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ELECTROCHEMICAL SENSORS: FUNDAMENTALS AND APPLICATIONS IN MICROENVIRONMENTS. Electrochemical
sensors have attracted considerable attention in recent years because they provide data about the chemical state of our surroundings and

the dynamics of the chemical transformations in the form a spatially resolved image. Particular interest has been directed to measurements

in restricted-volume samples as new technologies enable the fabrication of miniaturized versions of sensors with reproducible

characteristics. Taking these aspects into consideration, this review focuses on the use of electrodes of micrometer dimensions to acquire

chemical information in microdomains in which concentrations may not be spatially homogeneous. This is possible because

microelectrodes allow fast-response measurements with micrometer resolution to be performed. On the other hand, the use of

microelectrodes as amperometric sensors presents an inherent drawback owing to the insufficient specificity toward the substrate of

interest. Hence, some comments on strategies to enhance the selectivity of amperometric sensors are also made. Finally, recent applications

of structurally microscopic electrodes as in vivo sensors are shown, as well as a prospect of the future trend in this field.
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INTRODUCAO
O atual panorama da Eletroanalitica

As téenicas eletroquimicas constituem-se em poderosa ferramen-
ta para os quimicos analiticos na resoluc@o de seus problemas, espe-
cialmente por causa de algumas caracteristicas vantajosas como a
elevada sensibilidade das determinacdes, custo moderado e
portabilidade'>. A versatilidade das técnicas eletroquimicas também
merece destaque visto que € possivel controlar as reagdes eletrodicas
modificando a interface eletrodo-solucdo e selecionando-se
criteriosamente o potencial aplicado a célula. A facilidade de
automacdo em virtude da medicao de sinais elétricos, a possibilidade
de proceder a especiagio de fons metdlicos em certos casos e a “com-
patibilidade ambiental”, pois o reagente empregado € o elétron, tam-
bém consistem em aspectos que conferem aos métodos eletroanaliticos
uma posicdo de destaque no contexto da Quimica Analitica.

Inerentes as propriedades acima destacadas, aparecem aspectos
desvantajosos das medigdes eletroquimicas, principalmente quan-
do comparadas as efetuadas com técnicas espectroscépicas. Um dos
problemas refere-se a intera¢do do eletrodo com a amostra, que em
muitos casos ocasiona perda ou irreprodutibilidade nas medidas. O
conjunto de compostos passiveis de determinacdo eletroanalitica
também € menos abrangente que no caso das técnicas espectros-
copicas. Finalmente, deve-se destacar a natural aversdo as técnicas
eletroquimicas em razdo do sofisticado e nem sempre muito bem
compreendido processo heterogéneo de transferéncia de elétrons
que ocorre na interface eletrodo-solugao.

No atual panorama da Eletroanalitica, pesquisas nas quais se
utilizam detectores amperométricos acoplados a sistemas de sepa-
racdo tém recebido ateng@o crescente, especialmente nos casos em
que se deseja a miniaturizacdo do sistema analitico*'®. Uma justifi-
cativa para esta motivagao inclui a disponibilidade de tecnologias
que facilmente viabilizam a fabricacdo de eletrodos em escala
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micrométrica, a precos relativamente baixos. Além disso, a sensibi-
lidade das determinagdes ndo € comprometida pela reducio do ta-
manho do sensor ou da célula, como € o caso dos métodos
espectroscopicos, uma vez que a reagdo de interesse ocorre na re-
gido interfacial eletrodo/solucdo e, portanto, ndo depende do volu-
me da amostra. Alta sensibilidade analitica pode também ser obtida
empregando-se espectroscopia de massa ou fluorescéncia por laser
induzido!. Entretanto, os instrumentos requeridos para o emprego
destas técnicas sdo muito mais caros e de maior porte que um
potenciostato, o qual pode ser facilmente construido em um “chip”
de poucos centimetros. Desta forma, a fabricag¢@o de sistemas ana-
liticos compactos que empregam detec¢cdo amperométrica tem sido
proposta na literatura e o aspecto diferencial prende-se a possibili-
dade de realizar todas as operagdes analiticas de maneira integrada
e continua em um Unico instrumento®'>'%. H4 vérios exemplos na
literatura em que a associag@o da eletroforese capilar com detecgio
amperométrica € proposta no desenvolvimento de equipamentos in-
ternacionalmente conhecidos como UTAS (“micro total analysis
system”) ou “lab-on-a-chip”'®%. Ainda no que tange ao uso de
detectores amperométricos em sistemas hidrodindmicos, cumpre
destacar que a possibilidade de reducdo da exposi¢ao do eletrodo a
contaminac¢des provenientes de amostras reais constitui-se em fa-
tor relevante e que justifica os seguidos progressos oriundos da
introduc@o de amostras por sistemas FIA ou BIA (“batch injection
analysis”)?!?2.

Sensores eletroquimicos: um panorama resumido

Sensores quimicos sdo dispositivos que permitem a coleta de
dados e obten¢@o de informagdes com manipulacdo minima do sis-
tema estudado. Desta forma, os resultados obtidos podem ser anali-
sados e correlacionados com outros parametros no ambiente em que
estdo inseridos. Estes dispositivos possuem caracteristicas peculia-
res que os distinguem de métodos instrumentais de largo porte, os
quais, por usa vez, sdo cada vez mais precisos, sensiveis e seleti-
vos, mas ndo permitem a obten¢do de informacgdes in situ e em
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tempo real. Dados nestas condicdes experimentais sdo facilmente
obtidos com sensores e, mesmo que as medidas ndo tenham preci-
sdo e exatiddo compardveis as dos métodos instrumentais, em mui-
tas ocasides t€m-se elementos suficientes para tomadas de decisio.
Caracteristicas vantajosas também inerentes ao uso de sensores
quimicos referem-se a portabilidade, facilidade de automacéo, pos-
sibilidade de miniaturizacdo e baixo custo.

A Figura 1 apresenta um esquema geral dos principais compo-
nentes de um sensor quimico. A obten¢do de informagdo analitica
depende essencialmente da capacidade da membrana, usualmente
posicionada na extremidade do dispositivo, em reconhecer a espé-
cie de interesse de maneira seletiva. Ha intimeras alternativas de
imobilizagdo desta membrana na superficie do sensor e um aspecto
relevante associado a esta operac@o envolve a necessidade de aces-
so a algum processo quimico que viabilize a transdu¢@o do sinal
para o detector. Por sua vez, o sinal transmitido deve ser maximizado
em relagdo as informagdes sobre o analito, ou seja, deseja-se
minimizar o efeito de contribui¢des estranhas como, por ex., inter-
ferentes, ruidos eletrdnicos ou erros experimentais. Neste sentido,
a efetiva capacidade do dispositivo em discriminar o analito consti-
tui-se em aspecto de grande importancia na fabricagdo de sensores
de uso geral e em larga escala, devendo-se ressaltar, entretanto, que
aspectos referentes a sensibilidade, estabilidade e robustez tam-
bém devem ser considerados.
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Figura 1. Esquema geral dos principais componentes de um sensor quimico

Dentre os sensores quimicos, hd vdrias classificagdes possiveis
as quais podem se basear no tamanho, tipo de aplicacdo ou meca-
nismo de transdugado da resposta. De acordo com o banco de dados
do IST Web of KnowledgeS™, 46702 artigos cientificos foram publi-
cados contendo a palavra-chave “sensor”” ou “sensors”, desde 2000.
Estes trabalhos referem-se a investigagdes com sensores de diver-
sos tipos e incluem transducdo potenciométrica, amperométrica,
piezoelétrica, Optica, térmica, condutométrica, entre outras. Perce-
be-se, portanto, a vastiddo de uma drea vigorosamente crescente e
ndo ¢ intengdo deste artigo fazer uma revisdo de amplitude tdo lar-
ga. Mesmo no que concerne as técnicas eletroquimicas, verifica-se
a existéncia de milhares de trabalhos sobre o assunto em que sdo
abordados tépicos sobre novos materiais, aplicagdes em amostras
ambientais, bioldgicas e de interesse industrial, novos métodos de
fabricacdo, estratégias para melhoria na seletividade e nos limites
de detecgdo, etc. O vigor nesta drea ¢ atestado pela publicagdo de
2678 artigos em igual periodo de tempo, selecionados com base nas
palavras-chave “electrochemical and sensor” e “electrochemical and
sensors”, alguns dos quais consistindo em excelentes e abrangentes
revisdes relativamente recentes sobre o tema**. Aplicagdes destes
dispositivos para obtengdo de informac¢des no campo e em amostras
de interesse ambiental®?*3*3 exemplificam a importancia desta drea
de pesquisa no contexto social, econdmico e da satde.

A fabricag@o de sensores descartdveis®>*’ e o desenvolvimento
de tecnologias que permitem a imobiliza¢do de enzimas em siste-
mas eletrédicos para confec¢@o de biossensores com elevada esta-
bilidade também t€m atraido o continuo interesse de pesquisadores
ligados a Eletroanalitica®“?. Sofisticados métodos para “screen-
printing” surgem rotineiramente na literatura®** e a possibilidade
de fabricagdo de microeletrodos isolados ou na forma de “arrays”,
os quais viabilizam ganho de sensibilidade e abrem perspectivas
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para monitoramento multielementar*’#®, impulsionam pesquisas
com vistas a aplicacdes rotineiras dos dispositivos.

O foco do presente artigo

Como pode ser evidenciado nos topicos anteriores, existe uma
ampla gama de motivagdes e inovagdes tecnoldgicas que amplia-
ram de maneira exponencial as fronteiras de atuagdo da
Eletroanalitica e, em particular, o campo associado ao desenvolvi-
mento de sensores eletroquimicos. Como ja frisado, ha revisdes
extensas e recentes sobre o tema, incluindo compila¢des na drea de
eletrodos modificados e biossensores. De outro lado, a aplicagio de
sensores amperométricos no estudo de sistemas bioldgicos consti-
tui-se em drea menos explorada, mas que tem recebido incentivo
devido as atraentes perspectivas. Em um contexto crescentemente
interdisciplinar, em que a busca de informagdes em sistemas biol6-
gicos tem sido cada vez mais importante para compreensdo do me-
canismo de funcionamento das células, destaca-se a area de fa-
bricagdo de sensores miniaturizados. Os resultados de experimen-
tos eletroquimicos conduzidos com eletrodos que possuem pelo
menos uma das dimensdes em escala micrométrica sdo bastante
distintos em fun¢@o do diferenciado mecanismo de transporte de
massa (vide se¢do adiante), viabilizando medicdes de corrente em
estado estaciondrio (ou seja, o sinal medido independe do tempo)*”
52, Qutra particularidade destes eletrodos prende-se a possibilidade
de construcdo de dispositivos estruturalmente microscopicos e des-
ta forma, se descortina um vasto campo de atuacdo da eletroquimica
em que se estudam moléculas confinadas em volumes muito peque-
nos de solugdo. A presente revisao almeja contextualizar este as-
sunto apresentando alguns dos principios fundamentais que norteiam
0s progressos neste campo de pesquisa, assim como exemplos
ilustrativos de aplicacdes praticas destes sensores miniaturizados.

No ambiente celular, os dispositivos usualmente operam no modo
amperométrico e, portanto, apresentam reduzida seletividade. Justi-
ficam-se, desta maneira, estratégias para a modificagdo da superficie
eletrédica, quer seja para fins de eletrocatdlise, como para restrigdo
da passagem de espécies interferentes. Comparativamente aos ind-
meros trabalhos descritivos sobre métodos de modificaciio de super-
ficies eletrddicas, menos énfase tem sido dada na literatura ao uso de
ferramentas para a compreensdo dos diversos fatores que influenci-
am a resposta nos eletrodos modificados. Assim, pretende-se abordar
o assunto relativo a eletrodos modificados levando em consideragio
aspectos vinculados a propriedades da estrutura, composicdo e dina-
mica das reacdes eletrodicas e, sempre que possivel, exemplos de
nossas contribui¢des nesta drea serdo apresentados.

ASPECTOS FUNDAMENTAIS SOBRE SENSORES
ELETROQUIMICOS

Importancia da modificacio da superficie do eletrodo

Os sensores amperométricos constituem-se em dispositivos manti-
dos em potencial fixo e que propiciam sinais de corrente faradaica
proporcionais a concentracdo do analito, em fungdo de processos
eletrédicos que ocorrem na interface eletrodo/soluc@o. Todavia, a cor-
rente medida em experimentos eletroquimicos também possui um com-
ponente capacitivo, associado a mudancas da capacitincia da dupla
camada elétrica durante variagdes de potencial. A Figura 2 representa,
de maneira esquematica, a influéncia da concentragdo da espécie
eletroativa para ambas as situacdes e observa-se claramente que a bus-
ca de informagdes sobre a concentragiio da espécie eletroativa depende
de uma nitida distin¢@o entre as correntes capacitiva e faradaica. Pela
andlise da figura conclui-se que informagdes analiticas em concentra-
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Figura 2. Influéncia da concentragdo da espécie eletroativa nas correntes
capacitiva (1) e faradaica (I, em duas situagoes A e B)

¢des mais baixas podem ser obtidas com mais confiabilidade melho-
rando-se a sensibilidade das determinac¢Ges (aumento da inclinagdo da
reta, curva I, ) e/ou pela diminuigdo da corrente capacitiva, condi¢des
nas quais a discriminac@o entre correntes faradaica e capacitiva é
otimizada. Visto que no caso de sensores amperométricos o potencial €
mantido constante durante a medi¢do da corrente, deve-se destacar
também a importancia da avalia¢do da seletividade das determinacdes
uma vez que, via de regra, em amostras complexas podem existir espé-
cies quimicas que também sdo eletroativas no potencial selecionado.

Uma estratégia elegante para superar os problemas de seletividade
acima considerados envolve a modificacdo da superficie eletrédica.
Algumas décadas atrds trés atributos principais eram requeridos em
um eletrodo de trabalho utilizado em experimentos eletroquimicos: boa
condutividade, estabilidade quimica perante processos redox em solu-
¢o e larga faixa de potencial de trabalho. Desde entdo, essas premis-
sas passaram a ter um significado menos importante uma vez que, para
determinados sistemas quimicos, percebeu-se a necessidade do traba-
lho com superficies seletivamente reativas, as quais proporcionavam
resultados favordveis em razdo da melhoria da atividade quimica®.

O uso de reagentes moleculares para manipular deliberadamente
a superficie de eletrodos tem vasta aplicacdo em Eletroanalitica, pois
conduz a melhoria na capacidade de reconhecimento e/ou na amplifi-
cagdo de sinais de corrente, a0 mesmo tempo em que pode tornar as
determinagdes mais seletivas pelo efeito eletrocatalitico (diminuigio
da sobretensdo dos processos eletrodicos) ou pela restricdo da passa-
gem de espécies interferentes empregando-se membranas apropriadas.

Os procedimentos acima descritos t&ém estreita associacdo com o
termo “eletrodos quimicamente modificados™* e visto que o objetivo
do uso de sensores amperométricos estd centrado na medicdo de si-
nais de corrente em matrizes de natureza complexa (fluidos bioldgi-
cos, dguas naturais, alimentos, etc), a modificagdo da superficie
eletrodica €, na maioria dos casos, necessdria para que se atinjam os
propdsitos desejados. Entretanto, cabe destacar que em algumas situ-
acOes favordveis as medi¢des podem ser feitas com eletrodos sem
qualquer tipo de modifica¢do, como no caso do monitoramento da
concentragdo de dcido ascérbico em frutas citricas empregando-se
microeletrodos de ouro® e platina®. Isto € vidvel pois estudos reali-
zados com suco de laranja por nosso grupo de trabalho empregando a
enzima ascorbato oxidase demonstraram a auséncia de outras espéci-
es eletroativas no potencial de trabalho. Outro exemplo também inte-
ressante € a determinacdo direta de vitamina E em 6leos e gorduras
vegetais utilizando microeletrodos de platina®.

A importancia da funcionalizagio da superficie eletrédica propi-
ciou a criacdo de uma drea com fronteiras bastante abrangentes e nas
dltimas décadas os trabalhos t€m se estendido desde estudos funda-
mentais até aplicagdes praticas. A engenhosidade dos quimicos tem
levado a proposi¢do de intimeras estratégias para a imobilizagdo de-
liberada de espécies quimicas na superficie de eletrodos sélidos e ha
revisdes bastante completas sobre este assunto’ *¢?, razao pela qual
ndo se pretende abordar este tema no presente artigo.
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Técnicas para caracterizacio da atuacdo do filme modificador

O trabalho com monocamadas € desejdvel, pois pode-se ter um
controle mais preciso do grau de funcionaliza¢do da superficie®.
Todavia, na maior parte dos casos trabalha-se com multicamadas,
que viabilizam um efeito catalitico em escala tridimensional devi-
do a difusdo do substrato pelo filme®. Investigacdes com filmes
mais espessos dio ensejo a uma influéncia significativa da estrutu-
ra da camada imobilizada na dindmica do processo global de eletro-
do e inter-relacdes entre estes dois pardmetros sdo bastante rele-
vantes ao se lidar com eletrodos modificados.

Na avaliagdo da eficiéncia catalitica de um eletrodo modificado,
fatores relacionados a difusdo do substrato na solucdo, propagacao da
carga elétrica no filme, penetracéio do substrato no filme e posterior
difusdo e velocidade da etapa de transferéncia eletronica entre medi-
ador e substrato devem ser considerados®™®. A Figura 3 ilustra as
diferentes etapas deste processo dindmico, investigado por Saveant e
colaboradores®. Estes autores estudaram de maneira qualitativa e
quantitativa os perfis de concentra¢do esperados para situagdes em
que os parametros acima descritos sdo considerados. O objetivo des-
tes estudos consiste na avaliacdo da relevancia da contribuigdo de
cada um dos parametros na cinética do processo global de eletrodo.
As diferentes combinagdes produzem subcasos definidos pela locali-
zagdo da zona de reacdo no filme, os quais podem ser caracterizados
aumentando-se o regime de transporte de material a superficie
eletrédica. Para tanto, o uso de eletrodos rotativos € muito conveni-
ente, pois pode-se variar de maneira controlada o coeficiente de trans-
porte de massa variando-se a velocidade de rotagdo do eletrodo.
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Figura 3. Esquema simplificado das vdrias etapas relacionadas a redugdo
de um substrato (S) em um eletrodo modificado. Os indices s e f referem-se a
difusdo do substrato na solugdo e no filme, respectivamente. D representa o
coeficiente de difusdo da espécie em solugdo (D,) e no filme (D,), D, refere-
se ao coeficiente de difusdo de transporte de carga e K, e K, representam as
constantes cinéticas dos processos de transferéncia eletronica heterogénea
e homogénea. Adaptado da ref. 69

Em termos analiticos, onde se deseja maximizar o sinal de cor-
rente e manter uma relacdo linear com a concentracdo do substrato, o
sistema ideal seria aquele para o qual a reacdo mediada ocorresse de
maneira uniforme no interior do filme®. Esta condigdo ¢ obtida para
sistemas quimicos em que a rea¢do entre mediador e substrato possui
cinética moderada e para os quais ndo ha limitagdo pelo transporte de
carga ou transporte de massa. Deve-se ressaltar, entretanto, que nes-
tes casos o dispositivo pode apresentar restri¢des para lidar com ele-
vadas taxas de material eletroativo proveniente da solu¢do. Um exem-
plo tipico de sistema com esta caracteristica consiste no processo de
oxidacdo anddica de nitrito em filmes de porfirinas de ruténio, cuja
investigacdo com eletrodo rotativo permitiu a determinacao da cons-
tante cinética da reac@o entre nitrito e sitios de Ru(Ill) eletrogerados
em potenciais suficientemente positivos™.

A modificacio da superficie eletrédica com compostos que fa-
cilitam os processos de transferéncia eletronica proporciona um
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desafio importante no que diz respeito a investigacdes sobre com-
posicdo, estrutura molecular e morfologia. Isto se deve ao fato de
que os filmes s@o depositados em superficies planas e a quantidade
de material associada a uma monocamada tem um valor tipico de
10 mol/cm?, portanto, as técnicas empregadas devem possuir alta
sensibilidade. H4 artigos de revisdo e textos mais aprofundados em
que se discutem fundamentos e aplicacdes de ferramentas espectros-
cépicas na andlise de superficies®”'™. Nosso grupo tem emprega-
do algumas das técnicas acima relacionadas na investigagdo da
estrutura de filmes de 6xidos de molibdénio, nos quais se deposita-
ram microparticulas de metais nobres, como platina, paladio e
r6dio™ . A formagdo de 6xidos e hidréxidos de cobre também foi
averiguada empregando-se EDS (“energy dispersive spectroscopy”)
e os resultados indicaram a forte relaciio entre a composi¢ao dos
filmes e a atividade eletroacatalitica do processo de oxidagdo do
etanol com o potencial aplicado ao eletrodo de trabalho”.
Interpretagdes mais consolidadas sobre o significado quimico do
evento observado, principalmente quando este envolve variagdo de
massa na interface durante o experimento, podem ser também obti-
das empregando-se a balanga eletroquimica de cristal de quartzo™™.
Esta fornece informagdes de natureza ndo-eletroquimica (variacio
da massa do eletrodo via medi¢@o da freqii€ncia de vibragdo do cris-
tal de quartzo) como, por ex., a cinética de crescimento de filmes ou
0 mecanismo de transporte idnico, sem perturbar o processo eletro-
quimico. Além disso, em alguns casos em que a estequiometria do
processo eletrédico € bem estabelecida, € possivel correlacionar em
tempo real a massa de filme eletrodepositado na superficie do ele-
trodo por duas técnicas diferentes, medindo-se a variagdo na fre-
qiiéncia e a carga. A utilidade desta técnica na investigacio de pro-
cessos eletrocataliticos foi por nés demonstrada no estudo da oxida-
¢do anddica do etanol em eletrodos de cobre em meio alcalino®.

Consideracoes sobre a seletividade das determinacdes

Conforme ja discutido, uma das grandes limitagdes das técnicas
eletroquimicas com finalidades analiticas tem vinculo com a caréncia
de seletividade das determinacdes. Se a esta dificuldade se adicionar a
limitac@o do uso continuo do sensor em func¢do de eventuais problemas
com envenenamento, compreende-se o enorme esfor¢o da comunidade
eletroquimica na busca de alternativas para restringir o acesso de de-
terminadas espécies quimicas a superficie eletrodica. Neste sentido, a
estratégia convencionalmente utilizada consiste na deposicdo de mem-
branas poliméricas insoliveis em meio aquoso, que sdo seletivas a di-
fusdo de compostos dissolvidos em solug@o por diferentes mecanis-
mos. Como exemplos de substancias convencionalmente utilizadas
podem ser citados Nafion®**, polipirrol®, polianilina® e acetato de
celulose®. Cabe ressaltar um interessante uso de membrana de gelati-
na sélida no recobrimento da superficie eletrédica, que traz vantagens
adicionais relacionadas a menor influéncia da convec¢io nas medi-
¢des, uma vez que a camada protetora possui espessura relativamente
grande. Nao se observou, entretanto, diminui¢do significativa da velo-
cidade de transporte do analito a superficie do eletrodo®’.

O modo de atuagdo das membranas protetoras baseia-se essen-
cialmente em restri¢do por carga e tamanho e os polimeros mais
utilizados s@o acetato de celulose e Nafion. No primeiro caso exclu-
em-se substincias quimicas devido a dimensao das moléculas, uma
vez que a porosidade do filme pode ser controlada adequadamente
alterando-se o pH da solugdo e o tempo de hidrélise. Desta forma,
somente espécies relativamente pequenas tém acesso a superficie
do eletrodo (ou aos sitios cataliticos). No caso do Nafion, o controle
da passagem de espécies carregadas ¢ efetuado devido a imobiliza-
¢do de filme contendo sitios anidnicos (sulfonato) dispostos de ma-
neira estruturada no filme. Desta forma, o polimero depositado res-
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tringe severamente a passagem de anions, mas € permeavel a citions
e espécies eletricamente neutras. Na Figura 4 apresenta-se de ma-
neira esquemdtica o recobrimento de uma superficie eletrédica com
vistas ao bloqueio da passagem de espécies quimicas.

B
L foléculas com massal
E molar elevada
L - lactato ‘
|
|

NAFION
ENZIMA

o
N
.

H0: h .
Piruvato

Acido ascorbico

4

-

2H +ji8s - Acido tirico
= +

e Outros &nions

Figura 4. Diagrama esquemdtico da detec¢do de L-lactato em microeletrodo
de platina. Note a presenga de diferentes camadas, que permitem a detec¢do
seletiva de L-lactato. Adaptado da ref. 137

MEDICOES EM AMBIENTES MICROSCOPICOS
Miniaturizacao dos dispositivos

Seguindo uma tendéncia da ciéncia contemporanea, a miniatu-
rizacdo de sistemas eletroquimicos também constitui-se em drea
de fronteira das pesquisas, embora o trabalho com eletrodos de
dimensdes micrométricas remonte a década de 40, quando a ne-
cessidade de monitorar a concentraciio de oxigénio em organismos
vivos originou a idéia da introdug@o de eletrodos de platina, de
dimensdes reduzidas, em tecidos e musculos®. Polarizando-se os
eletrodos em potenciais suficientemente negativos, foram obtidos
sinais de corrente proporcionais a concentracio de oxigénio com a
vantagem de que as pequenas correntes oriundas do processo
faradaico ndo causavam danos as células.

O termo “microeletrodos” estd associado a obtencdo de situacdes
de estado estaciondrio em janelas de tempo muito mais curtas que as
usualmente observadas ao se trabalhar com eletrodos de dimensdes
milimétricas. H4 varias maneiras de se obter condigdes de estado esta-
ciondrio como, por ex., garantindo a continua chegada de material
eletroativo a supertficie do eletrodo por conveccdo for¢ada e controlada
(eletrodo rotativo ou com células do tipo “wall-jet”) ou pela utilizacdo
de um segundo eletrodo de trabalho (localizado nas proximidades do
eletrodo principal), cuja fun¢@o € minimizar as perdas oriundas da di-
fusdo planar regenerando-se continuamente a espécie eletroativa
(“positive feedback effect”)¥. Outra possibilidade envolve o uso de
eletrodos com geometria suficientemente apropriada para garantir um
fluxo convergente do material eletroativo, de forma a manter um fluxo
continuo em direcdo ao eletrodo de trabalho. Para tanto, eletrodos que
possuem escala micrométrica em pelo menos uma de suas dimensdes
sdo bastante eficientes, pois o tempo necessdrio para o atingimento do
estado estaciondrio (como conseqiiéncia da difusdo convergente) € tan-
to menor quanto mais reduzida for esta dimensdo. Desta forma, o tra-
balho com microeletrodos reveste-se de importancia na medida em que
se minimizam os efeitos da convecg¢do natural, sempre presente alguns
segundos apds o inicio dos experimentos.

O desenvolvimento continuo da eletronica e da industria de pre-
cisdo tem possibilitado a constru¢do de eletrodos com érea eletroqui-
micamente ativa cada vez menor, impulsionando pesquisas envol-
vendo tais microelectrodos (ou ultramicroeletrodos) na area de estu-
dos eletroquimicos fundamentais ou na aplicacdo dos mesmos com
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finalidades analiticas. Ha indmeras revisdes sobre este assunto, in-
cluindo métodos de fabricac@o e aplicagdes®>*2. Cabe ressaltar,
entretanto, que existem demandas crescentes para o desenvolvimen-
to de métodos analiticos para monitoramento de espécies quimicas
em micro-ambientes, particularmente no caso de amostras de eleva-
do custo ou nas quais o nimero de moléculas € muito pequeno. Ané-
lises em nano ou até mesmo pico-litros t€m sido requeridas e neste
contexto situam-se amostras de interesse bioldgico**7. A
potencialidade analitica do uso de microeletrodos como sensores
eletroquimicos despertou o interesse na construciao de dispositivos
que, além de possuirem as propriedades eletroquimicas inerentes aos
microeletrodos, pudessem ser fabricados de maneira estruturalmente
micrométrica, viabilizando o uso em ambientes microscopicos®**.
Nestes casos, o isolamento de microfibras condutoras € feito sem o
uso de suportes relativamente volumosos, como os utilizados classi-
camente (micropipetas de vidro, ponteiras de plastico, etc). Tintas
eletroforéticas, Teflon e outros materiais tém sido largamente empre-
gados para estes fins e hd certamente inimeras outras alternativas
que podem satisfazer as necessidades requeridas em fungéo do tipo
de amostra, freqiiéncia de uso e tamanho do dispositivo desejado®®'®.

Objetivando a fabricag¢@o de dispositivos estruturalmente mi-
croscopicos, temos estudado procedimentos para corrosio de
microfibras de platina e ouro (didmetro tipico de 50 um) em que,
utilizando-se transformadores AC e solugdes de trabalho apropria-
das, se obtém extremidades “afinadas”, como as mostradas na Fi-
gura 5. Por fim, as fibras s@o seladas pela imersdo em um
plastificante de borracha e posteriormente deixadas com a ponta
para cima até a secagem completa'®’.

Figura 5. Foto de um microeletrodo de ouro resultante do procedimento de

corrosdo da fibra utilizando transformadores AC e solugdes apropriadas
(ver ref. 97 para maiores detalhes)

Finalmente, deve-se destacar a importancia da incorporagdo do
eletrodo de referéncia ao corpo do eletrodo de trabalho, principal-
mente no caso de sistemas quimicos cujo estudo requer a utilizacio
de dispositivos de dimensdes muito pequenas. Ha diversos procedi-
mentos descritos na literatura® ! com vistas a fabricacéo de eletro-
dos com estas caracteristicas. O mais usual envolve a introducio de
uma microfibra dentro do suporte do eletrodo, seguida de deposi-
¢do de uma fina camada de prata por “sputtering” na camada exter-
na. Esse microeletrodo €, entdo, mergulhado em solucdo de HCI e
aplicando-se potencial apropriado o filme de prata é convertido em
filme de AgCl no corpo do capilar®19%104,

Importancia e consideracdes sobre medicdes em ambientes
microscopicos

A comunicagio entre células € efetuada por biomoléculas, como
catecolaminas, insulina e dopamina, entre outras, e a habilidade de
monitoramento da concentra¢@o destes compostos € muito importan-
te em estudos fisioldgicos relacionados a transmissao de sinais para o
sistema nervoso central. Como ja relatado anteriormente, o uso de
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sensores eletroquimicos de dimensdes estruturalmente microscopi-
cas constitui-se em poderosa ferramenta para este tipo de estudo, em
que se deseja realizar andlises em microambientes e em tempo real.
Esta caracteristica essencial dos sensores eletroquimicos os distin-
guem com vantagens comparando-se com procedimentos bem esta-
belecidos na literatura em que sdo empregadas técnicas de extragdo
de amostras em regides adjacentes a célula. Neste caso, volumes muito
pequenos (da ordem de nL. ou mesmo pL) sdo removidos do ambiente
celular com auxilio de micropipetas para posterior andlise por técni-
cas analiticas convencionais, como as espectroscopicas ou de separa-
¢do, e especial atencdo tem sido dada a eletroforese capilar. Ganha-
se em seletividade, pois as técnicas citadas podem conduzir a infor-
magdes sobre a composi¢do da amostra, mas perde-se em resolugdo
temporal e espacial'®. Uma excelente revisdo sobre “single-cell
analysis” foi publicada recentemente e nela podem ser encontradas
informagdes detalhadas sobre as metodologias usualmente emprega-
das neste tipo de investigacdo'®. AvaliacOes criticas sobre as vanta-
gens e desvantagens da andlise de células individuais t€m sido apre-
sentadas na literatura'” e como aspectos positivos considera-se a im-
portancia da localizacdo das moléculas na célula e a andlise de com-
portamentos individuais que se diluem em populacdes. De outro lado,
problemas vinculados a representatividade dos resultados tém sido
apontados, assim como o fato de que informagdes diferentes podem
ser obtidas ndo como resultado do comportamento da célula, mas sim
dos diferentes estdgios do processo de divisao.

A possibilidade de mapear o microambiente vizinho a célula
constitui-se na grande vantagem dos sensores amperométricos nes-
te tipo de estudo'®. Uma das caracteristicas necessdrias do sensor
empregado € a elevada resolugdo espacial em escala tridimesional
e, para tanto, a fabricacdo de dispositivos com geometria microscé-
pica € essencial. O tempo de resposta do dispositivo deve ser muito
baixo, para que os dados sobre os eventos possam ser adquiridos
em tempo real, e tanto a seletividade como a sensibilidade das de-
terminacdes devem ser suficientemente altas, para que os sinais
medidos tenham perfeita correlagdo com as informagdes desejadas.

Um aspecto a ser considerado no uso de sensores eletroquimicos
para obtencdo de informagdes sobre a liberagdo de biomoléculas
em ambientes celulares diz respeito a eventual distribui¢do ndo-
uniforme da espécie quimica de interesse no espaco amostrado. Di-
ferentemente de medic¢des realizadas em meio homogéneo, nestes
casos cria-se um gradiente de concentragdo, de forma que o signifi-
cado da medigdo efetuada em um ponto muito especifico do ambi-
ente celular deve ser analisado com cuidado. Este efeito € tanto
mais pronunciado quanto menor for a distancia entre a fonte emis-
sora da biomolécula e a extremidade do sensor, razdo pela qual a
resposta do dispositivo deve ser muito rdpida para monitorar com
resolugdo as variagcdes na composicdo do microambiente.

Outro detalhe a ser considerado durante medicdes em amostras
de dimensodes reduzidas tem relagdo com a perturbacdo no sistema
ocasionada pela eletrélise. Nestas situagdes, em que o nimero de
moléculas € extremamente pequeno, as modificagdes na composicio
da solugdo podem ser significativas, tanto pela remog¢do do analito
estudado, como também pela introducdo de novas espécies quimicas
resultantes do processo eletrédico. Estudos tém sido realizados com
intuito de avaliar a extensdo da eletrélise nestes microambientes,
tipicamente da ordem de alguns pL, e de fazer compara¢des com
processos similares conduzidos em condigdes convencionais (volu-
mes nao restritos). As perdas por evaporacdo sao minimizadas pelo
recobrimento da solu¢do aquosa com dleos minerais ou acondiciona-
mento da amostra em “microvials” ou reservatorios especialmente
fabricados por litografia®*>¥’. Estas estratégias sdo bastante uteis
quando se deseja monitorar a concentracdo total da espécie liberada
durante um evento no ambiente celular e, visto que as moléculas
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podem ser mantidas em volumes muito reduzidos, pode-se trabalhar
com concentragdes relativamente altas.

Determinacdes amperométricas in vivo de espécies quimicas
de importéncia biologica

Conforme jé frisado em se¢do anterior, 0 emprego de sensores
eletroquimicos para monitoramento da concentragdo de moléculas de
relevancia bioldgica tem sido objeto de investigagdes crescentes e pro-
ficuas em Eletroanalitica, motivadas especialmente pela versatilidade
dos procedimentos associados a técnica. Uma das espécies mais estu-
dadas consiste no 6xido nitrico (NO), molécula reconhecida como men-
sageiro celular no corpo humano. O papel do NO na evolugio de diver-
sas doencas relacionadas ao coragdo e a impoténcia sexual tem motiva-
do estudos sobre comportamento bioquimico e propriedades terapéuti-
cas. A rdpida difusdo da molécula do centro gerador ao sitio de atuagio
e a elevada reatividade quimica justificam o desenvolvimento de dis-
positivos confidveis, precisos, sensiveis e de resposta rdapida para
viabilizar a compreensido dos mecanismos de atuacdo do NO.

O desenvolvimento de sensores eletroquimicos para medicdes
de NO in vivo remonta ao inicio da década de 90, quando foram
publicados os primeiros trabalhos que nortearam o principio de fa-
bricagdo de sensores comercias para NO. Estes baseiam-se no
recobrimento de microeletrodos de platina com filmes eletro-
polimerizados de porfirinas de niquel'®'. O papel destes filmes
envolve processo eletrocatalitico de oxidagdo do NO e na presenga
de membranas de Nafion restringe-se a oxidacdo de espécies
anidnicas presentes nos fluidos biolégicos como, por ex., ascorbato.
Algumas revisdes sobre o assunto podem ser encontradas na litera-
tura''"!5, assim como exemplos de recentes aplicagdes destes
sensores eletroquimicos para monitoramento de NO em amostras
bioldgicas!*!¢11° Nossas contribuigdes nesta drea envolveram es-
tudos sobre a codeposicdo de complexos de ruténio e 6xidos de
molibdénio em microeletrodos de ouro e pode-se constatar a viabi-
lidade do uso do dispositivo no monitoramento da variagdo da con-
centracdo de NO liberado em reagdo quimica envolvendo
peroxonitrito e tempol em meio de bicarbonato'®.

Pode-se constatar a importancia do uso de microeletrodos como
sensores para neurotransmissores'?' em nivel celular pelos inime-
ros trabalhados publicados recentemente na literatura. Compostos
como glutamato'??, catecolaminas'*'?*, dopamina'>'?’, seroto-
nina'>*'?’, entre outros, tém sido determinados com seletividade,
sensibilidade e tempo de resposta adequados, fornecendo subsidi-
os para melhor compreensdo dos processos de transmissdo de in-
formagdes entre células nervosas.

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatério do cére-
bro de mamiferos e em altas quantidades pode causar desordens
neuroldgicas, incluindo esquizofrenia, doenca de Parkinson, derra-
me e epilepsia. Portanto, sensores capazes de monitorar a liberagido
desta espécie quimica em tempo real podem contribuir para melhor
entendimento dos estados fisioldgico e patoldgico induzidos pelo
glutamato no sistema nervoso central. Quanto a determinacdo de
glutamato in vivo, hd uma grande quantidade de trabalhos recentes
relatados na literatura'>128-130,

Algumas purinas, tais como ATP e adenosina, também sdo de gran-
de importancia biolégica por serem indicativos de disttirbios neurold-
gicos. Por esta razdo, um aumento crescente no nimero de artigos pu-
blicados na literatura envolvendo a fabricacdo de microeletrodos para
determinacio destas purinas em tempo real tem sido evidenciado'*-133,

Outros compostos gerados como respostas a estimulos as célu-
las também t€m sido determinados com sensores eletroquimicos e,
dentre eles, podem-se citar peréxido de hidrogénio'*, lactato'>>'%7 ¢
superdxidos'3813. A possibilidade de monitoramento de mais de um
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composto na superficie do cérebro com um dispositivo tnico cons-
tituido por conjunto de microeletrodos de disco separados foi dis-
cutida por Michael e colaboradores'”. A seletividade das respostas
obtidas para glutamato, glicose e colina foi demonstrada em traba-
lho em que enzimas sdo suportadas na superficie de microletrodos
de fibra de carbono com auxilio de filmes poliméricos'>. Propos-
tas para determinagdo simultdnea de catecolaminas e serotonina'*
ou serotonina e dopamina'”’ também sdo encontradas na literatura.

O lactato € conhecido como um dos mais importantes metabdlitos
em andlise clinica e consiste em indicador de choques, insuficién-
cia respiratdria, doengas cardiacas e desordem metabdlica. Os ni-
veis de lactato podem também ser associados a problemas nos teci-
dos, a trombose e as condicoes fisicas de animais e atletas. Por este
motivo, novas tecnologias para dosagem do lactato vém sendo estu-
dadas em conjunto com testes laboratoriais realizados fora do am-
biente clinico convencional, testes estes chamados de “point-of-
care testing”'®. Viabiliza-se, desta maneira, a dosagem da concen-
tragdo sanguinea do lactato em campo, de forma precisa e com uma
pequena gota de sangue obtida da ponta de um dos dedos do atleta.
Como o resultado € obtido em poucos minutos, a realizacio do tes-
te, a interpretacdo dos resultados e a tomada de decisdes sao facili-
tadas, ampliando o uso do indicador na Medicina Esportiva.

PERSPECTIVAS E DESAFIOS

A viabilidade tecnolégica da fabricacdo de microeletrodos com
extremidades muito finas, com dimensdes sub-micrométricas, tem
alargado o uso da técnica SECM (“scanning electrochemical
microscopy”) no estudo de sistemas celulares'*!. A elevada resolu-
¢do espacial da técnica oriunda da dimensdo reduzida do eletrodo,
associada a rapidez das respostas obtidas em condicdes de estado
estaciondrio, permite a obtencdo de informagdes sobre a concentra-
¢do em uma escala tridimensional. Obtém-se, portanto, mapas to-
pogréficos do sistema quimico. A técnica também possibilita a ge-
racdo eletroquimica de espécies quimicas em regides muito especi-
ficas, dando ensejo a experimentos sobre a reatividade de molécu-
las em localidades definidas da célula. Finalmente, cabe ressaltar a
importincia de se operar no modo “positive feedback**!142, uma
vez que se pode encapsular um pequeno nimero de moléculas em
um ambiente muito restrito. Como a espécie eletroativa pode ser
continuamente regenerada no microeletrodo, localizado muito pré-
ximo do substrato, mesmo que o nimero de moléculas seja pequeno
podem-se obter correntes mensuraveis'+>!43,

Embora existam vantagens indiscutiveis no uso de sensores
eletroquimicos, alguns aspectos ainda estdo no limiar de solucdes
plausiveis quando se pensa em termos “realmente praticos”. Um dos
desafios para os quais ja existem pesquisas em andamento refere-se,
por ex., a implantacgéo de sensores no corpo humano'*. Esta possibi-
lidade ¢ altamente atraente pois eliminam-se as desvantagens dos
procedimentos invasivos muito freqlientes que, mesmo para volumes
pequenos de amostra, causam inconvenientes. O exemplo mais pro-
ximo da vida cotidiana envolve medi¢des do nivel de glicose no san-
gue, para as jd quais existem sensores amperométricos comerciais'®.
Entretanto, quando implantados no tecido humano, € de se esperar
uma pronta resposta do organismo contra a “invasio”, resultando no
desenvolvimento de camadas protetoras que tendem a isolar o dispo-
sitivo do ambiente celular. Outros itens a serem considerados relaci-
onam-se a necessidade de recarregamento da bateria do sensor, a
eventual recalibra¢do periddica e a biocompatibilidade dos materiais
empregados. Trata-se, portanto, de aspectos de ordem prética que
vao requerer investigacdes aprofundadas para consecugdo das metas
desejadas, ou seja, dispositivos operando a baixo custo e com autono-
mia suficientemente prolongada para garantir o longo uso.
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Ressalte-se ainda que sistemas miniaturizados de monito-
ramento constituem-se em ferramenta para coleta e transmissdo de
dados sobre a saide de pacientes em ambientes domiciliares ou no
trabalho, facilitando a predi¢do de doencas e o possivel diagndsti-
co. Como conseqiiéncia, consultas face a face podem ser reduzi-
das, assim como as estadas em hospitais. Essa tecnologia, denomi-
nada telemetria, também pode contribuir para otimizagdo dos re-
cursos destinados a prevencdo de doengas, principalmente em am-
bientes rurais. Trabalhos envolvendo o uso de sistemas telemétricos
implantados para monitoramento de atividades neurais'*, nivel de
oxigénio no sangue e freqiiéncias cardiaca e respiratéria'¥’ e
arritmias'® jd estdo relatados na literatura.

Em resumo, o futuro da drea de pesquisas sobre sensores
eletroquimicos, especialmente aqueles destinados ao uso com fins de
monitoramento em sistema bioldgicos, certamente vai envolver o con-
ceito de interdisciplinaridade. A preparacdo de novos polimeros e
matrizes hospedeiras aos quais se alojam catalisadores eficientes con-
siste em drea onde quimicos de diferentes especialidades podem atu-
ar e, neste sentido, sdo relevantes ndo sé pesquisas aplicadas mas
também aquelas de cunho fundamental. A imobilizacdo do material
em eletrodos de dimensdes nano ou micrométricas necessita de estu-
dos continuos na drea de novos materiais e nanotecnologia. Investi-
gagdes e novos desenvolvimentos relacionados ao uso do sensor
eletroquimico no monitoramento de metabdlitos de reagdes
enzimadticas ou substancias de interesse bioquimico podem ser de
valia tanto para profissionais ligados a drea de Quimica, como tam-
bém para aqueles ligados as dreas bioldgicas. A construcdo de dispo-
sitivos portdteis e a recep¢do e transmissao fidedigna de dados a lon-
gas distancias (telemetria) vai depender da interacdo com engenhei-
ros. Conclui-se, portanto, que a linha de pesquisa envolvendo sensores
eletroquimicos vai suplantar em um futuro préximo as fronteiras da
academia e atrair a atengdo das dreas tecnoldgicas e comerciais, de-
monstrando a importincia deste ramo da ciéncia para a melhoria das
condicdes de vida em nossa sociedade.
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