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METHODS FOR FABRICATION OF MICROELECTRODES TOWARDS DETECTION IN MICROENVIRONMENTS. Analysis
at microenvironments, like single cells or in minute volumes (nL), is an area of great interest for analytical and biological sciences.
Measurements at these experimental conditions demand analytical tools (microelectrodes) capable of monitoring with rapid response,
good resolution and minimal perturbation of the system. The major drawbacks in producing these microscopic electrodes have been
largely overcome, principally due to the development of new fabrication methods. In this review, these procedures are described with

emphasis to those devoted to the construction of microelectrodes for application in microenvironments. Examples of our efforts to

use these devices as effective electrochemical sensors are also addressed.
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INTRODUCAO

Definicao e vantagens dos microeletrodos sobre os eletrodos de
tamanho convencional (macroeletrodos)

Microeletrodos, muitas vezes chamados de ultramicroeletrodos,
sdo sensores quimicos com dimensdes micrométricas ou sub-micro-
métricas.! Estes dispositivos podem ser fabricados isoladamente ou
na forma de arranjos e possuem varias configuracdes: disco, anel,
arranjo de discos, banda, cilindrico, cOnico, esfera, hemisfério, arranjo
interdigitado, dentre outras.

Na definicdo do termo “microeletrodo”, ndo somente fatores
como tamanho e forma da superficie eletrédica devem ser levados em
consideragdo mas, adicionalmente, parametros temporais da técnica
eletroanalitica empregada, os quais governam a espessura da camada
de difusdo." Eletrodos de tamanho convencional (r = 10 m) podem,
sob certas condi¢des experimentais, responder como microeletrodo.
Entretanto, para que esse comportamento seja mantido em outras con-
digdes experimentais € necessdrio que o eletrodo apresente tamanho
substancialmente menor (r = 10 m).! Dessa forma, a defini¢do de
microeletrodo como eletrodo de tamanho micrométrico € arbitraria.
Nesse sentido, a defini¢do de microeletrodo pode ser mais abrangente'
e referir-se a qualquer eletrodo cuja dimensdo, dentro de uma dada
condi¢do experimental, seja compardvel ou menor que a da camada
de difusdo, 8. Sob essas condi¢des, um perfil de estado estaciondrio ou
pseudo estado estaciondrio (microeletrodos cilindricos) € obtido.

Eletrodos com a caracteristica descrita acima possuem um
comportamento eletroquimico diferenciado, proporcionando vol-
tamogramas com perfil sigmoidal referente ao estado estaciondrio.
A obten¢do do estado estaciondrio deve-se predominantemente ao
transporte de massa mais eficiente nessas superficies eletrédicas, em
que prevalece a difusdo radial.

No estado estaciondrio, a superficie do microeletrodo € envolvida
por uma camada de difusdo hemisférica. Com isso, a resposta para a
alteragdo do potencial de um valor onde j = 0, para um valor onde o
processo eletroquimico € controlado por difusdo, pode ser descrita
para um microeletrodo de disco pela Equacéo 1:
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onde, j, € definido como densidade de corrente no estado estacio-
ndrio, n € o nimero de elétrons, F € a constante de Faraday, D € o
coeficiente de difusdo da espécie eletroativa, ¢ € a concentragdo da
espécie eletroativa no seio da solugdo, t € o tempo apés a alteragio
para o potencial onde o processo eletroquimico é governado por
difusdo e r corresponde ao raio do microeletrodo. O primeiro termo
da equagdo € idéntico ao definido para um degrau de potencial para
eletrodos de tamanho convencional e o segundo termo € o que define
a condic@o de estado estaciondrio. Nota-se pela andlise da Equagdo
1 que o primeiro termo ¢ dominante em tempos curtos e o segundo,
em tempos longos. Além disso, existe um valor intermedidrio, com
relagdo ao tempo, onde a equacgio deve ser utilizada na sua forma
completa. Vale salientar que essas condi¢des de contorno na Equacio
1 sao dependentes do raio do microeletrodo. Dessa forma, na condi¢ao
de estado estaciondrio a equagdo € descrita pela Equacao 2:
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e a corrente pela Equacao 3:
1, =4nFDcr 3

onde I, € definido como corrente no estado estaciondrio.

Uma vez definido o conceito de microeletrodos, € necessdrio enten-
der as vantagens que nas duas tltimas décadas tém atraido o interesse de
tantos pesquisadores da drea de eletroanalitica para esta classe especial
de eletrodos. Algumas propriedades tnicas dos microeletrodos as quais
alicercam este interesse sdo:' a corrente de estado estaciondrio para
processos faradaicos € obtida em um curto espago de tempo; a razao
corrente faradaica/corrente capacitiva, I,/ ., € aumentada, uma vez que
a corrente capacitiva decai proporcionalmente com a drea do eletrodo,
enquanto que a corrente faradaica € proporcional aos parametros di-
mensionais do eletrodo; a queda 6hmica, IR, € virtualmente desprezivel
devido aos baixos valores de corrente medidos com microeletrodos,
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possibilitando estudos eletroquimicos de sistemas redox em solventes
com elevada resisténcia ou na auséncia de eletrdlito suporte; o potencial
aplicado pode ser variado rapidamente, porque a corrente capacitiva é
minimizada; a razdo sinal/ruido em condi¢des de estado estaciondrio €
melhorada quanto comparada com eletrodos de tamanho convencional;
existe aumento do transporte de massa da espécie eletroativa para a
superficie do eletrodo e, conseqiientemente, pouca interferéncia de
efeitos hidrodindmicos sobre o sinal de corrente; o pequeno tamanho
dos eletrodos pode propiciar a sua utilizaciio para a exploragdo de
dominios microscépicos (pequenos volumes de amostra).

A Figura 1 mostra o ndmero de artigos publicados nas ultimas
décadas com base em informagdes do IS Web of Science no periodo de
1944-2008, utilizando a palavra de busca “microelectrode”. Nota-se
que com o aparecimento de novas estratégias para a fabricagdo dos
microeletrodos, por volta de 1990, a quantidade de artigos cientificos
em que o uso destes dispositivos € citado aumentou significativamen-
te. Um grande niimero de artigos de revisdo sobre microeletrodos
pode ser encontrado na literatura com enfoques incidindo sobre a
comparagdo das diferentes geometrias, descricdo da teoria e vantagens
e desvantagens da utilizac@o de microeletrodos como microssensores
em Quimica Analitica.'”!® No presente artigo pretende-se descrever
os principais métodos de fabricacdo de microeletrodos singulares e
arranjo de microeletrodos atualmente utilizados como sensores para
aplicacdes em microambientes. A experiéncia de nosso grupo de
pesquisa e algumas contribui¢cdes na drea também serdo relatadas.
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Figura 1. Nimero de artigos publicados desde 1944 até outubro de 2008
encontrado no banco de dados do portal ISI Web of Science com a palavra
chave microelectrode

METODOS DE FABRICACAO

Embora ainda haja certo espaco para inovagdes na fabricacio
de microeletrodos, a grande maioria dos artigos publicados nesta
area envolve a aplica¢@o dos dispositivos em ambientes ou amostras
que requerem dispositivos que possuem as caracteristicas vantajosas
desta classe especial de eletrodos. Esta discussdo € bastante opor-
tunamente ressaltada em recente artigo de revisdo de Wightman,'’
que descreve os avancos na area tomando como referéncia outro
artigo de revisdo sobre microeletrodos publicado em 1988." A
fabricacdo de eletrodos micrométricos pode ser feita simplesmente
selando microfibras de carbono, ou outros metais (Au, Cu e Pt),
dentro de um isolante apropriado (por exemplo, vidro).'*?! Métodos
para a fabricacdo de eletrodos com dimensdes submicrométricas
sdo menos comuns quando comparados aqueles devotados para a
construcdo de eletrodos micrométricos.!” Todavia, em virtude dos
avancos tecnolégicos na drea de fabricacdo de novos materiais de
dimensdes cada vez menores, esta situagdo tem sido revertida.?>>* A

Meétodos para fabricacdo de microeletrodos 1307

seguir, reportam-se alguns métodos de fabricagdo de microeletrodos
de geometrias diversificadas.

MICROELETRODOS DE DISCO

Microeletrodos de disco fabricados por encapsulamento em
vidro ou com resina

Microeletrodos de disco sdao usualmente construidos por meio de
encapsulamento da fibra em vidro ou resina ep6xi.>**?* Nos procedi-
mentos de encapsulamento em vidro,* utiliza-se um capilar e uma
das extremidades ¢ fechada por aquecimento. Apds esta etapa, uma
fibra de didmetro nominal de 10-50 um € posicionada no interior da
extremidade selada do capilar, e a outra extremidade do capilar € co-
nectada a uma bomba de vicuo. A extremidade selada do capilar, em
cujo interior se encontra a fibra, € entdo aquecida utilizando-se uma
resisténcia ou a chama de um bico de Bunsen. Dessa forma, o vidro
¢ selado sobre a microfibra sem a exposi¢ao da microfibra as altas
temperaturas. Apés esse procedimento, efetua-se o contato externo
da microfibra com um fio de Cu ou Ni/Cr utilizando uma resina epoxi
condutora, mercurio ou cola de prata. Realizado o contato elétrico, a
extremidade inicialmente selada € quebrada ou polida a fim de expor
a superficie da fibra.

Esse procedimento € bastante usual e funciona relativamente bem
ao serem empregadas microfibras de platina e ouro com raio de até
5 um. Entretanto, a construc@o de eletrodos de dimensdes menores
(por volta de 1 um) exige o uso de outro tipo de microfibra, chamada
Wollaston (Goodfellow Metals, Cambridge, UK). Estas microfibras de
ouro ou platina sdo adquiridas comercialmente e vém recobertas por
uma camada de prata (50-100 um) para facilitar o manuseio a olho
nu. A fabricagio de microeletrodos utilizando esse tipo de fibra'*2!
envolve a insercdo de aproximadamente 2 cm dessa fibra em um
capilar de vidro de aproximadamente 1 mm. Vale destacar que, nesse
procedimento, a extremidade do capilar onde estd situada a fibra ndo
¢ fechada, como reportado anteriormente na fabricagdo de microele-
trodos com fibras convencionais. A extremidade do vidro que contém
a fibra € mergulhada em uma solug@o contendo 50% (v/v) de HNO,
para dissolver a camada de prata. A quantidade de 4cido nitrico que
entra no capilar de vidro por capilaridade € controlada realizando-se
uma pressao positiva na extremidade oposta do capilar. Dessa forma,
somente cerca de 4-8 mm da fibra Wollaston sdo expostos a solugdo
de HNO,. Apds esta etapa, lava-se bem o conjunto com dgua desti-
lada para remogdo do 4cido nitrico excedente. A dgua excedente €
removida por aquecimento por pelo menos 2 h. Em procedimento
final, o vidro € selado sobre a parte exposta da fibra empregando-se
0 método ja descrito anteriormente.

Resultados melhores no processo de selagem podem ser alcanga-
dos utilizando equipamentos apropriados para trabalhos com capilares
de vidro, os pipette puller (puxador de pipeta). Estes instrumentos
funcionam a base de aquecimento do capilar de vidro com resisténcias
elétricas ou por laser®*3. Este dltimo método possui vantagens, pois
permite um controle mais apurado do aquecimento. Entretanto, trata-
se de equipamentos de custo mais elevado do que o empregado para
aquecimento elétrico. Nesse procedimento (Figura 2) de selagem, a
microfibra € posicionada no centro de um capilar de vidro ao qual se
pode aplicar vdcuo para minimizar problemas posteriores oriundos
de eventual presenga de bolhas. Ap6s a fixagdo do conjunto capilar/
microfibra no instrumento, um programa de aquecimento controlado €
elaborado em fung¢do do tipo de fibra e vidro utilizados. Vale salientar
que o aquecimento € aplicado a apenas uma fracéo do conjunto (fibra/
vidro). Normalmente nesse tipo de processo de selagem, um primeiro
programa de aquecimento € aplicado para selar o vidro na microfibra
e um segundo programa de aquecimento, para esticar o vidro sobre a
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microfibra. Desta forma, a espessura da parede do isolante (vidro) €
diminuida e abrem-se perspectivas para a miniaturizagdo dos dispositi-
vos fabricados. Neste sentido, cumpre ressaltar que microfibras do tipo
annealed, mais moles do que as convencionais, podem ser afinadas
utilizando-se um pipette puller.®® Nestas condigdes, microeletrodos
de dimensdes submicrométricas podem ser fabricados partindo-se
de fibras de dimensdes convencionais (com algumas dezenas de mi-
crometros). Apds a etapa 3 da Figura 2 pode ser realizado um corte
do conjunto vidro e microfibra para exposi¢@o da drea eletroativa. A
possibilidade da construgdo de eletrodos de raios menores que o da
microfibra de partida € interessante, ja que um dos principais em-
pecilhos do processo de fabricagdo de eletrodos com raios menores
que 10 um € a manipulagdo da microfibra, muito dificultada sem a
utilizacido de um microscépio.

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3

Figura 2. Esquema do processo de fabricagdo de um microeletrodo de disco
utilizando um pipette puller. Etapa 1: processo térmico de selagem do vidro na
fibra; etapa 2: processo de térmico e mecdnico para afinamento do conjunto
vidro e microfibra e etapa 3: contato elétrico externo

Microeletrodos de disco fabricados por ablacio a laser

Alternativamente, microeletrodos de disco também podem ser
fabricados por ablag@o a laser* (processo de remogéo de material de
uma superficie sélida por irradiagdo com um feixe de laser) de uma
camada polimérica, criando-se furos da ordem de 7-38 pm, com uma
precisdo de 1 um. No processo descrito na literatura,* esses micro-
orificios foram preenchidos com tinta condutora de carbono apds o
processo de ablagdo. O contato elétrico foi feito pela deposicdo de
um filme metdlico, depositado anteriormente, em uma das faces da
camada polimérica.

Microeletrodos de disco fabricados a partir da deposicio
quimica em fase vapor

Microeletrodos de disco podem também ser fabricados pela
técnica de deposicdo quimica em fase vapor,**! processo no qual a
microfibra € isolada com uma fina camada de silica. A formagado do
filme ocorre pela deposicdo da silica a partir dos seus precursores
gasosos (SiCl,, H, e O,) ou pela deposigdo seqiiencial de Si(OEt), e
dos precursores gasosos. Neste segundo caso, a adesdo do filme de
silica sobre as microfibras € mais efetiva, enquanto no procedimento
em que se empregam os precursores gasosos (SiCl,, H, e O,) filmes
mais finos sdo obtidos. Microeletrodos de disco da ordem de 5 a 10
um podem ser obtidos por esse método.>>

Esse procedimento de fabricagdo apresenta uma série de
vantagens: eletrodos de diferentes materiais e tamanhos podem
ser fabricados e modificados alterando-se os precursores e 0s
parametros experimentais; o filme isolante € fabricado sobre a
prépria superficie da microfibra propiciando excelente adesdo e
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selagem; a deposic¢do quimica em fase vapor pode possibilitar um
filme mais uniforme quando comparado com outras técnicas de
deposi¢do. Um exemplo da flexibilidade desse método ¢ a fabri-
cagdo de microeletrodos constituidos por nanotubos de carbono
fabricados a partir da deposicao quimica em fase vapor utilizando
uma atmosfera de acetileno.*

Microeletrodos de disco constituidos de esferas de ouro

Miles e colaboradores,” usando esferas de ouro com didmetro ao
redor de 1,5-3,0 um, construiram microeletrodos de disco de ouro com
diametro total (superficie eletrédica + vidro) < 5 um. Os autores utiliza-
ram como suporte para as esferas de ouro uma pipeta de vidro afinada
utilizando um pipette puller. O capilar de vidro foi, entdo, preenchido
com a suspensdo de esferas de ouro. Em seguida, um programa de
aquecimento utilizando o puller foi empregado para evaporar a dgua (120
°C/1 h) e para sinterizar as esferas de ouro (580 °C/2 h). Para aumentar
a eficiéncia do processo de selagem das esferas no vidro, uma etapa
adicional usando resina epdxi foi utilizada (120 °C/3 h, em um forno).
Realizado o processo de selagem, o contato elétrico foi estabelecido
entre as pérolas e um fio metalico, utilizando uma solucdo eletrolitica e,
quando necessdrio, o eletrodo foi polido cuidadosamente. Vale destacar
que esse processo apresenta um baixo custo quando comparado aquele
em que se utilizam microfibras comerciais, viabilizando a fabricacdo de
microeletrodos descartaveis. Além disso, dispositivos com dreas menores
podem ser obtidos, pois se trabalha com nanoparticulas de ouro. Final-
mente, cumpre ressaltar que este procedimento ¢ mais simples, pois o
manuseio de fibras de dimensdes reduzidas € dispensado.

De maneira parecida, a literatura reporta o uso de esferas de iridio
como alternativa as de ouro.* Entretanto, apds a fabricacdo do micro-
eletrodo um tratamento eletroquimico (H,SO, 0,5 mol L, variacdo de
potencial de -0,25 até 1,25 V, com uma velocidade de varredura de 3
V s) foi realizado para a formagio de um filme de IrO . Esse eletrodo
modificado foi utilizado como um sensor potenciométrico de pH.

MICROELETRODOS CILINDRICOS E CONICOS

Como mostrado anteriormente, processos de fabricagido de micro-
eletrodos podem resultar em um afinamento do didmetro da microfibra
de partida, resultando em eletrodos de dimensdes menores que a da
microfibra de partida. A utiliza¢do de HF*** para a remogao do vidro
apos a etapa 2 da Figura 2 pode propiciar a construcio de microe-
letrodos cOnicos e esse tipo de estratégia vem sendo cada vez mais
utilizado para a fabricagio de microeletrodos estruturalmente micros-
copicos. Tal fato se prende a possibilidade de uso destes dispositivos
em microambientes como, por exemplo, em células singulares para a
caracterizacdo de diversos processos bioldgicos.*52 Nosso grupo de
pesquisa desenvolveu recentemente método para 0 monitoramento
de ascorbato em neuroblastomas,’” utilizando microeletrodos de fibra
de carbono desgastados eletroquimicamente. Estas células podem
conter o gene responsdvel por uma doenga neurodegenerativa (ELA,
Esclerose lateral amiotrdfica) e, a partir dos resultados obtidos, foi
possivel verificar maior consumo de ascorbato por células portadoras
da doenga. Os resultados foram coerentes com os niveis de estresse
oxidativo induzido pela doenca, indicando que o ascorbato atua no
mecanismo de defesa dessas células. Nesse sentido, métodos para
reduzir as dimensdes de microfibras de partida vém sendo reportados
na literatura e os procedimentos mais amplamente utilizados envol-
vem desgaste eletroquimico ou utilizacio de chama rica em oxigénio.
Com base nestes procedimentos, tem sido possivel obter eletrodos
cuja drea eletroativa € da ordem de nandmetros.

O desgaste de fibras de carbono por aquecimento ¢ pritica re-
lativamente antiga e o tamanho minimo das pontas obtidas € menor
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que 1 pm.™3* As microfibras assim preparadas sdo posteriormente
fixadas ao vidro utilizando-se resina epdxi e a parte ndo exposta
da fibra € submetida a chama para posterior desgaste. Com isso, o
processo de desgaste da superficie € dificultado pela resina, resultado
em superficies mais irregulares. Esse aspecto da superficie eletrédica
influenciava significativamente no comportamento eletroquimico do
microeletrodo.

Tentando solucionar esse problema, procedimento baseado no
desgaste da microfibra utilizando chama, sem a necessidade de uso de
resina ep6xi antes do processo de desgaste, foi desenvolvido.” Além
disso, métodos utilizando desgaste por um feixe de fons de argénio
também foram reportados como alternativa ao processo de fabrica-
¢do por chama.> Vale ressaltar que as superficies obtidas por esses
procedimentos, quando comparadas com as anteriores, apresentam
uma superficie mais homogénea.

Como alternativa aos métodos por desgaste com aquecimento sur-
giram estratégias baseadas no desgaste eletroquimico das microfibras.
A construgdo de eletrodos hemisféricos ou cdnicos de raios inferiores
a 1 um por técnicas de corrosdo eletroquimica foi primeiramente
descrita por Penner e colaboradores.’” Esse procedimento envolve a
corrosdo de microfibras até a formag@o de uma ponta afinada ou um
cone e foi adaptado de métodos utilizados para a fabrica¢@o de pontas
de prova para microscopia de tunelamento.’® Penner e colaborado-
res”’ desgastaram eletroquimicamente microfibras de Pt e Ptlr até a
formacdo de pontas afinadas. O processo de desgaste eletroquimico
foi realizado em uma soluc@o aquosa contendo NaOH 2 mol L' e
KCN 6 mol L'". Um potencial de 25 V AC entre a microfibra e um
contra eletrodo de grafite foi aplicado e, em seguida, a microfibra
afinada foi selada em vidro. Este trabalho pioneiro deu origem a
indmeras alternativas para a fabricagdo de microeletrodos a base de
corrosdo eletroquimica; a Tabela 1 fornece parametros relevantes
destes procedimentos.

Nosso grupo de pesquisa desenvolveu metodologia para o afi-
namento de fibras de platina de didmetro inicial igual a 100 um,
empregando-se desgaste eletroquimico com um sistema bifésico. Este
consiste em solugdo saturada de CaCl /acetona (1:1 em volume) (3 mL)
e CCl, (3 mL) e foi adaptado de processos para a fabricagdo de pontas
de prova para microscopia de tunelamento.”" A acetona foi utilizada,
pois solventes organicos soliiveis em dgua provocam uma diminuig¢ao
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do tamanho das bolhas. Desta maneira, pode-se evitar um desgaste
irregular da superficie da fibra pela adsor¢io de bolhas maiores.”

No método proposto, utilizou-se um sistema que consiste em
dois eletrodos para o desgaste eletroquimico conforme apresentado
na Figura 3. A microfibra de platina e os eletrodos de grafite foram
obtidos comercialmente. Dois eletrodos de grafite foram utilizados
de maneira a se obter uma distribui¢do mais uniforme do potencial
aplicado entre os eletrodos de grafite e a microfibra de platina, evi-
tando assim uma corrosdo irregular da fibra. Procedimento similar
reportado na literatura’ utiliza dois eletrodos de platina no processo,
mas optou-se pelo grafite pois hd desgaste de material eletrédico
durante o processo de corrosido da microfibra de platina.

A g A

" .. c
D

Figura 3. Esquema da célula eletroquimica utilizada para o desgaste eletro-
quimico. Eletrodos de grdfite (A), fibra de platina (B), solugdo para a corrosdo:
CaCl, saturada (C) e solu¢ao ndo condutora: CCL, (D)

Os eletrodos foram conectados a um gerador AC (60 Hz) (custo
R$ 5,00 a 10,00) de valor eficaz igual a 5V, dispensando-se o uso
de equipamentos mais caros e sofisticados (programador universal
acoplado a um potenciostato-galvanostato ou geradores de fungao).
O final do processo de corrosdo ocorre quando a fibra se rompe na
solugdo de CaCl, e acetona (15-16 min ap6s o inicio do processo),
formando-se entdo duas extremidades “apontadas”, ao invés de so-
mente uma como nos procedimentos anteriormente descritos.

A utilizagdo de um potencial AC, ao contrario de um potencial
DC, é importante porque o processo de corrosdo da platina ndo € muito
eficiente. O potencial alternado reverte o processo de passivacdo da
superficie, pois na fase negativa de potencial a camada de 6xido € dis-

Tabela 1. Microeletrodos fabricados por procedimentos de desgaste eletroquimico

Material Meétodo de fabricacdo Raio efetivo/nm Ref.
Fibra de carbono K,Cr,0,0,5mol L' e H,SO, 5 mol L', 6-15V AC > 3500 59
Fibra de carbono NaOH 0,01 mol L, 4-5V AC 500e>42 60, 61
Fibra de carbono NaCl 0,9 % (correntes de 0,3-4,5 mA, frequéncia do pulso 10 Hz, 2000 - 4000 62
duragdo do pulso 1-5 ms)
Pt Solugdo saturada de NaNO,, 1,2V AC 13,49, 120 e 1200 63
Ptlr NaOH 2 mol L' e KCN 6 mol L >1,6 57
Ptlr CaCl,, HCI, H,0, 25 V AC Alguns nm 64
Pt NaCN 6 mol L' ou CaCl, (50% v/v em dgua), 5V AC 2-150 nm 65
Pt CaCl, (50% v/v), HCI (25% v/v) e H,0 (25% v/v),2V AC Alguns nm 66
Pt NaNO, 10 mol L, 1,6 VAC 1,3 67
Ag NH,OH (35%) diluido 6:1 em dgua, 4,0V DC 50, 70 e 2600 68
Au HC13,6 mol L', 1,7V DC 50-250 69
AuePt NaCN 6 mol L' e NaOH 0,1 mol > 10 70%*
L',4VAC

* microeletrodo de disco
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solvida. Desta maneira, a limpeza da superficie do eletrodo € efetuada
para posterior oxidag@o na fase positiva de potencial. A Figura 4 mostra
um esquema do processo de corrosdo durante a microfabricagdo do mi-
croeletrodo de platina. Na Figura 5 € mostrada a microscopia eletronica
de varredura de uma microfibra de platina desgastada de acordo com
o procedimento descrito. Microeletrodos com essa geometria foram
utilizados por nosso grupo para 0 mapeamento da concentragio de dcido
ascorbico em laranjas e, a partir desses resultados, correlacdes entre a
concentracdo de dcido ascorbico e o estdgio de maturagdo da fruta foram
realizadas sem a necessidade da extra¢do do suco da laranja.™

Fluxo
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Figura 4. Esquema do processo de desgaste eletroquimico da fibra de platina
em fungdo do tempo (t). Pt** = ® ¢ CI = 0

10pm Detector= SE1

Figura 5. Microscopia eletronica de varredura de fibra de platina que sofreu
um processo de desgaste eletroquimico utilizando-se um transformador de
potencial eficaz de 5V

Ap6s o processo de desgaste eletroquimico da microfibra € necessério
isold-la para a definicdo da drea eletroativa. Com o intuito de fabricar
dispositivos estruturalmente microscépicos (isto €, o conjunto fibra +
suporte possui dimensdes micrométricas), a fibra deve ser revestida
com isolante apropriado para a posterior utiliza¢do em microambientes.
Na literatura reportam-se varios procedimentos para o revestimento
das microfibras e, entre estes, pode-se citar a pulverizagdo catddica
(sputtering) de um material isolante” e o uso de capilares afinados®
(utilizando um pipette puller), vernizes,’®”” esmalte de unha,® parafina
fundida,” pérolas de vidro fundido™” e cera especificas.’** Processos
de deposicao eletroquimica empregando tintas eletroforéticas comerciais
ou camadas poliméricas isolantes*>3336667.787 g30 os mais amplamente
utilizados e resultam em camadas de isolante da ordem de nandmetros.
Tintas eletrofdreticas anddicas apresentam em sua composicdo dcido
poliacrilico (PAAH), que em excesso de base se desprotona formando a
espécie PAA". Com a aplicacio de um programa de potencial apropriado
entre dois eletrodos (microfibra + eletrodo de grafite ou um fio de platina
em expiral), pode-se diminuir o pH em regido vizinha a da superficie
da microfibra e, com isso, a espécie PAA" € protonada. Sendo a espécie
PAAH insolivel em dgua, deposita-se sobre a microfibra. Em seguida,
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um processo de cura da pelicula por temperatura faz com que a mesma
encolha expondo, assim, a ponta afinada da microfibra. Processos subse-
qiientes podem ser utilizados para reparar pequenos defeitos de homoge-
neidade do processo de isolamento. Outros métodos, como polimento ou
corte de um pedago do microfibra isolada,’>=7337383 descarga aplicada
por um campo elétrico,” utilizacdo de um feixe de elétrons® ou fons* e
microscopia de tunelamento,” sdo também reportados na literatura para
remover a camada de isolante da ponta da microfibra afinada. Além disso,
a simples polarizacdo em potenciais negativos da microfibra em meio
dcido, resultando na evoluc@o de hidrogénio, pode auxiliar na exposicao
de microfibras afinadas e isoladas com polifenol.*

Com o objetivo de desenvolver nova estratégia para isolar as
microfibras afinadas, utilizou-se um plastificante de borracha (Plas-
tiFilm, Quimatec®). A microfibra foi mergulhada no plastificante
e, em seguida, a ponta afinada foi direcionada para cima para que
houvesse escorrimento do plastificante, conforme mostrado na Figura
6. A Figura 7 apresenta voltamogramas ciclicos registrados com mi-
crofibras de ouro e platina isoladas empregando-se o procedimento
proposto. Os perfis voltamétricos (sigmoidais) tipicos obtidos com
estes microeletrodos indicam a prevaléncia do processo de difusio
radial e atestam a validade da estratégia proposta para a fabricacio
de dispositivos estruturalmente microscopicos.

(A) (B) ©)

Figura 6. Esquema do processo de fabrica¢do dos microeletrodos apos
desgaste eletroquimico: (A) fibra com ponta afiada, (B) imersdo da fibra no
plastificante e (C) processo de secagem do plastificante de borracha

500
400 ~
300

200 ~

1/nA

100 1 B

0,0 0;2 0,4
E/V vs Ag/AgCI

Figura 7. Voltamogramas ciclicos registrados em solu¢do de K Fe(CN), 20
mol L' + KCIl 0,1 mol L. A e B referem-se a dois diferentes microeletrodos
de platina (A) e ouro (B) fabricados pelo processo de desgaste eletroquimico.
Velocidade de varredura: 50 mV s

MICROELETRODOS DE ANEL

Ewing e colaboradores®®®” desenvolveram metodologia para a
fabricagdo de um eletrodo de carbono com formato de anel, a partir
da pirdlise do metano dentro de capilares de quartzo afinados por um
pipette puller. Anéis com didmetro da ordem de 0,5 até 3,9 pym foram
obtidos com base nesse processo de fabricac@o. Vale salientar que o
tamanho total do eletrodo, considerando a camada de vidro, foi da
ordem de 1-4 um. Apds a fabricacdo do anel nas paredes do capilar de
quartzo, este era preenchido com uma resina epoxi para preenchimento
interno do anel de carbono fabricado na parede do quartzo. Finalizado
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o processo de cura da resina, o vidro era quebrado, expondo o anel de
carbono formado pelo processo de pirdlise do metano. Como vantagens
associadas a este processo podem ser citados o baixo custo e a alta
eficiéncia do processo de fabrica¢do dos microeletrodos.

Microeletrodo de anel sdo particularmente atrativos levando-se em
conta o uso de fibras pticas em experimentos fotoeletroquimicos®* e
no acoplamento de técnicas® eletroquimicas e fotoquimicas (micros-
copio fotoeletroquimico). Nesses procedimentos, um microeletrodo de
anel € fabricado dentro de uma fibra 6ptica de ouro comercial ou de uma
fibra ptica cujas paredes internas sdo recobertas com ouro. No interior
da fibra 6ptica € efetuado o revestimento com um material isolante
(resina epdxi ou outro polimero ndo condutor) por dip-coating. Como
resultado, essa fibra Optica passa a servir nao somente como um probe
para a fonte de luz, mas também como um microeletrodo com didmetro
interno da ordem de 2-400 um e espessura do anel de 2-35 um.

Atualmente, o acoplamento de técnicas como microscopia
eletroquimica e NSOM (Near field Scanning Optical Microscopy)
também vem sendo amplamente aproveitado.®*8! Nestes casos, existe
uma etapa adicional que envolve o afinamento da fibra 6ptica usando
um pipette puller.8**'" Microeletrodos fabricados por essas técnicas
possuem anel com didmetro interno menor que 1 um.

MICROELETRODOS DE ESFERA

A disponibilidade de microesferas de ouro (de didmetro apro-
ximado igual a 8 nm) permitiu o desenvolvimento de método no
qual as particulas sdo empacotadas em capilares de vidro afinados
cujas paredes internas sdo revestidas por uma camada de carbono,!!
a partir da pir6lise de metano. Uma solugdo de ditidis, contida no
interior do capilar, foi responsavel pela formacao das monocamadas
de ouro via interagdo quimica, apds a etapa de inser¢do do conjunto
anterior em solu¢do contendo as esferas de ouro. Obtém-se, desta
forma, esferas micrométricas na ponta do capilar, as quais sdo
compostas por nanoparticulas agregadas em razio da presenga dos
grupamentos SH dos ditidis. O tamanho das microesferas pode ser
controlado com base no didmetro do orificio do capilar de vidro ou
na concentragdo da solucdo de ditiol (responsével pelo agrupamento
das particulas de ouro). Microeletrodos fabricados por este método
possuem por volta de 1 a 30 um. Como vantagens, esse método de
fabrica¢@o permite a construcio de eletrodos de maneira reprodutivel,
simples e controlada.

MICROELETRODOS HEMISFERICOS

Na literatura reporta-se que a interpretaciio de resultados obti-
dos no estado-estaciondrio, para microeletrodos de disco, pode ser
complicada em alguns casos porque a corrente de estado estaciondrio
proxima da borda do microdisco apresenta valores maiores que no
centro.'”>!'"? Dessa forma, a anélise matematica dos resultados obtidos
nestes casos € dificultada.'*!9-112 Microeletrodos com geometria
hemisférica ndo apresentam esse problema, uma vez que a densidade
de corrente no estado estaciondrio € uniforme em toda a superficie
do eletrodo. Além disso, microeletrodos ndo planares sofrem menos
problemas de bloqueio do isolante resultantes de imprecisdes no
processo de isolamento da microfibra.''

Microeletrodos com este tipo de geometria sdo usualmente fa-
bricados pela redugdo eletroquimica de Hg,** sobre a superficie de
microeletrodos de disco.20!"*15 O crescimento da camada de merciirio
pode ser acompanhado em funcao do tempo, utilizando-se um micros-
copio Optico imerso na solugdo de deposi¢do, conforme reportado na
literatura.”® Processos de fabricacio de eletrodos com essa geometria
utilizando desgaste eletroquimico e isolamento com material polimérico
para microfibras de Pt-It também foram reportados na literatura.”
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MICROELETRODOS DE BANDAS

Microeletrodos de banda possuem somente uma das dimensdes
em escala microscdpica, mas as caracteristicas difusionais associa-
das ao elevado transporte de massa sao preservadas e conferem aos
voltamogramas o cldssico comportamento sigmoidal. Levando em
consideragdo que as outras duas dimensdes ndo sdo microscopicas,
os valores de corrente obtidos com eletrodos que apresentam esta
geometria sdo relativamente elevados. Uma caracteristica importante
de microeletrodos de banda diz respeito ao fato de ndo serem atingidas
situacdes de estado estaciondrio em tempos curtos, como no caso das
microesferas e dos microdiscos. Um dos primeiros procedimentos
empregados para a fabrica¢do de microeletrodos de banda consistiu
no encapsulamento da placas finas de ouro e platina (espessura 20-
500 A e 0,5 e 1,0 cm de comprimento e largura, respectivamente)
preparadas por pulverizac¢do catédica. Apds procedimento de poli-
mento adequado, superficie constituida por uma banda de espessura
definida foi exposta e obteve-se voltamograma com perfil sigmoidal
caracteristico de um microeletrodo.''® Outros procedimentos para
fabricagdo desse tipo de microeletrodo baseiam-se na imobilizagdo de
peliculas de materiais condutores em vidro fundido''” e entre placas
isolantes.''® Baseado no procedimento de isolamento de peliculas me-
talicas, microeletrodos de banda também foram fabricados utilizando
aimpresséo de tintas condutivas entre substratos néo condutores. %!
Além disso, técnicas litogréficas,'” por ablacdo a laser' e screen-
printed""'** também estdo citadas na literatura para fabricacdo de
microeletrodos com essa geometria. Entretanto, devido a somente
uma das dimensdes dos eletrodos apresentar tamanho micrométrico
ou submicrométrico, a aplicagao desse tipo de geometria para medidas
em microambientes nem sempre € possivel.

MICROELETRODOS DE DIFERENTES GEOMETRIAS
FABRICADOS POR MICROFABRICACAO

Microeletrodos com geometrias bem definidas (disco, banda,
conico, hemisférico, anel e esférico) e com alta eficiéncia de apro-
veitamento no processo de construgcdo podem ser fabricados utili-
zando técnicas de microfabrica¢do.?**>12>127. O processo de litografia,
utilizado na maioria dos casos de microfabricagio, estd baseado na
transferéncia de uma c6pia de um padrdo mestre, de um determinado
material, para um substrato sélido. Um exemplo € a fabricacdo de
microeletrodos conicos a partir do desgaste de um substrato de Si,
seguido pela deposicio de filmes finos de SiO,, Pte Si,N,. Em seguida,
uma camada sensivel a radiagdo ultravioleta € depositada, deixando
somente a ponta do microeletrodo descoberta. O filme de Si,N, que
recobre a ponta conica do microeletrodo de Pt € entdo removido
usando desgaste por plasma. Esse processo permite a construg¢ao de
microeletrodos com 1,2 um de raio.'*®

MICROELETRODOS DE PORO EM VIDRO

Microeletrodos de poro em vidro™'*'*' podem ser fabricados a
partir do desgaste eletroquimico de fibras metdlicas encapsuladas em
vidro. O processo para fabricagio desse tipo de microeletrodo estd
mostrado na Figura 8, sendo que o raio do poro pode variar de Snma 1
um. Esse tipo de eletrodo, cuja construcio € simples e nio requer o uso
de equipamentos sofisticados, possibilita a investigacdo do transporte
de moléculas através de orificios de dimensdes nanométricas. Além
disso, pode propiciar maior seletividade!*>!33 aos métodos eletroanali-
ticos, pois o tamanho do poro e eventuais processos de modificagao da
superticie do vidro podem limitar a interferéncia causada por compostos
de tamanho maior que o do poro. Vantagens adicionais sao associadas
ao uso de eletrodos com poros conicos em relacdo aos de poros cilin-
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dricos como, por exemplo, alta condutancia idnica, possibilidade de
estudos em meios com alta resisténcia sem haver problemas de queda
6hmica®' e independéncia do fluxo de moléculas no estado estaciondrio
em relacdo a profundidade do poro.'*

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3

— (. ——

Figura 8. Esquema do processo de fabricag¢do de um microeletrodo de poro
emvidro. Etapa 1: desgaste eletroquimico da microfibra de platina; etapa 2:
processo de selagem da microfibra no vidro e etapa 3: desgaste eletroquimico
da microfibra encapsulada™

CONJUNTO E ARRANJO DE MICROELETRODOS

Além da dificuldade de fabricac@o, microeletrodos individuais de
pequenas dimensdes apresentam uma desvantagem adicional relaciona-
da a necessidade de monitoramento de correntes muito baixas, as vezes
na casa de fA. Entretanto, ao se trabalhar com ensembles (conjuntos)
e arrays (arranjos) de microeletrodos individuais, correntes significa-
tivamente mais altas podem ser obtidas se os dispositivos individuais
forem interconectados. H4 diversas estratégias para a confec¢do de
conjunto ou arranjo de microeletrodos de diferentes geometrias e a
denominag@o (arranjo ou conjunto) dependera do controle (arranjo =
ordenado) ou ndo (conjunto = aleatério) da distincia entre os microe-
letrodos. Nestes casos, a distancia entre os microeletrodos individuais
constitui-se em aspecto importante, pois cdlculos tedricos prevéem
que para microeletrodos de disco de raio a montados de acordo com
a configuracdo de arranjo, a interpenetrag@o entre as camadas de
difusdo dos microeletrodos individuais ocorre desde que a distancia
entre os microeletrodos seja inferior a 6a*. Caso a interpenetragéo das
camadas de difusdo prevaleca, voltamogramas convencionais com 0s
componentes anddicos e catddicos serdo obtidos.

Diversos métodos sdo reportados na literatura para a fabricacio
de conjunto e arranjo de microeletrodos, sendo alguns deles derivados
da construcdo de microeletrodos individuais. Dentre esses métodos
podem ser citados aqueles envolvendo técnicas de microfabrica-
¢do,0125:13+136 métodos mecinicos com fios™ 37 1#! e sanduiches de
filmes finos de camadas metdlicas,''®"*>143, formagéo de compdsi-
tos,'*1% sonoquimica,'*** utilizagdo de moldes preparados por
nanomateriais'>'*-138 e de liquidos i6nicos'*-1! e méscaras de toner.'¢?
Procedimento simples, engenhoso e barato foi desenvolvido por Ang-
nes e colaboradores'®® e fundamenta-se na obten¢éo de microdiscos
de ouro a partir do corte transversal em chips comerciais e posterior
etapa de polimento até o aparecimento das microfibras.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Diferentes métodos para a fabricacdo de microeletrodos e
conjunto/arranjo de microeletrodos foram descritos nesse artigo. A
construcdo de sensores descartdveis, de baixo custo e que possuam
estas caracteristicas consiste em campo de pesquisa atrativo e aberto
para novas metodologias. Um dos desafios a serem enfrentados estd
pautado no controle e na alta reprodutibilidade da drea dos microe-
letrodos, visando processos de construcdo em larga escala.

A construgdo de dispositivos cada vez menores, com tamanho
total em escala submicrométrica, constitui-se em outra meta para
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pesquisadores que desenvolvem trabalhos nesta drea. Microeletrodos
estruturalmente microscopicos ou “nanoscépicos’ podem ser empre-
gados como poderosa ferramenta para a andlise em microambientes
e em tempo real. Neste contexto, determinacdes efetuadas com vo-
lumes reduzidos (nL) sdo bastante importantes no caso de amostras
dispendiosas ou de fluidos bioldgicos (por exemplo, sangue). O uso
destes microssensores em sistemas bioldgicos também € atrativo, pois
o mecanismo de funcionamento das células pode ser investigado in
situ, em tempo real e sem destrui¢do da amostra. A elevada resolugio
espacial e o rapido tempo de resposta dos microeletrodos propiciam a
obten¢do de mapas bidimensionais de ambientes vizinhos a célula, os
quais podem contribuir para elucidar o transporte de compostos entre
neur6nios e membranas celulares. O desenvolvimento de arranjos de
microeletrodos com propriedades especificas de reconhecimento e
a utilizagdo na captura dessas informagdes de maneira simultanea
certamente serd interessante para pesquisadores da drea bioldgica.

A possibilidade de investigar superficies empregando-se técnicas
como a microscopia eletronica de varredura e a microscopia de forga
atdmica ampliou de maneira significativa a compreensio de fendme-
nos em escala molecular. Estas técnicas possuem elevada resolugio
espacial, mas pouca informacdo sobre especificidade quimica €
obtida. Neste contexto, cabe ressaltar o emprego de microeletrodos
como efetivos sensores de reatividade em microscopia eletroquimica.
Esta técnica, apesar da menor resolug@o espacial, preenche esta lacu-
na visto que existe interacio eletroquimica da espécie ou superficie
investigada com o microssensor.

Finalmente, cumpre destacar outra drea que vem crescendo de ma-
neira significativa nos tltimos anos em Quimica Analitica. Trata-se do
desenvolvimento de sistemas que realizam de maneira integrada todas as
etapas do método analitico (desde a prepara¢do da amostra até a detec-
¢d0), os chamados UTAS (micro total analysis system) ou lab-on-a-chip.
Devido as propriedades dos microeletrodos, principalmente o tamanho,
e a possibilidade de miniaturizagio dos potenciostatos, sensores de di-
mensdes microscopicas sao altamente desejdveis, pois podem atuar como
detectores nestes microssistemas de andlise. Abrem-se, desta maneira,
novas possibilidades e perspectivas para a fabricagio de microeletrodos
de configuragdes apropriadas para a inser¢@o nestes instrumentos.

Em resumo, microeletrodos estimulam pesquisas de cunho interdis-
ciplinar, pois os desafios a serem suplantados exigem solugdes criativas
resultantes da interacdo entre pesquisadores de dreas distintas. A capa-
cidade destes dispositivos em explorar eventos quimicos em dominios
microscépicos os credencia como ferramenta valiosa para estudos em
sistemas de interesse bioldgico, em que o transporte de fons e moléculas é
fundamental para a garantia de uma condicao estavel. Evidencia-se, desta
maneira, a existéncia de um fértil leque de aplicacdes dos microeletrodos,
muitas das quais podem ser transformadas em conhecimento de fronteira
e com perspectivas de largo impacto na comunidade cientifica.
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