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RESUMO 

 

Desenvolvimento de eletrodos descartáveis a base de carbono para 
determinação de melatonina e colesterol. Neste trabalho foram desenvolvidos 
eletrodos de baixo custo empregando tintas lab-made de carbono. As tintas 
condutoras foram preparadas com pó de grafite e esmalte de unha homogeneizadas 
em uma mistura de solventes (acetona/acetato de etila). Foram investigadas duas 
formas diferentes de preparação de eletrodos, a serigrafia convencional (SPE) e por 
imersão (DWE). Os SPE e os DWE foram utilizados na detecção de melatonina e 
colesterol, respectivamente. Os eletrodos preparados por serigrafia (SPE) não 
modificados foram avaliados para a determinação de melatonina de forma direta 
empregando a voltametria de onda quadrada. Utilizando as condições experimentais 
otimizadas (frequência de 50 Hz, amplitude de potencial de 75 mV e incremento de 
potencial de 10 mV) foi obtida uma faixa de resposta linear de 0,25 a 75 μmol L-1, limite 
de detecção (LOD) e limite de quantificação (LOQ) de 25,9 nmol L-1 e 83,3 nmol L-1, 
respectivamente. A determinação de melatonina em amostras fortificadas de saliva e 
urina artificiais apresentou valores de recuperação que variaram de 96,6 a 104,0%. 
Eletrodos preparados por imersão (DWE) foram modificados com íons Ni2+ e 
empregados na determinação amperométrica de colesterol. A resposta 
amperométrica é baseada no par redox níquel (Ni(II)/Ni(III)). Esse eletrodo foi 
acoplado como detector a um sistema microfluídico e empregando as condições 
otimizadas (faixa de varredura de 0,0 a 0,7 V, concentração de KOH de 0,05 mol L-1, 
número de ciclos para formação do par redox de 25 ciclos, potencial de detecção de 
0,55 V, volume de injeção de 2,0 μL) foi observada uma faixa de resposta linear (LDR) 
de 0,10 a 50,0 μmol L-1, limite de detecção (LOD) e limite de quantificação (LOQ) de 
0,083 μmol L-1 e 0,277 μmol L-1, respectivamente, em amostra fortificada de plasma 
comercial humano com valores de recuperação que variaram de 89 a 107%. 
 
 
Palavras-chave: eletrodos impressos; grafite; dispositivo eletroanalítico; voltametria; 
colesterol; melatonina. 

  



 

 

ABSTRACT 

 

Development of disposable carbon electrodes for cholesterol and melatonin 
detection. In this work, low-cost electrodes were developed using carbon lab-made 
inks. Conductive inks were prepared with graphite powder and nail polish 
homogenized in a solvent mixture (acetone/ethyl acetate). Two different methods of 
electrode preparation were investigated, conventional screen-printing (SPE) and 
immersion (DWE). SPE and DWE were used to detect melatonin and cholesterol, 
respectively. The unmodified screen-printed electrodes (SPE) were evaluated for 
direct melatonin determination using square wave voltammetry. Using the optimized 
experimental conditions (frequency of 50 Hz, potential amplitude of 75 mV and 
potential step of 10 mV) it was obtained a linear response range from 0.25 to 75 μmol 
L-1, limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) of 25.9 nmol L-1 and 83.3 
nmol L-1, respectively. The determination of melatonin in fortified samples of artificial 
saliva and urine showed 96.6 to 104.0% recovery values. Electrodes prepared by 
immersion (DWE) were modified with Ni2+ ions and used in the amperometric 
determination of cholesterol. The amperometric response is based on the nickel redox 
pair (Ni(II)/Ni(III)). The electrode was coupled as a detector to a microfluidic system 
and using optimized conditions (scanning range from 0.0 to 0.7 V, KOH concentration 
of 0.05 mol L-1, number of cycles for the formation of the redox pair of 25 cycles, 
detection potential of 0.55 V, injection volume of 2.0 μL) a linear response range (LDR) 
from 0.10 to 50.0 μmol L-1 was observed, detection limit ( LOD) and limit of 
quantification (LOQ) of 0.083 μmol L-1 and 0.277 μmol L-1, respectively, in a spiked 
sample of commercial human plasma with 89 to 107% recovery values. 
 

Keywords: printed electrodes; graphite; electroanalytical device; voltammetry; 

cholesterol; melatonin.  
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1 ELETRODOS IMPRESSOS E DISPOSITIVOS MINIATURIZADOS 

 

Sensores estão presentes nas mais diversas aplicações do dia a dia, como a 

medição de temperatura ou do nível de glicose presente no sangue, sendo que sua 

utilização é de grande importância na área de pesquisa, medicina, agricultura, 

indústria e outros ramos. A definição de sensor é bastante ampla, sendo difícil definir 

de uma só maneira devido a sua grande quantidade de aplicações, mas pode-se dizer 

que os sensores são dispositivos que respondem a um estímulo, como calor, luz, som, 

ou movimento e transmitem um sinal resultante como forma de medir a alteração da 

propriedade intrínseca do material constituinte. Nesse contexto, existem os sensores 

eletroquímicos, que funcionam como dispositivos capazes de fornecer informações 

sobre a espécie de interesse, através da medida de alguma propriedade elétrica 

causada pela interação dessa espécie com um sítio de reconhecimento, cujo eletrodo 

é utilizado como transdutor do sinal 1–3.  

A medida desse sinal pode ser feita por diferentes técnicas eletroquímicas, 

sendo de interface ou de bulk (solução como um todo), utilizando um controle de 

potencial ou de corrente, como voltamétricos e amperométricos, pela leitura de 

potencial interfacial sem a aplicação de uma corrente (potenciométricos), pela 

aplicação de um sinal alternado (impedimétricos), ou pela medida da condutividade 

iônica de espécies em uma solução (condutométricos). Desse modo, a busca por 

análises rápidas, baixos limites de detecção e quantificação, elevada sensibilidade, 

pequeno consumo de amostras, fácil manuseio e baixo custo são alguns dos 

principais objetivos ao se desenvolver sensores eletroquímicos. Um dos aspectos 

mais interessantes aliados aos sensores eletroquímicos é a miniaturização, pois 

possibilita explorar a construção de eletrodos em dimensões reduzidas, tornando 

possível seu acoplamento em diferentes sistemas de análise miniaturizados e 

portáteis, como os do tipo point-of-care (POC)4–6, lab-on-a-chip (LOC)7,8 e/ou sistemas 

microfluídicos9,10.  

O desenvolvimento de eletrodos impressos descartáveis11–13 tem oferecido 

um sistema de eletrodos projetados com grande simplicidade, economia e emprego 

de materiais mais flexíveis, sendo dispositivos na forma de um único arranjo de 

eletrodos, no qual os eletrodos de trabalho, auxiliar e referência se encontram no 
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mesmo suporte em tamanho bastante reduzido. Essa possibilidade de miniaturização 

e o fato de ser descartável torna este tipo de eletrodo bastante versátil, principalmente 

para ser aplicado em análises em que a quantidade de amostra é diminuta (alguns 

microlitros14–18.  

Desse modo, os eletrodos miniaturizados têm sido amplamente empregados 

como uma alternativa interessante aos eletrodos convencionais, pois esta substituição 

apresenta a vantagem de oferecer sistemas mais simples, menores e com arranjo de 

eletrodos mais compactos. Aliado ao fato de serem descartáveis, oferecem 

simplicidade no desenvolvimento de sensores portáteis, podendo ser utilizados por 

pessoas não especializadas2. Além disso, grande interesse surge na possibilidade de 

acréscimo à versatilidade dos eletrodos impressos com a modificação de sua 

superfície, proporcionando maior sensibilidade e seletividade para medidas de uma 

gama de analitos em amostras dos mais variados interesses19–24.  

A utilização de diversos materiais permite a obtenção de diferentes 

configurações, sendo que o desenvolvimento e a construção do eletrodo miniaturizado 

levam em consideração três pontos importantes:  

 Substrato: podem ser utilizados materiais diversos como materiais 

cerâmicos25, vidro, papel26–28, plástico29–32 e materiais recicláveis13, ao qual será 

depositada a tinta condutora;  

 Composição da tinta ou camada condutora: existem diversos tipos de 

materiais, nanomateriais e compósitos a base de carbono33–35, ouro36 ou prata37,38 

com ou sem aglutinante a ser utilizado nesta etapa; 

 Estratégias de impressão: é a maneira com que a fase condutora será 

transferida para o substrato, sendo as estratégias de screen-printing39–43 as mais 

comumente aplicadas como impressão por inkjet, silk-screen, e mais recentemente a 

impressão 3D44–46.  

Em eletrodos impressos ou SPEs (do inglês, Screen-Printed Electrodes), 

primeiro é depositado um filme condutor sobre um suporte inerte, e posteriormente 

uma segunda camada de material isolante elétrico é impressa sobre esse suporte. A 

camada isolante é responsável pela definição de uma área de contato elétrico, o qual 

está interligado à área superficial ativa do eletrodo na extremidade. A FIGURA 1 

exemplifica a estrutura final de um eletrodo impresso.  
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FIGURA 1. ESQUEMA DAS PRINCIPAIS PARTES DO ELETRODO IMPRESSO COMPOSTO DE 
ELETRODO DE TRABALHO (WE), CONTRAELETRODO (CE) E ELETRODO DE REFERÊNCIA (RE) 
COM CAMADA ISOLANTE PARA DELIMITAÇÃO DE SUPERFÍCIE 

 
FONTE: a autora 

 

Essa versatilidade dos eletrodos impressos serviu como incentivo para a 

busca e desenvolvimento de novas possibilidades de construção. Eletrodos impressos 

comerciais produzidos por impressoras do tipo inkjet (do inglês, jato de tinta), 

desenvolvidas para este fim, permitem a preparação de dispositivos compostos, por 

exemplo, de eletrodo de trabalho e contra eletrodo revestidos de grafite, e um eletrodo 

de Ag/AgCl como eletrodo de referência (RE). Um exemplo é o eletrodo impresso 

Kanichi reportado por Banks e colaboradores47 onde o conjunto de eletrodos foi feito 

a partir de stencil e da impressora microDEK 1760RS (DEK, Weymouth, Reino Unido 

UK). As etapas consistem na deposição de tintas de carbono grafite (para impressão 

dos eletrodos de trabalho (WE) e contra eletrodo (CE), tinta composta por Ag/AgCl 

(RE) e tinta dielétrica comercial sobre um substrato de poliéster. Embora a impressão 

seja de baixo custo devido a quantidade de eletrodos que podem ser fabricados em 

uma única batelada, a maior desvantagem nesse processo se encontra no 

investimento inicial para aquisição da impressora que apresenta um custo bastante 

elevado e das tintas comerciais que também são de alto custo. 

Com isso há grande interesse pela busca de outras metodologias para a 

obtenção dos eletrodos miniaturizados, combinando diferentes materiais e estratégias 

de impressão na construção e caracterização desses SPEs.  

A técnica de silk-screen (do inglês "tela de seda"), bastante difundida para 

estampar objetos (camisetas, canecas, entre outros), é um processo de impressão 2D 

relativamente simples que não exige equipamentos sofisticados e caros, podendo ser 

realizado em locais de pouco espaço42. O princípio básico do processo silk-screen, 

também chamado de serigrafia (do grego "escrita em seda"), é a impressão de uma 
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figura em uma superfície através de uma tela. Esta tela, ou matriz, é um tecido de 

nylon esticado e preso a um quadro de madeira, o qual possui uma trama fina que 

permite a passagem da tinta. No caso de eletrodos impressos, um filme condutor é 

depositado sobre um suporte inerte, e posteriormente uma segunda camada de um 

material isolante elétrico é impresso sobre o esse suporte, a camada isolante é 

responsável pela definição de uma área de contato elétrico interligado a área 

superficial ativa do eletrodo em outra extremidade. A FIGURA 2 mostra, de forma 

estilizada, as etapas envolvidas no processo de impressão por serigrafia. 

 
FIGURA 2. ESQUEMA DEMONSTRATIVO DA TÉCNICA DE SERIGRAFIA 

 
FONTE: a autora 

 

Santos e colaboradores48 desenvolveram uma pesquisa utilizando a serigrafia 

para construção de eletrodos impressos com negro de fumo, como um condutor 

alternativo e acetato de celulose, como aglutinante. A dispersão dos componentes em 

uma mistura de acetona e cicloexanona, como base da tinta condutora, permitiu a 

impressão em suporte de PVC como pode ser visto na FIGURA 3. O arranjo completo 

de eletrodos foi utilizado na determinação de íons Pb2+ e Cd2+ em água de torneira e 

de ácido ascórbico em amostras comerciais de vitamina C efervescente e mostrou 

excelentes resultados.  
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FIGURA 3. ESQUEMA REPRESENTATIVO DAS ETAPAS DOS ELETRODOS IMPRESSOS POR 
SERIGRAFIA (A-D) E ELETRODO IMPRESSO PRONTO (E) 

 
FONTE: Adaptada de SANTOS (2013)48 

 

Em virtude da simplicidade em se produzir os eletrodos impressos, são 

encontradas diversas marcas comerciais de eletrodos impressos por serigrafia, como 

DropSens®, Zensor® e BVT®, que fazem uso de diversos tipos de tinta condutora 

(baseados em carbono, ouro, prata, platina ou nanotubos de carbono) para as mais 

diversas aplicações com pequenos volumes de amostra (microvolumes). Porém a 

grande dificuldade nesses tipos de eletrodos se encontra na reprodutibilidade de 

resposta, de acordo com as variações dos lotes em que são produzidos. 

O desenvolvimento de diferentes estratégias de impressão e materiais 

utilizados varia de acordo com a disponibilidade de investimento e facilidade de 

obtenção de materiais para a customização dos eletrodos e embora tenha um custo 

elevado como já mencionado anteriormente, a produção em grande escala traz um 

ótimo custo-benefício na produção dos eletrodos. Devido à simplicidade de 

preparação e a possibilidade de customização dos eletrodos impressos, muitos 

grupos de pesquisa passaram a investir na construção de eletrodo impressos do tipo 

lab-made explorando a impressão 2D e utilizando diferentes materiais condutores e 

modificadores.  

No processo de confecção dos eletrodos, a camada condutora é de extrema 

importância, e esta é feita utilizando tintas condutoras comerciais ou de tintas 

caseiras, também chamada de Home Made Inks (HMI). Em geral, as tintas são 

materiais compósitos constituídos por um componente de elevada condutividade, um 

aglutinante responsável por transformar a mistura em tinta e um solvente para modular 

a viscosidade necessária33,49–51. Tendo em vista as vantagens dos materiais 

carbonáceos em geral52, como a excelente condutividade elétrica, atividade 

eletrocatalítica, relativa inércia e estabilidade eletroquímica em grandes janelas de 
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potencial, possibilidade de funcionalização e ancoramento de grupos que diminuam a 

hidrofobicidade, materiais como grafite, negro de fumo ou grafeno possuem potencial 

para serem utilizados em tintas condutoras.   

Pradela-Filho e colaboradores53 reportaram uma tinta condutora para a 

fabricação de eletrodos de trabalho utilizando uma mistura de grafite em pó, esmalte 

de unha e acetona em diversas proporções. Como demonstração de uso, foi feita a 

investigação da dopamina como analito, utilizando a técnica de voltametria de pulso 

diferencial, em que foi obtida uma curva analítica com faixa linear de concentração de 

30 a 100 μmol L-1 (r2 = 0,995), limites de detecção e quantificação de 5,2 μmol L-1 e 

17,4 μmol L-1, respectivamente.   

Prado e colaboradores54 desenvolveram uma tinta condutora de Ag/AgCl com 

baixa temperatura de cura para aplicação em como pseudo-referência em sensores 

eletroquímicos. Primeiro foi feito o eletrodo a base de uma tinta condutora de grafite 

comercial em substrato de PET, feita a cura a 90 ºC por trinta minutos e então o 

eletrodo de referência foi pintado com a tinta a base de prata, curada a 90 ºC por 10 

minutos. Após as caracterizações foi demonstrado seu uso com a determinação de 

carbendazim como analito, sendo o sensor proposto apresentando faixa linear de 

resposta de 0,25 a 1,48 μmol L-1 e limite de detecção de 0,10 μmol L-1.  

Franco e colaboradores55 descreveram uma tinta condutora a base de água, 

carboximetilcelulose e grafeno, sendo uma estratégia eco-friendly uma vez que a tinta 

proposta não utiliza solventes orgânicos em sua composição, apresentando 

resistividade de 1,8 x 10-2 Ω, compatível para uso em sistemas eletrônicos. Além disso 

pôde ser observado uma boa homogeneidade e espessura da tinta após a impressão 

do eletrodo de 200 μm. Foram demonstrados sua potencialidade na aplicação de 

sensores termoresistivos e piezorestivos.  

 

1.2 MICROFLUÍDICA 

 

O desenvolvimento de eletrodos impressos de baixo custo em dimensões 

reduzidas permite sua combinação com diversas abordagens analíticas, dentre elas, 

os sistemas microfluídicos. A microfluídica pode ser definida como a ciência e 

engenharia de sistemas com dimensões micrométricas, na qual o comportamento dos 

fluídos difere da teoria tradicional para domínios macroscópicos 10. Pode ser explorada 
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para uma variedade de aplicações científicas e tecnológicas e, por esse motivo, há a 

necessidade de maior discussão sobre os efeitos desse escalonamento.  

Os primeiros dispositivos microfluídicos foram fabricados utilizando materiais 

como silício/vidro, devido a estabilidade química e mecânica, no entanto, era 

necessária a construção de canais micrométricos, uma etapa bastante trabalhosa e 

complexa. Assim, foi aberto o espaço para utilização de outros materiais como 

elastômeros ou polímeros como polimetilmetacrilato (PMMA), polidimetilsiloxano 

(PDMS) e poliestireno devido a possibilidade de impressão desses canais, apresentar 

rigidez, transparência óptica, biocompatibilidade e permeabilidade a gases, o que 

facilita o trabalho com sistemas celulares56.  

Com a vinda de novas tecnologias após a virada do século, outros dispositivos 

começaram a ser desenvolvidos também em que se destacam a microfluídica em 

gotas ou droplet microfluidics 57, dispositivos analíticos em papel 27 e dispositivos que 

atuam como órgãos artificiais, os organ-on-a-chip58. Tais dispositivos têm sido 

utilizados em diversas aplicações nas áreas de pesquisa química, biológica e médica, 

mostrando um grande potencial devido às suas características como miniaturização, 

portabilidade, baixo custo de fabricação, baixo consumo de amostras e reagentes, 

detecções com alta resolução e sensibilidade em curtos tempos de análises.  

Como forma de combinar essas características, Agustini e colaboradores 59 

desenvolveram um dispositivo microfluídico de baixo custo, utilizando placas de vidro 

como material base para a construção do suporte e fios de algodão, proveniente de 

gaze utilizada para fins médicos, que atuam como canais fluídicos promovendo um 

fluxo passivo de soluções por ação da capilaridade e gravidade. Esse dispositivo foi 

denominado de TED (micro Thread Electrochemical Device - FIGURA 4), e foi 

utilizado para determinação de acetaminofeno e diclofenaco com detecção por 

amperometria de múltiplos pulsos.  
 



26 

 

FIGURA 4. SISTEMA TED E SEUS PRINCIPAIS COMPONENTES 

 
FONTE: Adaptado de AGUSTINI 59 

 

A solução carreadora entra nos microcanais do dispositivo através do 

reservatório de entrada e é transportada devido a ação capilar e diferença de altura 

entre os reservatórios, com isso não é necessário o uso de bombas para o transporte 

da solução desde a entrada até a saída. A injeção da amostra (2,0 μL) ocorre 

anteriormente à região de detecção o qual é transportado juntamente com o eletrólito 

de suporte (também utilizado como solução carreadora) para a região de detecção 

(arranjo de eletrodos), onde ocorre a reação redox das espécies de interesse. Em 

seguida, o eletrólito suporte e a amostra migram para o reservatório de saída. O limite 

de detecção (LOD) e limite de quantificação (LOQ) encontrado para o acetaminofeno 

e diclofenaco foram de 1,4 x 10-6 e 4,7 x 10-6 mol L-1, respectivamente. A frequência 

analítica foi de 45 injeções por hora e o custo de aproximadamente R$1,40 por 

dispositivo. 

Outros trabalhos foram desenvolvidos a partir deste dispositivo, sendo 

modificado seu material base de placas de vidro para utilização de polímeros, como 

ABS, em sua construção, sendo sua estrutura impressa por uma impressora 3D60–63. 

Do tema escolhido, o foco principal é o desenvolvimento de eletrodos 

impressos por silk-screen, acoplados a sistemas miniaturizados com detecção 

eletroquímica. E devido a essa possibilidade de miniaturização e uso de pequenas 

quantidades de amostra, a escolha dos analitos se deu principalmente a essas 
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características, pois a análise em fluídos biológicos possui grandes dificuldades 

devido a quantidade e qualidade de amostra que é obtida.  

 

1.3 BIOMOLÉCULAS 

 

1.3.1 Melatonina 

 

A melatonina, FIGURA 5, também conhecida como “hormônio do sono”, é 

produzida em diversos tecidos e células biológicas, mas principalmente secretada 

pelo cérebro através da glândula pineal e formada a partir da molécula de serotonina, 

atuando como reguladora de respostas fisiológicas como o sono, depressão, 

ansiedade e estresse oxidativo devido as propriedades antioxidantes e anti-

inflamatórias 64–66. Além disso, esse hormônio interage com diversas proteínas, como 

as transportadoras e as enzimáticas, por exemplo, atuando em processos biológicos 

importantes como a indução a apoptose celular e na manutenção do sistema 

autoimune.  
Os processos envolvendo a melatonina são de extrema relevância, uma vez 

que a imunidade está diretamente ligada ao combate de infecções, evita o estresse 

oxidativo e desencadeia rapidamente respostas aos processos inflamatórios. Existem 

diversos relatos na literatura da associação de baixos níveis de melatonina no 

organismo com uma maior suscetibilidade às infecções virais ou bacterianas, exemplo 

das síndromes respiratórias (como a Influenza ou a SARS-CoV-2) 64,67 

 
 FIGURA 5. FÓRMULA ESTRUTURAL DA MELATONINA. 
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FONTE: a autora 
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Seus valores de referência variam durante o dia, sendo menores pela manhã, 

pois sua liberação pela glândula pineal ocorre no período da noite, como forma de 

“preparar” o corpo para o descanso, atingindo a concentração máxima entre 3 e 4 

horas da manhã. Uma faixa normal a ser considerada varia entre 18,5 e 0,180 pg mL-

1 no sangue e de 2,4 a 83,6 pg mL-1 na saliva68. Nesse sentido existe um estudo 

publicado por Walch e colaboradores69 que indica que o brasileiro, em média, tende a 

dormir tarde (por volta de 23:40h) e acordar cedo (por volta de 07:10h), o que leva a 

alterações no relógio biológico e uma forma de melhorar a qualidade de sono se 

encontra na busca do aumento de consumo de melatonina, seja através de uma 

alimentação rica nesse hormônio (presente em diversas frutas, legumes, cereais, 

carnes na ordem de ng g-1)70 ou então na forma de suplementação alimentar71.  

A principal função da melatonina se encontra na regulação do sono, seja no 

ajuste do ritmo circadiano, ou seja seu ciclo biológico no período de aproximadamente 

24 horas, diminuição dos efeitos de jet lag, melhorar a qualidade de sono de pessoas 

com dificuldades para dormir ou em casos de insônia, mas também são reportados 

na literatura outros estudos como o uso da melatonina no alívio de enxaquecas, 

inibição no desenvolvimento de tumores, tratamento de delírios, diminuição no uso de 

drogas psicoativas 72–74 entre outros. De acordo com a Anvisa (Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária)70, o uso da melatonina foi liberado na forma de suplementos 

alimentares no Brasil em 2021 para pessoas maiores de 19 anos, com um limite 

máximo de consumo diário estabelecido de 0,21 mg71, embora ainda não estejam 

comprovados os benefícios associados ao consumo de suplementos alimentares à 

base de melatonina. Com essa abordagem é importante ter o conhecimento dos níveis 

de melatonina nas formulações dos suplementos, quanto a quantidade presente no 

organismo, sendo que a detecção no corpo humano, pode ser feita em fluídos 

biológicos como sangue, urina ou saliva em um “Teste de Curva Melatonina” 75, que 

consiste em um ensaio que avalia o ritmo circadiano da melatonina.  

A detecção pode ser feita através de análise cromatográfica76, imunoensaios77, 

fluorescência78 e por sensores eletroquímicos79–81 em fluidos biológicos, como a saliva. 

Duan e colaboradores82 utilizaram como plataforma um eletrodo de carbono vítreo 

modificado com nanofibras de carbono decorado com liga de FeCo, explorando a 

atividade eletrocatalítica da liga metálica, em que os modificadores foram sintetizados 

e caracterizados por voltametria cíclica (CV) e espectroscopia de impedância 

eletroquímica (EIS) observando que o processo de reação é controlado principalmente 
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por difusão. Como parâmetros de mérito, foi obtido um LOD de 0,027 μmol L-1 e uma 

faixa linear de 0,05 a 250 μmol L-1 (r2 = 0,992), o sensor apresentou boa 

reprodutibilidade e permaneceu estável quando foi utilizado após 28 dias, perdendo 

6,8% de resposta.  

Kumar e colaboradores83  reportaram um SPE modificado com um material 

compósito para determinação simultânea de melatonina e triptofano, sendo a 

plataforma de detecção caracterizada com CV e EIS, e a detecção feita por voltametria 

de onda quadrada (SWV). O sensor apresentou boa reprodutibilidade de resposta, 

com RSD de 2,23%, LOD de 0,0972 μmol L-1 e faixa linear de 0,5 a 100 μmol L-1 para 

determinação de melatonina em amostras artificiais de urina e tabletes de suplemento 

alimentar. 

Como já citado, várias consequências estão relacionadas a falta e ao uso 

incomum do hormônio no organismo, por isso a importância de seu monitoramento 

para o qual é proposto utilizar os eletrodos impressos desenvolvidos no projeto como 

forma de detecção rápida e simples e com menores limites de detecção. 

 

1.3.2 Colesterol 

 

O colesterol (FIGURA 6-A) é uma biomolécula que possui grande interesse 

em ser monitorada, já que alguns problemas de saúde são relacionados ao acúmulo 

dessa espécie no organismo, ou seja, sua presença em grande quantidade. Assim 

como as elevadas quantidades, baixas quantidades de colesterol no organismo 

também levam a problemas, uma vez que o colesterol é precursor de diversas 

espécies importantes para o bom funcionamento do corpo, como hormônios 

esteroides, produzidos em gônadas e glândulas adrenais, bem como da vitamina D 84.  
O colesterol total abrange outras formas lipídicas como HDL ou “colesterol 

bom” (lipoproteína de alta densidade, do inglês, high-density lipoprotein) e LDL ou 

“colesterol ruim” (lipoproteína de baixa densidade, do inglês low-density lipoprotein), 

dos mais conhecidos. Os limites considerados normais variam de acordo com diversos 

fatores, como hereditariedade, raça, sexo e faixa etária; de acordo com a U.S. National 

Library of Medicine: 85 

o Para qualquer pessoa até a idade de 19 anos, o colesterol total deve ser menor 

que 170 mg/dL, sendo HDL superior a 45 mg/dL e LDL inferior a 100 mg/dL.  
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o Para homens e mulheres com idade de 20 anos ou mais os níveis de colesterol 

total variam entre 125mg/dL e 200 mg/dL, sendo HDL superior a 40 mg/dL para 

homens e superior a 50 mg/dL para mulheres e LDL inferior a 100 mg/dL para 

ambos.  

Fatores externos também afetam os níveis de colesterol no organismo, 

ligados principalmente a alimentação e consumo de produtos com gordura saturada, 

pois o colesterol é uma molécula lipofílica e tende a se acumular em tecidos adiposos 

na forma de LDL, que acarreta o sobrepeso, que se somado a pouca atividade física 

e alimentação não equilibrada pode levar a uma série de doenças como obesidade, 

aterosclerose, doenças coronárias e problemas hormonais.  

 
FIGURA 6. FÓRMULA ESTRUTURAL DO A) COLESTEROL E B) COLEST-4-EN-3-ONA. 
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FONTE: a autora 

Portanto, a busca por novas metodologias, com uso de menores quantidades 

de amostra, sendo as coletas de amostra menos invasivas para os pacientes e testes 

que tenham diagnóstico rápido e de fácil acesso para que haja o conhecimento dos 

níveis de colesterol no organismo são necessárias e de grande importância. Os 

trabalhos mais comumente reportados pela literatura são de biossensores que fazem 

o uso de enzima, a colesterol-oxidase (ChOx) que atua de forma seletiva ao colesterol, 

oxidando-o a colest-4-en-3-ona (fórmula estrutural na FIGURA 6-B), sendo 

quantificado o peróxido de hidrogênio formado 86–92 como na reação 1. 

Colesterol + O2  Colest-4-en-3-ona + H2O2 Reação 1 

Um exemplo de determinação de colesterol empregando um biossensor é o 

descrito por Salazar e colaboradores 93. Os autores realizaram a modificação de um 

eletrodo impresso comercial da DropSens® em três etapas: i) a eletrodeposição de 
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azul da Prússia na superfície do eletrodo de trabalho ii) seguida da adição de 

nanotubos de carbono funcionalizados e da iii) eletrodeposição de um filme fino de 

polidopamina modificado com a enzima colesterol-oxidase (ChOx). O biossensor foi 

avaliado por amperometria convencional fornecendo LOD de 11,0 μmol L-1 e faixa 

linear de resposta de 36,6 a 400 μmol L-1. Como detector amperométrico em um 

sistema em fluxo (FIA), o mesmo biossensor, mostrou duas regiões lineares com LOD 

de 1,5 μmol L-1 e faixas lineares de 5 a 100 μmol L-1 e 100 a 400 μmol L-1. Assim os 

autores apresentaram a possibilidade de determinação de colesterol em amostras 

biológicas sem interferência de matriz.  

Uma grande variedade de dispositivos encontrados na literatura são de 

biossensores enzimáticos devido à alta seletividade da análise. Entretanto o uso de 

enzimas tem algumas desvantagens como o aumento do custo, além de serem 

moléculas sensíveis a degradação/desnaturação e necessitarem de um meio 

controlado de análise como pH, temperatura e concentração. Uma alternativa aos 

biossensores são os sensores não-enzimáticos que usam espécies reativas que 

auxiliam na catálise oxidativa do colesterol e de outras espécies como a glucose. 

Normalmente, esses sensores têm vantagens como o menor custo e facilidade 

operacional.  

Khaliq e colaboradores 94 descreveram o desenvolvimento de um sensor não-

enzimático baseado em nanotubos de óxido de titânio decorado com nanopartículas 

(NPs) de Cu2O. Os autores avaliaram a resposta por amperometria em amostra de 

soro sanguíneo, comparando com a resposta de um biossensor comercial, concluindo 

que o sensor proposto pode ser utilizado para detecção de colesterol em amostras 

clínicas. Os parâmetros de mérito reportados foram LOD igual a 0,05 μmol L-1, tempo 

de resposta de 5 segundos e faixa linear de 24,4 a 622 μmol L-1 (r2 = 0,998).  

Outras espécies, além do cobre, apresentam característica semelhantes de 

atividade eletrocatalítica, atuando como mediadores redox. Nesse sentido, o níquel é 

um excelente candidato para a detecção não-enzimática de colesterol, pois se destaca 

pelas diferentes possibilidades de estruturas, baixo custo comparado a metais nobres, 

estabilidade do seu par redox Ni(II)/Ni(III) em meio alcalino e boa reprodutibilidade de 

resultados. Além disso, o níquel foi bastante explorado no laboratório de pesquisa 

devido a sua potencialidade para detecção não-enzimática de glicose 60,62, sendo que 

muitos trabalhos relatam essa aplicação há várias décadas 95–99.  
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Devido a todas as informações anteriormente apresentadas, justifica-se esse 

trabalho o desenvolvimento do tema escolhido, sendo o foco principal o 

desenvolvimento de eletrodos impressos por silk-screen, acoplados a sistemas 

miniaturizados com detecção eletroquímica. E devido a essa possibilidade de 

miniaturização e uso de pequenas quantidades de amostra, a escolha dos analitos, 

melatonina e colesterol, se deu principalmente a essas características, pois a análise 

em fluídos biológicos possui grandes dificuldades devido a quantidade e característica 

da amostra que é obtida. Desse modo, é feita a proposta de avaliar a potencialidade 

de duas plataformas diferentes desenvolvidas durante o período do mestrado para a 

determinação de melatonina por método direto e de colesterol em um sistema 

microfluídico, desenvolvido no laboratório de pesquisa através de técnicas 

voltamétricas e amperométricas, bem como mostrar o desenvolvimento e 

caracterização dessas plataformas de detecção. 
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2. OBJETIVOS  
 
2.1 GERAL 

 

Construir eletrodos impressos por serigrafia e imersão empregando tintas labmade, 

avaliar o comportamento eletroquímico desses eletrodos e aplicar esses dispositivos 

como detectores em sistemas convencionais e microfluídicos. 

 

2.2 ESPECÍFICOS 

 

i) Planejar a construção do eletrodo impresso, considerando o formato e área dos 

eletrodos de trabalho, referência e auxiliar; 

ii) Estudar e otimizar estratégias de impressão da tinta condutora sobre o suporte 

(plástico); 

iii) Investigar o comportamento eletroquímico, por voltametria e impedância, 

empregando uma sonda (íons ferricianeto) para verificar o desempenho dos eletrodos 

construídos; 

iv) Caracterizar os eletrodos empregando técnicas como a microscopia eletrônica de 

varredura (SEM);  

v) Avaliar o potencial analítico do eletrodo impresso, em sistema convencional e 

sistema microfluídico, para determinação de melatonina e colesterol em amostras 

biológicas. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

3.1 REAGENTES, MATERIAIS E EQUIPAMENTOS  

 

Todos os reagentes utilizados para o preparo das soluções foram de grau 

analítico e sem etapa de purificação prévia. Os reagentes foram pesados em balança 

analítica Mettler Toledo, Modelo AL204, com precisão de ±0,1 mg. As diluições foram 

feitas em água destilada e purificada pelo sistema Milli-Q da Millipore (resistividade 

maior que 18,2 MΩcm) e as medidas de pH das soluções foram realizadas em 

pHmetro Metrohm, Modelo 780, com eletrodo combinado de vidro (Ag/AgCl KCl 3,0 

mol L-1). As caracterizações eletroquímicas e impedimétricas foram feitas em 

potenciostato-galvanostato (μAutolab Tipo III) e módulo FRA32. As impressões 3D do 

sistema microfluídico foram feitas pela impressora impressora GTMax3D printer - 

Graber i3 model (Americana – SP, Brasil) e os moldes utilizados na impressão dos 

eletrodos foram recortados pela máquina de recorte Silhouette Cameo 3, gerenciado 

pelo software Silhoutte Studio. Outros materiais utilizados na construção dos eletrodos, 

nas caracterizações eletroquímicas e avaliações dos analitos encontram-se na 

TABELA 1.  
 

TABELA 1. LISTA DE REAGENTES E MATERIAIS E SUA PROCEDÊNCIA 
Reagentes e materiais Procedência 

Acetato de etila Prudenquímica® 
Acetato de níquel P.A. Carlo Erba® 

Acetona P.A. VETEC® 
Ácido clorídrico P.A. VETEC ® 
Ácido fosfórico P.A. Dinâmica® 

Capas de encadernação (PP e PVC) - 
Cloreto de potássio P.A. Neon 

Colesterol (pureza ≥98% (m/m)) Sigma-Aldrich® 
Di-hidrogeno fosfato de potássio P.A. Merck® 

Esmalte de unha incolor Risquè® 
Ferricianeto de potássio P.A. Synth® 

Fita mágica Scotch 3M® 
Gaze  Cremer 

Grafite em pó Fischer® 
Hidrogeno fosfato de potássio P.A. Synth® 

Hidróxido de potássio P.A. Carlo Erba® 
  
 Tabela continua na próxima página 



35 

 

Isopropanol P.A. VETEC® 
Lixa grão 100 e grão 220 Dexter 

Melatonina (pureza ≥98% (m/m)) Sigma-Aldrich® 
Metanol P.A. Synth® 

Mixer – misturador de tintas e pigmentos Dermia 
Papel adesivo de vinil Avery Dennison 

Plasma humano AB masculino Sigma-Aldrich® 
 

3.2 CONFECÇÃO DOS ELETRODOS IMPRESSOS PREPARADOS POR 

SERIGRAFIA (SILK-SCREEN) – SCREEN PRINTED ELECTRODES (SPE) 

 

Para a impressão deste tipo de conjunto de eletrodos foi testada a serigrafia, 

utilizando como substrato folhas plásticas de encadernação e um adesivo vinílico 

como molde ou stencil, sendo que um esquema ilustrativo das etapas envolvidas na 

impressão é apresentado na FIGURA 7. 

 
FIGURA 7. ESQUEMA ILUSTRATIVO DAS ETAPAS DE CONFECÇÃO DOS ELETRODOS DESDE A 
A) DESENHO DO MOLDE, B) CORTE DO MOLDE EM ADESIVO VINÍLICO, C) ABRASÃO DO 
SUBSTRATO PLÁSTICO, D) ETAPAS DE IMPRESSÃO COM COLAGEM DO ADESIVO, 
COBERTURA COM CAMADA DE TINTA CONDUTORA, REMOÇÃO DO ADESIVO E DELIMITAÇÃO 
DA ÁREA DO ELETRODO E E) APARÊNCIA DO ELETRODO PRONTO NA CARTELA E INDIVIDUAL 

 
FONTE: a autora 
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O método de impressão de serigrafia faz o uso de um molde para a 

delimitação da área impressa, conforme discutido anteriormente. O modelo dos 

eletrodos foi feito utilizando uma impressora de recorte, ao qual o molde para a 

impressão foi preparado utilizando um software de desenho – AutoCAD® 2019 Free 

Student (Autodesk Inc., San Rafael, USA). Este desenho indicado na FIGURA 7-A, foi 

dimensionado e importado como DXF (sigla do inglês, Drawing Exchange Format) que 

é um arquivo de intercâmbio para modelos de CAD para o software Silhouette Studio® 

da máquina de recorte e então recortados em adesivo vinílico, o qual foi utilizado como 

molde, indicado pela FIGURA 7-B. O substrato plástico (capas de encadernação) foi 

lixado (FIGURA 7-C) para melhor aderência, limpo com isopropanol para remoção de 

resíduos, fixado na bancada com fita adesiva e então foi colado o molde adesivo em 

sua superfície. Em seguida, a FIGURA 7-D mostra as etapas de impressão, sendo 

que a tinta foi vertida sobre o molde e arrastada sobre a superfície com auxílio de uma 

espátula. O molde foi retirado antes de a tinta secar completamente, e então deixado 

por 12 horas em temperatura ambiente para secagem completa. Após a secagem, foi 

feita a delimitação da área com auxílio de uma fita adesiva sobre os contatos e então 

cortados individualmente, como indicado na FIGURA 7-E. Como esse eletrodo 

apresenta contatos elétricos de eletrodo de trabalho, eletrodo auxiliar e eletrodo de 

referência, algumas bateladas receberam uma camada de tinta condutora de Ag/AgCl 

apenas no eletrodo utilizado como referência, para que pudesse ser avaliada sua 

potencialidade como pseudoeletrodo de referência. 

 

3.3 CONFECÇÃO DOS ELETRODOS DE TRABALHO PREPARADOS POR 

IMERSÃO – DUNKIN WORKING ELECTRODES (DWE)  

 

Para a confecção dos eletrodos foi testado o método de mergulho e secagem 

ao ar em temperatura ambiente, sendo que a FIGURA 8 a seguir indica passo a passo 

como foi feita a confecção dos eletrodos DWE. 
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FIGURA 8. ESQUEMA ILUSTRATIVO DE CONFECÇÃO PASSO A PASSO DOS DUNK-
ELECTRODES DESDE A 1) AQUISIÇÃO DOS SUBSTRATOS PLÁSTICOS, 2) ETAPA COM E SEM 
ABRASÃO, 3) RECORTE NAS DIMENSÕES DESEJADAS, 4) RECOBRIMENTO COM A TINTA 
CONDUTORA POR MEIO DE MERGULHO E SECAGEM AO AR, 5) RECORTE DE ÁREA PARA 
REMOÇÃO DE IRREGULARIDADES E 6) DELIMITAÇÃO DA ÁREA DO ELETRODO EM CONTATO 
COM AS SOLUÇÕES COM ADESIVO VINÍLICO 

 
FONTE: a autora 

 

Para a confecção deste eletrodo foram utilizados como substrato, folhas 

plásticas de encadernação que seguiram duas rotas: uma com abrasão prévia e outra 

sem abrasão para avaliar a melhor fixação da tinta condutora. Em seguida, as folhas 

foram medidas e cortadas nas dimensões de 0,7 x 3,0 cm, limpas em isopropanol, 

com suas massas aferidas antes de receberem a camada de tinta, a qual foi preparada 

em um frasco de 2,0 mL, dos componentes da tinta devidamente pesadas e 

homogeneizadas. Os suportes plásticos foram presos com auxílio de pregadores em 

um varal. O plástico foi mergulhado no interior dos frascos contendo a tinta na vertical 

e retirado cuidadosamente mantendo a verticalidade para evitar o acúmulo de tinta na 

ponta do material e deixado secar ao ar. Para os eletrodos com mais de uma camada, 

foram feitos intervalos de 20 minutos entre uma camada e outra para que fossem 



38 

 

secos antes da próxima camada. Por fim, os eletrodos foram deixados para serem 

completamente secos por 12 horas em temperatura ambiente, na qual foram 

novamente pesados para ser obtida a quantidade em massa de tinta depositada no 

material plástico através do cálculo da variação de massa.  

Após as etapas de fabricação, 1,0 cm de comprimento foi cortado do eletrodo 

reduzindo as dimensões para 0,7 x 2,0 cm para remoção de irregularidades (do lado 

que ficou em contato com os pregadores). Para utilizar o eletrodo foi necessário fazer 

uma delimitação da área com o adesivo vinílico, deixando uma área conhecida de 

0,09 cm2 e uma área oposta sem o adesivo como contato elétrico. A delimitação foi 

feita com auxílio de adesivo vinílico à prova d’água e um furador de papel de formato 

redondo (0,3 x 0,3 cm).  

Depois de construídos eletrodos em bateladas para cada proporção 

investigada, o desempenho voltamétrico do dispositivo foi avaliado em meio a sonda 

eletroquímica de ferricianeto de potássio em KCl 0,1 mol L-1, a fim de verificar a melhor 

proporção da tinta condutora e a reprodutibilidade de resposta para os eletrodos 

construídos.  

 

3.4 PREPARO DAS TINTAS CONDUTORAS  

 

As tintas condutoras dos eletrodos impressos foram preparadas no próprio 

laboratório de pesquisa tendo como base os componentes principais: grafite (fase 

condutora), esmalte de unha (fase aglutinante) e solvente (acetona ou acetato de etila). 

Foram variadas as proporções fase condutora e fase aglutinante, variando-se também 

a quantidade de solvente quanto a viscosidade desejada da tinta condutora para cada 

tipo de impressão. Os componentes foram pesados em proporção previamente 

definida e homogeneizados com a ajuda do solvente e um misturador elétrico durante 

um minuto. A TABELA 2 mostra as condições estudadas para o preparo da tinta. 
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TABELA 2. Proporção da composição da tinta condutora para o DWE e SPE 

Tinta 
condutora / 

100 mg 

Proporção 
esmalte/grafite (%) 

DWE SPE 

Acetato de etila / 
acetona (μL) Acetato de etila (μL) 

10/90 

300 50 100 

20/80 

30/70 

40/60 

50/50 

 

FONTE: a autora 

 

3.5 CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA DA TINTA CONDUTORA DOS 

ELETRODOS PREPARADOS POR IMERSÃO – DUNK-ELECTRODES (DWE) E 

POR SERIGRAFIA (SILK-SCREEN) – SCREEN PRINTED ELECTRODES (SPE) 

 

Para a caracterização da tinta condutora, foi utilizada a Microscopia Eletrônica 

de Varredura (SEM) para a avaliação das características morfológicas dos sistemas 

desenvolvidos. As micrografias foram obtidas com o Microscópio Eletrônico de 

Varredura de Alta Resolução FEI, modelo Quanta 450 (Hillsboro, Oregon, USA), com 

fonte de elétrons FEG (field emission gun), aceleração de voltagem entre 10 V e 30 

kV, e resolução de 1 nm (Centro de Microscopia Eletrônica, CME-UFPR). 

 

3.6 CARACTERIZAÇÃO ELETROQUÍMICA  

 

3.6.1 Medidas voltamétricas da tinta condutora dos eletrodos preparados por imersão 

– DUNKIN WORKIN ELECTRODES (DWE) e por serigrafia (silk-screen) – SCREEN 

PRINTED ELECTRODES (SPE) 

 

Depois de construídos eletrodos em bateladas para cada proporção 

investigada, em ambas as estratégias de impressão, o desempenho voltamétrico do 

dispositivo foi avaliado em solução de cloreto de potássio 3,0 mol L-1 na presença de 

ferricianeto de potássio ([Fe(CN)6]3-) 5,0 mmol L-1 como sonda eletroquímica. As 
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medidas foram feitas através de varreduras pela técnica de voltametria cíclica (CV) na 

faixa de potencial de -0,2 a 1,0 V vs Ag/AgCl 3,0 mol L-1, com velocidade de varredura 

de 0,100 V s-1 e as medidas de espectroscopia de impedância eletroquímica (EIS) 

foram obtidas pelo módulo FRA32 em uma faixa de frequência de 100 kHz a 1mHz, 

com amplitude de 0,010 V. Os resultados obtidos foram tratados em notebook 

utilizando o software OriginPro® 8.5. Antes de todas as medidas, todos os eletrodos 

construídos foram submetidos à uma limpeza/ativação da superfície por meio de um 

tratamento eletroquímico em meio de ácido sulfúrico 0,1 mol L-1, no intervalo de 

potencial de -1,0 a 1,0 V com velocidade de varredura de 0,100 V s-1 durante 15 ciclos. 

 

3.6.2 Parâmetros otimizados da tinta condutora 

 

Medidas de voltametria cíclica e espectroscopia de impedância eletroquímica 

foram utilizadas para avaliar e definir as melhores condições de preparo dos eletrodos. 

Os valores de potencial de pico, corrente de pico e resistência de transferência de 

carga da sonda eletroquímica foram utilizados para avaliar a melhor proporção de 

esmalte:grafite na tinta condutora, o número de camadas com melhor sinal de 

resposta e verificar se a variação de massa de tinta depositada interferiria na 

reprodutibilidade de resposta para os eletrodos construídos. 

 
3.7 DESENVOVIMENTO DE MÉTODO ELETROANALÍTICO PARA 

DETERMINAÇÃO DE MELATONINA UTILIZANDO SPE  

 

3.7.1 Avaliação do SPE como plataforma de detecção de melatonina 

 

A potencialidade do SPE foi avaliada frente ao hormônio melatonina (MT) 

empregando a determinação direta, por meio da técnica de voltametria cíclica (CV) e 

voltametria de onda quadrada (SWV). Para os estudos de otimização da metodologia 

analítica, realizou-se as medidas em triplicatas para cada parâmetro e monitorou-se 

os valores de intensidades de correntes 

 

3.7.2 Estudo de pH do eletrólito suporte e padrão  

 

Foram preparadas soluções de tampão fosfato a partir de ácido fosfórico e 
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fosfato de potássio 0,10 mol L-1, sendo as soluções ajustadas na faixa de pH 2,0 a 7,0, 

com hidróxido de sódio 1,0 mol L-1 e utilizadas na diluição do padrão MT. O melhor 

valor determinado de pH foi em decorrência do maior valor de corrente de pico medido.  

 

3.7.3 Estudo da natureza do processo 

 

Através da CV foram feitas medidas em diferentes velocidades de varredura, 

de 5 a 100 mV s-1. Na qual foi avaliada a intensidade de corrente obtida em relação a 

velocidade de varredura para o estudo da natureza do processo para MT utilizando 

solução de concentração de 1,0 x 10-5 mol L-1, em tampão fosfato pH 5,0, no intervalo 

de potencial de -0,5 a 1,4 V (vs. Ag/AgCl KCl 3,0 mol L-1). 

 

3.7.4 Estudo dos parâmetros da técnica de voltametria de onda quadrada 

 

Foram avaliados e otimizados os parâmetros da técnica de SWV de maneira 

a obter o melhor sinal de corrente para a determinação de MT, sendo então avaliados 

a frequência (f) de 5 a 100 Hz, a amplitude de potencial (EA) variando de 5 a 100 mV 

e o incremento de potencial (Es) que variou de 1 a 10 mV. Os valores escolhidos foram 

monitorados quanto a intensidade de corrente e potencial de largura de meia onda 

(W1/2). 

 

3.7.5 Obtenção da curva analítica e parâmetros de mérito analítico 

 

A solução estoque de MT 0,01 mol L-1, foi preparada pela dissolução de uma 

quantidade do hormônio em metanol, estocada e mantida sob refrigeração até sua 

utilização. Diluições até as concentrações desejadas na faixa de 0,25 a 75 μmol L-1, 

foram realizadas imediatamente antes das análises, partindo-se da solução estoque, 

e guardadas sob refrigeração (4 ºC) até a utilização. O comportamento voltamétrico 

do hormônio foi avaliado através das técnicas de CV e SWV, no intervalo de potencial 

de -0,5 a 1,4 V (versus Ag/AgCl KCl 3,0 mol L-1), a fim de avaliar os processos 

faradaicos referentes a MT, na concentração de 1,0 × 10-5 mol L-1. Com isso foram 

obtidos parâmetros de mérito analítico (limite de detecção, limite de quantificação, 

sensibilidade analítica) e realizados os estudos de repetibilidade e reprodutibilidade 

de detecção. 
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3.7.6 Avaliação do método por estudo de adição e recuperação e efeito de 

concomitantes 

 

A fim de avaliar o método para determinação de MT foi feito o estudo do 

analito na presença de outros compostos que podem estar presentes e atuar como 

possíveis interferentes, assim foi avaliada sua resposta na presença de cortisol 

(CORT), glicose (GLU), ureia (UR) e estradiol (ET) na mesma concentração de 

melatonina (5,0 μmol L-1). Para o estudo de adição e recuperação, foi adicionado 1,5 

L de MT 0,01 mol L-1 em frascos de 1,5 mL contendo a amostra de urina artificial, 

sendo o protocolo sugerido por Sarigul100 (0,1700 mmol L-1 de Na2SO4,  1,487 mmol 

L-1 de C5H4N4O3, 2,450 mmol L-1 de Na3C6H5O7.2H2O,  7,791 mmol L-1 de C4H7N3O,  

249,750 mmol L-1 de CH4N2O, 30,953 mmol L-1 de KCl, 30,053 mmol L-1 de NaCl, 

1,663 de CaCl2, 23,667 de NH4Cl, 0,19 mmol L-1 de K2C2O4.H2O, 4,389 mmol L-1  de 

MgSO4.7H2O, 18,667 mmol L-1 de NaH2PO4.2H2O e 4,667 mmol L-1 de 

Na2HPO4.2H2O) e saliva separadamente, e feito a diluição 1:1 e 1:10 em tampão 

fosfato 0,10 mol L-1 pH 5,0. Essas soluções foram diluídas em tampão fosfato pH 5,0 

(1:1 e 1:10) e sua quantificação foi feita pelo método de curva de calibração externa, 

através da técnica de SWV, sendo adicionada um volume de amostra/ponto da curva 

de 100 μL na superfície do eletrodo como pode ser visto na FIGURA 9. 

 
FIGURA 9. VISTA A) SUPERIOR E B) LATERAL DO SPE. 

 
FONTE: a autora 

 

 

) )
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3.8 DESENVOVIMENTO DE MÉTODOS ELETROANALÍTICO PARA 

DETERMINAÇÃO DE COLESTEROL EMPREGANDO DUNKIN WORKING-

ELECTRODES (DWE) MODIFICADO COM NÍQUEL EM PLATAFORMA 

MICROFLUÍDICA 

 

3.8.1 Avaliação do Ni/DWE como eletrodo de trabalho para determinação de colesterol 

 

Para a determinação de colesterol (COL) foi empregada uma estratégia não-

enzimática a partir da modificação do DWE com íons níquel por CV em meio alcalino 

posteriormente o Ni/DW foi acoplado a uma plataforma microfluídica para detecção 

dos seus sinais transientes por meio de cronoamperometria. Para os estudos de 

otimização da metodologia analítica, realizou-se as medidas em triplicatas para cada 

parâmetro e foram monitorados os valores de intensidades de correntes. 

 

3.8.2 Estudo da concentração de hidróxido de potássio  

 

Para o estudo de concentração de solução de hidróxido de potássio (KOH) 

para formação do par redox, foi preparada uma solução de KOH 1,0 mol L-1 e realizada 

diluições da solução estoque para as concentrações de 0,01, 0,05 e 0,10 mol L-1. As 

medidas de voltametria cíclica foram realizadas em ν = 0,050 V s-1, monitorando os 

valores de corrente e deslocamento de potencial. 

 

3.8.3 Estudo de estabilidade do par redox 

 

Para o estudo de estabilidade de formação do par redox na superfície do 

eletrodo foram feitas varreduras por voltametria cíclica na velocidade de varredura de 

0,050 V s-1 em meio de KOH 0,05 mol L-1 e monitorada a intensidade de corrente de 

1 a 35 ciclos.  

 

3.8.4 Estudo do potencial de oxidação do colesterol  

 

Após a obtenção da melhor condição de formação do par redox de níquel foi 

feito o estudo de potencial a ser aplicado no eletrodo de trabalho durante a 

cronoamperometria, nas quais foram aplicados potenciais de 0,50, a 0,70 V e 



44 

 

avaliadas as intensidades de corrente obtidas. 

 

3.8.5 Modelagem e impressão do μTED 

 

O μTED utilizado neste trabalho sofreu algumas adaptações comparado ao 

sistema original proposto por Agustini e colaboradores59. A plataforma foi impressa 

em ABS (acrilonitrilo-butadieno-estireno) por meio da impressora GTMax3D printer 

com tamanho de camada de 0,15 mm e densidade de preenchimento 3. Foram 

adicionados dois suportes cilíndricos ocos no reservatório de entrada e de saída, 

sendo um para o eletrodo de referência e outro para o eletrodo auxiliar miniaturizados, 

respectivamente. Além disso para facilitar a troca do eletrodo de trabalho sem precisar 

retirar o canal microfluídico de fios têxteis, foi impressa uma peça móvel que pudesse 

ser encaixada e desencaixada de forma a facilitar esse processo.  

 

3.8.6 Avaliação do volume de injeção e frequência analítica 

 

Para a injeção de alíquotas no sistema microfluídico foi feito um estudo de 

volume de injeção de 0,5 a 2,5 μL, sendo avaliadas as intensidades de corrente 

obtidas e a frequência analítica de injeções desde a obtenção do sinal amperométrico 

e o tempo de limpeza entre cada injeção. 

 

3.8.7 Construção e montagem do sistema microfluídico 

 

A modificação do DWE e seu acoplamento ao sistema microfluídico foram 

feitas em uma sequência de etapas, nas quais foram adaptadas de trabalhos 

anteriores do grupo60,62: 

(1) O DWE foi submetido a 10 ciclos em voltametria cíclica de -1,0 a 1,0 V vs Ag/AgCl 

3,0 mol L-1 (v = 0,1 V s-1) na presença de KOH 0,05 mol L-1 sendo uma etapa de 

ativação dos grupos carbônicos da superfície e melhora na transferência de elétrons. 

(2) Em seguida foi feita a pré-concentração em circuito aberto de íons níquel 

adicionando-se um volume de 4,0 μL de Ni2+ 0,5 mol L-1 com auxílio de micropipeta e 

deixado por 1 minuto. A solução de níquel 0,5 mol L-1 utilizada foi preparada 

dissolvendo-se o acetato de níquel em água destilada, com auxílio de banho 

ultrassônico por 30 minutos. Após seu preparo, a solução foi guardada sob 
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refrigeração (4 ºC) até sua utilização. O eletrodo foi enxaguado com água destilada e 

colocado em meio de KOH 0,05 mol L-1 em um béquer de 5,0 mL e submetido a 

varredura (ν = 0,25 V s-1) por voltametria cíclica de 0,0 a 0,7 V vs Ag/AgCl 3,0 mol L-1 

para promover a formação do oxi-hidróxido de níquel (NiOOH) durante 25 ciclos. 

(3) O DWE foi acoplado ao μTED e as medidas amperométricas foram realizadas 

utilizando KOH 0,05 mol L-1 como eletrólito suporte (solução transportadora) em um 

potencial aplicado de 0,55 V. Alíquotas de 2,0 μL da solução com o analito foram 

injetadas com auxílio de uma micropipeta diretamente na zona de injeção do canal 

microfluídico. 

(4) Etapa de limpeza do canal microfluídico através do fluxo da solução transportadora 

realizada por capilaridade na qual o sinal amperométrico retorna a linha base e então 

uma nova injeção seja adicionada. 

A FIGURA 10 mostra o sistema microfluídico montado e indicados a 

localização dos eletrodos o fluxo da solução transportadora do poço de entrada para 

o poço de saída na FIGURA 10-A vista de cima, a região de injeção de amostra na 

FIGURA 10-B com vista lateral e diferentes eletrodos de trabalho prontos para uso na 

FIGURA 10-C. 
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FIGURA 10. MONTAGEM DO SISTEMA MICROFLUÍDICO COMPOSTO DE TRÊS ELETRODOS. EM 
A) VISTA SUPERIOR E B) VISTA LATERAL DO NI/ DWE ACOPLADO AO SISTEMA 
MICROFLUÍDICO. C) MODELOS DE DWE PRONTO PARA USO 

 
FONTE: a autora 

 

3.8.8 Obtenção da curva analítica e parâmetros de mérito  

 

A solução estoque de padrão de COL 0,01 mol L-1 foi preparada pesando-se 

o padrão em um balão volumétrico de 2,0 mL e solubilizado em metanol com auxílio 

de banho ultrassônico. A solução estoque foi transferida para um frasco de vidro e 

conservada em refrigerador (4 ºC) até sua utilização. A obtenção da curva analítica foi 

feita a partir da diluição da solução estoque, fazendo-se diluições sucessivas de 1,0 x 

10-3 até 1,0 x 10-7 mol L-1 em meio de hidróxido de potássio 0,05 mol L-1). Com isso 

foram obtidos parâmetros de mérito analítico (limite de detecção, limite de 

quantificação, sensibilidade analítica) e feito os estudos de repetibilidade e 

reprodutibilidade de detecção. 
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3.8.9 Avaliação do método por estudo de adição e recuperação e efeito de 

concomitantes 

 

Para avaliar sua resposta frente a outros compostos presentes no plasma foi 

feito um estudo de efeito de concomitantes com o padrão de colesterol na presença 

de diversos componentes, como glicose, ácido ascórbico, ácido úrico, dopamina, 

cisteína e peróxido de hidrogênio, sendo o concomitante adicionado na concentração 

1,0 x 10-5, na solução contendo o colesterol (CCOL = 5,0 x 10-6 ) em KOH 0,05 mol L-1 

e avaliada a intensidade de sinal obtida. Para validação do método, foi feita a 

fortificação de amostras de plasma, pegando-se alíquotas de 100 μL de amostra com 

COL até a concentração final de 5,17 mmol L-1 (aproximadamente 200 mg dL-1 de 

colesterol total). A solução foi diluída em KOH 0,05 mol L-1 (1:200 e 1:500) e sua 

quantificação foi feita pelo método de curva de calibração externa, através da técnica 

de cronoamperometria. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.1 OTIMIZAÇÃO DOS PARÂMETROS PARA CONSTRUÇÃO DOS ELETRODOS  

 

A tinta condutora empregada na impressão dos eletrodos foi baseada em 

Pradela-Filho e colaboradores 53, que descreveram a obtenção de uma tinta condutora 

a base de esmalte e grafite para a construção de eletrodos impressos. Da mesma 

maneira, nesse trabalho foi desenvolvida uma tinta condutora, também com esmalte 

e grafite, com algumas modificações em relação ao solvente e ao volume de solvente 

utilizado, por cada 1,0 g de tinta, como observada na Tabela 2 anteriormente. As 

técnicas de CV e EIS foram utilizadas para avaliar o comportamento da molécula 

sonda frente aos parâmetros avaliados como a proporção de esmalte/grafite e número 

de camadas para ambas as formas de deposição de tinta condutora (DWE e SPE). 

Também foram feitas as otimizações da proporção de esmalte e grafite (% m/m) e o 

número de camadas dos eletrodos, sendo monitorados os valores de intensidade de 

corrente e resistência de transferência de carga. 

 

4.2 CARACTERIZAÇÃO DOS ELETRODOS IMPRESSOS POR SERIGRAFIA (SPE 

 

4.2.1 Caracterização eletroquímica dos eletrodos impressos por serigrafia (SPE) 

 

De forma a avaliar o desempenho eletroquímico dos SPEs, foram feitas 

medidas voltamétricas por CV, obtendo-se valores para Ipa e ΔEp, e por EIS, 

proporcionou-se determinar os valores de Rct, cujos resultados são mostrados na 

FIGURA 11.  
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FIGURA 11. A) ΔIP E ΔEP OBTIDO PARA DIFERENTES COMPOSIÇÕES DA TINTA CONDUTORA 
COM UMA CAMADA EM SOLUÇÃO DE FERRICIANETO DE POTÁSSIO 5,0 X 10-3 mol L-1 EM KCl 
0,1 mol L-1, V = 0,1 V s-1. B) ΔIP E ΔRCT PARA DIFERENTES PROPORÇÕES DA TINTA CONDUTORA 
COM UMA CAMADA EM SOLUÇÃO DE FERRICIANETO DE POTÁSSIO EM KCl 0,1 mol L-1, 
FREQUÊNCIA DE 100kHz A 10 mHz, AMPLITUDE DE 0,01 V C) ) ΔIP E ΔEP OBTIDO PARA 
DIFERENTES NÚMERO DE CAMADAS NA PROPORÇÃO DE 70:30 ESMALTE:GRAFITE EM 
SOLUÇÃO DE FERRICIANETO DE POTÁSSIO 5,0 X 10-3 mol L-1 EM KCl 0,1 mol L-1,  = 0,1 V s-1, D) 
ΔIP E ΔRCT PARA DIFERENTES NÚMERO DE CAMADAS NA PROPORÇÃO DE 70:30 
ESMALTE:GRAFITE EM SOLUÇÃO DE FERRICIANETO DE POTÁSSIO EM KCl 0,1 mol L-1, 
FREQUÊNCIA DE 100kHZ A 10 mHZ, AMPLITUDE DE 0,01 V. 

 

 
FONTE: a autora 

 

Pode ser visto nas FIGURA 11-A e FIGURA 11-B, que os valores de Ip tendem 

a diminuir e os valores de Rct tendem a aumentar com o aumento da proporção de 

esmalte, diminuindo o desempenho da tinta condutora com o aumento da fase 

aglutinante, sendo assim escolhida a proporção de 30:70 (%m/m esmalte:grafite). 

Embora a proporção de 20:80 (esmalte:grafite) tenha apresentado bons resultados de 

corrente de pico e resistência a transferência de carga, os eletrodos construídos com 

essa tinta apresentaram baixa resistência mecânica, sendo uma tinta quebradiça 

quando seca.  
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Outro aspecto avaliado foi em relação ao número de camadas de tinta 

condutora sobre o mesmo suporte. Para o número de camadas, que podem ser vistas 

nas  FIGURA 11-C e FIGURA 11-D, foi escolhido aplicar 1 camada de tinta condutora, 

uma vez que o SPE apresentou bons resultados aliados a uma boa resistência 

mecânica. Os SPE construídos com 2 ou 3 camadas apresentaram resultados 

superiores, porém novamente com baixa resistência mecânica, apresentando-se 

muito quebradiços ou alta dificuldade de homogeneização (possivelmente pela 

remoção da camada de tinta assim que feita uma nova camada). E de forma análoga 

ao DWE foi feito uma abrasão prévia do substrato para melhor aderência da tinta 

condutora após sua deposição. A TABELA 3 resume os parâmetros avaliados e 

otimizados na construção dos eletrodos impressos por serigrafia.  

 
TABELA 3. PARÂMETROS AVALIADOS PARA A CONSTRUÇÃO DO SPE 

Parâmetros Avaliados Faixa / 100 mg de tinta Parâmetros Otimizados 

Abrasão do suporte Sem - com Com 

Composição 50 – 90% de grafite 70% de grafite 

Número de camadas 1 – 3 camadas 1 camada 

Volume de solvente 50 – 100 μL 50 μL 
 

4.2.2 Caracterização morfológica por microscopia eletrônica de varredura do SPE 

 

Foi realizada a microscopia eletrônica de varredura na caracterização da 

superfície do SPE para verificar a dispersão da tinta condutora a fim de avaliar o 

recobrimento da superfície do eletrodo. As imagens podem ser vistas na FIGURA 12.  
FIGURA 12. IMAGEM REPRESENTATIVA OBTIDA POR MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE 
VARREDURA DOS SPE EM DIFERENTES AMPLIAÇÕES. AMPLIAÇÕES EM A)100X, B)500X E C) 
1000X. 

 
FONTE: a autora 

Foi possível observar que há um recobrimento superficial adequado 
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mostrando uma distribuição homogênea do material condutor sobre o substrato. 

Assim, é possível concluir que a estratégia empregada proporcionou a produção de 

eletrodos com cobertura adequada. 

 

4.2.3 Desenvovimento de método eletroanalítico para determinação de melatonina 

utilizando SPE como plataforma de detecção 

 

A fim de avaliar o comportamento voltamétrico da MT sobre os SPE, foram 

realizadas medidas de voltametria cíclica e voltametria de onda quadrada na ausência 

e na presença do hormônio. Os resultados estão apresentados na FIGURA 13. 
 

FIGURA 13. A) PERFIL VOLTAMÉTRICO DOS PROCESSOS DE OXIDAÇÃO DA MELATONINA EM 
JANELA DE POTENCIAL DE 0,0 A 1,0 V NA CONCENTRAÇÃO DE 1,0 X 10-5 mol L-1 DE PADRÃO 
DE MELATONINA, V = 0,050 V s-1 B) PERFIL DA VOLTAMETRIA DE ONDA QUADRADA (SWV) NAS 
MESMAS CONDIÇÕES C) REAÇÃO SIMPLIFICADA DA OXIDAÇÃO DA MELATONINA 

 
FONTE: a autora 

 

As medidas de SWV e EIS foram realizadas na presença de melatonina 

utilizando eletrodos lab-made a fim de comparar sua performance eletroquímica frente 

a oxidação da melatonina vista na FIGURA 13. Pelo voltamograma na FIGURA 13-A 

é possível observar um potencial de pico anódico em 0,62 V que é um valor similar a 
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outros reportados na literatura, como descrito por Kumar e colaboradores83, que 

observaram um pico anódico em 0,65 V e por Camargo et al80, que encontraram um 

valor de pico anódico de 0,70 V. O deslocamento de potencial de pico para valores 

menos positivos não afeta significativamente a seletividade da resposta eletroquímica 

uma vez que os sinais faradaicos foram obtidos em uma faixa de potencial similar e 

com sensibilidade similares.  

É importante salientar que a voltametria de onda quadrada (SWV) é uma 

técnica voltamétrica pulsada que apresenta vantagem de potencializar o sinal 

faradaico, pois a corrente é medida antes do pulso ser aplicado e no final do pulso, 

sendo feita a subtração da corrente capacitiva que é obtida na primeira corrente. Como 

consequência disso, é possível observar uma corrente de pico com intensidade 

aproximadamente três vezes maior que a obtida por voltametria cíclica. Assim, para 

fins analíticos, a SWV foi utilizada para escolher as condições experimentais a serem 

empregadas na determinação de melatonina. 

Foi realizado um estudo a fim de verificar a influência exercida sobre a 

resposta do sensor quando há variação do pH da solução que compõe o eletrólito, 

bem como a solução do padrão de MT. Para o estudo foram preparadas soluções 

tampão fosfato 0,10 mol L-1, no intervalo de pH de 2,0 a 7,0, as quais foram 

empregadas para preparar as soluções de MT, 1,0 × 10-5 mol L-1, e os resultados 

obtidos estão apresentados na FIGURA 14. 

 
FIGURA 14. A) PERFIL DE SWV DO PROCESSO DE OXIDAÇÃO DA MT EM JANELA DE 
POTENCIAL DE 0,0 A 1,0 V EM DIFERENTES VALORES DE pH (2,0 A 7,0) NA CONCENTRAÇÃO 
DE 1,0 X 10-5 mol L-1 DE PADRÃO DE MT, Ν = 50,0 mV s-1 B) GRÁFICO DE CORRENTE E 
POTENCIAL DE OXIDAÇÃO DA MT EM FUNÇÃO DOS VALORES DE pH COM VALOR DE SLOPE 
OBTIDO DE POTENCIAL VS pH 

 
FONTE: a autora 
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A partir dos voltamogramas da FIGURA 14-A é possível observar um máximo 

de corrente para o pH 5,0 e um decréscimo de corrente é observado com o aumento 

dos valores de pH, até pH 7,0. Com base no mecanismo de oxidação descrito na 

literatura para MT, é esperado que em valores mais elevados de pH ocorra um 

deslocamento de Ep sugerindo uma oxidação facilitada nessas condições83. A 

FIGURA 14-B mostra a variação do EPA vs. pH, na qual foi feita a regressão linear e 

obtida a seguinte equação: EPA / V = -0,033 pH + 0,823. Esses resultados mostraram 

que o potencial de oxidação desloca para um valor menos positivo com o aumento do 

pH, em consequência de a desprotonação ser facilitada em valores mais elevados de 

pH. A inclinação da curva apresentou valor de 33,0 mV pH-1 em que sugere uma 

transferência desigual entre elétrons e prótons81, sendo sugerida por Radi e 

colaboradores101, dois elétrons e um próton durante a oxidação da MT. 
Em seguida, foi realizado o estudo do efeito da variação da velocidade de 

varredura no potencial de pico de oxidação e corrente de pico da MT. A FIGURA 15 

mostra os resultados obtidos. 

 
FIGURA 15. A) GRÁFICO DE CORRENTE POR POTENCIAL REFERENTE A MT EM JANELA DE 
POTENCIAL DE 0,0 A 1,0 V, pH 5,0, CONCENTRAÇÃO DE 1,0 X 10-5 mol L-1 DE PADRÃO DE MT 
EM DIFERENTES VELOCIDADES DE VARREDURA. (Ν = 10, 25, 50, 75, 100, 150 mV s-1), B) 
GRÁFICO DE CORRENTE DE PICO VS VELOCIDADE DE VARREDURA 

 
FONTE: a autora 

 

A partir do gráfico na FIGURA 15-B, é notado que há uma dependência linear 

entre a corrente de pico e a velocidade de varredura (IPA = 0,927 ν + 0,101, R2 = 0,993), 

com o transporte de massa controlado por difusão como fator limitante do sistema, 
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como esperado para o sistema 101,102. 
Os parâmetros da técnica foram otimizados para a obtenção do melhor 

desempenho sinal obtido em relação a MT utilizando a SWV. Desse modo, foram 

avaliados a frequência de pulsos que é responsável pela magnitude do sinal analítico, 

e consequentemente na sensibilidade do método, a amplitude de pulso a qual se 

relaciona com a seletividade do método devido a pulsos maiores levarem ao aumento 

da largura do pico e o incremento de potencial que se relaciona com a sensibilidade, 

sendo que valores maiores podem aumentar o sinal obtido, porém aumentar a largura 

do pico103. Os resultados obtidos para a frequência, amplitude de pulso e incremento 

de potencial são apresentados na FIGURA 16. 

 
FIGURA 16. ESTUDO DE PARÂMETROS DA SWV NA PRESENÇA DE 1,0 × 10-5 mol L-1 DE MT EM 
TAMPÃO FOSFATO pH 5,0 EM A) VARIAÇÃO DA CORRENTE DE PICO E LARGURA DE 
POTENCIAL DE MEIA-ALTURA (W1/2) OBTIDA PROPORCIONALMENTE A FREQUÊNCIA DE 
APLICAÇÃO DE PULSOS DE 5 A 100 Hz, A = 75 mV, E = 10 mV B) ESTUDO DE CORRENTE E 
LARGURA DE W1/2 OBTIDA PROPORCIONALMENTE A AMPLITUDE DE PULSO DE 5 A 100 mV, E 
= 10 mV, f = 50 Hz C) VARIAÇÃO DE CORRENTE E LARGURA DE W1/2 EM FUNÇÃO DO 
INCREMENTO DE POTENCIAL DE 1 A 10 mV, f = 50 Hz, E = 10 mV 

 
FONTE: a autora 
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O primeiro parâmetro otimizado foi da frequência, em que é possível observar 

pela FIGURA 16-A que houve aumento da corrente de pico com seu aumento até o 

valor de 50 Hz, seguido de um decréscimo de corrente. A frequência está diretamente 

relacionada com a velocidade em que as ondas de pulso são aplicadas e varridas. 

Assim, quanto maior o valor da frequência, maior a velocidade de varredura103. No 

outro eixo do gráfico, é mostrado a largura da meia altura, para cada frequência, na 

qual não apresentou variação significativa da largura obtida, assim foi escolhida a 

frequência de 50 Hz como valor mais adequado. 

Em seguida foi estudado o parâmetro de amplitude de pulso. Em processos 

irreversíveis é observado que ocorre a melhora da sensibilidade analítica 

aumentando-se o valor desse parâmetro. Pela FIGURA 16-B é possível observar um 

aumento crescente de corrente até 75 mV seguida pela diminuição de corrente, sendo 

assim escolhido a amplitude de 75 mV como valor mais adequado.  

Para o parâmetro do incremento de potencial, os valores de corrente obtidos 

são apresentados na FIGURA 16-C e é possível perceber que a corrente aumenta 

com o incremento de potencial, e que não houve variação significativa da largura de 

pico, com isso um maior valor de incremento pode ser utilizado sem perda de 

resolução de sinal, sendo assim escolhido o incremento de 10 mV.  

 
4.2.4 Desempenho analítico, efeito de concomitantes e aplicação.  

 

Com todos os parâmetros da metodologia proposta já definidos foi possível 

obter os sinais analíticos para a construção da curva analítica (FIGURA 17) para a 

melatonina empregando o SPE como eletrodo de trabalho, além da obtenção dos 

parâmetros de mérito analítico.  
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FIGURA 17. A. CONSTRUÇÃO DA CURVA ANALÍTICA DE MELATONINA NAS CONCENTRAÇÕES 
DE 0,25–75,0 μmol L-1 B) CURVA DE CALIBRAÇÃO CORRESPONDENTE (n = 3). CONDIÇÕES 
EXPERIMENTAIS: F = 50 Hz; ΔEA = 75 mV; ΔES = 10 mV. 
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FONTE: a autora 

 

É possível perceber que há um aumento de corrente linear em função do 

aumento da concentração de melatonina adicionada em uma faixa estudada de 0,25 

– 75,0 μmol L-1 observando queda de sinal para o ponto seguinte em rosa (100,0 0 

μmol L-1), sendo a faixa linear de resposta entre 0,25 – 75,0 μmol L-1. 

Com a regressão linear da curva foi possível obter a equação da reta, sendo 

esta, I (μA) = 0,168C (μmol L-1) + 0,0869, com boa correlação linear (R2 = 0,99) e boa 

sensibilidade analítica (0,168 μA L μmol-1). Para os cálculos de limite de detecção 

(LOD) foi utilizado a razão de três vezes o desvio da prova em branco pela 

sensibilidade e limite de quantificação (LOQ) sendo a razão de dez vezes a estimativa 

do desvio da prova em branco pela sensibilidade104, sendo obtido um valor de LOD 

de 25,9 nmol L-1 e LOQ de 83,3 nmol L-1. 

A fins de comparação com outras metodologias de sensores não-enzimáticos 

encontradas na literatura, a TABELA 4 apresenta a comparação com diferentes 

metodologias reportadas. 
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TABELA 4. COMPARAÇÃO COM OUTROS MÉTODOS ELETROANALÍTICOS EMPREGANDO 
SENSORES NÃO-ENZIMÁTICOS PARA DETERMINAÇÃO DE MELATONINA 

Eletrodo Amostra 
Sensibilidade 

analítica 
μA L μmol-1 

Faixa linear 
μmol L-1 

LOD 
nmol L-1 Ref 

FeCo@CNFs/GCE Plasma – 
Cápsulas 0,022 0,05 – 250,0 2,7 79 

AHNS:PdNPs:ErGO/GCE Urina – 
Cápsulas 0,12 5 – 100,0 90,0 81 

GPT/WPE Saliva – 
Urina 0,0583 0,8 – 100,0 32,5 80 

MagNPs/Cdots/GCE - 0,38 0,05 – 13,5 4,4 105 

SnO2-Co3O4@rGO/CPE Plasma – 
Cápsulas - 0,02 – 6,0 4,1 103 

SPE Saliva – 
Urina 0,168 0,25 – 75 25,9 Este 

trabalho 
FeCo@CNFs/GCE: arranjo de nanofibras de carbono decorado com liga de FeCo 
AHNS:PdNPs:ErGO/GCE: eletrodo de carbono vítreo modificado com nanocompósito polimérico de 
NPs de Pd 
GPT/WPE: eletrodo de carbono vítreo e eletrodos de papel à prova d’água 
MagNPs/Cdots/GCE: eletrodo de carbono vítreo modificado com quantum dots de carbono e 
nanopartículas magnéticas de Fe3O4 
SnO2-Co3O4@rGO/CPE: eletrodo de pasta de carbono modificado com óxido de grafeno e decorado 
com NP de SnO2-Co3O4 

 

O sensor proposto é o mais simples quando comparado a outros reportados 

na literatura79–81,105,106 utilizando o eletrodo sem modificação e mesmo assim foram 

obtidos valores intermediários de faixa linear e limite de detecção e sensibilidade 

analítica. 

Para avaliar a similaridade de resposta do sensor proposto, foram feitos 

estudos de repetibilidade e reprodutibilidade que podem ser vistos na FIGURA 18.  

 
FIGURA 18. GRÁFICOS EM BARRA PARA A) REPETIBILIDADE DE SINAL PARA MEDIDAS 
CONSECUTIVAS EM UM MESMO ELETRODO. CMT = 10,0 μmol L-1, TAMPÃO FOSFATO pH 5,0 E B) 
REPRODUTIBILIDADE DE SINAL UTILIZANDO ELETRODOS DIFERENTES DE LOTES VARIADOS 
(N = 6). CMT = 10,0 μmol L-1, tampão fosfato pH 5,0. 

 
FONTE: a autora 
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Para o estudo de repetibilidade foram feitas 6 medidas consecutivas utilizando 

o mesmo eletrodo, enquanto para o estudo de reprodutibilidade foram feitas medidas 

em 6 eletrodos de diferentes bateladas na presença de 10,0 μmol L-1 de melatonina 

para ambos os estudos. O desvio padrão relativo foi de 2,4 e 12,0%, respectivamente, 

o que indica que mesmo variando os eletrodos foi possível obter sinais precisos, sendo 

assim uma resposta satisfatória para o sensor proposto.  

Além disso foi avaliada a resposta voltamétrica de MT na presença de 

espécies concomitantes na amostra como cortisol (CORT), glicose (GLU), ureia (UR) 

e estradiol (ET) na mesma concentração de melatonina (5,0 μmol L-1). Na FIGURA 19 

são apresentados os resultados deste estudo. 
 

FIGURA 19. A) VOLTAMOGRAMAS DE ONDA QUADRADA NA PRESENÇA DE MELATONINA MAIS 
ESPÉCIES CONCOMITANTES B) GRÁFICO DE VARIAÇÃO MÉDIA DE CORRENTE NO ESTUDO 
DE INTERFERÊNCIA DE MATRIZ. CMT = 5,0 X 10-6 mol L-1; F = 75 Hz; ΔEP = 50 mV; ΔES = 10 mV; 
TAMPÃO FOSFATO pH = 5,0. 

 
FONTE: a autora 

 

A partir das variações de corrente obtidas para a melatonina na presença 

dessas espécies, pode-se observar que não houve variação significativa, sendo assim 

possível afirmar que as espécies concomitantes na matriz não causam interferência 

no sinal da MT, em igual concentração a de MT.  
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Como forma de avaliar o método, foi feita a fortificação de saliva e urina 

artificial com padrão de melatonina, diluídas em tampão fosfato pH 5,0 em dois níveis 

(1:2 e 1:10) para ambas as amostras. Os resultados podem ser vistos na TABELA 5.  

 
TABELA 5. RESULTADOS OBTIDOS PARA ANÁLISE POR ADIÇÃO E RECUPERAÇÃO EM 
DIFERENTES DILUIÇÕES (1:1 E 1:10) EM AMOSTRAS ARTIFICIAIS DE URINA E DE SALIVA PARA 
n = 3 

Amostra Diluição Cdiluição / μmol L-1 Rec / μmol L-1 Rec / % 

Urina 
1:1 5,00 5,20 0,04 104,0 

1:10 1,00 1,02 0,03 102,4 

Saliva 
1:1 5,00 4,80 0,08 95,6 

1:10 1,00 1,01 0,02 101,2 

 

Foram fortificadas amostras de saliva e urina artificiais com alíquotas de 1,5 

mL de cada amostra com MT até a concentração final de 1,0 x 10-5 mol L-1. Os valores 

recuperados após a diluição apresentaram variação de 95,6 a 104,0%, indicando que 

o sensor proposto foi capaz de fazer quantificação do analito proposto em diferentes 

tipos de amostras. 
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4.3 CARACTERIZAÇÃO DOS ELETRODOS DE TRAABALHO PREPARADOS POR 

IMERSÃO (DWE) 

 

4.3.1 Caracterização eletroquímica dos eletrodos de trabalho preparados por imersão 

(DWE) 

 

Esse estudo foi feito por CV na presença de íons ferricianeto, o qual apresenta 

comportamento eletroquímico bem estabelecido, sendo empregado como sonda 

eletroquímica para avaliar o desempenho dos eletrodos construídos. Os 

voltamogramas obtidos para os eletrodos construídos com tintas de diferentes 

composições estão demonstrados na FIGURA 20. 

 
FIGURA 20. A) VOLTAMOGRAMAS DA VARIAÇÃO DE IPA E EP VARIANDO AS PROPORÇÕES DE 
ESMALTE NA PRESENÇA DE FERRICIANETO DE POTÁSSIO 5,0 X 10-3 mol L-1 EM KCl 0,1 mol L-1, 
 = 0,25 V s-1. B) VARIAÇÃO DE IP E EP EM FUNÇÃO DA PROPORÇÃO DE ESMALTE 

 
FONTE: a autora 

 

Na FIGURA 20-A é observada uma diminuição nas correntes de pico anódica 

e catódica conforme aumenta a proporção do esmalte, o que comprova o efeito 

condutor do grafite e isolante do esmalte na composição da tinta. No gráfico da 

FIGURA 20-B pode ser visto os valores médios de ΔEp e Ip anódica  para cada 

proporção de tinta referentes aos voltamogramas da FIGURA 20-A. Além disso 

também é observado o deslocamento do Ep tanto de oxidação e de redução, 

aumentando a diferença entre os picos. A partir do valor de  Ep pode ser calculado a 
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constante cinética heterogênea de transferência eletrônica (ko) utilizada como 

indicativo da performance do eletrodo através da velocidade de transferência 

eletrônica entre a espécie eletroativa e a superfície do eletrodo. Os valores de ko 

podem ser vistos na TABELA 6 e apresentaram valores concordantes com o trabalho 

de Randviir107 para diferentes eletrodos impressos. 

Outra caracterização eletroquímica empregada foi a EIS, utilizada para 

caracterizar o processos envolvidos na interface eletrodo-solução para cada 

proporção de tinta condutora estudada. A FIGURA 21-A e FIGURA 21-B mostram os 

diagramas de Nyquist e o gráficos com os valores obtidos para cada composição, 

respectivamente. 

 
FIGURA 21. A) DIAGRAMA DE NYQUIST PARA CADA PROPORÇÃO DE TINTA CONDUTORA, DE 
10% A 50%. INSERT: CIRCUITO ELÉTRICO DE RANDLES, NA QUAL RS É A RESISTÊNCIA 
ÔHMICA, CDL É A CAPACITÂNCIA DE DUPLA CAMADA, RCT É A RESISTÊNCIA A TRANSFERÊNCIA 
DE CARGA E ZW É IMPEDÂNCIA DE TRANSFERÊNCIA DE MASSA OU WARBURG B) 
COMPARAÇÃO DA IP E RCT PARA CADA COMPOSIÇÃO DE TINTA CONDUTORA EM MEIO DE 
SOLUÇÃO DE 5,0 X 10-3 mol L-1 DE FERRICIANETO DE POTÁSSIO EM KCl 0,1 mol L-1, 
FREQUÊNCIA DE 100kHz A 10 mHz, AMPLITUDE DE 0,01 V. 

 
FONTE: a autora 

 

Para cada composição de tinta foi avaliado o comportamento impedimétrico a 

partir de um circuito de Randles, sendo que em regiões de altas frequências, a 

impedância é associada ao controle cinético e se aproxima da resistência ôhmica (RΩ), 

referente a resistência da solução (Rs), pois nessa condição o capacitor (Cdl) atua 

como condutor e não é carregado. Conforme se avança para regiões de baixa 

frequência, o capacitor começa a carregar, e a impedância passa a ser medida pela 

combinação de duas resistências, a Rs e a Rct (resistência a transferência de carga), 
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além disso para frequências ainda menores pode ser observada a impedância de 

Warburg (Zw) que é associada a transferência de massa pela difusão da sonda 

avaliada na superfície eletródica108.  

Assim, pode-se observar na FIGURA 21-A que, para eletrodos com maior 

quantidade de grafite em sua composição o diagrama possui uma maior contribuição 

de Zw, indicado pela reta em 45º logo após de um pequeno semicírculo, e conforme 

ocorre o aumento da proporção de esmalte da tinta condutora, há um aumento do 

diâmetro do semicírculo, indicando que a Rct da tinta aumenta, ou seja aumenta a 

polarização na interface eletrodo/solução. Comparando-se os valores de Rct com os 

valores de Ip da sonda eletroquímica, é observado que são inversamente 

proporcionais. Assim, pode-se inferir que uma melhor performance foi observada nos 

SPEs com maiores concentrações de grafite em sua composição, sendo escolhido os 

eletrodos compostos de 20/80 (esmalte:grafite) como a composição com melhor 

desempenho. Eletrodos com maior porcentagem de grafite apresentaram-se mais 

quebradiços embora com resultados semelhantes e eletrodos com menores 

porcentagem de grafite tiveram desempenhos inferiores quando comparados. Os 

valores de Ip e Rct podem ser vistos na TABELA 6, assim como outros parâmetros 

obtidos. No trabalho de Andreotti e colaboradores109 foi observado valor semelhante 

de separação entre picos anódico e catódico de 242 mV, quando comparado ao 

eletrodo com proporção de 20/80 (esmalte:grafite) em sua composição. Já no trabalho 

de Silva e colaboradores34 foi observada uma melhor intensidade de corrente de pico 

e um perfil mais simétrico nas reações redox para a sonda avaliada nos eletrodos com 

maior porcentagem do material carbonáceo em sua composição.k 

 
TABELA 6. VARIAÇÃO DE IPA, ΔEP, RCT,  E k0 DE ACORDO COM A PROPORÇÃO DE 
ESMALTE/GRAFITE 

Esm/Graf  / % Ipa / μA Rct / kΩ ΔEp / mV  k0 

10/90 119,1 0,1236 277 0,05475 2,64x10-4 

20/80 115,1 0,2366 245 0,07164 3,45x10-4 

30/70 100,2 0,4594 263 0,06116 2,95x10-4 

40/60 80,38 1,0806 354 0,03626 1,75x10-4 

50/50 52,01 2,8977 547 -- -- 
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4.3.2 Avaliação de parâmetros físicos dos eletrodos DWE 

 

O estudo de abrasão do suporte foi necessário por ter sido observado nos 

primeiros testes que a aderência da tinta não tinha sido eficaz. Na FIGURA 22-A é 

apresentada a variação de massa por camada de tinta na presença e ausência de 

abrasão (lixando a superfície lisa do suporte). 

 
FIGURA 22. GRÁFICO DE VARIAÇÃO DA DEPOSIÇÃO DA MASSA DE TINTA CONDUTORA NO 
SUPORTE PLÁSTICO NA PRESENÇA E AUSÊNCIA DE ABRASÃO PRÉVIA DA SUPERFÍCIE PARA 
DIFERENTES NÚMEROS DE CAMADAS DE TINTA 
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FONTE: a autora 

 

Foi feita uma batelada sem abrasão e outra com abrasão para este estudo. 

Na FIGURA 22 não é vista variação significativa da massa de tinta depositada na 

superfície para uma camada, mas conforme se aumenta o número de camadas, o 

valor médio do eletrodo com abrasão se apresentou maior para duas e três camadas 

e com quatro camadas se mostrou com uma variação de massa menor, o que pode 

indicar que a variação de massa depositada independe da abrasão. Porém, ao se 

manusear o eletrodo já seco, a tinta depositada na superfície teve uma melhor 

aderência para aqueles que receberam a abrasão. Com isso foi decidido utilizar uma 

abrasão do suporte plástico antes da deposição da tinta. 

 



64 

 

FIGURA 2332 GRÁFICO DE VARIAÇÃO DA MASSA DE TINTA DEPOSITADA EM ELETRODOS (n = 
3) DE 1 A 10 CAMADAS 
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A FIGURA 23 mostra a variação de massa de tinta por camada, em miligramas, 

que foi depositado na superfície do material plástico. Foram feitas diversas 

quantidades de tintas para cada eletrodo para evitar que faltasse tinta e evitar que um 

eletrodo recebesse uma tinta diferente entre camadas o que deixaria sua composição 

irregular. Foi feita previamente a pesagem do plástico, pesado depois de seco e 

calculado o mtinta condutora. Entre 1 e 3 camadas não foi verificada uma mudança 

significativa na massa depositada, após o isso o valor aumenta até 5 camadas e 

depois começa a ser observado uma grande variação na quantidade em massa que 

foi depositada como pode ser visto para 8 a 10 camadas.  

Observando os resultados do estudo de massa depositada por camada, foi 

avaliado o comportamento de cada eletrodo empregando a técnica de voltametria 

cíclica utilizando ferricianeto de potássio como sonda eletroquímica. A FIGURA 24-A 

mostra os perfis de voltametria cíclica para cada eletrodo de 1 a 10 camadas e a 

FIGURA 24-B mostra a magnitude da corrente de pico e o deslocamento de potencial 

de pico obtidos pela voltametria cíclica.  
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FIGURA 24. VOLTAMETRIA CÍCLICA DE 5,0 X 10-3 mol L-1 DE FERRICIANETO DE POTÁSSIO EM 
KCl 0,1 mol L-1,  = 0,25 mV s-1 EM DIFERENTES ELETRODOS, VARIANDO-SE DE 1 A 10 CAMADAS 
DE TINTA CONDUTORA POR ELETRODO. DETALHE: AMPLIAÇÃO DO PERFIL VOLTAMÉTRICO 
PARA ELETRODOS DE 1 E 2 CAMADAS. B) VARIAÇÃO DA CORRENTE DE PICO E POTENCIAL 
EM RELAÇÃO AO NÚMERO DE CAMADAS 

FONTE: a autora 

 

Foi observado um aumento na corrente de pico anódica do [Fe(CN)6]3- para 

os eletrodos que receberam até cinco camadas. A partir de 6 camadas, é observada 

a diminuição da corrente, este fator pode estar relacionado ao eletrodo se tornar mais 

quebradiço com o aumento das camadas de tinta, e assim perder parte do material 

condutor em seu manuseio, e por consequência diminuição da Ip coletada. Portanto, 

escolheu-se o número de 5 camadas, como valor ótimo para os estudos seguintes. 

Na TABELA 7 é apresentado um resumo dos parâmetros avaliados e 

otimizados para o DWE. 
 

TABELA 7. PARÂMETROS AVALIADOS PARA A CONSTRUÇÃO DO DWE 

Parâmetros Avaliados Faixa / 100 mg de tinta Parâmetros Otimizados 

Abrasão do suporte Sem/Com Com 

Composição 50 – 90% de grafite 80% de grafite 

Número de camadas 1 – 10 camadas 5 camadas 

Tipo de solvente Acetato de etila e acetona Acetato de etila 
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4.3.3 Caracterização morfológica por microscopia eletrônica de varredura do DWE 

 

Foi realizada a microscopia eletrônica de varredura na caracterização da 

superfície do DWE para verificar a dispersão da tinta condutora sobre o substrato 

plástico e as imagens estão demonstradas na FIGURA 25. 

 
FIGURA 25. IMAGEM REPRESENTATIVA OBTIDA POR MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE 
VARREDURA DOS DWE OTIMIZADO. AMPLIAÇÕES EM A)100X, B)500X E C) 1000X 

 
FONTE: a autora 

Pode ser observada uma boa homogeneização da tinta condutora com essa 

estratégia de impressão, apresentando excelente recobrimento para o DWE otimizado 

(80% de grafite em sua composição). Nas imagens com maior ampliação é possível 

observar todo o recobrimento do suporte pelo compósito grafite/esmalte, com sólidos 

dos dois materiais, sem uma separação ou desagregação do compósito. 

 

4.3.4 Desenvolvimento de metodologia não-enzimática para detecção de colesterol 

empregando DWE modificado com níquel em sistema microfluídico 

 

O comportamento voltamétrico do sistema proposto foi inicialmente estudado 

por CV e para fins analíticos foi empregada a amperometria, sendo a CV utilizada para 

formação do par redox da espécie catalítica e observar o perfil da reação de oxidação 

química pelo mediador redox. Já a amperometria foi utilizada avaliando-se a relação 

entre concentração adicionada e sinal de corrente obtido de forma proporcional, sendo 

otimizado parâmetros relacionados ao par redox e ao sistema microfluídico para 

melhor obtenção da curva analítica, e assim ser possível aplicar o estudo de adição e 

recuperação em amostra de plasma sanguíneo.  

Como avaliação inicial para a determinação do colesterol, foi empregada uma 
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metodologia não-enzimática fazendo-se a catálise através de um mediador redox 

utilizando o DWE. Foi realizado um pré-tratamento do eletrodo em meio alcalino, para 

um melhor ancoramento de íons Ni2+, e posteriormente, sob condições adequadas, 

formação do par Ni(II)/Ni(III), como descrito na metodologia (seção 3.8.7). Esta 

estratégia foi adotada devido as excelentes propriedades eletrocatalíticas do Ni(III), 

que foi amplamente empregado como um modificador de eletrodos, promovendo a 

eletro-oxidação catalítica do analito, a partir do par redox Ni(II)/Ni(III), que permite a 

determinação não-enzimática de diversas espécies 110–112. O perfil voltamétrico obtido 

está representado na FIGURA 26 na presença e ausência de colesterol.  

 

FIGURA 26. PERFIL VOLTAMÉTRICO DO NI(II)/NI(III) EM DWE NA AUSÊNCIA (– PRETO) E 
PRESENÇA ( – VERDE) DE COLESTEROL 10,0 X 10-5 mol L-1, V = 0,025 V s-1. INSERT: CORREÇÃO 
DE LINHA BASE DE FAIXA DE CORRENTE DE 0,2 A 0,7 V EVIDENCIANDO A OXIDAÇÃO DE NI(III) 
EM PRETO E OXIDAÇÃO DE NI(III) E COLESTEROL EM VERDE. 
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Na FIGURA 26 pode ser visto em preto o voltamograma cíclico do eletrodo 

contendo íons Ni(II) previamente adsorvidos na superfície do eletrodo de trabalho. Há 

na varredura direta a formação de NiOOH (Ni(III)) próximo a 0,55 V e, na varredura 

reversa, é observada a respectiva redução próxima a 0,35 V levando a formação de 

Ni(OH)2. Em verde o voltamograma cíclico do mesmo eletrodo com a presença do 

colesterol, onde pode ser observado pelo insert da FIGURA 26 um aumento da 

corrente de oxidação de aproximadamente duas vezes. Além disso, ocorre a 

diminuição na corrente do processo de redução, evidenciando a formação de Ni(OH)2, 
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que é consumido para a formação de seu par, Ni(III) para catalisar novamente a 

oxidação do colesterol. A FIGURA 27 mostra um esquema ilustrativo de como a 

reação catalítica sugerida deve ocorrer na superfície do SPE.  

FIGURA 27. ESQUEMA ILUSTRATIVO DAS ETAPAS ENVOLVIDAS NA OXIDAÇÃO DO 
COLESTEROL 

 
FONTE: a autora 

 

Inicialmente, o Ni(III) é formado na etapa eletroquímica através da CV, em 

seguida, já no sistema microfluídico, é empregada a cronoamperometria em um 

potencial fixo na região próxima ao pico de oxidação do níquel, em 0,55 V, em que a 

espécie reativa está presente para catalisar a oxidação do analito e então, ocorra seu 

consumo da superfície do eletrodo de trabalho, gerando um sinal transiente. Contudo, 

esse potencial aplicado ainda é suficiente para reoxidar a espécie catalítica de Ni(II) 

para Ni(III), podendo ser novamente utilizada para a catálise de uma próxima injeção 

da amostra.  

Um estudo foi realizado para avaliar o número de ciclos necessários para a 

formação do par Ni(II)/Ni(III) na superfície do DWE até atingir a estabilidade. A 

FIGURA 28 mostra os voltamogramas obtidos. 
 



69 

 

FIGURA 28. A) VOLTAMOGRAMAS DO DWE NA PRESENÇA DE NI(OH)2/NIOOH DE 1 A 35 CICLOS 
V = 0,025 V s-1, KOH 0,05 mol L-1 
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Foram efetuadas 35 varreduras por voltametria cíclica, na qual pode-se 

observar um crescimento na corrente de pico anódico, em que com o acréscimo de 

cada varredura, ocorre uma formação maior do par Ni(II)/Ni(III), uma vez que mais 

íons níquel estão disponíveis para essa reação eletroquímica em meio alcalino. O 

valor atinge um patamar em 25 ciclos, sendo que a partir dele tem-se uma 

estabilização da corrente até o término, em 35 ciclos. Sendo assim, em decorrência 

da estabilidade foi escolhido utilizar 25 ciclos como quantidade suficiente para 

formação do par para modificar o DWE com níquel.  

Em seguida, foi realizado o estudo de potencial através de amperometria para 

escolha do melhor potencial de oxidação do colesterol pelo par redox Ni(II)/Ni(III) em 

meio alcalino, que é apresentado na FIGURA 29.  
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FIGURA 29.  A) VOLTAMETRIA CÍCLICA DO NI/DWE EM KOH 0,05 mol L-1, V = 0,025 V s-1. B) SINAIS 
TRANSIENTES OBTIDOS POR AMPEROMETRIA DE PELA INJEÇÃO DE PADRÃO DE 
COLESTEROL NA CONCENTRAÇÃO DE 1,0X10-5 mol L-1 EM TRIPLICATA NOS POTENCIAIS DE 
OXIDAÇÃO DE 0,50, 0,55, 0,60, 0,65 E 0,70 V  
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Primeiramente pode ser observada na FIGURA 29-A, o perfil do par redox de 

níquel. O Ni/ DWE foi acoplado ao μTED e foram feitas adições de alíquotas de 1,0 x 

10-5 mol L-1 em triplicata, indicada pela FIGURA 29-B. Pode-se observar um aumento 

da corrente até o potencial de 0,60 V, seguida da diminuição para potenciais mais 

positivos. Desse modo, o potencial de 0,60 V é suficiente para que a espécie reativa, 

Ni(III), reaja com o colesterol para uma espécie oxidada, sendo consumida e formando 

a espécie Ni(II). Como o valor de potencial ainda é alto o suficiente, ocorre novamente 

a formação da espécie catalítica e possibilita a reação de oxidação o colesterol 

acontecer novamente96,113.  

Outro estudo realizado foi da concentração do eletrólito suporte (KOH) 

utilizado na diluição das soluções padrão de colesterol e como solução transportadora 

que passa através do canal microfluídico. As medidas foram feitas nas concentrações 

de 0,01 mol L-1, 0,05 mol L-1 e 0,10 mol L-1 como pode ser visto na FIGURA 30. 
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FIGURA 30. A) VOLTAMOGRAMA DE NI/ DWE EM KOH ( – ) 0,01 mol L-1,  ( – ) 0,05 mol L-1 E ( – ) 
0,10 mol L-1 NA PRESENÇA DE 1,0 X 10-5 mol L-1 DE PADRÃO DE COLESTEROL, V = 0,025 V s-1 B) 
GRÁFICO DE IPA VS CONCENTRAÇÃO DE KOH EM 0,01 mol L-1, 0,05 mol L-1 E 0,1 mol L-1 NA 
PRESENÇA DE 1,0 X 10-5 mol L-1 DE PADRÃO DE COLESTEROL E EM OUTRO EIXO EPA VS 
CONCENTRAÇÃO DE KOH NAS MESMAS CONDIÇÕES PARA A MESMA CONCENTRAÇÃO DE 
PADRÃO. 
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O estudo da concentração de hidróxido de potássio foi importante ser 

realizado devido ao par redox possuir excelentes atividades eletrocatalíticas em meio 

alcalino, podendo assim ser observado um incremento de corrente com o aumento da 

concentração de KOH, como visto na FIGURA 30-B. Apesar disso, com o aumento da 

concentração foi observado um deslocamento do pico de oxidação do Ni(III), de 0,49 

para 0,61 V (FIGURA 30-A), sendo observado também a formação de bolhas na 

superfície do eletrodo, provavelmente de oxigênio, durante a varredura. Com o 

aumento de corrente na região do pico e deslocamento do Ep, os sinais transientes 

durante a amperometria tiveram um aumento de ruído, dificultando diferenciar o sinal 

amperométrico da amostra em relação a linha base devido às bolhas. Assim, a 

concentração do eletrólito escolhida foi de 0,05 mol L-1 para formação do par redox da 

espécie catalítica. 

Após as otimizações do eletrólito e potencial de oxidação foi feito o estudo de 

volume de injeção no sistema microfluídico para verificar sua influência na resposta 

amperométrica e na frequência analítica. O volume das amostras injetadas foi variado 

de 0,5 a 2,5 μL, sendo os resultados apresentados na FIGURA 31. 
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FIGURA 31. A) SINAIS TRANSIENTES REFERENTE A INJEÇÃO DE ALÍQUOTAS NA 
CONCENTRAÇÃO DE 10,0 X 10-6 mol L-1 DE COLESTEROL SOLUBILIZADAS EM KOH 0,05 mol L-1 
(n = 5) EM E = 0,55V E EM ORDEM CRESCENTE DE VOLUME DE INJEÇÃO (0,5 L, 1,0 L, 1,5 L, 
2,0 L E 2,5 L). B) RESPOSTA AMPEROMÉTRICA (●) E FREQUÊNCIA ANALÍTICA ( ) EM FUNÇÃO 
DO VOLUME DE INJEÇÃO DE COLESTEROL. INJEÇÃO DE ALÍQUOTAS DE 10,0 X 10-6 mol L-1 DE 
COLESTEROL SOLUBILIZADAS EM KOH 0,05 mol L-1 (n = 5) EM EAPLICADO = 0,55 V 
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Pela FIGURA 31 pode ser observado um aumento no valor de corrente 

conforme se aumenta o volume de injeção até o valor de 2,5 μL, após esse volume 

observa-se que há uma menor precisão na resposta amperométrica devido 

provavelmente a saturação do canal microfluídico ao transportar a solução com 

possíveis vazamentos devido ao aumento de solução transportada pelos fios de 

algodão. Além disso, a frequência analítica é inversamente proporcional ao volume de 

injeção, devido a necessidade de um maior tempo de limpeza entre cada injeção que 

foi necessário para evitar a sobreposição dos sinais transientes. Com isso, foi 

escolhido trabalhar com o volume de injeção de 2,0 μL, que se apresentou adequado 

e com frequência analítica de aproximadamente 100 injeções/hora.  

 

4.3.5 Desempenho analítico, efeito de concomitantes e aplicação.  

 

Depois de escolhidas as melhores condições relacionadas ao sistema, foi feita 

a construção da uma curva analítica empregando a amperometria, fazendo uso de 

todas as condições anteriormente otimizadas. A FIGURA 32 mostra os sinais 

transientes obtidos com a injeção de diferentes concentrações de colesterol bem 

como a curva analítica. 
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FIGURA 32. CRONOAMPEROGRAMA COM SINAIS TRANSIENTES DA CURVA ANALÍTICA DE 
COLESTEROL COM CONCETRAÇÕES VARIANDO DE 1,0 X 10-7 A 5,0 X 10-5 mol L-1 EM KOH 0,05 
mol L-1. DETALHE: CURVA DE CALIBRAÇÃO CORRESPONDENTE DIFERENCIANDO CORRENTE 
DE IDA (A-F) E DE VOLTA (F-A) 

 

 
FONTE: a autora 

 

O sistema microfluídico foi montado e as adições foram feitas em ordem 

crescente e decrescente de concentração em triplicata (cada sinal transiente 

corresponde a uma adição independente), variando de 1,0 x 10-7 a 5,0 x 10-5 mol L-1, 

que foi definida como faixa linear através da obtenção de uma correlação linear, R2 = 

0,998, com a equação da reta correspondente a I(μA) = 0,10 + 0,97 Ccolesterol(μmol L-

1). Para os cálculos de limite de detecção (LOD) foi usada a expressão LOD = 3SD/b 

e para o limite de quantificação (LOQ) foi usada LOQ = 10SD/b 104. Sendo SD o desvio 

padrão de 5 medidas consecutivas da prova em branco e b o coeficiente angular 

(inclinação) da curva analítica. Com os dados da equação da reta foi possível calcular 

valores de LOD, LOQ e sensibilidade de 0,083 nmol L-1, 0,277 nmol L-1 e 0,98 μA L 

μmol-1, respectivamente. Com a análise da TABELA 8, nota-se que os resultados 

obtidos para o sistema microfluídico com eletrodos lab-made para determinação não-

enzimática de colesterol mostra que foram atingidos valores baixos de LOD, 

condizentes com a literatura, e a faixa linear, apesar de não tão extensa, inicia-se em 

um valor menor que todos os outros trabalhos.   
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TABELA 8. COMPARAÇÃO ENTRE DIFERENTES TRABALHOS REPORTADOS DE SENSORES E 
BIOSSENSORES PARA DETERMINAÇÃO DE COLESTEROL 

(Bio)Sensor Método Faixa Linear 
μmol L-1 

LOD 
μmol L-1 

 
 

Ref 
 
 

CHER&CHOD/AuNPs/SPE 
Voltametria de onda 

quadrada com 
redissolução anódica 

5,0 – 5000 
μg/mL 3,0 μg/mL 

88 
 

ChOx/MoS2-AuNPs/GCE Amperometria 0,5 – 48 0,26 
91 
 

Pt/Pan/ChOx Amperometria 10 – 100 - 
92 
 

Cu2O-TNT Amperometria 24,4 – 622 0,05 
94 
 

Ni/DWE Amperometria em fluxo 0,1 – 50 0,083 Este 
trabalho 

Colesterol Estearase e Colesterol Oxidase/NPs de ouro/eletrodo impresso 
(CHER&CHOD/AuNPs/SPE); 
Colesterol Oxidase/Dissulfeto de Molibdênio-NPs de ouro/Eletrodo de carbono vítreo 
(ChOx/MoS2-AuNPs/GCE); 
Platina/Polianilina/Colesterol Oxidase (Pt/Pan/ChOx); 
Óxido de cobre Nanotubos de óxido de titânio (Cu2O-TNT). 

 

Após a obtenção da curva analítica, foi feito um estudo de repetibilidade de 

injeção, na qual foram feitas dez injeções consecutivas de 2,0 μL de solução padrão 

de colesterol na concentração de 5,0 x 10-5 mol L-1. A seguir é mostrada a FIGURA 

33-A os sinais transientes e na FIGURA 33-B a variação média de corrente. 

 
FIGURA 33. A) SINAIS TRANSIENTES DA INJEÇÃO DE PADRÃO DE COLESTEROL 5,0 X 10-5 MOL 
L-1 E B) VARIAÇÃO DE CORRENTE MÉDIA DADA EM PORCENTAGEM 
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FONTE: a autora 

A partir dos resultados obtidos é possível verificar que os sinais transientes 



75 

 

mostraram variações pequenas para sucessivas injeções, apresentando RSD de 

6,24%, o que indica boa estabilidade do eletrodo e fluxo de solução adequado no 

sistema microfluídico. Em seguida foi feito o estudo de reprodutibilidade dos eletrodos 

(FIGURA 34), em que foram empregados 10 eletrodos diferentes, com injeções de 2,0 

μL, em triplicata, de uma solução padrão na concentração de 1,0 x 10-5 mol L-1 de 

colesterol.  

 
FIGURA 34. CORRENTE MÉDIA PARA 3 INJEÇÕES DE 10 ELETRODOS DIFERENTES NA MESMA 
CONCENTRAÇÃO DE COLESTEROL 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0

3

6

9

12

15

I p 
/ 

A

Eletrodo  
FONTE: a autora 

 

O estudo foi feito em triplicata utilizando diferentes eletrodos (n = 10) 

escolhidos aleatoriamente. As correntes dos sinais transientes foram medidas e foi 

calculado o valor médio. Pode-se observar que os eletrodos apresentaram sinais de 

resposta variados e a diferença no valor médio de corrente obtida se deve 

provavelmente a lotes diferentes de eletrodos, sendo assim necessário uma 

calibração de cada eletrodo para realização da determinação. Uma vez feita essa 

calibração ou normalização, será possível fazer sua utilização sem maiores problemas. 

A fins de aplicação como sensor eletroquímico, foi feito um estudo de adição 

e recuperação utilizando plasma fortificado com padrão de colesterol e feito diluições 

para que fosse possível fazer sua detecção na curva analítica obtida.  

Primeiramente foi avaliada a resposta da espécie catalítica diante de 

possíveis espécies interferentes que se encontram presentes no sangue, como ácido 

ascórbico (AA), ácido úrico (AU) dopamina (DOPA), cisteína (CYS), peróxido de 
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hidrogênio (H2O2) e glicose (GLU). Foram feitas adições consecutivas de padrão de 

colesterol, do possível interferente e por fim mais uma adição apenas do padrão de 

colesterol, sendo a concentração do possível interferente duas vezes mais 

concentrado do que o analito vista na FIGURA 35. 

 
FIGURA 35. A) SINAIS TRANSIENTES RELATIVOS AO COLESTEROL (CCOL = 5,0 X 10-6 mol L-1) E 
AS ESPÉCIES PRESENTES NA MATRIZ DE PLASMA SANGUÍNEO, AA, AU, DOPA, CYS, H2O2, 
GLU (CCONC. = 1,0 X 10-5 mol L-1). B) VARIAÇÃO DE CORRENTE RELATIVA NA PRESENÇA DAS 
ESPÉCIES PRESENTES NA MATRIZ DE PLASMA SANGUÍNEO, RESPECTIVAMENTE. 

 

 
FONTE: a autora 

 

Como a variação de corrente relativa obtida foi menor que 10%, pode-se inferir 

que essas espécies não atuam como interferentes para o colesterol em plasma 

comercial conforme FIGURA 35. Além disso, esse mesmo estudo foi feito para igual 

e menor concentração entre colesterol e as possíveis espécies interferentes, sendo 

observado novamente variação menor que 10%, indicando que o sistema pode ser 

utilizado na determinação de colesterol. Os valores médios de porcentagem de 
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corrente para 3 injeções consecutivas estão dispostos na TABELA 9. 

 
TABELA 9. RESULTADOS OBTIDOS PARA O ESTUDO DE ESPÉCIES CONCOMITANTES NA 
DETERMINAÇÃO DE COLESTEROL 

 
 

Visando verificar o desempenho do sistema microfluídico para determinação 

do analito em amostras de plasma foram realizadas medidas contendo padrão de 

colesterol em amostras de plasma sanguíneo enriquecido vista na FIGURA 36.  
 
FIGURA 36. SINAIS TRANSIENTES DE PADRÃO DE COLESTEROL PREPARADO EM KOH 0,05 mol 
L-1 A)1,0 X 10-7 mol L-1, B) 5,0 X 10-7 mol L-1, C) 1,0 X 10-6 mol L-1, D) 5,0 X 10-6 mol L-1, E) 1,0 X 10-5 
mol L-1 E F) 5,0 X 10-5 mol L-1 COM ADIÇÃO NO MEIO DE PLASMA DILUÍDO EM KOH (S1) E PLASMA 
FORTIFICADO COM PADRÃO DE COLESTEROL (S2) E DILUÍDO (1:500) 
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A partir dos resultados mostrados na FIGURA 36 foi possível obter a curva 

analítica correspondente I / A = 9,93 x 10-7 + 0,97Ccol / mol L-1 e calcular os valores 

CCOL / mol L-1 
Interferente AA AU Dopa Cys H2O2 Glu 

Cint / mol L-1 % da variação de corrente (I) em função da Ccol 

5,0 x 10-6 

1,0 x 10-6 -9,61 -3,73 -5,18 -1,12 -7,75 -2,34 

5,0 x 10-6 5,77 -0,389 -0,246 -0,606 3,25 5,77 

1,0 x 10-5 3,70 4,12 8,48 5,57 3,91 4,73 
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de adição e recuperação na presença de plasma comercial (S1) e plasma comercial 

fortificado com padrão de colesterol (S2). Esses resultados foram compilados e estão 

apresentados na TABELA 10. 

 
TABELA 10. RESULTADOS OBTIDOS PARA A ANÁLISE DE AMOSTRA FORTIFICADA DE PLASMA 
(n = 5) 

Amostra Diluição CCOL AD. / mmol L-1 CCOL REC. / mmol L-1 REC / % 

Plasma 
1:200 

5,17 
5,3 0,5 98 9  

1:500 5,3  0,2 96 4  

 

É possível observar que os resultados obtidos para 5 diferentes curvas de 

adição e recuperação apresentaram um desvio padrão relativo menor que 10%, 

variando de 92 a 99 % o que sugere um desempenho satisfatório para o sistema 

proposto na determinação de colesterol em amostras de plasma sanguíneo, uma vez 

que o plasma é uma matriz complexa e não foi feito nenhum tipo de tratamento prévio 

da amostra, utilizando apenas a diluição. O estudo de adição e recuperação também 

foi feito para valor de diluição de 1:200, apresentando valores de recuperação que 

variou de 89 a 107%. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS E CONCLUSÃO 
 

Foi possível construir os eletrodos miniaturizados empregando reagentes e 

materiais de baixo custo como esmalte de unha, grafite em pó e folhas plásticas. As 

duas diferentes estratégias avaliadas, impressão por serigrafia convencional (SPE) e 

por imersão (DWE), levaram a construção de eletrodos versáteis e de baixo custo.  As 

tintas condutoras labmade preparadas com custo de aproximadamente R$ 0,15 por 

eletrodo para o DWE e para o SPE com um custo um pouco maior devido ao uso da 

máquina de recorte, de aproximadamente, R$ 0,25 por eletrodo, mas ainda sendo de 

baixo custo quando comparado a eletrodos comerciais. Esses resultados evidenciam 

ambas as estratégias de construção de eletrodos como simples, de fácil execução e 

de baixo custo. Após seu preparo, os eletrodos foram avaliados eletroquimicamente e 

demonstraram grande potencialidade na aplicação como sensores eletroquímicos 

miniaturizados, tanto na forma convencional como detector amperométrico acoplado 

a um sistema microfluídico. Esses eletrodos foram empregados determinação de 

melatonina (SPE) e colesterol (DWE modificado) em amostras enriquecidas. Assim, 

essas plataformas exibem grande potencial para determinação direta ou como suporte 

para construção de superfícies modificadas para uso em sistemas do tipo point-of-

care, aplicado em análises diárias de forma rápida e menos invasivas. Usando o SPE 

foi possível fazer a determinação de melatonina em amostras de saliva e urina 

artificiais utilizando a voltametria de onda quadrada. Sob as condições experimentais 

otimizadas foi possível obter as figuras de mérito analítico comparáveis a outros 

trabalhos reportados na literatura. Os eletrodos construídos por imersão (DWE) foram 

empregados em uma metodologia não-enzimática para detecção do colesterol. Nesse 

sentido, a plataforma mostrou-se uma excelente superfície de modificação para 

ancorar íons níquel, que atua como um mediador redox na oxidação química do analito. 

O uso de um sistema microfluídico, o eletrodo proposto e a detecção amperométrica 

permitiu a obtenção de parâmetros de mérito (LOD, LOQ, sensibilidade e faixa linear) 

adequados para aplicar o sensor em amostras fortificadas de plasma demonstrando 

sua potencialidade. 
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