prata via eletrodeposi¢éo para
deteccdo de CI. O intervalo linear obtido foi de 50 a 300 pymol L via
voltametria de pulso diferencial. O limite de deteccao (LOD) foi calculado em
1,4 ymol L. Como prova de conceito, a detecgdo de CI- foi realizada em
amostras de suor sintético e de doadores saudaveis, apresentando boa
correlacdo com a técnica padrao-ouro. O novo sensor de miniaturizacao e
suas capacidades permitiram uma aplicagao promissora no campo do ponto

de atendimento.

Palavras-chave: triagem neonatal; biomarcador; sensor descartavel;

deteccéo eletroquimica.
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3.1. INTRODUGAO
3.3.1. Laca chinesa

A laca chinesa (urushi) € um material de revestimento natural antigo
comumente utilizado no acabamento de obras de arte, moveis, metais, objetos
ceramicos e artefatos manufaturados em madeira. Ela possui propriedades
adesivas e destaca-se devido a capacidade de criar filmes duraveis e
resistentes quimicamente. Os objetos lacados sdo componentes
extremamente importantes do ponto de vista do patriménio cultural chinés,
além de estar diretamente relacionado a preservagao da histéria local. Sua
obtengao é proveniente da seiva das arvores laca (Rhus vernicifera) nativas
da China e outras regides da Asia28,

A seiva coletada da Rhus vernicifera apresenta como caracteristicas, a
cor branca de aspecto leitoso e ser uma emulséo dupla (agua/urushiol/agua).
A fase aquosa externa é separada apds um periodo de maturagao no escuro,
na ordem de meses. Assim, a laca urushi bruta é obtida28828_ Essa fragéo
muda rapidamente para a cor castanha sob exposicdo ao ar, sendo que o
urushi cru € um sistema coloidal composto por uma emulsdo de agua em dleo.
A fase oleosa consiste em uma mistura de fendis e catecéis (1,2-di-hidroxi-
benzeno) substituidos na posi¢ao 3 por longas cadeias alifaticas (C15, C17),
tanto saturadas quanto insaturadas, conhecidas como urushiol, o qual
compdem cerca de 60-65% da composicdo. Por sua vez, a fase aquosa
dispersa na fase oleosa é constituida por aproximadamente 20-25% de agua
contendo mono-, oligo- e polissacarideos (6,5-10%) e 0,1-1% de enzima
lacase. Ademais, emulsificantes constituidos de glicoproteinas, presentes em
ambas as fases, integram cerca de 1,2-2,8%2%8.

A laca é um material de revestimento regularmente utilizado em
industrias dos segmentos quimico, petroquimico, além da constru¢ao naval e
no artesanato?®®. Em termos de propriedades quimicas, a laca urushi crua
apresenta algumas diferencas em comparacdo com filme liquido
apresentando mudancas estruturais apos o processo de cura®®. De acordo
com a literatura vigente, embora a laca chinesa tenha sido usada na
fabricagdo de tinta?'.2%2 sua utilizagdo na manufatura de tintas condutoras,

sobretudo para a confecgcdo de sensores eletroquimicos, ainda nao foi
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relatada.

3.3.2. Dispositivos eletroquimicos

Dentre as diversas classificacbes de sensores eletroquimicos,
destacam-se o0s amperomeétricos, impedimétricos, potenciométricos,
coulométricos e voltamétricos, por exemplo'29.2% No caso dos sensores
voltamétricos, eles elencam uma série de vantagens, tais como rapidez na
resposta analitica, sensibilidade e versatilidade.

Uma configuragdo amplamente utilizada dos dispositivos
eletroquimicos é design composto por trés eletrodos: eletrodo de trabalho
(WE, do inglés working electrode), eletrodo auxiliar (AE, do inglés auxiliary
electrode) e o eletrodo de referéncia (RE, do inglés reference electrode)?®®
que, com o advento da miniaturizagao, contribuiu significativamente para a
expansao impactante e popularizagdo desses dispositivos. Essa
caracteristica possibilitou o uso de volumes reduzidos de amostra ou
reagente, a modificacdo superficie do eletrodo de forma controlada, seja
quimicamente ou com elementos de reconhecimento biolégico, além de
conferir portabilidade ao sistema, habilitando analises diretamente no ponto
de cuidado (POC, do inglés, point-of-care)?%6-2%,

Os sensores miniaturizados tém sido aplicados com sucesso ao POC
em diferentes vertentes, incluindo seguranga alimentar, monitoramento
ambiental, area forense, farmacéutica, e no diagndstico clinico e/ou
acompanhamento periddico de doengas?'232%  Especialmente no que
concerne ao diagndstico clinico, inumeros dispositivos foram propostos nos
ultimos anos. Ha exemplos de sensores ou biossensores eletroquimicos para
o diagnédstico de diabetes?®®, COVID-193%, cancer®', anemia®®?, doencgas

renais3%3, triagem neonatal?”’, entre outros.

3.3.3. Fibrose cistica

No que se refere a triagem de doencas neonatais, no Brasil, 0 exame
popularmente conhecido como “teste do pezinho” € um importante mecanismo
para a deteccao precoce de doencgas raras. A coleta de amostra para a

execucao deste teste ocorre entre 0 3° e 0 5° dia de vida do recém-nascido
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nas Unidades Basicas de Saude ou em maternidades cadastradas. De acordo
com o Ministério da Saude, atualmente, as doengas inseridas no escopo do
Programa Nacional de Triagem Neonatal s&o sete: fenilcetonuria,
hipotireoidismo congénito, doenga falciforme e outras hemoglobinopatias,
hiperplasia adrenal congénita, deficiéncia de biotinidase, toxoplasmose
congénita e fibrose cistica. Entretanto, ha previsao de ampliagdo do numero
de doencas a serem identificadas com esse exame3%4.

Particularmente, a fibrose cistica (FC), € uma doencga genética, cronica
e incuravel, caracterizada por uma mutagao no gene regulador da condutancia
transmembranar da fibrose cistica (CFTR, do inglés, cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator), que é responsavel pelo transporte de
ions sodio e cloreto (Cl) através das células epiteliais. Esse transporte
irregular de ions comumente afeta fungbes essenciais nas glandulas
sudoriparas, pulmdes, intestinos, pancreas e rins3%-3%7 Consequentemente,
ha aumento da producado de muco e circulacido bacteriana periddica, devido a
incapacidade dos ions bloqueados de se moverem através dos tecidos
brénquicos. Como resultado, a concentragdo de cloreto aumenta e afeta a
defesa do organismo, comprometendo a agdo dos anticorpos necessarios308.

Alguns sintomas persistentes em pacientes com diagnoéstico de FC
incluem dificuldade em respirar, insuficiéncia pancreatica e excregao de altas
concentracdes de ions Cl- através do suor. Nessa perspectiva, uma forma de
aliviar os sintomas recorrentes em pacientes com FC ¢é através do tratamento
com agentes farmacolégicos e, as vezes, proceder-se com suplementacgao de
oxigénio. Como a FC reduz drasticamente a expectativa de vida para 30-40
anos, o diagndstico precoce € essencial para prosseguir com o protocolo de
tratamento o mais rapido possivel. A triagem neonatal, por exemplo, € uma
excelente alternativa que contribui para a reducdo de internagcbes graves e
melhora a eficiéncia pulmonar399:310,

Dado que pacientes com FC comumente excretam grandes
quantidades de cloreto pelas glandulas sudoriparas, o método diagndstico
mais estabelecido para esta doenga consiste em um teste do suor (padréao
ouro), por um dispositivo de iontoforese e, geralmente, uma medi¢cdo de

condutividade®'°. Esse diagndstico consiste na estimulagdo das glandulas
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sudoriparas por meio da aplicagdo de uma corrente de baixa intensidade
associada a pilocarpina (medicamento), que permite a passagem intradérmica
do suor e posterior coleta com gaze ou uma espécie de micro serpentina. Apds
a coleta da amostra, um cloridrometro fornece resultados quantitativos®'!. Os
niveis de cloreto no suor de um adulto saudavel normalmente ficam abaixo de
39 mmol L'. Concentragbes entre 40 e 59 mmol L' sdo consideradas
limitrofes e niveis acima de 60 mmol L-! sdo considerados positivos para FC.
Por sua vez, as concentragdes para criangas sdo: < 29 mmol L' (negativa),
59 mmol L (limitrofe) e > 60 mmol L' (positiva)3°6.

Esforcos notaveis da comunidade cientifica tém sido feitos com o
objetivo de promover ferramentas alternativas de diagndstico que apresentem
menos falsos positivos ou negativos do que o método baseado na medicéo
de condutividade (devido a interferéncia de outros ions na amostra). Além
disso, tem sido explorado o uso de ferramentas analiticas simples, de baixo
custo, versateis e portateis, com potencial para aplicacado direta no ponto de
cuidado. Exemplos desses protocolos analiticos incluem inumeras técnicas,
como colorimetria®’?,  eletroforese®®” e eletroquimica utilizando-se
voltametria?01.308,

Toh et al.3%® demonstraram a utilizagdo de um sensor eletroquimico
comercial de carbono vitreo modificado com nanoparticulas 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 modificacdo da
superficie do WE envolveu 5 etapas de adicdo das nanoparticulas
(previamente sintetizadas3'3, seguido por secagem em estufa a 50°C por 10
minutos cada etapa subsequente a adicdo de AgNPs. A deteccdo de CI-
baseou-se no principio de que a prata presente na superficie do eletrodo de
trabalho foi oxidada na presencga de CI- para formar de cloreto de prata (AgCl).
O eletrélito suporte empregado foi nitrato de sédio de concentragdao 0,1 mol L-
'. A partir do método proposto foi possivel correlacionar linearmente a
magnitude do sinal analitico com a concentrac&o de cloreto usando a técnica
de voltametria ciclica. A faixa linear obtida foi entre 2 e 40 mmol L' e a
aplicabilidade do dispositivo foi demonstrada para a deteccdo de ClI- em

amostras de suor sintético.
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Em outro estudo, Cinti et al.?%" demonstraram o uso de uma tinta
condutora de prata comercial para fabricagdo de eletrodos em substrato de
papel filtro, a partir da técnica de serigrafia. A detecc¢ao de cloreto foi realizada
livre de reagentes, uma vez que uma solugéo de 10 pyL contendo 200 mmol L-
' de acido sulfurico (H2S04) foi adicionada sobre os trés eletrodos, seguido de
secagem a temperatura ambiente por 15 minutos antes das analises. Atécnica
eletroquimica usada na analise de foi a VC que permitiu o monitoramento da
corrente elétrica proveniente da reacio de oxirredug¢ao, de modo diretamente
proporcional a concentragao de ions cloreto na solugdo. O comportamento
linear para a andlise de CI- foi entre 10 e 200 mmol L' e o limite de detecgdo
foi calculado como 1,5 mmol L-'. Amostras de soro e suor foram analisados
com percentuais de recuperacao variando entre 93 £ 10% e 108 + 8%. Além
disso, os resultados alcangcados foram comparados com uma técnica de
referéncia, demonstrando compatibilidade entre ambas.

Kumar et al.®'* propuseram um sensor descartavel a base de um
nanocomposito prata-manganés fabricado via serigrafia para detecgdo de
cloreto. Adicionalmente, foi proposto uma tira biosensora fabricada com uma
membrana eletrddica para analisar cloreto em tempo real em aplicagdes POC.
A técnica empregada foi a voltametria de pulso diferencial. A faixa de
concentragdo detectavel no sensor foi de 5 mmol L' a 200 mmol L', com
limite de deteccdo de 207 + 7 ymol L' e 17 + 6 ymol L' para o sensor
descartavel e a tira, respectivamente. O dispositivo foi capaz de detectar
cloreto em suor em niveis negativo, limitrofe e positivos, em comparagdo com
exames clinicos laboratoriais.

Atrelado ao acima mencionado, dentro do contexto eletroquimico,
diversos trabalhos demonstrando tintas condutivas alternativas associadas a
modificagdo do eletrodo de trabalho tém promovido excelentes respostas
analiticas em diversas vertentes, inclusive no diagnéstico de doencgas’.
Diante do contexto supramencionado, este capitulo vislumbra propor uma
nova tinta condutora utilizando uma combinagao inédita envolvendo a porgao
condutora a base de carbono (grafite e/ou negro de fumo), laca chinesa como
material aglutinante e acetona como solvente. Além disso, fabricar sensores

eletroquimicos miniaturizados, ambientalmente amigaveis e acessiveis para
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detectar cloreto (enquanto biomarcador para fibrose cistica) em suor. Para
promover uma detecgao sensivel e seletiva de cloreto, é proposto também
uma modificacdo da superficie do eletrodo de trabalho com AgNPs via o
protocolo de eletrodeposicdo o qual ainda ndo foi reportado para essa

aplicagado com esta combinacgao.

3.2. OBJETIVOS
3.2.1. Objetivo geral
Desenvolver uma nova tinta condutora e fabricar dispositivos

eletroquimicos portateis para aplicagdo em diagndstico clinico.

3.2.2. Objetivos especificos

e Produzir uma nova tinta condutiva a base de laca chinesa, flocos de
grafite, negro de fumo e acetona;

e Utilizar a técnica de impressao por esténcil para fabricar sensores ele-
troquimicos de baixo custo;

¢ Modificar o eletrodo de trabalho com nanoparticulas de prata usando a
técnica de eletrodeposicao;

o Efetuar caracterizacbes dos dispositivos elaborados;

e Aplicar o dispositivo eletroquimico na analise de cloreto visando o di-
agnostico de fibrose cistica;

e Testar o sensor proposto em amostras sintéticas e reais de suor.

3.3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.3.1. Materiais e reagentes

Cloreto de sdédio, nitrato de prata, acido fosférico, acido bérico, acido
acético, glicose, uréia, melatonina, fluoreto de sddio, creatinina, sulfato de
sodio, fosfato de sédio monobasico, carbonato de sédio, iodeto de potassio,
brometo de potassio, D(+)alanina, acido aspartico, glicina, acido urico, acido
ascérbico, acido sulfurico e acetona foram adquiridos da Sigma Aldrich (Saint
Louis, MO, EUA). O ferricianeto de potassio e o ferrocianeto de potassio foram
adquiridos da Neon (Suzano, SP, Brasil). As solugdes estoque e padrao foram

preparadas utilizando agua purificada por osmose reversa do purificador da
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marca Gehaka, linha LXE Alfa Mare, modelo OS10LXE (Goiania, GO, Brasil).

O pé de grafite foi obtido da Synth (Diadema, SP, Brasil). O negro de
fumo Vulcan VXC72 foi generosamente doado pela Cabot Corporation (Sao
Paulo, SP, Brasil). A laca chinesa e o esmalte foram adquiridos pela Acrilex®
(Sao Paulo, SP, Brasil) e Risqué® (Sao Paulo, SP, Brasil), respectivamente. A
tinta condutiva a base de prata foi adquirida da Joint metal comercial LTDA
(Sao Paulo, SP, Brasil). Folhas de poliéster (250 um de espessura) e adesivo
de vinil foram fornecidos pela Yidu Group Co. (Hsi-Chih, Taipei, Taiwan) e

Imprimax® (Sao Paulo, SP, Brasil), respectivamente.

3.3.2. Instrumentacgao

As mascaras de eletrodos foram confeccionadas usando uma
impressora de recorte Silhouette (Belo Horizonte, MG, Brasil). As analises
eletroquimicas foram realizadas utilizando um bipotenciostato / galvanostato
pStat 400 da DropSens SL (Oviedo, Espanha) e monitoradas com o software
DropView 2.9. O agitador magnético (modelo AA-840) foi adquirido da Gehaka
(Sao Paulo, SP, Brasil).

3.3.3. Fabricacao de eletrodos através da técnica de impressao em
esténcil

Os dispositivos eletroquimicos foram fabricados pela técnica de
impressao por esténcil, conforme método relatado por Rocha et al.3” com
algumas adaptacdes. Inicialmente, o projeto do sensor eletroquimico,
composto por um sistema com WE, RE e eletrodo auxiliar AE, foi desenvolvido
utilizando o software grafico CorelDraw™. Em seguida, duas camadas de
adesivo vinilico foram adicionadas ao filme de poliéster. A geometria dos
eletrodos foi cortada utilizando um plotter de corte. Posteriormente, os
padrdes dos eletrodos foram removidos e a tinta condutora foi espalhada na
mascara com uma espatula. Sob condi¢des 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
adicdo de solvente acetona (5 mL) e agitagdo por 10 minutos a 750 rpm.

Posteriormente, o excesso da mascara adesiva vinilica foi removido com

71



auxilio de uma pinga apés aproximadamente 30 min. Por fim, os dispositivos
eletroquimicos foram secos a temperatura ambiente e a barreira hidrofébica
foi adicionada com adesivo vinilico. A Figura 3.1 ilustra esquematicamente o

processo de fabricacdo do eletrodo.
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Figura 3.1. (A) Representacdo esquematica do processo de fabricagdo da
nova tinta condutora, utilizando grafite, negro de fumo, laca chinesa e
acetona, seguido pelo protocolo de manufatura dos sensores
eletroquimicos, empregando a técnica de impressao por esténcil. (B) Etapas
envolvidas na preparagao de nanoparticulas de prata (AgNPs) na superficie
WE via eletrodeposicdo usando amperometria, juntamente com uma
representacao da leitura eletroquimica realizada a partir da voltametria de
pulso diferencial na presenca de amostra de suor contendo cloreto. Fonte:
Autoria propria.
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3.3.4. Eletrodeposicao de AgNPs

O procedimento para a eletrodeposi¢céo de nanoparticulas de prata na
superficie do eletrodo de trabalho foi baseado no protocolo desenvolvido por
Xing et al.3'5. Resumidamente, 50 L de nitrato de prata (AgNO3) 0,5 mmol L
' preparado em tampao Britton-Robinson (concentragdo 50 mmol L, pH =
2,16) foram adicionados ao eletrodo. A seguir, foi realizada uma medida
amperomeétrica durante 400 s usando o potencial fixo de -0,6 V vs C para
formagao das nanoparticulas. A superficie do eletrodo foi limpa com agua e
seca com papel toalha por acao capilar. Posteriormente, 10 voltamogramas
ciclicos variando de -0,8 a 0,8 V vs C foram realizados sob velocidade de
varredura de 100 mV s na presenga de 30 mmol L-! de tamp&o BR (pH =
2,16).

Para as otimizagdes de eletrodeposicao, foram estudadas diferentes
concentragbes de AgNOs como solugado precursora das nanoparticulas, o
valor de potencial e o tempo de eletrodeposicdo. Para tanto, a solucdo de
AgNOs3 em tampé&o BR foi avaliado nas concentragdes de 0,10; 0,25; 0,50;
0,75 e 1,00 mmol L-'. Em relag&o aos experimentos de otimizagdo 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 otimizacao do tempo de eletrodeposi¢cao foram
usados intervalos de 100, 200, 300, 400 e 500 segundos.

3.3.5. Caracterizagoes eletroquimicas e morfolégicas

As medidas eletroquimicas de VC foram realizadas sob velocidade de
varredura de 50 mV s-! usando 1,0 mmol L' CI- preparado em tampao BR 30
mmol L' (pH = 2,16). A caracterizagéo eletroquimica usando a técnica de VC,
para o estudo do efeito da variagao 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', na presenga de 1,0 mmol L' CI
preparado em tamp&ao BR 30 mmol L.

A Microscopia eletrénica de varredura de alta resolugédo com analise
por feixe de elétrons de emissao de campo (MEV-FEG) foi realizada usando
um microscépio modelo JSM 7100-F da JEOL (Waltham, MA, EUA).

As medidas de angulo de contato (CA) foram realizadas usando uma
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camera de smartphone (Xiaomi Redmi note 10 lite) acoplada a um suporte
ajustavel lab-made impresso em 3D para medigdo de dngulo de contato?®’.
Nesse sentido, uma aliquota de agua ultrapura foi adicionada ao WE antes e
depois da modificagdo com AgNPs. Apos 10 s da gota no material eletrédico,

as imagens foram capturadas e analisadas pelo software ImageJ.

3.3.6. Medidas eletroquimicas usando VPD

As analises eletroquimicas de solugdes padrao de cloreto e amostras
sintéticas ou reais foram realizadas utilizando-se a técnica de voltametria de
pulso diferencial. Os parametros otimizados de tempo de equilibrio, 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', respectivamente. A faixa
de potencial empregada variou de -0,8 V a 0,2 V vs C. Solugbes padrao
analiticas de CI- nas concentragbes de 50 umol L' a 300 ymol L' foram

preparadas em tampdo BR 30 mmol L' (pH = 2,16) como eletrdlito suporte.

3.3.7. Preparo de amostras e analise eletroquimica de Cl-no suor

A amostra de suor usada no estudo de adicdo e recuperacao foi
coletada apds exercicio fisico (corrida), filtrada com o auxilio de uma seringa
e um filtro de particulas de 22 ym de didmetro e, posteriormente armazenada
em microtubos no congelador. A amostra foi quantificada usando VPD, diluida
para 100 ymol L' e enriquecida com 80 e 130 ymol L' contendo tamp&o de
30 mmol L' como eletrdlito suporte.

As amostras de suor artificial foram preparadas em agua ultrapura de
acordo com o protocolo de Kumar et al.3' com cada componente dez vezes
mais concentrado. Dessa forma foram utilizados 4,1 mmol L' de sulfato de
sodio, 30 mmol L' de bicarbonato de sodio, 2,95 mmol L-! de fosfato de sédio,
1,7 mmol L' de D(+)glicose, 5,7 mmol L' de D(+)alanina, 3,4 mmol L' de
acido aspartico, 3,9 mmol L' de glicina, 0,59 mmol L' de acido Urico, 100
mmol L' de ureia, 0,84 mmol L' de creatinina e 99,9 mmol L' de &cido
ascorbico. Posteriormente, o pH foi ajustado com 1 mol L-! de acido sulfurico
até pH =5,5.

Para simular condigdes de concentracdes baixa, limitrofe e alta de

74



cloreto no suor, visando a triagem de individuos suspeitos de ter fibrose
cistica, o suor foi diluido em agua ultrapura (1:10) e enriquecido com cloreto
nas concentragbes de 15; 55 e 75 mmol L'. Em seguida, as amostras
artificiais foram diluidas em um tampdo BR a 30 mmol L' para atingir
concentragbes finais tedricas de cloreto de 54; 198 e 270 pmol L,
respectivamente.

A coleta de amostras de suor de criangas oriundas da triagem neonatal
foi realizada a partir do estimulo da sudorese usando iontoforese com
pilocarpina em gel, seguido da coleta da amostra em um tudo microbore (tipo
serpentina), pelos profissionais da area da saude da Associacao de Pais e

Amigos dos Excepcionais (APAE) da unidade de Anapolis3'®.

3.3.8. Analise de amostras reais e teste de referéncia

As amostras reais de suor foram analisadas apds dois processos de
diluicdo para adequar-se a faixa de concentracdo necessaria para ser
empregada a técnica de voltametria de pulso diferencial. A primeira diluicdo
consistiu em utilizar-se o volume de 15 pL de amostra e 235 uL de agua
ultrapura. Para a segunda dilui¢do, utilizou-se uma aliquota de 50 uL de
amostra previamente diluida, 325 yL de agua ultrapura e 125 pL de tampao
BR, perfazendo-se a concentracao final do eletrdlito suporte de 30 mmol L’
(pH = 2,16). O volume de solugéo usada no eletrodo foi de 50 pL.

A técnica usada como analise de referéncia para o teste de suor dos
pacientes da triagem neonatal foi a partir do uso de um analisador

cloridrometro ChloroChek®.

3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1. Fabricacao de eletrodos impressos em esténcil e caracterizagées
A fabricagdo de sensores eletroquimicos utilizando a técnica de

impressao por esténcil a partir de uma nova tinta condutora a base de laca

chinesa, grafite e acetona foi testada com diferentes propor¢des de negro de

fumo na formulagéo (5, 10, 15 e 20% m/m, em relagdo 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 formulagéo contendo 20% m/m de negro de fumo como
exemplo. Posteriormente, as trilhas foram integradas a um diodo emissor de
luz (LED) e, com auxilio de um multimetro, considerando o circuito aberto ou

fechado, conforme mostra a Figura 3.2 A-B, foi possivel acender o LED.

(A) (B)

Figura 3.2. Trilhas condutivas produzidas com a nova formulagao de tinta a
base de laca chinesa, grafite e negro de fumo, mostrando o circuito aberto
(A) e fechado (B), com um LED sendo acesso. Fonte: Autoria propria.

Uma vantagem do uso de tintas condutoras alternativas para detecgao
eletroquimica de compostos eletroativos € a flexibilidade para ajustar a
formulacédo de acordo com as necessidades especificas da aplicagdo. Além
disso, a possibilidade de produzir dispositivos ecologicamente corretos é outro
atributo que merece destaque'. Nesse contexto, para cada formulacdo
proposta a base de laca chinesa, grafite e negro de fumo, foram construidos
dispositivos eletroquimicos, os quais foram posteriormente modificados com
nanoparticulas de prata. Em seguida, foram realizadas medidas
eletroquimicas por voltametria de pulso diferencial para determinar qual
formulacado seria capaz de fornecer a melhor resposta eletroquimica para
analise de cloreto, um importante biomarcador da fibrose cistica, conforme
mencionado anteriormente. Uma imagem real do novo sensor eletroquimico
€ mostrada na Figura 3.3. A literatura demonstra que o uso de nanoparticulas
ou sensores impressos com tinta de prata tem sido aplicada com sucesso na
deteccado seletiva de cloreto, o qual diferentes estratégias podem ser
adotadas?®%314 O protocolo aqui proposto partiu da metodologia usada por
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Xing et al.3'%, via eletrodeposigo.

Figura 3.3. Imagem real de eletrodo de grafite-negro de fumo impresso em
esténcil com 10% m/m de NF. Fonte: Autoria propria.

A Figura 3.4 A-B demonstra os voltamogramas de pulso diferencial
obtidos para cada formulagao de tinta condutora estudada e o um grafico de
corrente versus a composi¢cdo do condutor utilizada, respectivamente. E
possivel observar que os valores de corrente elétrica provenientes do pico de
oxidagao proximos ao potencial de -0,2 V vs C aumentam até a composi¢cao
de 10% de negro de fumo. Posteriormente, ocorre uma diminuigéo
consideravel na magnitude da corrente elétrica. Assim, a formulag&o contendo

10% de NF foi fixada para experimentos subsequentes.
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Figura 3.4. Otimizagdo dos paréametros de fabricacdo do sensor
eletroquimico e modificagao do eletrodo de trabalho com nanoparticulas de
prata. (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos na presenca de CI- 0,5
mmol L-'em tamp&o BR 30 mmol L' (pH = 2,16) para diferentes proporgdes
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 formulagao
da tinta condutora. Fonte: Autoria propria.

Para melhor compreensao a respeito da superficie do WE sob cada
proporgcao entre grafite e negro de fumo avaliada na composi¢gdo do material
eletrédico, foram obtidas micrografias por meio da técnica de microscopia
eletrobnica de varredura. De posse da Figura 3.5 A-B, que demonstra a
morfologia da superficie do WE, é possivel visualizar a célula eletroquimica 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 possivel contemplar os flocos de grafite no
material eletrodico?>37-%1. Por outro lado, para a Figura 3.5 C-F, o aumento da
propor¢ao de negro de fumo na formulagao resultou em um acréscimo gradual

na quantidade de nanoparticulas desse material na superficie do WE.
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Figura 3.5. Micrografias obtidas para o novo sensor eletroquimico proposto
a base de laca chinesa usando diferentes proporgdes entre grafite e negro de
fumo. (A) Imagem mostrando a célula eletroquimica construida sobre o
substrato de poliéster contento o WE, RE e o AE, cuja composi¢céo € de
grafite, além da barreira hidrofébica de vinil adesivo, sob magnificagao de 10
vezes. (B) Imagem do eletrodo de trabalho (magnificacdo de 10.000 vezes),
contendo grafite na composi¢cdo. (C) Imagem do WE do eletrodo cuja
composicédo € de 95% de grafite e 5% de negro de fumo em relagdo aos
componentes condutivos (magnificagdo de 10.000 vezes). (D) Imagem do
WE do eletrodo com composicéo de 90% de grafite e 10% de negro de fumo
(magnificagdo de 10.000 vezes). (E) Imagem do WE do eletrodo com
composicédo de 85% de grafite e 15% de negro de fumo (magnificagdo de
10.000 vezes). (F) Imagem do WE do eletrodo com composi¢ao de 80% de
grafite e 20% de negro de fumo (magnificacdo de 10.000 vezes). Fonte:
Autoria propria.

A literatura reporta que o grafite, comumente na escala de dezenas de
microns de comprimento, € uma estrutura plana em camadas que é
condutora, principalmente ao longo desses planos. A estrutura quimica do
grafite compreende basicamente de atomos de carbono hibridizados sp?
ligados covalentemente em uma estrutura hexagonal planar?'-3'7. O negro de
fumo, por outro lado, € uma particula que detém elevada area superficial, da
ordem de submicrométrica cujo formato é aproximadamente esférico. Quando
se considera um ligante polimérico contendo esses dois materiais, ha uma
interacdo entre ambos os tipos de carbono que ocasiona uma matriz
condutora que € consideravelmente mais condutiva do que se esses materiais

fossem usados separadamente. As pequenas particulas de negro de fumo
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dispersam-se e formam pontes condutoras entre as areas ricas em grafite da
matriz composta3'’. Essa caracteristica é substancialmente importante para a
melhora do desempenho eletroquimico na detec¢ao de inumeros compostos.
E importante destacar que o negro de fumo possui uma apreciavel
condutividade elétrica, dispersa-se adequadamente em inumeros tipos de
solvente, é funcionalizavel, além de exibir uma cinética rapida de transferéncia
de elétrons318-320,

Outro importante parametro avaliado foi o impacto da variagdo da
concentracdo de nitrato de prata utilizada como solugdo precursora para a
formagao das nanoparticulas via eletrodeposicdo. As condi¢cdes testadas
foram 0,1; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0 mmol L' de AgNQO3z, com concentragio de
cloreto fixada em 0,5 mmol L-'. Como demonstra a Figura 3.6 A-B, o aumento
da concentragédo de AgNO3s provoca um aumento no pico correspondente a
prata préximo ao potencial de 0 V vs C, assim como resulta em uma maior
intensidade de corrente para o pico referente ao Cl~. Quando a concentracao
AgNOs é menor do que a concentragéo de Cl-, praticamente todo o cloreto é
consumida, ndo sendo possivel visualizar claramente o pico referente a prata.
Sob concentragdo de 0,5 mmol L' tanto para Cl- quanto para AgNOs é
possivel visualizar o pico de prata com baixa intensidade. Por sua vez, quando
a concentracdo de AgNOs3 € maior que a concentragcéo de cloreto, apenas
parte da prata € consumida, sendo possivel visualizar tanto o pico referente
ao cloreto quanto o pico que corresponde a oxidacdo da prata. Outro
comportamento observado foi o leve deslocamento de potencial do pico
referente ao Cl-para valores mais positivos a medida que a concentragao de
prata foi aumentada. Como as amostras de suor de pacientes com FC sao
obtidos em baixos volumes e espera-se detectar cloreto em baixas
concentragdes, através da diluicdo da amostra, a condigdo de 0,5 mmol L' de
AgNO:s foi estabelecida como condigao 6tima, uma vez que apresentou um
sinal analitico com boa magnitude de corrente, além de n&o apresentar um
sinal analitico expressivo referente a prata, o que poderia dificultar o processo

de aquisicdo de dados.
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Figura 3.6. (A) Voltamogramas da VPD obtidos para diferentes
concentragdes de AgNO3 (0,10; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 mmol L") na solugéo
precursora das nanoparticulas de prata. (B) Grafico relacionando a
intensidade de corrente obtida em fungdo da concentracdo de AgNOs
empregada. Fonte: Autoria propria.

Alguns parametros relacionados ao protocolo de eletrodeposi¢cao de
AgNPs via amperometria, adaptado de Xing et al.3'® e Renedo et al.??",
também foram cuidadosamente avaliados. A eletrodeposicdo foi otimizada
empregando-se diferentes tempos e valores de potencial. Os tempos
estudados foram 100; 200; 300; 400 e 500 s de eletrodeposi¢cao sob potencial
fixo de -0,8 V. Para melhor compreender a morfologia da superficie do WE
sob essas diferentes condigcbes, também foram obtidas imagens de
microscopia eletrénica de varredura para cada condic&o citada. A Figura 3.7
A-B mostra os voltamogramas adquiridos para os experimentos de variagao
do tempo de eletrodeposigédo e o um grafico correspondente a intensidade da

corrente versus tempo.
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Figura 3.7. (A) Voltamogramas da VPD provenientes de diferentes tempos
de eletrodeposigdo de nanoparticulas de prata (100; 200; 300; 400 e 500 s)
sobre o eletrodo de trabalho. (B) Grafico referente a relacdo entre a
magnitude de corrente e o tempo de aplicacdo de potencial usado na
amperometria. Fonte: Autoria propria.

Conforme mostra a Figura 3.7 A-B, ha um aumento na intensidade de
corrente a medida que se aumenta o tempo de eletrodeposigao.
Concomitantemente, ha um deslocamento de potencial para potenciais mais
positivos conforme se aumenta o tempo. Esse comportamento pode ser
atribuido ao aumento da quantidade de prata disponivel na superficie do
eletrodo de trabalho que, consequentemente, permite que a superficie se
torne mais condutivel e, portanto, apresente um maior sinal analitico. As
imagens de MEV corroboram com este comportamento, uma vez que é
possivel identificar um consideravel aumento na quantidade de nanoparticulas
distribuidas sobre a superficie do WE. Além disso, conforme o tempo de
eletrodeposicao torna-se maior, ha também um aumento do tamanho das
nanoparticulas eletrodepositadas, conforme mostra a Figura 3.8 A-F. Esse
comportamento foi similar ao encontrado por Renedo et al®?!. Sendo assim,
visando um apreciavel sinal analitico em um intervalo de tempo cuja
eletrodeposicao ocorra de maneira estavel, fixou-se o tempo de 400 s, tal
como outros trabalhos previamente reportados na literatura empregando

diferentes tipos de nanoparticulas e eletrodos31%:321.322,
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Figura 3.8. Micrografias adquiridas a partir da técnica de MEV-FEG usando
a magnificacdo de 10.000 vezes. (A) Imagem do WE do dispositivo
eletroquimico na auséncia de modificacdo da superficie. (B) WE apds a
eletrodeposicao de AgNPs usando o tempo de eletrodeposigédo de 100 s (C).
WE apos a eletrodeposicdo de AgNPs usando o tempo de eletrodeposicao
de 200 s. (D) WE apds a eletrodeposi¢cao de AgNPs usando o tempo de
eletrodeposicao de 300 s. (E) WE ap0s a eletrodeposicao de AQNPs usando
o tempo de eletrodeposicédo de 400 s. (F) WE apds a eletrodeposigcéo de
AgNPs usando o tempo de eletrodeposicdao de 500 s. O potencial de
eletrodeposicao utilizado foi de -0,8 V. Fonte: Autoria propria.

O efeito do potencial de eletrodeposicao de eletrodeposigdo também
foi investigado empregando-se os valores de -1,0; -0,8; -0,6; -0,4 € -0.2 V. A
Figura 3.9 A-B mostra os voltamogramas e os graficos de corrente em fungéo
do potencial avaliado, respectivamente. O comportamento apresentado
demonstra que os maiores valores de correntes sao 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 oxidagéo caracteristico da
prata. Esses resultados sugerem, portanto, que a diminuigdo do potencial
ocasiona em uma maior quantidade de prata depositada na superficie. 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 anddico do cloreto para potenciais mais

negativos a medida que se diminui o potencial da eletrodeposicéo.
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Figura 3.9. (A) Voltamogramas da VPD provenientes de diferentes
potenciais de eletrodeposi¢cdo de nanoparticulas de prata (-1,0; -0,8; -0,6; -
0,4; -0,2 V) sobre o eletrodo de trabalho. (B) Grafico mostrando a magnitude
de corrente em funcdo do potencial aplicado, mantido fixo durante a
amperometria. Fonte: Autoria propria.

Analises de microscopia eletrénica de varredura para cada potencial de
eletrodeposicdo foram adquiridas para melhor avaliar o comportamento do
sistema. Conforme destaca a Figura 3.10 (A-F), ha um aumento na
quantidade e no tamanho das nanoparticulas depositadas na superficie do
WE. Uma vez que o sinal analitico 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 condi¢gdes mais

brandas.
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Figura 3.10. Micrografias adquiridas a partir da técnica de MEV-FEG usando
a magnificagao de 30.000 vezes. (A) WE apds a eletrodeposicdo de AgNPs
usando o potencial de eletrodeposicdo de -1,0 V. (B) WE apds a
eletrodeposicdo de AgNPs usando o potencial de eletrodeposi¢ao de -0,8 V.
(C) WE apos a eletrodeposicdo de AgNPs usando o potencial de
eletrodeposicao de -0,6 V. (D) WE apo6s a eletrodeposi¢cao de AgNPs usando
o potencial de eletrodeposic¢ao de -0,4 V. (E) WE apés a eletrodeposigéo de
AgNPs usando o potencial de eletrodeposic¢ao de -0,2 V. (F) Imagem do WE
do sensor eletroquimico na auséncia de modificagao da superficie. O tempo
de eletrodeposicéao utilizado foi de 400 s. Fonte: Autoria prépria.

Conforme demonstra a Figura 3.10, a geometria das nanoparticulas
sobre algumas alteragdes mediante os diferentes valores de potencial usados
no processo de eletrodeposicdo. 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. Ja de acordo com as
imagens disponiveis nas Figuras 3.10 B-D, que sdo empregados os valores
de potencial de -0,8 V e -0,6 V, respectivamente, é possivel observar uma
expressiva alteracdo na morfologia das nanoparticulas para nanoestruturas
“dendriticas” cuja geometria ramificada possui formato semelhante a flores323-
326 Por outro lado, através da Figura 3.10 E, é possivel observar que sob
potencial de -0,2 V, praticamente nao se formaram nanoparticulas. A Figura
3.10 F destaca a superficie do WE contendo flocos de grafite e nanoparticulas
de negro de fumo entremeadas no material eletrédico. Os parémetros

avaliados nas otimizagdes da eletrodeposi¢cdo, bem como os valores 6timos
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selecionados estdo sumarizados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Resumo dos parametros estudados e fixados para a construgéo
do sensor eletroquimico, bem como a modificacdo do eletrodo de trabalho
com nanoparticulas de prata.

Parametro
Faixa Valor 6timo
estudado
100% grafite
. 95% grafite /5% NF
Proporgao . .
. 90% grafite /10% NF 90% grafite /10%
grafite:negro de .
85% grafite /15% NF NF
fumo
80% grafite /20% NF
0,50 mmol L
0,10; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00
[AgNO3] AgNOs
mmol L

Tempo de

. 100; 200; 300; 400 e 500 s 400 s

eletrodeposicao
Potencial de
-1.0;-0.8;-0.6;-04 e -0.2V -06V

eletrodeposicao

3.4.2. Caracterizagoes

Diferentes formulagcbes de tintas condutoras a base de carbono de
baixo vez que promovem versatilidade e exibem desempenho eletroquimico
apreciavel'*. Exemplos de aglutinantes incluem resina de poliéster®’, verniz
de vitral®5, cola de silicone3?’, goma laca®’, residuos de acrilonitrila-butadieno-
estireno® e esmalte de unha3?®, 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
modificagdo com AgNPs para detecgao de Cl. Nesse sentido, a Figura 3.11
A-B evidencia a mudanca na molhabilidade da superficie do eletrodo de
grafite-negro de fumo (EGR-NF) antes e ap6s a modificagdo do com AgNPs
(AgNPs/EGR-NF), o que corrobora com o sucesso da incorporagédo do
nanomaterial sobre o WE via protocolo de eletrodeposicéo. Os valores de AC
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foram calculados como 87° + 1° e 80° + 2°, para o EGR-NF e AgNPs/EGR-NF,
respectivamente. Dessa maneira, aumentando o carater da superficie para

mais hidrofilico.

Figura 3.11. Imagens de angulo de contato obtidas para o WE do EGR-NF
(A) sem modificagao na superficie e (B) apds a eletrodeposi¢cao de AgNPs
(AgNPs/EGR-NF). Fonte: Autoria prépria.

Outra técnica empregada para caracterizar o sensor eletroquimico foi
a voltametria ciclica. Com o intuito de determinar a influéncia do uso das
nanoparticulas de prata na resposta eletroquimica, um experimento de
controle foi realizado na auséncia e presencga de ions cloreto. Dessa forma,
empregou-se tanto eletrodos ndo modificados de grafite-negro de fumo,
quanto modificados com AgNPs. A Figura 3.12 A dispde os voltamogramas
ciclicos obtidos. Conforme pode ser visualizado, na auséncia da modificagcao
do eletrodo com AgNPs, tanto na presenca do eletrdlito suporte (tampao BR
30 mmol L', pH = 2,16) quanto para o Cl-ndo é possivel a visualizagdo de
picos de oxidagéo ou redugdo entre os potenciais de -0,8 a 0,8 V (vs C). Por
outro lado, na presenca do eletrodo modificado com AgNPs, via
eletrodeposicao, € possivel visualizar dois picos referentes a modificagdo do
WE na presencga de tampéao BR. O primeiro pico, considerando a varredura no
sentido direto, ocorre proximo ao potencial 0,0 V, e, no sentido inverso, um
pico de redugao pode ser visualizado préximo ao potencial de -0,5 V vs C.
Esses processos eletroquimicos sdo compativeis com outros estudos
empregando modificagdes de WE usando nanoparticulas de prata308.314.329,

O pico de oxidagao bastante pronunciado refere-se a oxidagao de um
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elétron da prata metalica (reagdo 3.1) e o pico de redugédo corresponde a

deposigao do ion prata em prata metalica (reagao 3.2):

Ads) ~ Ag'(aq) + €7 (Reacdo 3.1)

Ag*aq) + € — Ags) (Reagao 3.2)

Utilizando-se uma solugéo contendo 0,5 mmol L' de CI-, o eletrodo de
grafite-negro de fumo modificado com nanoparticulas de prata apresenta um
novo pico de oxidagao proximo ao potencial de -0,13 V vs C e um pico de
reducao aproximadamente no potencial de -0,35 V vs C. O pico de oxidagao
pode ser atribuido a conversao da prata presente no material do eletrodo
proposto no precipitado cloreto de prata (AgCl) e estd em conformidade com
outros estudos®'433, O pico de redugdo na varredura reversa consiste na
reducao do cloreto de prata®3'. A reacédo de oxidag&o pode ser descrita como

a seguir:

Ag(s) + Claq)— AgCles) + €7 (Reacdo 3.3)

AgClis) + €™ — Aggs) + Clag) (Reac3o 3.4)

Vale ressaltar que a magnitude de corrente do primeiro pico de
oxidacdo se correlaciona linearmente com a concentragdo de ions cloreto.
Concomitantemente, observa-se um decréscimo na intensidade do pico de
oxidagao referente a prata metalica isoladamente (Figura 3.12 A) no segundo
pico de oxidagao, uma vez que parte da prata é consumida.

Outro estudo realizado foi referente a estabilizacdo do sinal analitico
proveniente do processo de modificagdo do WE com AgNPs. Conforme
indicado na Figura 3.12 B, os valores dos potenciais de oxidagéo e de redugéo
tornaram-se menos positivos com o aumento do numero de ciclos. Além disso,
houve um declinio gradativo na magnitude das correntes de pico anddica e
catddica frente ao aumento do numero de ciclos até a estabilizagcao observada
por volta do décimo ciclo. Dessa forma, fixou-se o uso de 10 ciclos de
voltametria ciclica, na presenca do eletrdlito suporte sob velocidade de
varredura de 100 mV s, a fim de garantir a estabilizagdo do sinal de
modificagao antes do uso do sensor via VPD.

A reprodutibilidade do processo de modificacdo do WE foi avaliada por
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voltametria ciclica 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
estabilizagdo do sinal analitico. Com base nos valores das correntes dos picos
de oxidagcdo, o desvio padrao relativo foi de 3,58%, que é um valor
considerado aceitavel, o que atesta a eficiéncia e uma apreciavel

reprodutibilidade do método proposto para modificar a superficie do WE.
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Figura 3.12. Medidas eletroquimicas usando a técnica de voltametria ciclica.
(A) Voltamogramas ciclicos obtidos na auséncia e presencga de 0,5 mmol L
de CI- preparado em tampé&o BR 30 mmol L-' a 100 mV s utilizando eletrodo
de grafite ndo modificado e modificado com AgNPs. (B) Estabilizacdo do sinal
analitico apds o processo de modificacao do WE, na presenga de tampao BR
30 mmol L', sob velocidade de varredura de 100 mV s-'. (C) Reprodutibilidade
da modificagdo do WE com AgNPs. Fonte: Autoria propria.

A Figura 3.13 A-C mostra imagens de MEV adquiridas para a superficie
do WE para trés dispositivos eletroquimicos. (i) Apds modificagcdo com
nanoparticulas de prata usando amperometria, (ii) apos etapa de modificagéo
seguida de 10 ciclos da voltametria ciclica e (iii) apés a modificagao, VC na
presenca do eletrolito e VC na presenca de cloreto 1 mmol L. Como
demonstra a Figura 3.13 A-B, ha nanoparticulas de geometria similares
distribuidas ao longo de toda a superficie do WE de ambos os dispositivos.
Como as duas imagens foram adquiridas usando a mesma magnificagao, de
modo qualitativo, observa-se que uma parte das nanoparticulas fracamente
aderidas podem ter sido removidas da superficie do WE apds o processo de
VC, seguido da limpeza com agua. A Figura 3.13 C, por outro lado, demonstra
uma alteragao significativa sobre a superficie. Essa caracteristica pode ser

atribuida devido o processo de formagao de AgCl.
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Figura 3.13. Micrografias adquiridas do WE do dispositivo de grafite-negro
de fumo sob magnificacdo de 5.000 vezes. (A) Sensor apds modificagdo com
AgNPs via amperometria. (B) Sensor apés modificagdo com AgNPs via
amperometria, seguido de estabilizagdo usando VC. (C) Sensor apos
modificagdo com AgNPs, estabilizagdo e apos andlise de ClI- 1 mmol L' em
tampao BR 30 mmol L' (pH 2,16). Fonte: Autoria prépria

O controle do transporte de massa da reacdo de oxidagao
eletroquimica para a formacao de AgCl foi investigado por meio do estudo do
efeito da variacdo da velocidade de varredura. Para tanto, uma solucéo
contendo CI- 1 mmol L' em tamp&o BR 30 mmol L-' de pH = 2,16 foi analisada
usando VC sob velocidades de varredura de 10; 25; 50; 75 e 100 mV s™'. A
Figura 3.14 A-C mostra os voltamogramas obtidos, um grafico da corrente de
pico anddica (Ipa) em funcéo da raiz quadrada da velocidade de varredura e
a plotagem do logaritmo (/og) da corrente em fung¢ao do /og da velocidade de
varredura. Conforme exibe o grafico da Figura 3.14 A- B, as correntes de pico
anddicas aumentaram com o incremento da velocidade de varredura e foram
proporcionais a raiz quadrada da velocidade de varredura, com o coeficiente
de correlagéo (R?) de 0,990. Em relagédo ao grafico que relaciona o log i vs o
log da velocidade de varredura, o valor de inclinagdo da curva (coeficiente
angular) foi de 0,54. A literatura reporta que valores de coeficiente angular em
graficos de log i vs o log v préximos a 0,5 trata-se de processos cujo transporte
de massa para a superficie do eletrodo ocorre por difuséo e, proximos a 1, por
adsorgdo®. Dessa forma, a partir de ambos os graficos, denota-se que o

transporte de massa é predominantemente difusional®'4.
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Figura 3.14. Caracterizagdo eletroquimica do eletrodo AgNPs-GR/NF por
voltametria ciclica. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos na presenga de 1,0
mmol L' de CI preparado em tampdo BR 30 mmol L' registrados em
diferentes velocidades de varredura. (B) Corrente de pico anddica em funcao
da raiz quadrada da velocidade de varredura. (C) log / vs log v para o processo
de oxidagao de CI-. Fonte: Autoria propria.

3.4.3. Otimizagoes eletroquimicas

Os parametros eletroquimicos, como o de degrau de potencial, a
amplitude de pulso e tempo de pulso, foram estudados com o objetivo de
estabelecer as condi¢cdes 6timas para a analise quantitativa e sensivel de CI-
, 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 mudanga discreta no potencial do pico
anddico 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 condicao 6tima.
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Figura 3.15. (A) Voltamogramas da otimizagdo da amplitude de pulso da
técnica de VPD visando a analise de CI. (B) Grafico relacionando os valores
de corrente em fungao dos valores de amplitude. Fonte: Autoria prépria.

Em relagao 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
parametro 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, a medida
que o degrau de potencial aumenta, observa-se um alargamento no pico
anodico. Em termos de corrente faradaica, nota-se um aumento discreto entre
os potenciais de 0,001 e 0,005 V, seguido de um declinio. Os valores
diminuem ligeiramente em 0,010 V e depois mostram uma redugéo
consideravel no sinal analitico. Para garantir uma boa resolugao de pico e um
sinal de corrente apreciavel, a condicdo de degrau de potencial selecionada
foi 0,005 V.
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Figura 3.16. (A) Voltamogramas da otimizagdo do degrau de potencial da
técnica de VPD visando a analise de CI. (B) Gréfico relacionando os valores
de corrente em funcao dos valores do degrau de potencial. Fonte: Autoria
prépria.

O efeito do tempo de aplicagdo do pulso também foi avaliado em
relagao a analise de cloreto. Para isso, o impacto variagao do tempo de pulso
de 100 ms para 20; 40; 60 e 80 ms foi examinado. Conforme dispde a Figura
3.17 A-B, a reducao no tempo de aplicagao do pulso influencia diretamente no
valor de corrente de pico anddica 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 resolugcéo do pico, prevenir um sinal de
corrente proximo de 100 pA, além de evitar um valor de corrente elevado
referente ao pico da prata, o tempo de 100 ms foi mantido como parametro

otimo.
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Figura 3.17. (A) Voltamogramas da otimizagdo do tempo de pulso da
técnica de VPD visando a analise de CI. (B) Grafico relacionando os valores
de corrente em funcdo dos valores do tempo de pulso. Fonte: Autoria
prépria.

3.4.4. Desempenho analitico

Sob parametros experimentais otimizados, tanto em termos do
procedimento de eletrodeposi¢cdo de nanoparticulas quanto em relagao aos
parametros eletroquimicos, a DPV foi empregada para avaliar a resposta do
sensor para diferentes concentragdes de cloreto. As Figuras 3.18 A-B
demonstram os voltamogramas obtidos e a curva analitica para resposta do
ion cloreto entre concentragdes de 50 pmol L' a 300 umol L' com relagdo
linear bem definida. A equacao linear obtida foi y (uA) = (0,170 £ 0,001)x (umol
L") — (7,85 £ 0,08), com R? igual a 0,999, para andlise em triplicata. O limite

de detecgdo (LOD) foi calculado como 1,4 umol L' através da Equagéo 3.13%2;

LOD = ﬁ Equacédo 3.1
a

Onde, S, € o desvio padrdao do coeficiente linear e a refere-se a

inclinagdo da curva analitica.
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Figura 3.18. (A) Voltamogramas referentes a analise de CI- para diferentes
concentragdes usando o eletrodo AQNPs/EGR-NF. (B) Curva analitica para
analise de CI- entre as concentragdes de 50 uymol L-' a 300 ymol L-'. Fonte:
Autoria prépria.

A reprodutibilidade do método proposto foi avaliada com base no DPR
dos valores de corrente de pico anddico para dez diferentes eletrodos,
fabricados através da mesma abordagem e procedimento de eletrodeposigao
de AgNPs, sendo que cada sensor foi analisado em triplicata. A concentragao
de cloreto neste estudo foi fixada em 100 pmol L™ e preparada em 30 mmol
L™ de tampao BR. O valor de DPR obtido foi de 7%, que € um valor aceitavel,
em comparagao com outros meétodos para analise 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

funcao do numero de sensores AQNPs/EGR-NF.
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Figura 3.19. (A) Voltamogramas de pulso diferencial referentes ao estudo
de reprodutibilidade para a analise de cloreto usando o AQNPs-EGR/NF. (B)
Histograma referente ao estudo de reprodutibilidade do método proposto
mostrando os valores de corrente em fungdo do numero de eletrodos
testados. Fonte: Autoria prépria.

performance analitica do novo eletrodo foi comparada com os

parametros analiticos de diferentes sensores reportados na literatura para

determinacao de CI. Para tanto, foram avaliados o tipo de eletrodo, técnica

utilizada, faixa linear e limite de detecg¢ao. A Tabela 3.2 sumariza os aspectos

supramencionados.

Tabela 3.2. Comparacao entre diferentes métodos eletroquimicos para a

deteccgao de cloreto.

Eletrodo Técnica Faixa linear LOD Referéncia
Tinta de Ag/papel office VC 38 — 500 ymol L 7 ymol L 331
AgNPs/SPE VC 2 — 40 mmol L - 308
Eletrodo de AgNWs-Pt VC 0,2 — 20,2 mmol L 20 ymol L 333
SPPtE Csv 0,76 mol L' to 150 0,76 mmol L' 334
mmol L1
Tinta de Ag/PP LSV 0,1 —20 mmol L 18,83 ymol L' 335
Tinta de Ag/papel filtro VC 10 — 200 mmol L~ 1 mmol L 201
FeMeOH/SPE VPD 70 mmol L' to 10 mmol L 338
600 mmol L
Gr-Ag/EGR VC 0,5 mmol L' to 61 umol L 337
50 mmol L
AgNPs/ZIF-8/GCE VPD 5 umol L-'to 4 mmol 0,61 ymol L' 338
L-1
Ag-Mn/SPE VPD 5 mmol L' to 200 17 pumol L 314
mmol L
AgNPs-GR/NF VPD 50 — 300 pmol L 1,4 umol L 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 redissolugao catédica; FeMeOH/SPE:
Eletrodo serigrafado assistido por ferrocenometanol; PP: polipropileno; LSV: Voltametria de
varredura linear. Gr-Ag/EGR: Eletrodo de grafite modificado com compdsito de grafeno-Ag;
Ag NPs/ZIF-8/GCE: Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de Ag
decoradas em estrutura metal-organica; Ag-Mn/SPE: Eletrodo de carbono serigrafado

modificado com nanocompdsito de prata-manganés.

A partir dos dados apresentados na Tabela 3.2 € possivel observar que
0s parametros analiticos do dispositivo proposto sdo comparaveis aos
trabalhos apresentados na Tabela e, adicionalmente, consiste em um dos
meétodos voltamétricos mais sensiveis para a analise de cloreto, em termos de
faixa linear e limite de detecgcéo. Outro ponto a ser destacado é que néo ha
muitos estudos explorando a técnica de VPD para a determinagao de ClI-. Além
disso, o0 sensor proposto oferece simplicidade na constru¢do, custo acessivel
(uma vez que utiliza materiais de baixo custo), e emprega um baixo volume
de amostra na analise (50 pL). Vale ressaltar que, devido a elevada
sensibilidade da técnica, amostras de suor da faixa clinicamente relevante
para o diagnostico de FC podem ser diluidas, o que é extremamente
vantajoso, ja que, frequentemente, no processo de coleta de suor, ndo ha

disponibilidade de grandes volumes de amostra.

3.4.5. Estudo de seletividade

Para avaliar a viabilidade do eletrodo AgNPs-GR/NF na detecgao de
cloreto na presenga 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 periddica do cloro (halogénios). A proporcao de 1:5 (analito:interferente)
foi estudada para glicose, ureia, melatonina, fluoreto de sdédio, sulfato de
sodio, fosfato de sddio monobasico, carbonato de sddio. Nesse caso, as
concentragdes usadas do analito foi de 100 ymol L' e do interferente, 500
umol L-'. O iodeto de potassio e o brometo de potassio foram analisados na
proporgdo de 1:1 (analito:interferente), ou seja, 100 umol L" de ClI- e 100 pmol
L-' de interferente. Os valores percentuais obtidos em termos de interferéncia

foram de 0,1% a 9,0%, o que demonstra interferéncia aceitavel para sensores
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alternativos e potencial para aplicagdes, principalmente de natureza biologica.
A Figura 3.20 mostra o histograma contendo a porcentagem relativa de

corrente para cada ensaio individual de cloreto na presengca do agente

interferente.
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Figura 3.20. (A) Voltamogramas de pulso diferencial referente ao estudo de
seletividade de potenciais compostos interferentes para analise na presenca
de CI-. (B) Histograma relacionando a porcentagem relativa de corrente obtida
no estudo de seletividade, em funcdo dos interferentes empregados na
presencga de Cl. Fonte: Autoria propria.

3.4.6. Ensaio de recuperacgao e analise de amostras de suor sintético

Visando a detecgdo de cloreto em amostras de suor para triagem
neonatal ou para o diagnéstico de fibrose cistica, uma amostra de suor de um
individuo saudavel foi analisada e, posteriormente, enriquecida em dois niveis
de concentracdo de CI- a fim de se avaliar a exatiddo do método proposto. A
concentragdo de Cl- encontrada na amostra de suor foi de 36,0 mmol L', que
esta dentro da faixa esperada para uma pessoa saudavel3%, Assim, amostras
diluidas para a concentragao tedrica de 100 pmol L-' foram enriquecidas com
um nivel baixo e um nivel alto de cloreto (80 e 130 ymol L', respectivamente)
e analisadas. A Tabela 3.3 dispde os valores de concentracdes de cloreto
adicionadas e os valores recuperados com suas respectivas porcentagens,
com base na seguinte Equacgéao 3.2, disponivel no anexo |l da Resolugao da
Diretoria Colegiada (RDC) n°® 166/2017 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA)339:
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Recuperagio (%) = %;(mx 100 (Equagéo 3.2)

Onde, C; corresponde a concentracdo apos a adicdo de padrao, C,
refere-se a concentragdo antes da adigado de padrdo e C; € a concentragao
adicionada34°.

Os valores obtidos para os dois niveis de Cl- adicionados na amostra
de suor foram de 74 + 7 ymol L' e 114 + 5 pmol L', com valores de
recuperacao de 92 e 88, respectivamente. De acordo com a ANVISA, por meio
da RDC 166, os valores de recuperagao nao devem ser inferiores a 80% e
nem superiores a 120%3%°. Sendo assim, os dados obtidos estdo dentro dos
limites aceitos, que é um indicativo de que o método proposto apresenta
adequada exatidao.

Tabela 3.3. Dados do estudo da exatiddo pelo método de adicédo e
recuperacao, em dois niveis, usando amostra real de suor.

Concentragao de CI

Recuperagao
Amostra Nivel Adicionado Encontrado (%)
(umol L) (umol L)
1 #1 80 747 92
2 #2 130 1145 88

Para avaliar se o método proposto € capaz de quantificar
concentragdes de cloreto em diferentes faixas de concentragdo no suor, uma
amostra de suor sintético foi preparada usando concentracdes de Cl- de 15;
55 e 75 mmol L' representando valores saudavel, limitrofe e positivo para
fibrose cistica, respectivamente. As amostras foram diluidas para as
concentragdes tedricas de 54; 198 e 270 umol L', respectivamente, e uma
analise foi conduzida via o método proposto. A Tabela 3.4 apresenta os
resultados obtidos, bem como o erro relativo, encontrado (em maddulo),
proveniente da comparacao entre os valores tedricos e aqueles determinados

experimentalmente, com base na Equacéao 3.3:

Ve—V¢

Erro (%) = |=——|x 100

(Equacao 3.3)
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Onde, V, € o valor experimental e V; é o valor tedrico.

Tabela 3.4. Concentragdes de cloreto encontradas em amostras sintéticas de
suor usando AgNPs/EGR-NF pelo método voltametria de pulso diferencial.

Concentracio de CI

Erro relativo

Amostra sintética Tedrico Experimental (%)
(1]
(mmol L) (mmol L)
Saudavel 15 151+2,7 0,7
Limitrofe 55 51,5+14 6,4
Positiva 75 67,0+5,0 10,7

Como apresenta a Tabela 3.4, os valores de erro relativo provenientes
da comparacgao entre os valores tedricos e adquiridos experimentalmente pelo
método proposto usando o eletrodo de AQNPs/EGR-NF foram de 0,7; 6,4 e
10,7%, para as amostras sintéticas de nivel saudavel, limitrofe e positiva,
respectivamente. Os valores de erro indicam uma correlacdo aceitavel entre
os valores esperados para as concentragdes e os valores de fato obtidos. A
Figura 3.21 demonstra os voltamogramas referentes as amostras sintéticas

acompanhadas da analise de seus respectivos brancos.
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Figura 3.21. Voltamogramas referentes a analise de amostras sintéticas de
suor contendo niveis de cloreto na faixa de concentragdo baixa, limitrofe e
positiva para FC, acompanhadas das analises dos respectivos brancos. Fonte:
Autoria prépria.

3.4.7. Analise real de amostras de suor e analise de referéncia

O comportamento linear fornecido pela curva analitica visando a
determinagdo de CI- (50 uymol L-' a 300 umol L") é suficientemente aplicavel
para a o teste do pezinho e/ou o diagndstico de FC, empregando-se o
processo de diluicdo das amostras. Nesse sentido, 4 amostras de suor de
criangas voluntarias foram coletadas, a partir do uso de pilocarpina,
analisadas pelo teste do suor empregando um cloridrbmetro e comparadas
com os resultados obtidos usando o AQNPs/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 padrao ouro.

Concentragao de CI-

Erro relativo

Amostra Cloridrémetro Eletrodo de AgNPS- (%)
(mmol L) Gr/NF (mmol L)
7 70 10,5+ 0,4 5,0
5 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 concentracbes de CI
quantificadas nas amostras de suor dos doadores provenientes da triagem
neonatal variaram de 9 mmol L' a 16 mmol L', o que indica que todos os
individuos participantes dessa analise nao tinham fibrose cistica. Os valores
de erros relativos absolutos obtidos para as concentragbes de cloreto
encontradas nas amostras de suor, empregando-se o método proposto, foram
de até 10,7%, quando comparado ao método do cloridrbmetro. Esse valor esta
em conformidade com outros estudos descritos na literatura para analise de
amostras reais de suor, que também indicam uma correlagdo entre as
concentracbes determinadas pelos respectivos métodos eletroquimicos
propostos, com uma variacdo de até 10% em relagdo a métodos
consolidados3%%314, Os dados implicam, portanto, que o método proposto
apresentou uma aceitavel exatidao.

Nessa perspectiva, acredita-se que o novo dispositivo delineado
especialmente com foco na quantificacdo de CI- seja promissor para a
analises de amostras de suor, podendo auxiliar em analises de rotina, tais
como a triagem de bebés, bem como o monitoramento e/ou acompanhamento
de individuos com fibrose cistica. Considerando que o método proposto é de
baixo custo, detém principios da quimica analitica verde, e é descartavel,
apresenta-se como uma excelente alternativa para o diagnostico de FC a um
custo acessivel, relativa simplicidade, e elevada sensibilidade, o que permite
usar um baixo volume de amostra (caracteristica extremamente valiosa nessa

aplicagao).

3.5. CONSIDERAGOES PARCIAIS

Uma nova formulagao de tinta condutora baseada em grafite/negro de
fumo e laca chinesa foi usada para construir dispositivos eletroquimicos
miniaturizados. Além disso, o novo sensor eletroquimico foi modificado com
nanoparticulas de prata de um processo de eletrodeposicdo usando
amperometria. O protocolo de sintese 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 analise de cloreto
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visando o diagndstico de fibrose cistica. O dispositivo proposto mostrou boa
sensibilidade, reprodutibilidade adequada necessaria para sistemas de
deteccdo descartaveis e seletividade para a determinagéo de Cl-, permitindo
0 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 padrdo ouro demonstrando boa
correlagdo, emergindo assim, como um sensor portatil, simples e de baixo
custo para a detecgao de Cl- amostras bioldgicas. Além disso, a detecgéo do
analito de interesse, por meio da resposta eletroquimica melhorada do sensor
via voltametria de pulso diferencial, reduz a probabilidade de falsos
positivos/negativos, que sao provaveis de ocorrer na condutometria, no

contexto do diagndstico de FC.
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Capitulo 4 - Integracao simples de dispositivos eletro-
quimicos baseados em papel e microfluidica digital
para analise de L-cisteina



RESUMO
Esse capitulo propde uma nova maneira de integrar a tecnologia de
microfluidica digital (DMF, do inglés, digital microfluidics) a técnica de
eletroquimica. Comumente, a literatura demonstra que o acesso entre a célula
eletroquimica e o chip de DMF ocorre a partir da construgdo dos eletrodos
diretamente na placa inferior, na placa superior, ou por meio de adaptacoes
na placa superior do chip. Contudo, essas abordagens podem ser trabalhosas
e/ou impossibilitar o reuso do chip de DMF. Nessa perspectiva, propde-se,
pela primeira vez, a integracdo entre a técnica de DMF e a eletroquimica,
explorando-se dispositivos eletroquimicos analiticos baseados em papel
(ePAD), cuja hifenagcdo entre ambas as técnicas se baseia na simples
insercao do sensor diretamente no eletrodo reservatério da DMF. Como prova
de conceito, foi realizada a detecgao eletroquimica de L-cisteina, um
biomarcador de Alzheimer e componente usado em suplementos alimentares.
Para a vertente farmacéutica, empregou-se um ePAD de grafite e, para a
aplicagao bioanalitica, utilizou-se um ePAD de negro de fumo, destacando-se
a versatilidade da proposta. As técnicas analiticas exploradas foram a
amperometria e a voltametria de onda quadrada (VOQ), respectivamente. A
faixa linear obtida para a amperometria foi de 350 a 1000 ymol L-' com LOD
de 92,2 ymol L' e para a VOQ, de 1,0 a 100 ymol L', com LOD de 0,54 pmol
L-'. Os estudos de reprodutibilidade apresentaram valores de desvio padrao
relativo de até 7,3%. Além disso, os percentuais de interferéncia da analise
de L-cisteina na presenca de outros aminoacidos variaram de 0,18 a 4,6%,
mostrando uma adequada seletividade. Estudos de adicdo e recuperagao
também foram executados para capsulas 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: integracao, automacao, eletrodos descartaveis, preparo de

amostra, bioanalitica
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4.1. INTRODUGAO

A microfluidica digital (DMF) é uma tecnologia multifuncional de
manipulagdo de goticulas'?®139_ A partir dessa plataforma, & possivel realizar
procedimentos analiticos lab-on-a-chip que englobam desde o preparo de
amostras biologicas a reagdes quimicas, de maneira altamente controlada e
automatizada'16.177.180 Ademais, o sucesso da integragdo entre uma miriade
de detectores de interesse e a instrumentagdo analitica da DMF esta
intimamente relacionado a realizagao de procedimentos analiticos complexos
de maneira precisa e funcional, com minima intervengao manual, o que auxilia
na reducado de erros operacionais e possibilita que a etapa de analise seja
realizada na propria plataforma®38341,

A analise em linha proporciona que goticulas possam ser amostradas
e examinadas nos chips de DMF sem a necessidade de instrumentagao
externamente. Esse aspecto pode reduzir drasticamente a complexidade dos
procedimentos analiticos, bem como permitir o monitoramento de espécies de
interesse em tempo real”-138,

No ambito da hifenagcdo entre a DMF e métodos de deteccdo, a
eletroquimica, que passou a ser usada consideravelmente com essa
finalidade, consiste em uma opg¢ao demasiadamente atrativa por possibilitar
analises sensiveis, comumente rapidas, quantitativas e, ainda, versateis, uma
vez que pode ser utilizada para detectar espécies de inumeras
classes':342343  Qutro aspecto a ser destacado é a compatibilidade dos
sensores eletroquimicos com a miniaturizagdo3*4345, permitindo o uso
concomitante entre as técnicas por diferentes vias. Dessa forma, abre
caminhos para uma infinidade de estratégias de integracdo que podem ser
exploradas.

Particularmente, no que tange a detecgao eletroquimica, as principais
estratégias abordadas na literatura para realizar-se o acoplamento entre
ambas as técnicas sao: (1) utilizar chips de placa unica integrados com
eletrodos a parte®®; (2) adaptar o fop plate para receber diferentes
eletrodos'®; (3) construir a célula eletroquimica no bottom plate's!, (4)
empregar o uso de uma plataforma auxiliar contendo os eletrodos em

associagdo com dispositivos de DMF abertos®*’, e (5) construir a célula
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eletroquimica diretamente no top plate®*8. Contudo, para cada uma dessas
abordagens, ha vantagens e desvantagens que devem ser levadas em
consideragao, a fim de averiguar a melhor estratégia para a demanda de
interesse.

Mediante o uso de chips de placa unica, pode-se empregar eletrodos
externos34 ou fabricar os eletrodos direto no bottom plate34°-3%°, Nesse caso,
ao passo que se possibilita o tipo de integragdo entre dispositivos
eletroquimicos e a DMF de modo relativamente simples, algumas operagdes
intrinsecas a DMF como separagdo de goticulas e amostragem dos
reservatorios sao impossibilitadas.

A inteligente adaptagao do top plate para receber eletrodos viabiliza
que diferentes dispositivos eletroquimicos possam ser integrados a plataforma
de DMF, como sensores comerciais ou fabricados alternativamente€8.
Entretando, podem ser encontradas limitagbes na adaptacdo da placa
superior caso o laboratério em questdo ndo domine a técnica de produgao dos
chips de DMF ou n&o possua a instrumentacdo adequada, que por vezes,
pode ser de alto custo e requer treinamento técnico especializado.

Construir a célula eletroquimica diretamente na placa inferior facilita as
operagdes microfluidicas digitais e permite a utilizacdo dos dispositivos de
placa dupla, o que possibilita as opera¢gées de amostragem e separagao de
goticulas na DMF3%13%2_ Além disso, € amplamente explorado na construgdo
de biossensores. Por outro lado, limita a reutilizagdo do chip de microfluidica
digital, que, se fabricado utilizando os recursos de sala limpa, pode apresentar
um custo relativamente alto e, consequentemente, influenciar no
retardamento da democratizagdo da microfluidica digital em paises em
desenvolvimento.

Empregar o uso de uma plataforma auxiliar em dispositivos de DMF
abertos promove uma interconexao simpléria entre as técnicas, que
dispensam grandes adaptagdes no /ayout dos dispositivos3#’. Todavia, limita
as operacgoes e depende, de certa forma, de intervengdo manual em algumas
etapas.

Construir a célula eletroquimica diretamente no top plate de

dispositivos de duas placas proporciona o aproveitamento de todas as
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operagdes microfluidicas digitais, o facil acesso do analito de interesse
diretamente aos eletrodos e permite a construgdo de biossensores348:353, Por
outro lado, comumente requer a remoc¢ao da placa superior para a fabricagcéo
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 nao viabiliza o reuso do chip de DMF.

Neste contexto, acredita-se que uma estratégia capaz de unir a
totalidade das operagdes microfluidicas digitais proporcionados pelo uso de
chips de placa dupla a simplicidade e versatilidade do acoplamento com
sensores eletroquimicos miniaturizados, de modo a nao requerer mudangas
drasticas no top plate ou no bottom plate do chip, seria bastante benéfica.

Diferentes tipos de sensores eletroquimicos foram utilizados para
integrar a tecnologia de microfluidica digital com a detecgao eletroquimica.
Dentre eles, fios de ouro®#¢, microeletrodos nanoestruturados'®!, eletrodos de
ouro®', eletrodos de carbono3#’, dispositivos comerciais e dispositivos
analiticos eletroquimicos baseados em papel (ePADs)'8. Uma das vantagens
do uso de alguns tipos de ePADs, ainda ndo explorada no ambito da
combinagao entre a DMF e a eletroquimica, é a flexibilidade que esses
sensores podem conferir®®. Além disso, até onde se sabe, nido foram
relatados estudos focados na modificacdo de sensores eletroquimicos
diretamente dentro do chip, visando a integracdo entre etapas de pré-
tratamento de amostra, seguida da deteccdo do analito em uma mesma
plataforma de maneira aprimorada.

A fabricacdo de ePADs ganhou bastante espago dado a simplicidade
despendida para produzir esses dispositivos, por meio de técnicas de
fabricacdo de pintura direta, impressdo a jato de tinta ou impresséao por
esténcil, por exemplo'®26:3%  Para sensores produzidos por impress&o por
esténcil ou serigrafia, a ampla gama de substratos e tintas condutoras que
podem ser usadas, o baixo custo e a possibilidade de criar sensores
descartaveis tém sido grandes atrativos'. Como tal, pode-se ainda proceder
com etapa de modificagdo da superficie do eletrodo de trabalho, visando
melhorar a atividade catalitica da espécie alvo e, consequentemente, a

melhoria da sensibilidade, a depender da modificagdo empregada3%6-3%9,
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Alguns exemplos de modificagdo do eletrodo de trabalho de ePADs a
base de carbono, como grafite e negro de fumo, incluem o uso de
nanoparticulas de ouro39, prata®%!, ferro3%2, polimeros condutores como
nafion33 e poli(3,4-etilenodioxitiofeno) (PEDOT)3%4, nanotubos de carbono36?,
oxido de grafeno3®® ou azul da Prussia3®”.

O azul da Prussia (AP), ou hexacianoferrato férrico consiste em um dos
compostos de coordenagdo mais antigos, datando os primeiros registros no
inicio do século XVII3%, O AP ¢ considerado como uma peroxidase artificial
que apresenta notaveis propriedades eletroquimicas, o que comumente
habilita sua aplicagdo no sensoriamento eletroquimico e eletrocatalise. Em
relagao a preparacao do AP, ela pode ser realizada por diferentes rotas, dentre
as quais, podem-se mencionar a sintese quimica e a eletrodeposicédo. A
sintese quimica geralmente baseia-se em uma reagdo de precipitagao
envolvendo um sal de ferro e um complexo de hexacianoferrato3°. No que se
refere a sintese eletroquimica, frequentemente utiliza-se uma mistura estavel
de ferricianeto, [Fe(CN)e]*", e ions férricos, Fe3*, via redugdo deste ultimo37°.

A literatura destaca o uso do AP na modificagdo de sensores
eletroquimicos para potencializar e/ou auxiliar na detec¢ao de analitos como
peroxido de hidrogénio®¢7:371, dopamina3%®, glicose3’?, marcadores tumorais
de cancer de mama3”3, sarcosina®’4 e L-cisteina3’®.

A cisteina é classificada como um aminoacido semiessencial, dado que
pode ser obtida tanto da dieta quanto produzida pelo organismo humano. A
forma mais abundante de cisteina em nosso corpo é a L-cisteina®"6377, Ela
contém enxofre em sua estrutura na forma de um grupo tiol (-SH) no final da
sua cadeia lateral. Sendo assim, € o grupo responsavel pela elevada
reatividade desse aminoacido®’®. Dessa forma, € importante em iniUmeros
processos fisioldgicos e bioldgicos do corpo, inclusive atuando como um dos
blocos de construcdo necessarios para a sintese de proteinas3’” .

A concentracao de L-cis encontrada no plasma humano é tipicamente
em torno de 240-360 umol L', sendo que niveis menores que 250 umol L™
sd0 considerados baixos, entre 250 e 300 umol L' sdo classificados como
médio e maiores que 300 umol L' sdo altos. Alteragcdes na concentragdo de

L-cis em matrizes bioldgicas, especialmente a diminuicdo de sua
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concentragcédo, podem ser indicativo de problemas de saude como doengas
neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson37,

Além da L-cisteina ser encontrada no organismo humano, a
suplementacéo dietética pode melhorar o metabolismo lipidico®”°. Além disso,
diversos medicamentos fazem o uso da L-cisteina na composi¢ao. Logo, o
monitoramento dos niveis de L-cis € importante tanto do ponto do diagndstico
clinico, quanto do mercado de medicamentos/suplementos visando a saude
humana378.

Bonacin et al.380 utilizaram eletrodos serigrafados de grafite
modificados com azul da Prussia, 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-cisteina. Apdés o procedimento de
modificagdo, os eletrodos foram ativados empregando-se 25 ciclos de
voltametria ciclica na presenga de uma solugéo de HCI 0,01 mol L' contendo
KCI 0,1 mol L-'. Ambas as estratégias apresentaram comportamento catalitico
em relagdo a eletro-oxidagao da cisteina. A faixa linear e o limite de detecgéo
obtidos para a estratégia de incorporacdo do AP na tinta foram de 100-600
umol L' e 67,4 ymol L™, respectivamente. Considerando o uso de drop-
casting, a faixa linear e o limite de detecgdo foram de 300-700 ymol L' 98,9
umol L', respectivamente.

Kalinke et al.3”® propuseram um método de deteccao de L-cisteina em
amostras de soro sanguineo enriquecidas, com sucesso, a partir do uso de
um sensor eletroquimico de grafeno impresso em 3D modificado com
nanoparticulas de azul da Prussia. Para a sintese do AP foi empregado um
protocolo de eletrodeposicdo aproveitando-se o ferro presente no filamento
termoplastico em associagdo com uma solugéo de 2,5 mmol L' K3[Fe(CN)e].
A técnica eletroquimica empregada para realizar a sintese foi a voltametria
ciclica (VC) por intermédio de 50 ciclos consecutivos. A deteccao seletiva
de L-cisteina foi realizada por amperometria. A faixa linear e o LOD foram de
3,0a230 umol L™"e 0,858 umol L™, respectivamente. Os autores propuseram

relataram o seguinte esquema reacional entre o AP e a L-cisteina:
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Nessa perspectiva, este estudo teve como objetivo propor, pela
primeira vez, a integracao entre ePADs e chips de microfluidica digital de placa
dupla, a partir da simples insergao do sensor eletroquimico dentro do eletrodo
reservatorio. Para tanto, explorou-se a caracteristica relativamente flexivel do
ePAD para permitir sua integragédo com o chip de DMF a partir do uso de um
dispositivo a base de carbono fabricado usando uma tinta alternativa de grafite
e outro, empregando uma tinta condutiva comercial contendo negro de fumo
para a deteccao de L-cisteina. Afim de explorar as potencialidades que a DMF
proporciona, estabeleceu-se um procedimento analitico composto pelo pré-
tratamento de amostras de sangue (usando particulas magnéticas) e/ou
diluicdo de suplemento alimentar, modificacdo do sensor eletroquimico e
deteccao eletroquimica. A etapa de modificacdo do eletrodo de trabalho do
ePAD dentro do chip de DMF foi realizada pela primeira vez para aprimorar a
deteccdo do analito alvo L-cisteina em amostras farmacéuticas e biologicas.
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 aplicagoes.

4.2. OBJETIVOS
4.2.1. Objetivo geral

Integrar dispositivos eletroquimicos baseados em papel (ePADs) com
a técnica de microfluidica digital visando o preparo de amostra e detecgao

eletroquimica.

4.2.2. Objetivos especificos

e Fabricacdo de ePADs usando tinta condutora alternativa e comercial,
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e Hifenac&o entre microfluidica digital e deteccao eletroquimica a partir
de uma nova abordagem;

e Efetuar a modificacdo de sensores eletroquimicos com azul da Prussia
dentro do chip de microfluidica digital usando a técnica de amperome-
tria;

e Caracterizar os sensores;

e Aplicar a estratégia proposta de integracao entre os ePADs e microflu-
idica digital para a analise de L-cisteina visando as vertentes farma-
céutica e clinica;

e Perfazer o preparo de amostra de sangue e realizar analise de L-ciste-
ina em plasma.

¢ Analisar produto farmacéutico usando o método proposto.

4.3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.3.1. Materiais

L-cisteina, ferricianeto de potassio, cloreto de potassio (KCI), cloreto
férrico (FeCls), acido cloridrico (HCI) foram adquiridos da Sigma Aldrich
(Oakville, Canada). Tampéao fosfato salino (PBS; pH 7,4) e agua destilada
foram fornecidas pela Thermo Fisher Scientific (Mississauga, Canada).
Tetronic 90R4 (BASF Corp., Alemanha) foi generosamente doado pela
Brenntag Canada (Toronto, ON). Todas as solugdes manipuladas dentro do
dispositivo de DMF foram suplementadas com Tetronic 90R4 de concentracao
0,1% (m/v).

Papel cromatografico Whatman™ Grau 1 (200 x 200 cm) e papel de
escritorio (216 x 297; 75 g/m?) foram adquiridos da GE Healthcare
(Mississauga, Canada) e Canon (Toronto, Canada), respectivamente. Grafite
(<20 pm) e grafite artistico da General’'s foram obtidos da Sigma Aldrich
(Oakville, Canada) e uma papelaria local (Toronto, Canada). Esmalte (Sinful
Colors®) e verniz brilhante (Winsor & Newton) foram adquiridos em uma
papelaria e uma farmacia local, respectivamente (Toronto, Canada). O
adesivo vinilico foi adquirido da Respect e a fita adesiva azul de baixa

aderéncia foi obtida em uma loja local (Toronto, Canada). O kit reagente de
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deplecdo de hemacias EasySep™ para processamento de sangue total foi

adquirido da Stemcell Technologies ' (Vancouver, Canada).

4.3.2. Instrumentacao

As mascaras dos eletrodos foram fabricadas usando uma impressora
de corte Silhouette Cameo 3 (Lindon, EUA). Todas as analises eletroquimicas
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, Canada).

Os dispositivos de DMF foram gerenciados a partir do sistema DropBot
de cddigo aberto 190 verséo 3.0%82, e do MrBox equipado com um mddulo
magnético. O software de controle interfaceado com o DropBot para realizar
as operagdes microfluidicas digitais foi o MicroDrop (versao 2.31.1). A tensao
aplicada para movimentar as goticulas em protocolos pré-programados
variaram de 100-120 Vrus a 10 kHz. O tempo de aplicagédo de potencial
escolhido no software variou de 1 a 5 s. O numero de eletrodos acionados

simultaneamente foi de 1 a 4, a depender da operacgao.

4.3.3. Fabricagao de chips de microfluidica digital

Os chips microfluidicos digitais foram fabricados nas instalagdes do
Centro de Nanofabricagdo da Universidade de Toronto, como reportado
anteriormente86:383.384. Resumidamente, os dispositivos consistiram na
configuragcdo 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 disponivel; 8-12 ohms sq™') para atuar como eletrodo de
aterramento e Fluoropel PFC 1104V como camada hidrofébica. No que se
refere & camada inferior, os eletrodos foram produzidos em cromo (Cr) de alta
refletividade. O Jlayout da matriz de eletrodos consistiu em um arranjo

contendo 8 eletrodos reservatorios, 8 eletrodos de distribuicdo e, 68 eletrodos
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de atuagao quadrados, dentre os quais 60 foram distribuidos em um arranjo
de 15 x 4 eletrodos de conducgao. A conexao 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
a deposicao de vapor quimico, formando uma camada de aproximadamente
6 ym. Em seguida, o lado condutor do substrato foi revestido com FluoroPel
PFC 1101 V com concentragao de 1% (m/v) por revestimento giratério a 2000
rom por 30 s, seguido de cura a 160 °C por 20 min. Para estabelecer a
conexao 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 possuiam volume de aproximadamente 5
ML. A Figura 4.1 mostra uma imagem real do dispositivo com o software

MicroDrop ao fundo.

Figura 4.1. Imagem real do dispositivo de microfluidica digital em configuragao
de placa dupla. Fonte: Autoria propria.

4.3.4 Fabricacao de dispositivos eletroquimicos baseados em papel
(ePADs)

Os sensores eletroquimicos baseados em papel foram fabricados
empregando-se tinta condutora alternativa de grafite e comercial de negro de

fumo. Para a confecgdo dos dispositivos, primeiramente, a geometria dos
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sensores foi elaborada no software grafico Silhouette Studio. Em seguida, um
substrato de papel office foi recoberto no lado inferior com uma camada de
fita azul de baixa aderéncia. Duas camadas de vinil adesivo foram, entéo,
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 padrdes dos eletrodos foram removidos com o uso de uma pinga e, na
sequéncia, a tinta condutiva de interesse foi adicionada sobre a mascara.
Apos cerca de 30 minutos, a mascara de vinil foi removida, juntamente com a
fita de baixa aderéncia, perfazendo-se a célula eletroquimica. O eletrodo de
referéncia foi pintado com tinta de prata e, por fim, uma barreira hidrofébica
de esmalte foi acrescentada no disposto tanto na frente, quanto atras do
substrato de papel para evitar que os contatos elétricos fossem molhados. O
ePAD foi seco a temperatura ambiente e, finalmente, a fita de cobre foi
adicionada nas conexdes elétricas provenientes dos trés eletrodos para
estabelecer o contato elétrico com o potenciostato. Um pequeno pedaco de
papel Whatman retangular (5,0 mm x 7,0 mm) foi entéo inserido na superficie
dos trés eletrodos e fixado com um pequeno pedacgo de vinil adesivo para
atuar como um coletor das goticulas. A Figura 4.2 esquematiza, de modo

simplificado, as etapas utilizadas na construcao dos dispositivos.

n sg@ Alb
fj Iy *' ‘ A Mt

Adicao de tinta condutora
Papel

VlE RE cromatff;réﬁco
\'“i/ . Alternativa Material condutor: grafite (1,0 g)
Barreira N - iy : A
hidrofobica —> A < Vinil adesivo Agitagao: 1.000.rpm Binder: v-ermz brilhante (1.0 g)
(esmalte de unha) l l l Il Tempo: 15 min Solvente: acetona (0,8 mL)
Ay =G MM - - Material condutor predominante:
Fita de cobre Comercial Negro de fumo

Figura 4.2. Representagdo esquematica da fabricagdo de sensores
eletroquimicos baseados em papel. Fonte: Autoria propria.

A fabricagéo 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 adicdo de 800 pL de acetona. A agitacao foi realizada a 1.500

(rotagdes por minuto) rpm, durante 15 minutos. O protocolo empregado foi o
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de Rocha et al.?> com adaptacgdes.

4.3.5. Caracterizagoes

Os dispositivos eletroquimicos foram caracterizados a partir das
técnicas de microscopia eletrénica de varredura (MEV) e espectroscopia de
raios X por dispersédo de energia (EDS) para obter micrografias e espectros,
respectivamente, antes e apos a modificacdo dos sensores eletroquimicos. O
microscopio eletrénico 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 (Toquio, Japao).

4.3.6. Modificacao eletroquimica on-chip

A sintese eletroquimica do azul da Prussia foi realizada por
cronoamperometria com base no método proposto por Karyakin, com algumas
adaptag6es®®. Para esse propodsito, uma gota de unidade dupla de 5 pL
contendo [Fe(CN)e]*>~ 1,5 mmol L', FeClz 1,5 mmol L', HCI 0,01 mol L', KCI
0,1 mol L' e Tetronic 90R4 0,1% (m/v) foi enderegada até ePAD por forgas
eletrostaticas, usando a técnica de microfluidica digital, até o coletor de papel
cromatografico. Sob condicdes otimizadas para o processo de
eletrodeposicao, o potencial e o tempo utilizados foram 0,4 V vs Ag e 80 s,
respectivamente. Posteriormente, 0s ePADs foram ativados
eletroquimicamente realizando 6 ciclos voltamétricos entre -0,5 a 1,2 V vs Ag
usando 5 pyL de uma solugdo de HCI 0,01 mol L' e KCI 0,1 mol L,
suplementada com Tetronic 90R4 0,1% (m/v), a uma velocidade de varredura
de 100 mV s™'. O acesso da goticula até o eletrodo se deu por operagoes
microfluidicas digitais usando uma tensao de aproximadamente 100 VRrws.
Apods o processo de ativacdo, o excesso de liquido foi removido com um
pedaco de papel toalha.

4.3.7. Medidas eletroquimicas integradas com DMF
Para integrar os sensores eletroquimicos com a plataforma de

microfluidica digital, os ePADs foram inseridos nos eletrodos reservatérios

116



(entre a placa superior e a placa inferior) e conectados ao potenciostato. As
analises eletroquimicas usando a técnica de amperometria foram realizadas
utilizando-se o ePAD de grafite. Para tanto, uma goticula de unidade dupla (~
5 yL) do branco, solugdes de padréo analitico de L-cisteina ou amostra, foram
analisadas. O tempo de equilibrio fixado foi de 5 s e os parametros 6timos
usados de potencial e tempo foram de -0,95 V e 80 s, respectivamente.

As medidas eletroquimicas empregando-se o ePAD de negro de fumo
foram realizadas utilizando-se a voltametria de onda quadrada empregando
os parametros otimizados de faixa de potencial, amplitude, step e frequéncia
de 0,4 a1,2V,; 0,05V; 0,005V e 10 Hz, respectivamente. Da mesma forma
que para o ePAD de grafite, uma goticula de unidade dupla (~ 5 pL) do branco,
solucdes de padrao analitico de L-cisteina ou amostra, foram analisadas.

Para a vertente farmacéutica utilizando-se os dispositivos de grafite, a
faixa de concentragao estudada de L-cisteina preparada em KCI 0,1 mol L™,
tampao PBS (pH 7,4) e Tetronic 90R4 0,1% (m/v) foi de 350 a 1000 umol L.
Por sua vez, no que se refere a aplicagdo bioanalitica, utilizou-se L-cisteina
entre as concentragdes de 1,0 a 100 ymol L', também preparadas em KCI
0,1 mol L', tamp&o PBS (pH 7,4) e Tetronic 90R4 0,1% (m/v).

4.3.8. Preparagao da amostra usando DMF

Para o procedimento de preparo de amostras farmacéuticas,
primeiramente, 10 unidades de suplemento alimentar de L-cisteina
provenientes de capsulas tiveram a pelicula protetora removida e, em
seguida, foram misturadas para formar uma amostra representativa. Entao,
uma solugéo de L-cis de concentragéo tedrica de 1000 umol L-* foi preparada
em Tetronic 90R4 0,1% (m/v) para ser analisada na plataforma de DMF
integrada com a eletroquimica por intermédio do uso do ePAD de grafite e a
voltametria de onda quadrada.

Para o viés bioanalitico, uma amostra de sangue O+ foi coletada com
o0 auxilio 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 deple¢cao de hemacias EasySep™, com

adaptagao3®'38_ Em seguida, uma aliquota de 50 uL de sangue foi transferida
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para um frasco eppendorf, seguido da adigdo de 1,2 uL de EDTA 0,5 mol L-
e 48,8 uL de soro bovino fetal (FBS, do inglés, fetal bovine serum) 2% (v/v)
preparado em PBS de concentragdo. Posteriormente, 30 yL da amostra
diluida foi misturada com 30 pL de Tetronic 90R4 0,2% (m/v). A solugéo
resultante foi adicionada dentro do eletrodo reservatério para extrair-se o
plasma. Para a realizacdo do protocolo de extracdo de plasma utilizando a
técnica de DMF, empregou-se o equipamento Mr-Box. Para isso, uma aliquota
de amostra de sangue diluido de unidade dupla (5 uL) foi desprendida do
reservatorio e enderegada aos eletrodos de atuagcdo. Concomitantemente,
uma aliquota (5 uL) de particulas magnéticas comerciais®'38 (previamente
diluida 4x) foram deslocadas para os eletrodos de atuacgao, a partir de forgas
eletrostaticas da DMF. As duas goticulas foram misturadas em um arranjo
“circular” ocupando cerca de 10 eletrodos, durante 5 minutos. Apos este
procedimento, a gota foi encaminhada para a extragdo de células vermelhas,
mediante o acionamento do modulo magnético automatizado. Uma vez que
as nanoparticulas contendo uma porgcdo expressiva de células vermelhas
foram capturadas pelo ima, a aliquota ausente das nanoparticulas foi
separada. Uma gota de unidade dupla de PBS em Tetronic 90R4 0,1% (m/v)
foi usada para captar a goticula descartada com as células vermelhas
extraidas. A goticula remanescente de sangue pré-tratado passou pelo
procedimento de extragdo dentro do chip de DMF por mais duas vezes,

repetindo-se 0 mesmo procedimento.

4.3.9. Analise eletroquimica de L-cisteina em formulagcao farmacéutica e
plasma

Uma aliquota de 5 uL da solugéo de concentracao tedrica de 1000 umol
L' de L-cisteina foi adicionada ao eletrodo reservatorio do chip de
microfluidica digital e, em outro eletrodo reservatério, o eletrdlito suporte foi
inserido contendo concentragdes dobradas (KCI 0,2 mol L', tamp&o PBS (pH
7,4) e Tetronic 90R4 0,1% (m/v)). Ao efetuar a mistura entre a amostra
farmacéutica e a solucao diluente, e separa-la em duas goticulas de 5 uL
cada, usando procedimentos microfluidicos digitais automatizados, uma

concentragéo tedrica de L-cis de 500 pmol L', tampao PBS (pH 7,4) e Tetronic
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90R4 0,1% (m/v) foi obtida e seguiu para analise no ePAD.

Para a analise de plasma, cuja separagao foi obtida diretamente na
plataforma de microfluidica digital, utilizou-se 5 pL nas analises
eletroquimicas. Para tanto, essa aliquota foi misturada de modo automatizado
a uma solugao de eletrolito suporte de KCI 0,2 mol L', tamp&o PBS (pH 7,4)
e Tetronic 90R4 0,1% (m/v) e dividida em duas novas goticulas de unidade
dupla, cada. Uma delas foi enderegcada para o eletrodo reservatério de
descarte, enquanto a outra foi direcionada para o papel coletor, a fim de que

a solugao chegasse até o eletrodo para ser analisada via VOQ.

4.3.10. Estudo de adicao de recuperacao de L-cis em amostras
farmacéutica e de plasma

Para o estudo de adicdo e recuperagdo da vertente farmacéutica,
amostras de padrao analitico de L-cis de 300; 500 e 700 umol L-! preparadas
KCI 0,2 mol L', tampdo PBS (pH 7,4) e Tetronic 90R4 0,1% (m/v) foram
utilizadas para abastecer o eletrodo reservatério. Sendo assim, 5 L de cada
uma dessas solugdes foram misturadas de modo automatizado com a
amostra tedrica de 1000 umol L' de L-cis em Tetronic 90R4 0,1% (m/v) e
separadas, dando origem a duas goticulas contendo a amostra com metade
da concentracdo adicionando-se metade da concentracdo de cada nivel de
adigdo de padrao (150; 250 e 350 ymol L-'). Sendo assim, as concentragdes
tedricas esperadas a serem obtidas seriam o somatorio entre a concentragao
quantificada na amostra farmacéutica, e os valores adicionados de padrao
analitico. As analises foram realizadas empregando o ePAD de grafite e a
técnica de amperometria.

Para executar o estudo de adicdo e recuperacdao de enfoque
bioanalitico, solugbes padrdo analitico de L-cis de 20; 60 e 100 ymol L
preparadas KCI 0,2 mol L', tamp&o PBS (pH 7,4) e Tetronic 90R4 0,1% (m/v)
foram utilizadas para preencher o eletrodo reservatério. Em seguida, 5 uL de
cada uma dessas solugdes foram misturadas de modo automatizado com a
amostra de plasma previamente preparada na plataforma de DMF, dando
origem a duas goticulas contendo a amostra com metade da concentragao (~

17,3 pmol L") adicionando-se metade da concentragdo de cada nivel de
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adigdo de padrao (10; 30 e 50 ymol L-'). Dessa maneira, as concentragdes
tedricas finais esperadas eram de aproximadamente 27,3; 47,3 € 67,3 umol L-
. As analises foram realizadas empregando o ePAD de negro de fumo e
técnica de VOQ.

4.4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.4.1. Fabricacao de dispositivos eletroquimicos baseados em papel

A literatura demonstra que os procedimentos/estratégias mais usuais
no contexto da integragdo entre a tecnologia de microfuidica digital e a
deteccao eletroquimica € estabelecer modificagbes diretamente na placa
superior ou inferior dos chips de DMF186:348.351.353  Egsas alteracdes podem
estar relacionadas tanto em relagdo a confeccdo de células eletroquimicas
diretamente no substrato inferior ou superior ou, ainda, recortes especificos
na parte superior do chip para garantir o acesso de dispositivos eletroquimicos
que podem ser integrados ao chip de DMF permitindo assim que as goticulas
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 s&o produzidos diretamente no
chip de DMF) ou, no caso de acesso via recortes adaptados, a
susceptibilidade a etapas laboriosas, além de um aumento consideravel na
complexidade da montagem dos dispositivos.

O arcaboucgo tedrico/estado da arte mostra também que, embora
alguns trabalhos tenham explorado a integracado entre DMF e eletroquimica,
nenhuma estratégia proposta até o presente momento dedicou-se a insergéo
dos sensores eletroquimicos diretamente no eletrodo reservatorio, utilizando
dispositivos de placa dupla. Acredita-se que essa estratégia simples e pratica
possa ser promissora para facilitar o acesso do eletrodo de trabalho as
goticulas, permitir a reutilizacdo do chip de microfluidica, além de evitar etapas
tediosas de adaptacgao de /layout.

Nessa perspectiva, os requisitos necessarios para estabelecer essa
sinergia entre as técnicas sao: o dispositivo ser fino suficiente para adentrar

ao chip de DMF entre a placa superior e a placa inferior, ser flexivel suficiente
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para permitir que os conectores estabelecam contado com o potenciostato,
aléem do material do dispositivo eletroquimico ser capaz de possibilitar o
acesso da solucdo proveniente da DMF até o eletrodo de trabalho com volume
de solucdo adequado para realizar as medidas eletroquimicas (uma vez que
em DMF comumente se trabalha com volumes ~ 1 - 10 uL, a depender do
layout do dispositivo).

Atrelada as caracteristicas desejaveis para possibilitar efetuar analises
eletroquimicas acopladas com DMF, explorou-se a técnica de impressao por
esténcil para fabricar os dispositivos eletroquimicos de modo personalizado.
A fim de se obter sensores com baixa espessura, além de apresentar uma
certa flexibilidade, o papel cromatografico 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, parametros como
tipo de grafite, volume de solvente na formulagao da tinta alternativa e numero
de camadas de adesivo vinil (usado na mascara do sensor) foram estudados.
Os parametros 6timos foram estabelecidos com base em critérios qualitativos
de viscosidade da formulagdo da tinta, melhor resisténcia mecanica
(flexibilidade) e adequada aderéncia ao substrato. A Tabela 4.1 dispde os
parametros avaliados, juntamente com as condi¢gdes setadas para a
construcéo do ePAD de grafite.

Tabela 4.1. Parametros estudados no processo de otimizacédo da fabricacéo
da tinta condutora de grafite.

Parametro Faixa testada ou marca Con_dlgao
selecionada
Proporgéo 40% grafite/60%verniz brilhante 50% grafite/50%
(grafite/verniz 50% grafite/50% verniz brilhante verniz brilhante
brilhante) 60% grafite/40% verniz brilhante (1,09/1,0 9)
0,6 mL
0,8 mL
Solvente acetona (mL) 10 mL 0,8 mL
1,2mL
Numero de camadas 1 o
de adesivo vinil 2
Sigma Aldrich (< 20 pm)
Tipo de grafite General’s (produto de artista General’s
profissional)
Substrato Papel cromatografico Papel sulfite

Papel sulfite
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Os parametros 6timos para a construgdo dos ePADs do dispositivo
eletroquimico alternativo foi usando a proporgao 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 nao ficasse nem demasiadamente liquida e nem exageradamente
pastosa, além de permitir a produgao de dispositivos relativamente flexiveis
foi usando o volume de 0,8 mL. O numero de camadas de vinil e o tipo de
grafite empregados foram duas e grafite artistico, respectivamente. Além
disso, o substrato escolhido foi o papel sulfite, uma vez que possuia menor
espessura, concomitante a producao de dispositivos mais flexiveis.

Uma vez que o substrato de papel sulfite ndo apresenta muita
capilaridade para aspirar a solugéo trabalho, um pedacgo retangular de papel
cromatografico foi usado sobre a superficie do eletrodo de trabalho para
capturar as goticulas com o auxilio das forgas eletrostaticas da DMF, além da
acao capilar. A Figura 4.3 apresenta uma imagem real do dispositivo e a nova
estratégia proposta para integrar sensores eletroquimicos e microfluifica

digital.

Model: DB3-120

dropbot

“$% sci-bots

Figura 4.3. (A) Imagem real da integracdo entre um dispositivo analitico
baseado em papel e a técnica de microfluidica digital, a partir da insergéo do
ePAD dentro do eletrodo reservatorio. (B) Vista frontal da integragao entre o
dispositivo de microfluidica digital e o sensor eletroquimico mostrando a
angulacao da dobragem necessaria. Fonte: Autoria propria.

Conforme ressalta a imagem da Figura 4.3 A-B, a angulagao do sensor
empregando a estratégia necessita que o dispositivo seja utilizado de modo
tensionado, com o angulo de aproximadamente 132 £ 1°, sendo, portando,
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dobrado em aproximadamente 48°. Por essa razao, € imprescindivel que, ao
utilizar a abordagem proposta, o dispositivo eletroquimico seja relativamente
flexivel. E importante mencionar que, para permitir a entrada do sensor
eletroquimico, foram usadas duas camadas de fita dupla face para
estabelecer um gap fixo entre a placa superior e a placa inferior do chip de
microfluidica digital.

As vantagens de empregar a integracdo proposta advém da
simplicidade da integragcado que pode ocorrer tanto via insergao direta, quanto
desconectando-se a placa superior e inferior para acomodar o dispositivo e
depois conectando-as novamente. Ambas as maneiras sao funcionais e
permitem a reutilizagao do chip. Entretanto, a primeira maneira pode favorecer
o surgimento de danos na camada dielétrica dentro dos eletrodos
reservatorios. Outro aspecto a ser mencionado € que nao ha a necessidade
de produgao dos sensores eletroquimicos diretamente no chip de DMF, o que
permite que diferentes geometrias, materiais eletrodicos e substratos, possam
ser explorados, de acordo com a necessidade do experimento e/ou analito

alvo.

4.4.2. Otimizagoes da modificagao do eletrodo de trabalho com azul da
Prussia

Os ePADs fabricados tanto usando a tinta condutora de grafite quanto
a de negro de fumo foram fabricados com o intuito de detectar L-cisteina nas
vertentes farmacéutica e bioanalitica. A literatura demonstra que uma das
estratégias de promover a determinagao desse analito € modificar a superficie
do eletrodo de trabalho com azul da Prussia®’>. Sendo assim, o ePAD de
grafite (ePAD-GR) foi selecionado para ser submetido a etapa de otimizacao
dos pardmetros de formagdo das nanoparticulas via eletrodeposicao.
Conforme pode ser observado na Figura 4.4, na auséncia da modificagao do
WE, néo é possivel detectar a L-cisteina efetivamente com boa resolugao do
pico de oxidacao. Por outro lado, na presenga da modificagdo usando azul da
Prussia (AP/ePAD-GR), uma diferenga notavel entre os valores do branco e

da L-cis pode ser visualizado.
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Figura 4.4. Respostas de VC obtidas na auséncia e presenca de L-cis 1
mmol L' preparada em KCI 0,1 mol L', 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~'. A modificagdo do WE do ePAD-GR
foi realizada previamente com a solugdo precursora da modificagao
contendo [Fe(CN)s]*~ 1,0 mmol L', FeClz 1,0 mmol L', HCI 0,01 mol L', KCI
0,1 mol L' e Tetronic 90R4 0,1% (m/v), via amperometria (t = 80 s; 0,4 V).
Fonte: Autoria proépria.

Visando aprimorar o processo de modificacdo da superficie do WE,
buscando estabelecer analises relativamente rapidas e sensivel suficiente
para detectar o analito alvo nas matrizes de interesse farmacéutica, os
parametros do processo de eletrodeposi¢cao foram otimizados a partir do uso
do ePAD-GR. Os parametros estudados de concentracdo da solucio
precursora de AP e o tempo de eletrodeposicao, além dos valores
selecionados para cada parametro estdo mostrados na Tabela 4.2. As
condi¢gbes experimentais fixadas foram selecionadas com base nas maiores
diferengas entre os valores de corrente entre o branco e na presencga de L-

cisteina 1 mol L, utilizando-se a técnica de amperometria.
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Tabela 4.2. Resumo dos parametros estudados no processo de otimizagéo da
eletrodeposicao de AP no ePAD-GR, que incluem a concentragdo ([ ]) das
especies contendo Fe e tempo de eletrodeposigao.

Parametro Faixa testada Condicao selecionada
FeClz 1,5 mmol L-' e
Ks[Fe(CN)e] 1,5 mmol L-!
preparados em KCI 0,1 mol L,

[FeClz] e [Ka[Fe(CN)s]]

- 0,5;1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 mmol
na solugdo precursora

-1
do AP (mmol L") L HCI 0,01 mol L' e Tetronic 90R4
0,1% (m/v)
Tempo de 30; 60; 80; 100 & 120 s 80's

eletrodeposicéao (s)

As etapas realizadas até a detecgao da L-cisteina, em associagdo com
a microfluidica digital, estdo sumarizadas na Figura 4.5. O volume de solugéo
usado tanto nas etapas de modificacdo do WE quanto de ativacdo, além das
medidas eletroquimicas subsequentes, foi de 5 yL. Em cada etapa, a partir da
ativacao, a solugao era aspirada com o auxilio de um papel. Uma maneira de
aprimorar esse procedimento poderia ser a instalacdo de almofadas

absorventes entre cada eletrodo reservatorio.
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Figura 4.5. Procedimentos eletroquimicos integrados com a técnica de DMF
utilizados no processo de modificagao de ePADs de grafite e negro de fumo
com AP, ativagado do WE e detecgao de L-cis. Fonte: Autoria propria.

O protocolo de modificagao do dispositivo eletroquimico 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
producao dos dispositivos. O voltamograma obtido por meio do sexto ciclo da
etapa de ativacdo de cada ePAD-GR exibe picos de oxidagdo e reducgao
referente a dois pares redox. O primeiro par redox engloba a oxidagdo do

branco da Prussia (BP) em azul da Prussia préximo ao potencial de -0,36 V.
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Ja no outro sentido, a redugdo do AP em BP foi registrada proximo ao
potencial de -0,53 V. Em relagdo ao segundo par redox, trata-se da oxidagao
de AP em verde de Berlim (VB), ou amarelo de Berlim (AB) no estado oxidado
em +0,33 V. A reducao de reacgao reversa foi atribuida ao potencial de +0,17
V. Aliteratura demonstrou comportamento similares em relagéao a presenga de
dois pares redox em modificagdes de WE com AP369:371.372 Contudo, uma vez
que os voltamogramas do presente experimento foram adquiridos com um
eletrodo de pseudo-referéncia de carbono, os potenciais dos picos foram
deslocados em comparagao com sistemas usando eletrodos de referéncia de
Ag/AgCl, por exemplo.

Conforme pode ser observado, ndo ha uma perda de sinal de corrente
significativa no segundo par redox (de interesse para a analise de L-cis)
quando se utiliza a técnica de DMF acoplada a eletroquimica. Esse
comportamento é particularmente vantajoso por favorecer que etapas de
preparo de amostras automatizadas possam ser realizadas antes de
procedimentos eletroquimicos ou/e em paralelo com o procedimento de
modificagdo do WE. Vale ressaltar que, até onde se sabe, o presente estudo
consiste no primeiro trabalho em DMF mostrando a modificacdo de ePADs a

partir da eletrodeposigao de nanoparticulas.
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—— Modificagao com AP no chip de DMF
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Figura 4.6. Voltamogramas ciclicos referente ao sexto ciclo do processo de
ativacdo, na presencga de HCI 0,01 mol L' e KCI 0,1 mol L', 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 prépria.

Ao realizar as medidas eletroquimicas com eletrodo de referéncia de
carbono, foi possivel identificar um efeito expressivo de deslocamento de
potencial durante as analises do analito de interesse. Sendo assim, estudou-
se usar o ePAD com o eletrodo de referéncia pintado com tinta de prata
novamente, a fim de obter analises com o potencial de pico anddico estaveis
para a L-Cis. AFigura 4.7 A demonstra os voltamogramas ciclicos obtidos para
o sexto ciclo do processo de ativagao na presenca de uma solugao de HCI
0,01 mol L', KCI 0,1 mol L' e Tetronic 90R4 0,1% (m/v). Por sua vez, a Figura
4.7 B mostra os voltamogramas ciclicos do branco e para a L-cis na presenca
de tampao PBS (pH 7,4), KCI 0,1 mol L' e Tetronic 90R4 0,1% (m/v), utilizando
tanto o ePAD com o eletrodo de pseudo-referéncia de carbono, como pintado

com tinta de prata.

128



Pseudo-Rvs C (A) Branco (Pseudo-R vs C) (B)
204 ——Pseudo-R vs Ag 304 ——L-Cys 1 mmol L' (Pseudo-R vs C)
—— Branco (Pseudo-R vs Ag)
151 20 {——L-Cys 1 mmol L (Pseudo-R vs Ag)

I (nA)

40 -05 00 05 10 15 10 -05 00 05 10 15
E (V) E (V)

Figura 4.7. (A) Voltamogramas ciclicos do ePAD de grafite obtidos durante o
processo de ativagdo na presenca de HCI 0,01 mol L', KCI 0,1 mol L' e
Tetronic 90R4 0,1% (m/v) usando eletrodo de referéncia de carbono e de
prata. (B) Voltamogramas ciclico na presenga e e auséncia de L-cis em PBS
usando eletrodos contendo o eletrodo de referéncia de carbono e de prata. A
velocidade de varredura empregada foi de 100 mV s-'. Fonte: Autoria propria.

Como exibe a Figura 4.7 A, é possivel visualizar um deslocamento de
potencial dos picos anddicos e catdédicos referentes a modificagcdo do WE com
azul da Prussia para potenciais mais positivos, quando usado Ag. A partir da
Figura 4.7 B é possivel perceber, adicionalmente, que o segundo pico
anddico, de interesse para a analise de L-cis, experimenta um deslocamento
de potencial significativo quando empregado material eletrédico de carbono
como eletrodo de referéncia. Em contrapartida, o sinal analitico na presenca
do analito manteve-se estavel em comparagdo com a analise do branco. Uma
vez que essa condigao forneceu voltamogramas mais estaveis, o uso da prata
foi incorporado na fabricagdao dos sensores. Outro fator a ser destacado é o
aumento do sinal analitico do pico de oxidagao proximo ao potencial de +0,9
V.

Uma vez que os parametros da modificacdo do WE foram
estabelecidos utilizando-se os parametros 6timos, a estabilizagdo do sinal
analitico na VC e a reprodutibilidade da modificagao 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 estabilizagdo mediante a etapa
de ativacao 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 modificagcdo na presenga do eletrdlito suporte para o

ambos os dispositivos, respectivamente.
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Figura 4.8. (A) Voltamogramas ciclicos referentes a etapa de ativagao do
ePAD de grafite. (B) Voltamogramas ciclicos provenientes do estudo de
reprodutibilidade da modificacdo do WE com AP de diferentes ePADs de
grafite. (C) Voltamogramas ciclicos referentes a etapa de ativagdo do ePAD
de negro de fumo. (B) Voltamogramas ciclicos provenientes do estudo de
reprodutibilidade da modificacdo do WE com AP de diferentes ePADs de
negro de fumo. Fonte: Autoria propria.

Conforme pode ser observado qualitativamente, o perfil voltamétrico da
modificagdo do AP/ePAD-GR e do AP/ePAD-NF foram bastante similares,
dentro de um mesmo grupo, sem discrepancias de deslocamento de potencial
para os pares redox, bem como grande variagao na magnitude das correntes
elétricas, destacando a potencialidade do método para produzir dispositivos
modificados com uma apreciavel reprodutibilidade. Contudo, a diferenga entre
os perfis obtidos para o sensor de grafite e o dispositivo de negro de fumo
podem ser atribuidos a diferengas estruturais, uma vez que se trata de

diferentes composigdes quanto ao material eletrédico.
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Diferentemente de outros métodos empregando a modificagao
eletroquimica para a formagdo de AP que comumente empregam
amperometria seguida de cerca de 20 ciclos para estabilizacdo de azul da
Prassia com um volume de solugdo da ordem de 50 pL ou mais®138 o
método aqui proposto faz o uso de uma etapa de amperometria de 80 s € 6
ciclos de VC a 100 mV s-', usando apenas 5 uL de solugido em cada etapa.
Além disso, emprega um sensor eletroquimico 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 analises eletroquimicas.

4.4.3. Caracterizagao morfologica

A morfologia da superficie do WE dos ePADs de grafite e de negro de
fumo foi investigada antes e apds o procedimento de modificagdo com as
nanoparticulas de AP. A Figura 4.9 A-B exibe o papel coletor antes e depois
da modificagdo da superficie do WE. Conforme pode ser observado, o
substrato de papel cromatografico apresenta o perfil esperado contendo um
emaranhado de fibras interconectadas. Por sua vez, € possivel identificar que
algumas nanoparticulas distribuidas podem ser visualizadas no substrato
apo6s o processo de modificacdo do WE, corroborando com o sucesso da
etapa de eletrodeposicao. A Figura 4.9 C-D demonstra a morfologia do ePAD-
GR antes do procedimento de eletrodeposicdo das nanoparticulas de AP e
apos. E possivel identificar uma significativa diferenca na superficie, quando
comparado os dois dispositivos, evidenciada pelas particulas aderidas a
superficie do WE. A morfologia das nanoparticulas geradas é de formato
esférico e apresentou uma boa distribuigdo. A Figura 4.9 E-F reporta as
mudancas geradas no WE de um ePAD-NF. As imagens refletem a morfologia
do material eletrédico antes da modificagdo, com uma consideravel
quantidade de nanoparticulas de negro de fumo. Possivelmente, a tinta
comercial pode conter na formulagdo uma quantidade de grafite, uma vez que
algumas estruturas de material condutor em flocos podem ser identificadas.
O aspecto do WE posterior a modificagdo com nanoparticulas de AP mostrou
um aumento significativo na quantidade de nanoparticulas, evidenciando que

ambos os eletrodos foram modificados com sucesso. E importante mencionar
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que, até onde se sabe, este consiste no primeiro procedimento de modificagéao
de WE de um AP/ePAD com o auxilio da DMF.

Figura 4.9. Micrografias obtidas a partir da técnica de MEV-FEG usando a
diferentes magnificagdes. (A) Papel coletor antes da modificagdo do ePAD
(10.000X). (B) Papel coletor ap6s a modificagdo do ePAD com AP
(10.000X). (C) WE antes da eletrodeposi¢do das nanoparticulas de AP
sobre 0 ePAD de grafite (30.000X). (D) WE apods a eletrodeposi¢cao das
nanoparticulas de AP sobre o ePAD de grafite (30.000X). (E) WE antes da
eletrodeposicdo das nanoparticulas de AP sobre o ePAD de GR-NF
(30.000X). (F) WE apos a eletrodeposi¢ao das nanoparticulas de AP sobre
o ePAD de GR-NF (30.000X). Fonte: Autoria prépria.

Outra técnica empregada com o intuito de confirmar as alteracdes
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geradas na estrutura do sensor, de modo qualitativo, foi o EDS. A partir dessa
técnica é possivel visualizar, de modo simplificado, a composig¢édo elementar
presente em um dado material. Nessa perspectiva, a Figura 4.10 mostra o
mapa de EDS de parte do WE destacando algumas alteragbes na superficie
do dispositivo em relagdo aos atomos de carbono, oxigénio e ferro para os
dispositivos de grafite e negro de fumo antes e depois da etapa de
eletrodeposicdo de nanoparticulas de AP. E possivel identificar que a
superficie do eletrodo de grafite se difere consideravelmente do ePAD a base
de negro de fumo. Enquanto a superficie do ePAD de grafite destaca-se pala
topografia irregular, o ePAD de negro de fumo apresenta o aspecto mais liso.
Esse comportamento pode ser atribuido ao fato de as particulas possuirem

morfologias e tamanhos diferentes.
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Figura 4.10. Mapas de EDS mostrando a presenga de elementos (A)
carbono, (B) oxigénio e (C) ferro na superficie do WE do ePAD de grafite.
Mapas de EDS mostrando a presenca de elementos (D) carbono, (E)
oxigénio e (F) ferro na superficie do WE do ePAD de grafite modificado com
AP. Mapas de EDS mostrando a presenga de elementos (G) carbono, (H)
oxigénio e (I) ferro na superficie do WE do ePAD de NF. Mapas de EDS
mostrando a presencga de elementos (J) carbono, (K) oxigénio e (L) ferro na
superficie do WE do ePAD de NF modificado com AP. Fonte: Autoria prépria.

Como pode ser visto na Figura 4.10 A-L, as coloragdes vermelha, verde
e amarela referem-se aos atomos de carbono, oxigénio e ferro,
respectivamente. Em relacdo a fracdo de carbono e oxigénio, ndo ha

alteragbes demasiadamente expressivas em relagao ao ePAD de grafite em
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comparagao com sua versao poés modificacao (Figura 4.10 A-C e Figura 4.10
D-F). No tocante ao atomo de ferro, infere-se pelas Figuras 4.10 A, F, |, e L,
que, apos a etapa de eletrodeposi¢cao das nanoparticulas de AP, € notdria o
aumento da presencga do elemento ferro no eletrodo, tanto no ePAD de grafite
quanto de negro de fumo, indicativo de que a formacgao das nanoparticulas
ocorreu conforme esperado e de maneira aparentemente uniforme. O
espectro de EDS também foi processado para ambos os eletrodos, na
auséncia e na presencga da imobilizacdo das nanoparticulas, como apresenta
a Figura 4.11 Novamente, fica evidenciado o surgimento de ferro nos

dispositivos apos a etapa de sintese de nanoparticulas de AP via

amperometria.
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Figura 4.11. Espectros EDS mostrando os elementos quimicos na superficie
eletrédica do ePAD de GR antes (A) e apos (B) a modificagdo com AP.
Espectros EDS mostrando os elementos quimicos na superficie eletrodica do
ePAD de NF antes (C) e apo6s (D) a modificagdo com AP. Fonte: Autoria
propria.

4.4.4. Otimizagao de parametros experimentais e desempenho analitico
Com o objetivo de analisar L-cisteina viando aplicagbes farmacéuticas

e clinicas, os parametros experimentais das técnicas de amperometria e
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voltametria de onda quadrada foram avaliadas para se obter a melhor
sensibilidade possivel para cada ePAD, em particular. As condigdes mais
favoraveis setadas para a execugao dos experimentos estdo esquematizadas
na Tabela 4.3.

Tabela 4.3. Parametros avaliados e selecionados no estudo de otimizagao de
parametros da técnica de VOQ visando a detecgao de L-cisteina.

Valor
Técnica eletroquimica Parametros Faixa estudada i
6timo
Amperometria Potencial 0,85; 0,90; 0,95;1,0e 1,05V 0,95V
0,0010; 0,0025; 0,0050;
Step 0,0050 V
0,0075 e 0,0100 V
Voltametria de onda
0,010; 0,025; 0,050; 0,075 e
quadrada Amplitude 0,05V
0,100 vV
Frequéncia 4;6;8;10; 12 Hz 10 Hz

Sob parametros otimizados, foi construida uma curva analitica usando
0 ePAD de grafite em associagdo com a técnica de amperometria e, uma curva
analitica 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

analiticas obtidas em triplicata.
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Figura 4.12. (A) Amperogramas referentes a analise de L-cisteina para
diferentes concentragdes usando o eletrodo AP/ePAD-GR. (B) Curva
analitica para analise de L-cis entre as concentragdes de 350 pmol L' a
1000 umol L. (C) Voltamogramas de onda quadrada referentes a analise
de L-cisteina para diferentes concentragdes usando o eletrodo AP/ePAD-
NF. (B) Curva analitica para analise de L-cis entre as concentracdes de 1,0
umol L' a 100 ymol L-'. Fonte: Autoria propria.

Conforme pode ser observado na Figura 53, o aumento da
concentracdo 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 umol L' a 1000 pymol L',
com R? = 0,989. A equacéo linear obtida foi de y = 0,0021x + 0,15 e o limite
de detecgao foi calculado como 92,2 umol L-'. No que se refere a técnica de
voltametria de onda quadrada e o AP/ePAD-NF de, a faixa de concentragéo
linear foi entre 1 umol L' e 100 ymol L', com R? = 0,996. A equacgdo de
regressao linear foi y = 0,32x + 23,0. O limite de detecc¢éao foi estimado em

0,54 umol L' pela relacdo expressa na Equacgéo 4.1:
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_ 35
LOD = = (Equagdo 4.1)

Onde, S, € o desvio padrao do branco e s refere-se a sensibilidade
analitica pela curva analitica®”.

Acredita-se que a discrepancia entre a sensibilidade dos métodos
advém, principalmente, devido ao uso de diferentes materiais eletrédicos.
Comumente, dispositivos eletroquimicos contendo negro de fumo na
composi¢ao experimentam uma maior taxa de transferéncia de elétrons e
sensibilidade, em comparacido aos sensores fabricados com puramente
grafite de componente condutor. Ademais, a técnica de voltametria de onda
quadrada permite a minimizagdo da corrente capacitiva, o que melhora a
sensibilidade do método.

Os desempenhos de ambos os dispositivos eletroquimicos baseados
em papel foram comparados com sensores reportados em termos de tipo de
eletrodo, técnica, faixa linear e limite de deteccéo. A Tabela 4 comporta os
diferentes estudos compilados. O AP/ePAD-GR apresentou faixa linear com
elevados valores de concentragao 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 comparavel entre os parametros avaliados em outros estudos.
E importante destacar que, embora os sensores ndo tenham apresentado
sensibilidade tdo apreciavel quanto algumas abordagens mostradas na
tabela, as células eletroquimicas aqui apresentadas s&o de baixo custo,
podem ser utilizadas relativamente tensionadas, além de requerer um volume
extremamente baixo de amostra. Ademais, € o Unico método reportado

integrando DMF-eletroquimica para analisar L-cisteina.
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Tabela 4.4. Tabela comparativa para diferentes tipos de eletrodos
empregados na analise de L-cisteina em termos de desempenho analitico.

Faixa linear LOD
Eletrodo Técnica Referéncia
(umol L) (umol L)
SPE/PB Cronoamperometria 100 - 600 67,4 380
SPE/PB-A Cronoamperometria 300 - 800 149 380
PLA-Gowmr-ect+PB Amperometria 3,0-230 0,858 375
GCE-Au DPV 0,22 -50 0,074 387
CuFe204/rGO-
VC 50 — 400 0,383 388
Au
AP/ePAD-GR Amperometria 350 —1000 92,2 Este trabalho
AP/ePAD-NF vVOQ 1,0-100 0,54 Este trabalho

VC: Voltametria ciclica; VPD: Voltametria de pulso diferencial. SPE/PB: Eletrodo serigrafado
modificado com azul da Prussia; SPE/PB-A: Eletrodo serigrafado modificado com analogo de
azul da Prussia; PLA-Gomrect+PB: Eletrodo impresso em 3D de acido polilatico-grafeno
modificado com azul da Prussia; GCE-Au: Eletrodo de carbono vitreo modificado com
nanoparticulas de ouro; CuFe204/rGO-Au: Eletrodo modificado com CuFe204 e 6xido de

grafeno reduzido decorado com nanoparticulas 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 medicdes
amperométricas e voltamétricas, respectivamente. Os desvios padrdes
relativos alcangados com base nos valores de intensidade de corrente elétrica
foram de 2,3% e 7,3%, respectivamente, demonstrando um valor aceitavel e
comparavel com estudos envolvendo o uso de ePADs para diferentes
analitos®3%*. A Figura 4.13 A-D mostra os amperogramas, histogramas
relacionando os valores de corrente em fungdo do numero de dispositivos,
aléem 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 analise de L-cis 500 ymol L-! preparada em KCI 0,1 mol L', 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 fungdo do numero de AP/ePAD-NF
testados. (C) Voltamogramas de onda quadrada referentes ao estudo de
reprodutibilidade para a analise de L-cis 40 uymol L' preparada em KCI 0,1
mol L', 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 fungéo do numero de
AP/ePAD-NF testados. Fonte: Autoria propria.

4.4.6. Estudo de seletividade

A seletividade dos sensores propostos foi avaliada na presenca de
outros aminoacidos potencialmente interferentes, que podem estar presentes
em matrizes biolégicas ou em formulagdes farmacéuticas. A proporg¢ao usada
no estudo foi de 1:1, no qual 500 pmol L' de L-cisteina foi analisado na
presenca de 500 pymol L' de interferente para o AP/ePAD-GR usando
amperometria e 40 pmol L-' de L-cis na presenca 40 umol L' de interferente,

a partir do AP/ePAD-NF e, VOQ. As espécies quimicas 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 eletroquimicas e histogramas contendo porcentagem relativa de
corrente em fungdo do interferente estdo dispostas na Figura 4.14 A-B. Os
resultados mostraram que os percentuais de interferéncia 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
aminoacidos nao interferem significativamente na reposta do sensor em
relagdo a L-cisteina, mesmo estando sob a mesma concentragao,

destacando, portanto, uma adequada seletividade do método proposto.
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Figura 4.14. (A) Amperomgramas provenientes do estudo de seletividade
para a analise de L-cis 500 ymol L' preparada em KCI 0,1 mol L', PBS (pH
7,4) e Tetronic 90R4 0,1% (m/v) na presenga de potenciais interferentes
aminoacidos usando o AP/ePAD-GR. (B) Histograma relacionando a
porcentagem relativa de corrente obtida no estudo de seletividade, em
funcdo dos interferentes empregados na presenga de L-cis empregando
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amperometria. (C) Voltamogramas de pulso diferencial referente ao estudo
de seletividade de potenciais compostos interferentes para analise na
presenca de 40 ymol L' preparada em KCI 0,1 mol L', PBS (pH 7,4) e
Tetronic 90R4 0,1% (m/v) na presenga de potenciais interferentes
aminoacidos usando o AP/ePAD-NF. (D) Histograma relacionando a
porcentagem relativa de corrente obtida no estudo de seletividade, em
funcao dos interferentes empregados na presenca de L-cis. Fonte: Autoria
prépria.

4.4.7 Analise da amostra e ensaio de adi¢cao e recuperagao de L-cisteina

Devido a importancia de detectar L-cisteina tanto no contexto de
controle de qualidade de formulacbes farmacéuticas quanto em fluidos
bioldgicos, a viabilidade do método proposto, foi avaliada empregando as
duas abordagens propostas, sob paradmetros otimizados. A microfluidica
digital foi utilizada, como anteriormente, para auxiliar na modificagdo do
sensor eletroquimico, ativacdo e, adicionalmente, para diluir a amostra
farmacéutica. No que se refere as analises clinicas, uma etapa de reparo
automatizada de amostra de sangue para plasma usando particulas
magnéticas foi introduzida antes das analises eletroquimicas.

Para a aplicacao farmacéutica, analisaram-se capsulas de suplemento
alimentar de L-cisteina. A Tabela 4.5 dispbée a quantificacdo do pool de
amostras. O valor determinado de massa de L-cisteina no comprimido foi de
478 mg, enquanto o valor tabelado no rétulo era de 500 mg. O erro relativo
obtido na determinacédo da L-cisteina foi, portanto, de 4.4%, o que destaca

uma boa correlacio entre o valor tabelado e o valor dosado.

Tabela 4.5. Analise de capsulas de L-cis a partir de um “pool” de 10 amostras
usando a DMF e AP/ePAD-GR (n = 3).

ePAD

Amostra Tabelado (500 mg)
(mg) Erro relativo (%)

Capsulas 500 478 £ 14 4.4

Ap6s a dosagem da capsula de suplemento alimentar usando o
AP/ePAD-GR, um estudo de adigcao e recuperacao foi realizado em trés niveis
de concentragdo. Para tanto, a amostra de L-cisteina foi diluida para 478 umol

L' e enriquecida com 150 pmol L', 250 pmol L' e 350 pmol L,

142



respectivamente. A Tabela 4.6 exibe as concentragdes obtidas de L-cisteina e
as respectivas porcentagens de recuperagéo?*°. Conforme os dados mostram,
os valores de recuperacdo variaram de 83 a 105%, o que esta em
conformidade com as recomendagbes dos o6rgédos reguladores como a

ANVISA que permitem uma recuperagéo entre 80 e 120%3%.

Tabela 4.6. Ensaio de adigdo e recuperagao de L-cis em amostra de
suplemento alimentar usando a técnica de DMF e o AP/ePAD-GR (n = 3).

Amostra Concentragcdo Concentragdo Concentragao

Recuperagao
Nivel (umol L) adicionada esperada recuperada %)
(umol L) (umol L) (umol L)
#1 478 150 628 636 + 19 105
#2 478 250 728 686 + 38 83
#3 478 350 828 797 + 35 91

Para a analise de L-cisteina em amostras bioldgicas, primeiramente, a
amostra de sangue foi preparada para plasma usando a técnica de
microfluidica digital. O procedimento empregado na DMF explorou o uso de
particulas magnéticas para auxiliar na separagao das ceélulas vermelhas do
plasma3®'3%, De acordo com o fabricante do reagente de deplegdo de
hemacias, o principio de funcionamento baseia-se em um procedimento
imunomagnético no qual os gldébulos vermelhos (hemacias) séo extraidos de
amostras de sangue sem a necessidade de centrifugacao, sedimentagao ou
lise. Nesse procedimento, as hemacias sao direcionadas com complexos de
anticorpos tetraméricas que reconhecem a glioforina A e as particulas
magnéticas revestidas com dextrana. Dessa forma, uma vez que um ima é
acionado, as células rotuladas s&o separadas enquanto o restante da amostra
permanece dispersa. Em outras palavras, o kit tem como alvo a remogéao das
hemacias a partir de anticorpos que reconhecem marcadores de superficie
celular especificos. As células indesejadas sdo marcadas com anticorpos e
particulas magnéticas e separadas na presencga do ima38,

A Figura 4.15 mostra algumas etapas envolvidas no preparo de
amostra. O procedimento envolveu o preparo da amostra, contendo a

extragao durante trés vezes. Basicamente, uma aliquota de sangue contendo
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EDTA e FBS e misturado com as nanoparticulas magnéticas. O tempo de
incubagdo usando um procedimento de mistura durou 5 minutos. Apds o
acionamento do separador magnético as nanoparticulas capturaram as
células vermelhas extraindo o plasma que, na sequéncia foi misturado
novamente com as nanoparticulas, repetindo-se o procedimento. Por fim,
mais uma extracao foi realizada. A amostra foi entdo preparada no eletrélito

suporte on-chip e analisada.

Contato entre amostra de
sangue e esferas magnéticas

Mistura de 5 minutos

Separagao magnética

%K_J

Repeticao por trés vezes

Preparo de amostra 12 Extracao 22 Extragdo . 32 Extracao

Figura 4.15. Esquema ilustrativo do protocolo automatizado de preparo de
sangue para plasma utilizando a técnica de DMF. Fonte: Autoria propria.

A concentracdo de L-cisteina determinada na amostra foi de 17,3 pmol
L', considerando as diluigbes realizadas. Um ensaio de adigdo e recuperagéo
foi entdo executado em trés niveis (10; 30 e 50 ymol L"). A Tabela 4.7 mostra
os resultados obtidos empregando-se o ePAD de negro de fumo. Conforme
pode ser visualizado, os valores de recuperacao obtidos variaram entre 83 e
108%. Esse valor esta de acordo com os valores permitidos, destacando a
efetividade do método proposto para analise de L-cisteina em matriz bioldgica.

Tabela 4.7. Dados obtidos a partir do estudo de adi¢cao e recuperagao em trés
niveis de L-cis em amostra de plasma. Fonte: Autoria prépria.

Amostra Concentragdo Concentragcido Concentragao

Recuperagao
Nivel (umol L") adicionada esperada recuperada %)
(umol L) (umol L) (umol L)
#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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E importante destacar que, ambos os métodos propostos integrados
com a técnica de microfluidica digital demonstraram boa performance
analitica. A possibilidade de integragéo de preparo de amostra via diluicdo ou
separagao magneética, em associagdo com a automacgao da DMF facilitam e

abrem caminhos para uma vasta gama de outras aplicagdes.

4.5. CONSIDERAGOES PARCIAIS

Foi realizada uma nova abordagem para realizar a integragéo entre a
microfluidica digital e detecg¢ao eletroquimica. A estratégia simples e versatil
consistiu na insergdo de dispositivos eletroquimicos baseados em papel
diretamente no eletrodo reservatorio. Além disso, o papel cromatografico
posicionado sobre os trés eletrodos auxiliou no processo de aspiracéo da
amostra para a superficie do sensor, uma vez que o substrato de papel sulfite
nao apresenta muita capilaridade. Esse procedimento simplificou o processo
de acoplamento entre as técnicas sem a necessidade de alterar a estrutura o
chip de microfluidica digital permitindo, ainda, que o chip possa ser reutilizado.
Diferentes tintas condutivas foram exploradas, mostrando que diferentes tipos
de sensores flexiveis podem ser empregados para estabelecer a integracao
de maneira satisfatéria.

Os dispositivos eletroquimicos baseados em papel de grafite e utilizando-
se negro de fumo foram modificados empregando a técnica de amperometria
para formar nanoparticulas de AP, com sucesso, permitindo a analise de L-
cisteina. Os sensores foram caracterizados, demonstrando a presenca das
nanoparticulas, mostrou-se seletivo para o analito alvo e apresentou
resultados aceitaveis nos estudos de exatiddo. A hifenacdo proposta
possibilitou uma versatil aplicagdo nas areas farmacéutica e clinica,
estabelecendo a etapa de preparo de amostra interligada ao processo de
detecgdo na mesma plataforma, o que agiliza os procedimentos e automatiza
0s processos analiticos. Em relacdo a performance analitica, o ePAD de
grafite foi suficientemente aplicado na analise de formulagao farmacéutica e o
ePAD de negro de fumo foi explorado com sucesso para a analise de L-

cisteina em amostra de plasma.
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Capitulo 5 - Abordagem ambientalmente amigavel e
portatil baseada em impressao 3D para deteccao co-
lorimétrica de inibidor de incrustacao sulfonato as-

sistida por smartphone



RESUMO
Esse capitulo apresenta um dispositivo colorimétrico miniaturizado para
detectar rapidamente inibidores de incrustagdo. A abordagem colorimétrica
fornece resultados visuais diretos assistidos pelo aplicativo de celular gratuito
Color Grab, eliminando a necessidade de instrumentacdo complexa. O
dispositivo inclui uma pequena camara para captura de imagem e um
componente com seis micropogos para analises colorimétricas, ambos
fabricados por impressao 3D. A fungdo da camara € manter o controle de luz
estavel. A avaliagao de viabilidade do dispositivo foi conduzida usando vinil
sulfonato de sédio (VS) como um composto modelo, em termos de inibidores
de incrustagcdo. As analises morfolégicas e perfilométricas destacaram os
padroes de impressao 3D e a preservacdao dos dispositivos apds a
reutilizagdo. A curva analitica para VS exibiu um comportamento linear (0,5 a
5,0 mg L', R? = 0,991), com limites de detecgéo e quantificagcdo de 0,10 mg
L' e 0,35 mg L, respectivamente. A analise de amostra real demonstrou
concordancia estatistica com o método espectrofotométrico. O estudo de
seletividade revelou baixa interferéncia de compostos inorganicos, espécies
organicas e inibidores de incrustacdes de outras classes quimicas. A analise
da métrica verde usando o programa AGREE produziu pontuagdes de 0,73 e
0,81 para espectrofotometria e colorimetria, respectivamente. Assim, o
método proposto prova ser uma abordagem promissora para monitorar
efetivamente a agua produzida, com potencial para analise no local de

interesse.

Palavras-Chave: ensaio colorimétrico; Color grab; reutilizavel; industria

petroquimica; agua produzida; manufatura aditiva.
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5.1. INTRODUCAO

A formacéo de incrustagao nos sistemas de produgao de petréleo é um
desafio comum enfrentado pela industria petrolifera. Durante o processo de
extracdo de petrdleo, a presenca de impurezas como minerais e compostos
organicos na agua produzida pode resultar na formacdo de depdsitos de
incrustacdes nas superficies internas de equipamentos e tubulacdes. Esses
depdsitos podem obstruir o fluxo de fluidos, reduzir a eficiéncia do processo e
aumentar os custos operacionais3®?3%, Para atenuar este problema, uma
abordagem eficaz é a utilizagdo de agentes quimicos com propriedades
inibidoras contra a formacado destes sais nas tubulagbes. Existem varias
classes quimicas de inibidores de incrustagcdo disponiveis, como ésteres de
fosfato, fosfonatos, polimeros como acrilatos, metacrilatos e copolimeros,
bem como sulfonatos®®!. Inibidores de incrustagdo poliméricos sé&o
frequentemente usados devido a sua maior estabilidade térmica e natureza
ecologicamente correta392-3%4,

O monitoramento preciso das concentragdes de inibidores de
incrustacéao é crucial para uma prevencao eficaz durante o tratamento de agua
produzida em operagbes de petrdleo e gas3%. Baixas concentragbes de
inibidor ndo sao capazes de prevenir a formagao de incrustagdes, enquanto
um excesso pode levar a formagao de pseudoincrustacdes. Além disso, esses
compostos podem causar impactos ambientais e desequilibrios
ecoldgicos389.39% Nesta perspectiva, o desenvolvimento de métodos analiticos
para identificacdo e quantificagcao destes componentes quimicos em efluentes
de tratamento de aguas residuais é de extrema importancia3®’.

A analise de inibidores de incrustacdes € um tema amplamente
explorado na literatura cientifica, onde diversos métodos tém sido
empregados para esse fim. Dentre esses métodos, destacam-se abordagens
baseadas em cromatografia e espectroscopia3®’-3%. Embora estas
abordagens tradicionais sejam eficazes, € importante destacar que podem ser
dispendiosas, demoradas, exigir equipamento especializado, etapas de pré-
tratamento de amostras e uma equipa técnica altamente qualificada3®®. Além
disso, a complexidade, o alto custo e o tempo necessario para a realizagao

das analises limitam sua aplicabilidade em ambientes industriais e de tempo
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real.

A miniaturizagdo dos sistemas analiticos totais (TAS) ocorrida na
década de 2000 abriu caminho para novas abordagens no campo da quimica
analitica*®?40' Essa tendéncia, aliada aos avangos nos instrumentos de
captura de imagens como cameras, scanners e smartphones, tem contribuido
para o aumento significativo do uso de sensores colorimétricos*%2. Esta
evolugdo impulsionou o desenvolvimento de diversos dispositivos
microanaliticos colorimétricos capazes de substituir ensaios tradicionalmente
realizados em laboratérios por processos controlados em microescala403-405,
O uso da analise colorimétrica, aliado a miniaturizacdo dos dispositivos,
oferece alternativas interessantes de deteccdo em diversas areas, como
analise de alimentos, monitoramento de medicamentos, diagndstico médico,
analise ambiental e ciéncia forense*%¢+12, Com beneficios como tempo de
analise reduzido, consumo minimo de amostra (em torno de pL), alto
desempenho analitico e portabilidade, eles podem ser usados fora do
ambiente laboratorial#1%413,

Nesse sentido, o presente estudo descreve o desenvolvimento de um
dispositivo colorimétrico miniaturizado para deteccao rapida, sensivel e facil
de usar para a deteccido de inibidores de incrustagdes. A abordagem
colorimétrica oferece a vantagem de fornecer resultados visuais diretos,
eliminando a necessidade de instrumentacdo complexa. Dessa forma,
propde-se a fabricagdo de uma pequena camara acoplada a um dispositivo
que contém seis micropogos para reagdes de analise colorimétrica. A camara
desempenha um papel critico no controle da luz ambiente, essencial para a
obtencao de resultados precisos. A captura das imagens é realizada atraves
de um smartphone com o aplicativo (App) Color Grab, disponivel para
sistemas Android, que permite capturar as cores das amostras e extrair os
valores RGB. Afabricagao dos dispositivos foi realizada utilizando a tecnologia
de impresséo 3D de modelagem por deposigao fundida (FDM), conhecida por
sua operacgado simples e baixo custo*'*. Neste método de impressao 3D, os
filamentos termoplasticos aquecidos sdo depositados em camadas
sucessivas através de um bico de extrusao até que a pega esteja completa. A

plataforma de impressao € mantida a uma temperatura inferior (60 °C) a do
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bocal de extrusao (215 °C), permitindo que cada camada solidifique antes da
deposi¢ao da camada seguinte, garantindo a adesao do objeto a plataforma
de impressao.

A viabilidade analitica do dispositivo proposto foi avaliada utilizando
vinilsulfonato de sddio (VS), um precursor dos inibidores de incrustagdes de
sulfonatos, um dos principais inibidores do tipo sulfonato, pois apresenta
desafios no monitoramento em comparacdo com outras classes de inibidores
devido a sua menor reatividade*'®416, A caracterizagdo das propriedades
Opticas e a otimizagao das condi¢des do ensaio serdao abordadas para garantir
a precisdo e seletividade do dispositivo. Adicionalmente, serdo realizados
testes em amostras reais de sistemas industriais para validar a eficacia do
dispositivo desenvolvido. Ao fornecer um sistema miniaturizado para analise
de inibidores de incrustacao, acredita-se que esta ferramenta analitica possa
oferecer alternativas praticas e acessiveis para empresas da industria
petrolifera monitorarem e controlarem a presengca e concentracdo de
inibidores na agua produzida. Isto permite a identificagdo de problemas de
incrustacdo, melhora os processos de tratamento de agua e permite a
implementagcdo de medidas corretivas de forma mais eficiente. Como
resultado, é possivel melhorar a qualidade da agua produzida, reduzir custos
de tratamento e mitigar os riscos associados a incrustacdo na industria

petrolifera.

5.2. OBJETIVOS
5.2.1. Objetivo geral
Propor uma plataforma analitica portatil e reusavel impressa em 3D

para realizar deteccao colorimétrica assistida por smartphone.

5.2.2. Objetivos especificos
e Empregar a técnica de impressao 3D para construir uma plataforma
analitica colorimétrica;
e Acoplar o protétipo analitico ao uso de um aplicativo de celular para

efetuar as analises;
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e Aplicar o dispositivo colorimétrico na analise de vinil sulfonato de sédio
(VS) visando aplicagbes da industria do petréleo em matrizes de agua
produzida;

e Avaliar quao de acordo com os principios da Quimica verde a plata-
forma analitica é, a partir do uso do soffware de métrica analitica verde
AGREE (do inglés 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 potassio (Kl), cloreto de
potassio (KCI), cloreto de sédio (NaCl), cloreto de calcio (CaCl) , cloreto de
cobre (CuClz), cloreto de magnésio (MgClz), sulfato ferroso (FeSOs4), sulfato
de cobre (CuSOs), nitrato de chumbo (PbNOs3), nitrato de bario (BaNOs3),
carbonato de calcio (Ca2C0s3), bicarbonato de calcio (CaHCO3), acético acido
(CH3COOH) e monoetilenoglicol (C2HsO2) foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(Saint Louis, MO, EUA). Acido bérico, acido acético, acido fosférico e etanol
foram adquiridos da Neon (Suzano, SP, Brasil). O vinilsulfonato de sédio (VS)
foi obtido da Loja Quimica (S&o Paulo, SP, Brasil). Polidisperso HPMA e
polidisperso A1 foram recebidas da Polyorganic Tecnologia Ltda (Sao Paulo,
SP, Brasil). Todos os reagentes foram usados como recebidos. Solugdes
estoque e padrdao foram preparadas utilizando agua ultrapura com
resistividade de 18, 2 MQ cm (Direct-Q 3, Millipore, Darmstadt, Alemanha).
Filamentos termoplasticos de acido polilatico (g = 1,75 mm) foram fornecidos
pela 3D Fila (Belo Horizonte, MG, Brasil).

5.3.2. Instrumentagao
A plataforma portatil de deteccao colorimétrica baseada em micropogos
deslizantes foi impressa através de uma impressora 3D de mesa multimaterial
modelo i3MK2 de cddigo aberto da Prusa Research (Praga, Republica
Tcheca). As cameras dos smartphones RedMi Note lite (Xiaomi) e Moto G8
(Motorola) foram adquiridas em lojas locais (Goiania, GO, Brasil). O
espectrofotbmetro UV-Vis modelo UV-M51 foi obtido da Bel Photonics
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(Piracicaba, SP, Brasil).

5.3.3. Fabricagao de micropogos e mini estudio

O sistema analitico portatil miniaturizado foi produzido utilizando a
técnica de impressdo 3D baseada em modelo de deposi¢do por fusdo
(FDM)*'7. Para tanto, o desenho tridimensional foi criado no software grafico
AutoCAD® 2016 (Autodesk, San Rafael, CA, EUA) e impresso com o auxilio
de uma impressora 3D Original Prusa i3 mk2/S (Prusa Research s.r.0., Praga,
Republica Checa). A arquitetura do aparelho envolveu o acoplamento entre
uma camara de controle de luz e um dispositivo deslizante composto por 6
micropogos. A camara foi composta por trés pecas de encaixe, incluindo a
base, a parede e uma tampa para integrar-se aos micropogos e o smartphone.
A dimenséao total do dispositivo foi de aproximadamente 18,5 x 9,5 x 10,5 cm.
Em termos dos micropogos, cada zona de reagao colorimétrica do dispositivo
deslizante possui diametro de 5 mm e uma altura de 1,5 mm. Todas as pecas
foram impressas com filamento de acido polilatico (PLA), um termoplastico
biodegradavel feito de recursos renovaveis como amido de milho e cana-de-
agucar, adquirido da 3DX Filamentos (Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil). Uma
ilustragcado esquematica do sistema de deteccao colorimétrica esta disponivel

na Figura 5.1.

Mini Studio impresso

Impressao 3D

Spot-test impresso /

Detecgao colorimétrica
com Smartphone

Figura 5.1. Esquema representativo da construgdo dos micropogos e mini
estudio via impressao 3D, bem como a montagem do sistema para efetuar
deteccéao colorimétrica usando smartphone. Fonte: Autoria prépria.

152



5.3.4. Medi¢oes de microscopia 6ptica

A morfologia da superficie das areas circulares nos dispositivos
micropog¢os impressos foi analisada usando Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) com um microscépio JEOL (modelo JSM-6610, Waltham,
MA, EUA). As dimensdes reais das areas circulares foram medidas através de
perfilometria 6ptica, empregando o microscépio confocal a laser Axio Imager
Z2 (Carl Zeiss Co. Ltd., Alemanha).

5.3.5. Otimizagao experimental

Otimizagbes experimentais foram realizadas para selecionar o corante
metacromatico, a concentragdo do tampao Britton-Robinson (BR), a
concentragcdo do agente cromogénico, definir a melhor condicdo de
luminosidade e selecionar o tempo de aquisigao da imagem. Nesse sentido,
a concentragado de VS foi fixada em 5 mgL-! e o volume utilizado nas analises
foi de 25 uL de amostra seguido da adi¢do de 5 uL de agente cromogénico.
Todos os experimentos de otimizagcao foram realizados em sextuplicata e sob
ativagao de lanterna (exceto o experimento de otimizagdo de iluminagao).
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 selegdo do agente cromogénico foram utilizados diferentes
compostos metacromaticos azul de Nilo sulfato A, azul de metileno, azul
brilhante de Coomassie e azul de toluidina na concentragdo de 100 umol L-'.
Para tanto, 5 pL de cada cromogénio foram adicionados a 25 uL de VS 5 mg
L' em BR 0,025 mol L' (pH 2,2) e analisados colorimetricamente com auxilio
de um smartphone.

Para otimizar a concentracdo do tamp&o BR, sua concentragdo na
solugéo VS variou entre 0,010; 0,015; 0,020 e 0,025 mol L-'. Neste ensaio
foram adicionados 25 pyL de VS em cada micropogo e, posteriormente, 5 pL
de sulfato de NB na concentragdo de 100 umol L-'. Posteriormente, os
micropogos foram analisadas por meio de aplicativo de celular.

Quanto a otimizagao da concentragcao de NB, foram testados 50; 100;
150 e 200 ymol L. Para VS, foi considerada uma solugdo de 5 mg L' de VS
em tampao BR 0,020 mol L' (pH= 2,2).
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Para avaliar a resposta colorimétrica sob diferentes condi¢cdes de
iluminagao, a reagdo entre VS 5 mg L' e BR 0,020 mol L' foram testadas sob
iluminagao de lanterna, auséncia de iluminacgéo, ajuste de luzem +1,5 e +2,0.
Finalmente, o tempo para captura de imagem foi estudado entre o tempo 0
(imediatamente apds a mistura de VS e cromogénio), 5; 10; 25; 20; 25 e 30
minutos sob iluminagdo +2,0 e as condigdes experimentais acima

mencionadas.

5.3.6. Analise colorimétrica

Para reagdes colorimétricas, 25 pL de VS variando de 0,5 a 5,0 mg L™’
preparado em tampao BR 0,020 mol L' (pH = 2,2) foram adicionados ao
micropogo, seguido de adigdo de 5 uL de azul de Nilo sulfato A 100 umol L.
Imediatamente apds a mistura da amostra e do cromogeno, o micropogo foi
inserido no mini estudio fabricado por impressao 3D. Posteriormente, uma
imagem de cada micropogo (a partir do deslizamento horizontal) foi capturada
individualmente usando o aplicativo movel gratuito chamado Color Grab
(versdo 3.9.2, Loomatix®). Apds aquisicdo da cor do produto da reagéo 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 (versdo Student 2023).
Uma imagem esquematizando o processo de obtengédo dos resultados esta

disponivel na Figura 5.2.
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Figura 5.2. Representacdo esquematica do procedimento utilizado para
aquisicao de valores RGB utilizando o protétipo impresso em 3D e o aplicativo
movel Color Grab. Fonte: Autoria propria.

5.3.7. Preparo da amostra

Resumidamente, duas amostras diferentes de &gua produzida,
denominadas #1 e #2, foram filtradas com o auxilio de um filtro de particulas
de 22 ym de didmetro e uma seringa. A seguir, as amostras foram diluidas em
agua na proporgao de 1:10 (amostra:solvente). Posteriormente, as amostras
#1 e #2 foram enriquecidas com trés diferentes niveis de concentragéo de VS
(1,5, 2,5 e 3,5 mg L"), visando serem analisadas pelo método proposto e via

espectrofotometria.

5.3.8. Analise comparativa

Para a analise comparativa, duas amostras de agua produzida foram
enriquecidas com trés diferentes niveis de concentracao de VS (1,5,2,5e 3,5
mg L') em tampao BR 0,020 mol L. Para o experimento utilizando o
dispositivo impresso em 3D, foram adicionados 25 pyL de amostra aos
micropogos, seguido da adigdo de 5 pL de cromogénio NB. Imediatamente
apos a mistura, os dados de intensidade de cor foram obtidos no aplicativo
Golor Grab. Estas analises foram realizadas em ftriplicata.

Paralelamente, no que diz respeito a analise comparativa, foram
realizados experimentos espectrofotométricos em comprimentos de onda

entre 400 e 600 nm utilizando o protocolo adaptado de Myers et al.*'®. Para
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obtengcdo da curva analitica preparou-se solugbes padrdo de VS nas
concentragdes de 1,0; 2,0; 3,0, 4,0 e 5,0 mg L' em tamp&o BR 0,020 mol L.
Em seguida, a amostra e o cromogeno foram misturados utilizando-se 4,17
mL e 830 L, respectivamente, em baldo volumétrico de 5 mL para promover
a mesma propor¢ao utilizada nos ensaios colorimétricos miniaturizados.
Finalmente, 3 mL das solugdes resultantes foram adicionados a uma cubeta

de quartzo.

5.4. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.4.1. Fabricagcao dos micropogos e do mini estudio

Para desenvolver o sistema de detecgao colorimétrica de inibidores de
incrustacao portatil, fabricou-se uma camara para controle de luminosidade e
um dispositivo de contendo micropogos em formato de tira deslizante por meio
da técnica de impressdo 3D. A camara impressa consistiu em trés partes
correspondentes: base, parede e tampa.

Em relacdo a base, ela possui um slot que permite que o dispositivo de
micropogos seja deslizado para frente e para tras, facilitando a captura
individual da imagem de cada ponto de maneira controlada. Em relagéo a
tampa da camara, sua funcado € manter o sistema fechado para aprimorar o
controle de luminosidade e viabilizar a integragdo com um smartphone, o qual
funciona como detector colorimétrico quando conectado a um aplicativo mével
para captura de cores e/ou imagens. A distancia entre a camera do
smartphone e o topo do micropogo foi estabelecida com base na altura da
parede da camara impressa, que era de aproximadamente 10,5 cm. Esta
medi¢ao permitiu alcangar o ajuste de foco ideal para captura de imagem. O
aparelho de detecgao foi inteiramente fabricado pelo processo de impressao
3D FDM a partir de material termoplastico PLA com temperatura do bico de
215 °C e temperatura da plataforma de impressao de 60 °C. O tempo total de
impressao foi de cerca de 15 horas, e o0 custo estimado de fabricacdo da
camara e do dispositivo de teste pontual foi de cerca de US$ 8,00.

E importante ressaltar que a montagem do sistema impresso é
extremamente simples e intuitiva, seguindo uma abordagem plug-and-play,

nao necessitando de colas, adesivos ou parafusos. Dessa forma, a
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estruturagdo da instrumentacéo analitica proposta € pratica, conveniente, e
fabricada em uma Unica etapa, sendo necessaria apenas a conexao das
pecas para habilitar o sistema para uso. Ademais, o filamento empregado na
fabricagdo do dispositivo consiste em um material biodegradavel,
diferentemente de algumas resinas téxicas comumente exploradas na area

quimica.

5.4.2. Caracterizagao morfolégica e perfilométrica

Uma caracteristica intrinseca da impressao FDM ¢ a textura aspera que
emerge na superficie do objeto impresso, resultante do trajeto do bico ao
depositar o filamento termoplastico durante a fabricagdo. No contexto de
dispositivos analiticos impressos em 3D, esta rugosidade pode promover a
acumulagao ou adsorcao de reagentes, impulsionada pelo efeito memoria
entre analises, afetando potencialmente analises subsequentes. Diante desse
cenario, investigou-se a possibilidade de reutilizar os dispositivos de teste
pontual impressos em 3D. Para tanto, os dispositivos foram reutilizados
inumeras vezes, passando por lavagem com agua, sabdo e escovacgao,
seguida de um enxague com etanol apos cada uso. Como resultado, nao foi
observada absor¢cdo de coloragdo de reagentes residuais da reagao
colorimétrica na superficie dos dispositivos impressos.

Nesse contexto, a microscopia eletronica de varredura foi empregada
para uma analise mais detalhada da superficie do dispositivo. As imagens de
MEV apresentadas na Figura 5.3 A-C revelaram a presenca de uma superficie
em camadas nas areas circulares impressas, caracteristica da impressao 3D
e, nao foi possivel a identificacdo de componentes reacionais adsorvidos.
Esses resultados demonstram a preservagao dos dispositivos apds o uso,
indicando sua durabilidade e viabilidade no que se refere a reutilizagao.

As reais dimensbdes dos micropogos deslizantes em termos de
profundidade e o didmetro das zonas de detecc¢ao impressas foram avaliados
por microscopia optica confocal. A Figura 5.3 D representa a microscopia
Optica e o perfil medido da zona de deteccédo do dispositivo do micropogo
impresso. A profundidade obtida foi de aproximadamente 1,49 mm, em linha

com o valor de impressao projetado de 1,5 mm. O didmetro medido foi de 4,77
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mm, com erro relativo de 4,6% em relagdo ao valor inicialmente projetado de
5,0 mm. A ligeira divergéncia entre os valores esperados e reais das
dimensdes do dispositivo estdo relacionadas as limitagdes de resolugao do
método de impressdo FDM, que dependem de varios fatores, incluindo a
resolugdo dos componentes da impressora e os parametros de impressdo*®.
Uma vez que o erro relativo obtido é baixo, infere-se que a FDM se mostrou
eficiente no projeto das estruturas tridimensionais enquanto plataforma
analitica e que o dispositivo €, portanto, adequado para uso em analises,

inclusive, reutilizando a plataforma.

Figura 5.3. (A) Imagens de MEV mostrando detalhes da superficie na zona
de detecgao do dispositivo em formato de micropogo. (D) Microscopia Optica
e medidas perfilométricas da zona de teste. Fonte: Autoria prépria.

5.4.3. Otimizacao de parametros experimentais

A reagao quimica entre VS e o agente cromogénico (sulfato azul do
Nilo) com propriedade metacromatica foi explorada para avaliar a
aplicabilidade do protétipo de detecgdo colorimétrica impresso em 3D
proposto. Neste sistema, ocorre uma mudanga de cor quando os polimeros

anidénicos reagem com corantes metacromaticos sob condi¢cdes acidas (pH
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<3). Assim, os grupos acidos sulfénicos induzem alteracbes de cor
metacromaticas que podem ser detectadas por meio de analise
colorimétrica*!8,

Para melhorar o desempenho analitico, diferentes parametros
operacionais foram otimizados. Espécies cromogénicas, concentragdo de
tampéao BR, concentragdo de cromogénio, ajuste de luminosidade e tempo de
captura de imagem foram cuidadosamente avaliados.

Para o estudo dos cromdgenos, foram empregados diferentes corantes
metacromaticos, como azul de toluidina, azul brilhante, azul de metileno e azul
sulfato do Nilo, na concentragédo de 100 ymol L-'. A concentragéo de VS foi
fixada em 5 mg L' em tampao BR 0,01 mol L-'. A Figura 5.4 A-B mostra uma
representacao grafica referente a intensidade do sinal apds a subtragdo do
branco para cada cromogeno explorado e revela que o maior valor de
intensidade de pixel para o VS ocorreu na presenga de NB. Portanto, este

cromoégeno foi definido para experimentos subsequentes.
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Figura 5.4. Otimizagdo de cromogeno. (A) Paleta de cores referente ao
branco e VS usando diferentes cromégenos. (B) Representagao grafica do
comportamento do VS versus diferentes cromogenos. Fonte: Autoria prépria.

O préximo parametro estudado foi o efeito da variagao da concentracao
do tampao BR na reagdo quimica. A Figura 5.5 A-B exibe os resultados
obtidos. Conforme demonstrado, a concentragdo do tampéao BR (pH 2,2) nédo
interfere muito na intensidade do sinal analitico, exceto por um ligeiro aumento
na intensidade dos pixels obtido mediante o uso da concentracdo de 0,020

mol L-' de tamp&o BR. Sendo assim, a concentracao do tampao selecionada
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foi de 0,020 mol L.
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Figura 5.5. Otimizagdo da concentracdo do tampao Britton-Robinson para
analise VS usando sulfato de azul do Nilo. (A) Paleta de cores referente ao
branco e VS utilizando diferentes concentragcbes de tampado BR. (B)
Representagdo grafica do comportamento do VS frente a diferentes
concentragcdes do tampéao BR. Fonte: Autoria propria.

O impacto de alteragdes na concentragdo do cromogénio na reagao
empregada também foi averiguado. As concentragcdes de NB utilizadas neste
estudo foram 50; 100; 150 e 200 ymol L. A Figura 5.6 demonstra que a
intensidade do sinal analitico aumenta consideravelmente quando a
concentragdo é aumentada de 50 para até 100 ymol L. Além disso, para
concentragdes de 150 umol L' e 200 ymol L' ha diminuigdo na intensidade
dos pixels. Portanto, optou-se por continuar trabalhando com o cromégeno

NB na concentracdo de 100 umol L.
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Figura 5.6. Otimizacdo da concentragdo de azul de Nilo sulfato A para
analise de VS. (A) Paleta de cores referente ao branco e VS utilizando
diferentes concentracdes de azul de Nilo sulfato A. (B) Representacao
grafica do comportamento do VS 5 mg L™ frente a diferentes concentrages
de azul de Nilo sulfato A. Fonte: Autoria propria.

Um aspecto importante a considerar € que visualmente a reacéo entre
o corante metacromatico e o VS mudou a cor de azul para lilas. Porém, na
condigdo de uso da lanterna (que pode ser acionada pelo aplicativo Color
Grab), as paletas de cores geradas ndo se apresentavam fidedignas a cor
observada a olho nu. Desta forma, o efeito de interferéncia das condi¢des de
controle de luz sob diferentes parametros foi avaliado sistematicamente. Para
tanto, coletou-se os resultados sobre parametros otimizados na auséncia do
uso de lanterna de celular, presenga de lanterna, bem como ajustes de
iluminagdo em +1,5 e +2,0. Conforme indicado na Figura 5.7, a fonte de
iluminagcao proporcionada pelo uso de lanterna apresentou uma apreciavel
magnitude de sinal analitico. Na auséncia de qualquer iluminagao, houve
diminuicdo 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 a cor real observada nos micropogos. Como
0 parametro de iluminagao +2,0 promoveu uma maior intensidade de pixels,
além de um baixo desvio padrao nas analises, bem como uma cor mais
proxima da observada a olho nu, este parametro foi selecionado para dar

continuidade as analises.
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Figura 5.7. Otimizacdo de luz. (A) Paleta de cores referente ao branco e VS
usando diferentes condi¢cdes de iluminagdo. (B) Representagado grafica do
comportamento do VS em relagao a diferentes parametros de iluminagao do
aplicativo movel Color Grab. Fonte: Autoria propria.

Por fim, a cinética da reagao foi investigada imediatamente apds a
reacdo 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 fungdo do tempo. Pode-se observar que a reacao
prossegue com maior magnitude de sinal analitico imediatamente apds a
realizacdo da reacdo colorimétrica. A medida que o tempo aumenta, a
magnitude do sinal analitico sofre uma ligeira e discreta diminuigao até 5 min,
seguida de relativa estabilizagdo. Nessa perspectiva, o tempo imediatamente
apods a reacgao foi selecionado visando a maior intensidade de sinal, além de

garantir que a analise ocorra rapidamente.
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Figura 5.8. Estudo da cinética de reacao (A) Paleta de cores para branco e
VS utilizando diferentes tempos de coleta de dados (B) Representagéo
grafica do comportamento do VS ao utilizar diferentes tempos de aquisicao
de imagem. Fonte: Autoria prépria.

As condigdes experimentais de cromogeno, concentracdo do tampao
BR, concentragdo do cromoégeno, luminosidade e tempo para captura de
dados, estabelecidos como condi¢gdes 6timas para a reagdo quimica do VS,
estdo sumarizadas na Tabela 5.1.

Tabela 5.1. Estudo da otimizagdo de parametros operacionais para detecgao
de VS.

Parametro Condicgao ou faixa estudada Parametro 6timo
Azul de toluidina, azul brilhante,
Azul de Nilo
Cromégeno azul de metileno e sulfato de
sulfato A
azul do Nilo
Concentragao do 0,010; 0,015; 0,020 e 0,025 mol
0,020 mol L
tampéo BR L
Concentragao do
) 50; 100; 150 e 200 ymol L 100 pymol L
cromogeno AN
Com lanterna, sem luz, +1,5 e
Luminosidade +2,0
+2,0
Tempo para a captura . _
0; 5; 10; 15; 20; 25 e 30 min 0 min

de imagem

5.4.4. Desempenho analitico

Apo6s a otimizacdo dos parametros operacionais, construiu-se uma
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curva analitica para deteccdo de VS utilizando sextuplicata. A faixa do
comportamento linear para diferentes concentragdes de VS foi de 0,5 a 5,0
mg L' com base no uso da camera do smartphone como detector (Figura 5.9
A-B). A equagao linear obtida foi y = 18,2x -1 com R? = 0,991 para leituras de
VS. O limite de detecgéo (LOD) foi calculado com base na equagéo abaixo®’:

3S 5
LOD = TD (Equacéao 5.1)

Onde, Sj, € o desvio padrao do branco (n = 10) e s refere-se a inclinagao
fornecida pela curva analitica.

Os valores limites de deteccdo e quantificagédo (LQ) foram 0,10 mg L
e 0,35 mg L, respectivamente. A faixa linear obtida apresentou semelhancgas
com o comportamento observado com diferentes sulfonatos, como o benzeno
sulfonato e o acido 2-acrilamido-2-metil propil sulfénico via analise

espectrofotométrica*!®.
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Figura 5.9. (A) Paleta de cores referente as concentragdes de 0,5 a 5,0 mg
L-1. (B) Curva analitica para VS de 0,5 a 5,0 mg L™". Fonte: Autoria prépria.

Para verificar a influéncia do uso de diferentes marcas de smartphones
na resposta analitica do VS, foram realizados testes colorimétricos utilizando
2 celulares diferentes na auséncia de ajuste de iluminagao (para equalizar as
condi¢cdes de ambos os aparelhos). A faixa de concentragao de VS testada foi
de 0,5a5,0 mg L. AFigura 5.10 demonstra as curvas analiticas com analises
em sextuplicatas obtidas para um dispositivo Xiaomi Redmi Note 10 lite € um
Moto G8. Como pode ser observado, os dados coletados pelos diferentes

celulares apresentaram uma ligeira variagdo na intensidade do sinal
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considerando a mesma faixa linear e condi¢des. As equacgdes da reta e os
coeficientes de correlagédo das curvas analiticas foram y = 12,0x + 0,3 (R? =
0,996) e y = 12,5x + 0,6 (R? = 0,986) para o Xiaomi Redmi Note 10 lite e 0
Moto G8, respectivamente. A sensibilidade analitica para a curva do Xiaomi
foi de 12,0 U.A./mg L', enquanto para a curva obtida do Moto G8 foi de 12,5
U.A./mg L', sendo, portanto, os valores obtidos muito préximos. Embora a
variagao 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 nao se testou as demais marcas disponiveis no

mercado.
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Figura 5.10. Curvas VS analiticas obtidas usando diferentes marcas de
celulares nas mesmas condigdes experimentais e sem ajuste de iluminagao.
Fonte: Autoria prépria.

5.4.5. Estudos de repetibilidade e reprodutibilidade

A repetibilidade e reprodutibilidade do método colorimétrico proposto
para andlise de 5 mg L' de VS em 100 pymol L' de tampao BR (pH = 2,2)
foram determinadas com base no desvio padrao relativo das intensidades de
pixels obtidos. Quanto a repetibilidade, foi considerada a resposta
colorimétrica de 6 micropocos do mesmo dispositivo. Por outro lado, para
reprodutibilidade, foram consideradas para o calculo as analises
sextuplicadas de 5 dispositivos diferentes. Os valores DPR para repetibilidade
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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 analiticas e aplicagdes*’ 4%,

demonstrando que o método proposto € benéfico para a analise do VS de

modo portatil.
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Figura 5.11. Testes analiticos referentes ao estudo de repetibilidade para seis
micropogos de em unica plataforma. (A) Paleta de cor proveniente da reagao
colorimétrica obtido para cada replicata. (B) Histograma referente ao teste de
repetibilidade para andlise de VS na concentragdo de 5 mg L. Testes
analiticos referentes ao estudo de reprodutibilidade para seis micropocos
diferentes. (C) Paleta de cores obtida para cada dispositivo. (D) Histograma
referente ao ensaio de reprodutibilidade para analise de SV na concentragcao
de 5 mg L-'. Fonte: Autoria propria.

5.4.6. Estudo interferente e analise de amostras reais
A seletividade do método proposto também foi testada por meio da

analise de VS na presenca de diferentes classes de compostos, como sais
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inorganicos (KI, KCI, NaCl, CaClz, CuClz, MgCl2, CuSO4, PbNOs, BaNOs,
Ca2C0s3, CaH(CO3)2), solventes organicos (CH3COOH, C2HsO2, C2HsO2),
além de outros inibidores de incrustagées (HPMA e polidisperso A1). Arelagao
analito:interferente neste estudo foi de 1:10, sendo as concentracdes
utilizadas de 5 mg L' de VS e 50 mg L' de interferente. Conforme mostrado
na representacao grafica da Figura 5.12 A-B, por meio do histograma, os
valores de interferéncia variaram entre 90% e 105%. Dessa forma, os
resultados experimentais demonstraram que, na presenca das classes de
substancias quimicas supracitadas, que eventualmente podem estar
presentes em matrizes de amostras complexas, ndo houve interferéncia
significativamente grande, evidenciando a apreciavel seletividade do estudo

proposto.
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Figura 5.12. Estudo de seletividade na proporgdo de 1:10
(analito:interferente) utilizando iodeto de potassio (KI), cloreto de potassio
(KCI), cloreto de sédio (NaCl), cloreto de calcio (CaClz), cloreto de cobre
(CuCl2), cloreto de magnésio (MgCl2) , cloreto de cobre (CuClz), cloreto de
magnesio (MgClz) , sulfato de ferro (FeSO4), sulfato de cobre (CuSQOas), nitrato
de chumbo (PbNO3), nitrato de bario (BaNO3), carbonato de calcio (Ca2C0O3),
bicarbonato de calcio (Ca(HCOs3)2), acido acético (CHsCOOH), etilenoglicol
(C2Hs0O2), HPMA polidisperso (HPMA) e A1 polidisperso (Pol. A1). Fonte:
Autoria propria.

5.4.7. Experimentos de adi¢ao e recuperagao

Para investigar a aplicabilidade do método em uma aplicagao real de
interesse da industria petroquimica, duas amostras diferentes de agua
produzida, denominadas #1, #2, foram analisadas. Entretanto, a presenca de

VS néo foi identificada nas amostras (< LOD). Na sequéncia, realizou-se um
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estudo de adicéo e recuperagao considerando trés niveis de concentragoes
de VS (1,5; 2,5 e 3,5 mg L") utilizando-se duas amostras de agua produzida
diluidas na proporcéo de 1:10. Os valores de recuperagado para o método
proposto variaram de 84 a 103% e estao dentro da faixa aceita. Para o método
espectrofotométrico comparativo (cuja curva analitica pode ser vista na Figura
5.13), os valores de recuperacao foram de 80 a 108%. Realizou-se, entdo, 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-critico
(2,92), pode-se inferir que o método proposto e a abordagem
espectrofotométrica ndo apresentaram diferencga estatisticamente significativa
ao nivel de confianga de 95%. A Tabela 5.2 exibe os resultados obtidos com o
teste de adigao e recuperacdo, bem como a comparacéao entre os resultados

obtidos pelo método proposto e um método comparativo via

espectrofotometria.
114 1
(A) ——Branco (B) 0,56
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12 mer 0,50
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Figura 5.13. (A) Espectro de absor¢do para VS em diferentes
concentragdes entre comprimentos de onda de 400 a 600 nm. (B) Curva de
calibragado de VS usando espectrofotometria. Fonte: Autoria prépria.
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Tabela 5.2. Comparagao da analise de VS em agua produzida utilizando a
técnica de colorimetria e espectrofotometria.

Colorimetria

Espectrofotometria

VS
Amostra ad(:ﬁigolﬁv;lo (mg L) Recug/t:;agéo (mg L) Recug/c:;'agéo
Agua produzida #1 1,5 1,4+0,1 93 1,35+ 0,08 90
Agua produzida #1 2,5 2,1+0,2 88 2,00 £ 0,02 80
Agua produzida #1 3,5 3,2+0,6 91 3,30 £ 0,04 94
Agua produzida #2 1,5 1,6 +0,6 90 1,62 £ 0,04 108
Agua produzida #2 2,5 24+0,2 93 2,52 + 0,04 101
Agua produzida #2 3,5 3,3+0,2 93 3,28 £ 0,05 93

A luz dos resultados obtidos com o teste de adicdo e recuperacéo,
infere-se que o método colorimétrico portatil proposto € uma estratégia
analitica simples, acessivel e extremamente versatil para ser aplicada em
testes colorimétricos para analise de inibidores de incrustagdo no campo.
Sobretudo, usando um baixo volume de amostra. E importante destacar que
a plataforma analitica poderia ser explorada, ainda, em inumeras vertentes

desde que compativeis com o material usado na impressao 3D.

5.4.8. Analise AGREE

Para avaliar a métrica verde do método proposto em comparagao com
a técnica espectrofotométrica, foi utilizada a calculadora Analytical Greenness
Metric (AGREE) baseada nos 12 principios da quimica analitica. Os aspectos
considerados sao: (1) tratamento de amostra, (2) quantidade de amostra, (3)
posicionamento do dispositivo, (4) etapas de preparagcdo da amostra, (5)
automacgao-miniaturizagao, (6) derivatizagao, (7) residuos, (8) rendimento da
analise, (9) consumo de energia, (10) fonte de reagentes, (11) toxicidade e
(12) seguranca do operador. Esta abordagem analitica possui um valor de
pontuacgao geral que varia entre 0 e 1, de modo que quando mais proximo de
1, mais ecologicamente correto é o método*?*. Como pode ser observado na
Figura 5.14 A-B, os valores obtidos foram de 0,73 e 0,81 para

espectrofotometria e deteccado colorimétrica, respectivamente. Sendo assim,
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os valores de score obtidos apontam que o protocolo proposto é mais
sustentavel que o método convencional via espectrofotometria. Em relagéo
aos principios da quimica verde investigados, os parametros que
apresentaram diferengas com maior impacto foram o volume da amostra e a
produgao de residuos. Estas caracteristicas sédo especialmente vantajosas
para analisar amostras onde ndo ha muito volume disponivel. Ademais, os
micropogos impressos em 3D associados ao uso de smartphone para a
realizagcao das analises proporcionam portabilidade, simplicidade ao analista

e, principalmente, baseados nos principios da quimica verde.

. Tratamento de amostra

. Quantidade de amostra

. Posicionamento do dispositivo
Etapas de preparacdo da amostra
Automacao-miniaturizagao

. Derivatizagao

. Residuos

. Rendimento da analise

. Consumo de energia

10. Fonte de reagentes

11. Toxicidade

12. Seguranca do operador

©COENOAWNS

Figura 5.14. Andlise métrica verde usando software AGREE. Fonte: Autoria
propria.

5.5. CONSIDERAGOES PARCIAIS

Este estudo apresentou um método inovador e sustentavel para a
deteccao de vinil sulfonato de soédio, um precursor dos inibidores de
incrustagdes de sulfonatos, através de uma abordagem colorimétrica portatil
e ecologicamente correta. A utilizacdo de uma plataforma deslizante de
micropogos em conjunto com uma camara impressa em 3D mostrou-se eficaz
na promogao da reagao entre um corante metacromatico e o grupo sulfonato,
possibilitando o monitoramento da mudanca de cor do azul para o roxo através
de um smartphone. As analises morfolégicas e perfilométricas evidenciaram
a preservacado do dispositivo apds multiplas reutilizagdes, com dimensdes
préximas aos valores inicialmente projetados. A metodologia proposta atingiu
limites de detecgdo e quantificagdo de 0,10 mg L' e 0,35 mg L7,
respectivamente, demonstrando uma boa sensibilidade para o método. A

comparagao dos resultados obtidos com amostras de agua da industria
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petroquimica com o método de referéncia da espectrofotometria revelou
concordancia estatistica, mostrando a eficacia pratica da metodologia
proposta. Além disso, a analise de seletividade mostrou baixa interferéncia de
compostos inorgéanicos, espécies organicas e inibidores de incrustagdes de
outras classes quimicas, reafirmando a real aplicabilidade do método. Além
disso, a avaliagao 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 eficiéncia do método
colorimétrico portatii e verde desenvolvido, posicionando-0 como uma
alternativa promissora para monitoramento de espécies quimicas em aguas
produzidas. Sua capacidade analitica no local o torna uma ferramenta valiosa
para aplicagdes praticas, contribuindo para avancgos significativos na detecgao
e controle de compostos relevantes em ambientes industriais. Ao fornecer um
sistema miniaturizado para analise de inibidores de incrustacdo, acredita-se
que esta ferramenta analitica pode oferecer uma alternativa pratica e
acessivel para empresas da industria petrolifera monitorarem e controlarem a
presenca e concentracdo de inibidores na agua produzida. Isto permite a
identificacdo de problemas de formacdo de incrustagdes, melhora os
processos de tratamento de agua e permite a implementacdo de medidas
corretivas de forma mais eficiente. Como resultado, torna-se possivel
melhorar a qualidade da agua produzida, reduzir custos de tratamento e
mitigar os riscos associados a formacado de incrustacbes na industria

petrolifera.
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Capitulo 6 - Conclusoes gerais



6.1. CONCLUSOES

Esta pesquisa de doutorado foi dedicada ao desenvolvimento de
plataformas analiticas e métodos analiticos, em sua maioria, de custo
acessivel, ambientalmente amigavel e com potencial para analises no campo,
de maneira plural e multifacetada. As técnicas analiticas protagonistas
exploradas englobaram, especialmente, a area da eletroquimica, da
colorimetria e da microfluidica digital. Os maiores desafios encontrados
estiveram relacionados a propor métodos analiticos que atendessem
importantes demandas das areas clinica, controle de produtos farmacéuticos
e industria do petrdleo, com sensibilidade, seletividade e potencialidade
suficiente para serem testadas frente as “aplicagdes reais” enfrentadas no dia
a dia. Para alcancgar o éxito do estudo, estratégias de personalizagéo de tintas
condutoras, modificacdo de sensores eletroquimicos com nanomateriais,
exploragéo de materiais de elevada atividade catalitica e a proposi¢ao de uma
plataforma analitica de deteccdo colorimétrica contendo controle de luz
associada ao uso de smartphone foram fundamentais.

O capitulo 1 trouxe um vasto estado da arte, bem como arcaboucgo
tedrico, interconectando diversas subareas inerentes a Quimica Analitica.
Partiu-se do ambito da microfabricagao, explanou-se aspectos inerentes aos
sensores eletroquimicos, colorimétricos e microfluidica digital e prosseguiu-se
para a importancia da realizacdo de aplicagdes point-of-care. A construgao do
texto se deu via contextualizagdo historica, definicdes a luz da literatura,
protocolos de fabricacdo de dispositivos, além de aplicagbes comumente
encontradas em diversos campos de pesquisa em sensores analiticos
portateis, como os eletroquimicos, colorimétricos e chips de microfluidica
digital. As aplicabilidades destacadas ocorreram no ambito de analises
clinicas, farmacéuticas e industria do petroleo, devido a sua relevante
importancia no cenario mundial. Além disso, algumas lacunas presentes nas
pesquisas que envolvem as areas supramencionadas foram cuidadosamente
discutidas.

A respeito do capitulo 2, apresentou-se uma nova tinta condutora a
base de grafite e goma laca, a qual foi empregada para produzir sensores

eletroquimicos descartaveis usando o protocolo de impresséao por esténcil. 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 diagnéstico de
COVID-19 por meio da detecgcdo da proteina spike. Amostras reais
provenientes de swab nasofaringeo de pacientes sintomaticos foram
analisados e resultados obtidos demonstraram concordancia com o método
referéncia padrao ouro. Sendo assim, acredita-se que o dispositivo proposto
seja uma alternativa promissora para aplicagdes bioanaliticas de diagnostico
clinico.

Em relagdo do capitulo 3, a nova formulagcdo de tinta condutora de
grafite/negro de fumo e laca chinesa usada na construgdo de dispositivos
eletroquimicos miniaturizados apresentou uma resposta eletroquimica
apreciavel. A introducdo da por¢cao de negro de fumo diretamente na
formulacao, e ndo como modificagao apenas do eletrodo de trabalho, contribui
para um menor numero de etapas na producéo do dispositivo, bem como em
um menor tempo de preparo, concomitantemente a melhora da condutividade
elétrica da tinta. Ademais, o procedimento de eletrodeposi¢cao de AgNPs foi
realizado utilizando um procedimento simples e com boa uniformidade. A
combinagao entre o uso de negro de fumo e a eletrodeposi¢cao controlada das
nanoparticulas possibilitou uma aprimorada resposta eletroquimica, que
refletiu diretamente na elevada sensibilidade do método, em comparagao com
outros trabalhos reportados. Considerando o estado da arte, € importante
ressaltar que o ineditismo do estudo advém também do fato de que nenhum
outro trabalho empregando sensores a base de grafite/negro de fumo
modificados com nanoparticulas de prata (AgNPs) via o procedimento de
eletrodeposicao foi usado anteriormente para detectar cloreto via voltametria
de pulso diferencial anteriormente. Embora haja inumeras composi¢des de
tintas condutivas disponiveis, nenhuma parte dos mesmos materiais e
procedimentos para destinar-se ao diagnostico de fibrose cistica. As
vantagens inerentes ao presente estudo referem-se a nova formulacado da
tinta, os eletrodos ambientalmente amigaveis e, ainda, a praticidade do
método de modificacdo da superficie do WE em comparagcdo com outros

estudos. E importante destacar que a deteccdo sensivel do analito de
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interesse, por meio da resposta eletroquimica aprimorada do sensor via
voltametria de pulso diferencial, reduz a probabilidade de falsos positivos, que
susceptiveis de ocorrer na condutimetria.

No capitulo 4, dois tipos de ePADs foram fabricados via impressao por
esténcil em substrato de papel sulfite. O primeiro, utilizando uma tinta
alternativa a base de grafite e verniz brilhante e, o segundo, empregando uma
tinta condutora comercial a base de negro de fumo. Os sensores
eletroquimicos foram integrados com chips de microflluidica digital utilizando
um simples mecanismo de insergao do ePAD dentro do eletrodo reservatorio,
pela primeira vez. Os dispositivos eletroquimicos foram utilizados em
associagdo com operagdes microfluidicas digitais automatizadas para
proporcionarem a (i) modificagdo do sensor eletroquimico com nanoparticulas
de azul da prussia, (ii) ativacao eletroquimica, (iii) preparo de amostra e (iv)
deteccdo do analito de interesse L-cisteina. O tratamento de amostras foi
realizado utilizando procedimentos de diluicdo para o viés de controle de
qualidade de suplemento alimentar e preparagdo de sangue para plasma
empregando particulas magnéticas visando aplicagdo bioanalitica. Os
dispositivos foram caracterizados usando diferentes técnicas e aplicados em
amostras reais, com sucesso. Acredita-se que o procedimento proposto
possui caracteristicas desejaveis para atuar na execugao de procedimentos
analiticos que requerem a integragdo de multiplas etapas e em microescala,
inclusive, estendendo-se para outros analitos alvos.

No que tange ao capitulo 5, um prototipo impresso a partir da técnica
de impressdo 3D possibilitou a criacdo de micropogos deslizantes e um
ambiente de iluminacio controlada para se efetuar detecg¢ao colorimétrica. O
dispositivo portatil foi empregado na analise de vinil sulfonato de sédio, a partir
do uso de uma reagao 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 agua produzida
enriquecidas e comparado com a técnica convencional via espectrofotometria.
Os resultados adquiridos foram promissores e elenca alguns principios da
quimica verde, destacando uma enorme potencialidade para aplicacdes

colorimétricas.
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