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Palavras Chave

Resumo

célula eletroquimica, sensor, potenciostato, voltametria ciclica, espectrosco-
pia de impedancia eletroquimica

Cada vez mais existem dispositivos comerciais capazes de interagir e captar
sinais biolégicos em tempo real. Uma vez que estas tecnologias estéo a ficar
disponiveis para o publico em geral, é de especial interesse compreender o
seu funcionamento de forma a conseguir hardware e software eficiente para
sensores de baixo custo. Neste documento, é feita uma breve introdugéo aos
biossensores eletroquimicos: em que consistem, fungdo de cada elétrodo e
técnicas de leitura. De seguida é explicado o conceito associado ao potenci-
ostato e, por fim, é apresentado o hardware e software necessarios para fazer
a interface com o sensor, desenvolvidos tendo em consideragéo o transdutor
produzido no &mbito do projeto Smart Green Homes (SGH) para detecao de
Escherichia Coli. Assim, sdo adquiridos resultados através de voltametria ci-
clica(CV) e espectroscopia de impedancia eletroquimica(EIS).Os resultados
obtidos através de CV sao os esperados, sendo o principal erro associado
a capacidade utilizada para producdo de um integrador, necessario para a
criagdo do sinal de excitagcao da célula. Os resultados com EIS nado foram
suficientes para detecdo dos componentes do circuito de Randles, devido ao
atraso de fase nas altas frequéncias.
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CAPITULO

Introducao

Os biossensores tém uma importincia crucial tanto para o tratamento e detecdéo de problemas
clinicos, como € o caso da diabetes e dos biossensores utilizados para andlise dos niveis de
glicose no sangue, mas também por exemplo para detecdo de analitos que possam contaminar

a dgua ou qualquer outro recurso vital.

1.1 MOTIVAGAO

H4 uma grande quantidade de biossensores electroquimicos essenciais e insubstituiveis, no
sentido em que ndo existe de momento nenhum outro sensor capaz de providenciar uma
melhor alternativa ao seu uso, como é o caso dos sensores de glucose que revolucionaram o
tratamento da diabetes [1].

Foi desenvolvido no Departamento de Fisica da Universidade de Aveiro um inovador
biossensor para detec¢ao de Escherichia coli (E._colil) [2] no &mbito do Projeto Smart Green
Homes e foi necessdria a sua caracterizagdo e instrumentagao electrénica para
posterior comercializacdo. Ao longo deste documento, este sera o transdutor utilizado para
aquisicao de resultados.

Assim, tanto para transdutores como o desenvolvido no &mbito do como
para outros biossensores electroquimicos, é necessario equipamento electronico capaz de captar
as alteracoes e o sinal produzido pelo analito em questdo. Ao longo deste documento serao
abordados dois dos principais métodos de anélise electroquimica, voltametria ciclica (CV])
e espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS), dos quais foi feita uma descri¢ao do

hardware e software necessarios para conseguir electrénica funcional e de baixo custo.

1.2 OBJETIVOS

A aquisic@o e acondicionamento do sinal proveniente do transdutor com electrénica de baixo
custo é o principal objectivo desta dissertagao. Para isso, é essencial a compreensao basica

do conceito de biossensor e, em particular, de biossensor electroquimico dada a importancia



do enquadramento tedrico. Com o objetivo de melhorar a intuicdo para a dinamica de
biossensores electroquimicos, serdo realizadas simulagoes tendo em conta as equacoes de
dindmica conhecidas na literatura [3]. Os resultados simulados e os adquiridos em laboratério
através dos circuitos desenvolvidos devem seguir padroes semelhantes, tendo sido desenvolvidos
dois principais métodos de analise electroquimica, e Por fim, pretende-se analisar a

viabilidade de cada método implementado e do produto final desenvolvido.

1.3 ESTRUTURA DO DOCUMENTO

Esta tese tera como principal objectivo a compreensao de alguns conceitos eletréquimicos
aplicados a instrumentacao electrénica. Por esse motivo, o proximo capitulo serd uma breve
revisdo de conceitos fundamentais. Ao longo do Capitulo 2 focar-nos-emos na caracterizacao
de células eletroquimicas e do transdutor, o que sdo e como ¢é possivel reconhecer um analito.
Focar-nos-emos também na identificacdo deste analito e nas varidveis mais importantes a
ter em atencdo no decorrer das experiéncias. A utilizacdo de 3 elétrodos e do potenciostato
também serdo analisadas ao longo deste capitulo.

O comportamento das células electroquimicas depende de algumas variaveis. Algumas delas
sdo descritas e tornam o sistema simulavel, como serd descrito no Capitulo 3. As simulacoes
sao realizadas para ambas as abordagens, e [EIS], e tém como principal objectivo dar a
intuicdo necessaria sobre os comportamentos ideais esperados para cada método de estudo em
células eletroliticas.

No Capitulo 4 é apresentado o hardware e software necessario, tanto para o potenciostato
como para cada tipo de técnica de leitura. S&o apresentados os principais componentes
utilizados nas placas de circuito impressas (PCBs), justificacgdo da sua escolha e possiveis
problemas provenientes das suas caracteristicas. Por fim, é realizado um teste funcional com
resisténcias para melhor perceber o sistema desenvolvido.

No inicio do Capitulo 5 descreve-se a montagem experimental, transdutores utilizados e
condigbes laboratoriais no decorrer das medicGes efetuadas. Os resultados finais, realizados com
os transdutores e a célula eletroquimica sdo apresentados de seguida, estando acompanhados
com a sua descricao.

Para terminar, apresenta-se uma conclusio que salienta os principais problemas enfrentados
ao longo do desenvolvimento do protétipo, os principais erros cometidos e sugestoes para

trabalhos futuros.



CAPITULO

Estado da Arte

O presente capitulo apresenta uma visdo geral dos conceitos bdsicos necessdrios a compreensao
dos biossensores, o que sdo e qual a sua classificacdo, focando-se em especial nos biossensores

electroquimicos.

2.1 BIOSSENSORES

Aos dispositivos com capacidade de identificar ou quantificar a presenca de determinado
analito d4d-se nome de biossensor. Um analito é qualquer substancia quimica que se encontra
presente na solucdo e se pretende mensurar, ou seja, ¢ um componente de interesse. Estes
componentes interagem com biorreceptores presentes no sensor e possibilitam a sua detecao
e/ou quantificagao.

Os biossensores sdo compostos por biorrecetores e um transdutor. A figura [2.1] aprensenta
um pequeno resumo sobre a sua composicdo, tipos de biorrecetores e de transdutores [2][4].

O tipo de transdutor estd diretamente relacionado com o tipo de biossensor, por exemplo
um biossensor diz-se 6tico quando existe uma interacao directa do analito com o biorreceptor,
sendo esta interagdo mensuravel pelo transdutor através da emissao e/ou reconhecimento de
radiacao utilizando métodos de colorimetria ou de luminescéncia [2].

Tal como referido por Carrara [5], "as intera¢oes moleculares & escala nanométrica nas
superficies dos componentes podem ser extremamente complexas, isto significa que serd
necessario ter em conta as seguintes caracteristicas dos sistemas: especificidade, sensibilidade
e replicabilidade". Assim, o desenvolvimento do transdutor é essencial, pois define o tipo de
biossensor e deve ser ponderada a melhor técnica consoante o tipo de analito e a situagdo em
analise.

Os biossensores 6ticos, como o nome indica, estdo relacionados com emissdo de luz na
gama do visivel e sdo utilizados métodos colorimétricos ou luminescentes para reconhecimento
do analito [6]. Os biossensores mecéanicos podem ser caracterizados de inimeras formas [7], no
entanto, destacaremos dois tipos principais, os cantilevers quasi-estaticos e os oscilatérios. Os

primeiros detetam o analito devido ao desvio que este provoca no seu eixo de estabilidade e os

3



Biorreceptor:
Responsével por captar + . Transduto.r: _
e/ou reagir com o Responsa.vel por prciduzw um sulal que
componente de interesse. denuncie a captagdo e/ou reagdo do
Exemplos: biorreceptor com o componente. O tipo de
transdutor define a nomenclatura do
biossensor, podendo ser:

Células
Tecidos
Enzimas

Optico
Mecanico

Térmico
Microorganismos
Anticorpos
Acidos nucleicos

Magnético
Electroquimico

Figura 2.1: Biossensores - caracteristicas e possiveis métodos de detecao

segundos detetam-no através de variagoes na sua frequéncia natural de oscilagao [7]. Quando
estamos na presenca de biossensores térmicos usualmente aplidamo-los de termistores, ou seja,
resisténcias cujo valor varia consoante a temperatura em seu redor. Assim, quando o analito e
o biorreceptor se encontram, é libertada ou absorvida energia na forma de calor que altera o
valor da resisténcia [8].

Vérios tipos de particulas e transdutores nanomagnéticos tém vindo a ser desenvolvidos
para fins biomédicos. Os biossensores magnéticos conseguem interagir com estes componentes
sendo o sinal electromagnético captado por magnetéometros, resisténcias magnéticas ou células
de efeito de hall [9] [10].

De entre os varios biossensores existentes o nosso principal foco serd nos biossensores
eletroquimicos, na sua caracterizacdo e em que métodos utilizar para mensurar o sinal
proveniente destas células. O préximo subcapitulo serd entdo destinado a uma breve descrigao

de biossensores electroquimicos.

2.2 BIOSSENSORES ELECTROQUIMICOS

Existem dois tipos de células eletroquimicas - células galvanicas, conhecidas como as
vulgares pilhas, e as células eletroliticas. Enquanto que as primeiras acumulam energia, as
segundas encontram-se em equilibrio quando em repouso, figura e sdo de especial interesse
quando se tenciona desenvolver um sensor eletroquimico.

Quando se perturba o equilibrio numa célula eletrolitica através da injeccao de electroes
no sistema, tendo em consideracdo determinados fatores, pode-se compreender bastante sobre
o eletrolito, elétrodos e outros componentes presentes no sistema. O sistema e a interacao dos
eletrées injetados devem ser analisados pormenorizadamente dado que o sistema é complexo e

o sinal pode sofrer alteragoes devido a inimeras varidveis parasita. A utilizagdo de hardware



anodo

(=) Electralito
1

Electralito

Célula Galvanica Célula Electrolitica
Aenergia libertada por esta reacdo E utilizada energia para gerar uma reacdo
gespontanea € convertida em energia eléctrica redox ndo espontanea
Semi-reacdo de oxidacdo: Semi-reacdo de oxidacdo:
V=2V bl Z-—»Z+e”
Semi-reac3o de reducdo: Semi-reac3o de reducdo:
Z+e =2 Yt+e Y
Reacdo na célula: Reagdo na célula:
Y+Z=2>Y'+Z7 (G<O) Y'+Z T =Y+Z(G=0)

Figura 2.2: Tipos de células electroquimicas (G representa a energia de Gibbs e estd directamente
relacionada com a espontaneidade da reagao)

especifico, medi¢Ges com mais de 2 elétrodos e uma posterior calibracao adequada, tendo em
consideracao a incerteza associada, devem ser sempre passos essenciais a considerar .
Em electrénica é comum utilizar-se os componentes passivos como dispositivos de 2
terminais, no entanto, uma célula electroquimica nio pode ser analisada desta forma quando
se pretende obter resultados precisos, assim, a utilizagdo de mais do que 2 elétrodos para

medicoes electroquimicas é vulgarmente utilizada.

2.2.1 Elétrodos: numero e funcionalidade

Uma vez que o analito que se quer identificar se encontra presente numa solugao eletrolitica é
necessario a introducao de terminais elétricos para aplicacdo e medicao dos sinais na célula,
aos quais se d4 o nome de elétrodos. A figura 2.2 apresenta um exemplo de uma célula
eletrolitica com 2 elétrodos, para injecao e leitura da corrente.

O eléctrodo auxiliar, counter electrode, (CE]) tem como principal fungio a injecgiao de
sinal no sistema/célula, ou seja, a perturbagao do sistema, e o elétrodo de trabalho, working
electrode, (WEI) é usualmente o transdutor desenvolvido para a detec¢ao do analito desejado.
Como referido anteriormente, o transdutor deve conseguir captar o sinal elétrico proveniente
da interacdo do biorreceptor e do analito [4].

Quando a analise é realizada com apenas estes elétrodos é conhecida como configuracao



WE WE

WE

CE par —

(a) 2 elétrodos (b) 3 elétrodos (c) 4 elétrodos

Figura 2.3: Configuragbes dos elétrodos para medigbes em células eletroquimicas

a 2 elétrodos, como se apresenta no esquema da figura Nesta configuracao, elétrodo
de referéncia, reference electrode, (RE) e elétrodo de ’sense’ (SEl) nao estdo presentes fisica-
mente. Nestes casos, as ligacoes destes elétrodos podem ser feitas como na figura, dado as
caracteristicas do potenciostato (ver subcapitulo .

Existem impedancias parasitas associadas & interface de cada um dos anteriormente
referidos elétrodos (ver capitulo 3). Uma forma de mitigar o efeito destas impedéncias consiste
em efectuar a medigdo com configuragoes de 3 ou 4 elétrodos [3].

A figura é representativa duma montagem a 3 elétrodos. O 3° elétrodo, RE] ao
contrario dos dois elétrodos referidos anteriormente nao tem corrente a fluir por ele, é um
elétrodo utilizado para leitura do estado da célula, sendo utilizado num ponto intermédio entre
o[CEl e o [WE] [3]. Assim, sabendo o sinal presente no [RE] é possivel ignorar as interferéncia
das impedéancias parasitas associadas ao

A configuragéo a 4 elétrodos, figura[2.3d, tem como principal fungao remover as impedancias
parasitas de ambos os elétrodos por onde existe passagem de corrente, e [WE] ou seja, o
3° elétrodo é responsavel pela captacao do sinal proveniente da célula eletroquimica perto do
e 0 4° elétrodo, [SE] tem a mesma funcao relativamente ao [[WEL Assim, consideram-se
os valores de tensdo captados por estes elétrodos, livres de camadas capacitivas, e o valor
da corrente que atravessa a célula é conseguido pelo [WEL A figura representa o modelo
equivalente de um célula electroquimica, podendo-se compreender a simplificacao introduzida
pela aplicacao dos dois elétrodos de "leitura". Nesta configuracdo consegue-se medir o valor
directo para a impedancia entre [REl e

A utilizacdo do 4° elétrodo nao serd tdo aprofundada nem seré utilizada ao longo da parte
experimental dado que a sua principal fun¢ao é remover os efeitos das impedancias do [WE]
sendo que nao remove apenas as parasitas. Ou seja, o caso de alguns transdutores, onde o
biorreceptor se encontra integrado no transdutor, a utilizacdo do 4° elétrodo nao tem interesse
pois o sinal relevante encontra-se camuflado nos efeitos do[WE e a sua utilizacao nao simplifica
a extracdo da informagao.

Assim, podemos concluir que a utilizacdo de 3 elétrodos é essencial quando se pretende
evitar impedancias parasitas completamente desconhecidas e ndo lineares, no entanto, a
utilizagdo ou nao do 4° elétrodo pode ndo ser a mais vantajosa e deve ter em conta as

caracteristicas especificas do trandutor e da célula eletrolitica utilizada.
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Figura 2.4: Modelo equivalente ilustrativo

Os métodos usados para captacido do sinal proveniente do biossensor podem ser conseguidos
através de varias técnicas de leitura apresentadas mais adiante. A escolha da melhor técnica de
leitura para o tipo de biossensor em causa depende do biorreceptor e do transdutor. Assim, é

comum técnicas de leitura especificas para determinados tipos de biossensores electroquimicos

com caracteristicas especificas [12].

2.2.2 Técnicas de leitura

Existem varios métodos de andlise eletroquimica e cada um apresenta caracteristicas mais ou
menos desejdveis consoante o dispositivo em questdao. A figura [2.5] representa alguns desses

métodos de uma forma simplificada, sendo possivel compreender que a interacao destes com a

solugdo ¢é diferente [13].
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Os métodos de andlise eletroquimica dividem-se em interfaciais e de solugdo, sendo que os
primeiros avaliam os fenémenos que ocorrem entre a superficie dos elétrodos e a solugdo ao
passo que os segundos tentam avaliar os fenémenos que ocorrem na célula evitando fenémenos
superficiais. Devido a natureza destes métodos, focar-nos-emos apenas nos métodos interfaciais,
visto que estes requerem mais atencao ao nivel da instrumentacao eletrénica.

Os métodos interfaciais dividem-se entdo em duas grandes categorias: estaticos e dindmicos.
Enquanto que os estaticos se baseiam em diferencas de potenciais sem aplicacdo de corrente
no sistema, os métodos dindmicos avaliam a corrente que percorre o sistema consoante o
potencial aplicado, sendo que a corrente tem o papel principal.

Tendo em consideracdo que a componente pratica recaird sobre o transdutor desenvolvido
no ambito do e sendo este transdutor de grafeno induzido por laser (LIG) e os
biorreceptors anticorpos, analisar-se-a mais a fundo métodos interfaciais, mais especificamente
voltametria, amperometria e [2]]12].

Dos varios tipos de voltametria existentes, quando o objectivo principal é mensurar a
corrente faradaica (ver capitulo 3) que flui entre os elétrodos, os métodos que se destacam sao:
polarografia, voltametria ciclica (CV), polarografia de pulso diferencial, voltametria de onda
quadrada e voltametria de redissolu¢ao. A figura [2.6) mostra o perfil do potencial aplicado
em cada método voltametrico e acrescenta o exemplo da amperometria, visto que esta néao
é mais do que a aplicacao de um potencial constante na célula. Tanto a voltametria como
a amperometria proporcionam o estudo da relagdo entre a tensao, a corrente e o tempo ao

longo do processo de eletrélise de uma célula eletroquimica [13].

A Polarografia Voltametria y Voltametria de
s N
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s
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Figura 2.6: Exemplos de sinais de potenciais de excitacdo usados em voltametria e amperometria

A [EIS] é uma das técnicas mais complexas a nivel de implementacgao eletrénica. E utilizada
quando se pretende compreender o comportamento da célula através da aplicacao de sinusoides
com o objetivo de, numa perspectiva ao nivel do circuito equivalente, extrair o valor de todos

os componentes de forma direta.



Como referido anteriormente, a escolha do método utilizado esta directamente relacionada
com o tipo de biossensor e com a eficicia de cada método nas condigoes reais de utilizacao.
Assim, tendo em consideragao o sensor a testar [2], foram escolhidos 2 métodos electroanaliticos
interfaciais dindmicos de potencial controlado, nomeadamente e[EIS| os quais serao melhor
descritos de seguida.

E de notar que existem varidveis que se devem controlar dependendo do tipo de andlise
eletroquimica utilizada, por exemplo, é importante a adicdo de eletrdlitos de suporte quando
se utilizam técnicas voltamétricas, minimizando a migracao de ides eletroativos devido a
aplicagdo de um campo elétrico. Estas questoes ndo serdao abordadas neste documento mas

devem ser tidas em consideracdo na parte experimental.

Voltametria ciclica (CY)

A voltametria ciclica é uma das técnicas voltamétricas comummente utilizada para se perceber
a interacio de espécies quimicas presentes numa solucio eletrolitica. A oxidacao e reducéo
das espécies presentes na solucdo estd directamente relacionada com a aplicacdo de potencial
na célula, produzindo o que é conhecido como "duck shape", ou seja, um grafico com histerese
que normalmente apresenta um formato semelhante a um "pato', figura[2.7 O varrimento em
tensao inicia nas tensdes mais elevadas e diminui linearmente consoante a taxa de varrimento
desejada, provocando a reducao das espécies. De seguida, o potencial aumenta de forma linear

novamente mantendo a mesma taxa de varrimento e provocando a oxidagao das espécies.

Corrente

-0.5

Reducao

-0.2 -0.15 -0.1 -0.05 0 0.05 0.1 0.15 0.2
Tenséo

Figura 2.7: Exemplo de formato mais comum de uma andlise utilizando CV: os valores do OP séao
apenas ilustrativos

A posicao dos picos, tal como a distancia estre eles, revelam informagoes importantes
sobre a solucao electrolitica (ver capitulo 3). No contexto de instrumentacdo electrénica é
importante garantir-se que os valores adquiridos através do software sdo adequados para obter
uma andlise fidedigna dos processos envolvidos na solugdo, sendo que varios biossensores

utilizam apenas para conseguir os seus resultados finais [14][15][16].



Os biossensores que utilizam esta técnica de leitura tém por base a alteragao da impedancia
do sistema, relativamente aos valores de calibragéo, na presenca de determinado analito. Como
referido, essa variagdo da impedéancia do sistema célula-elétrodos causa alteragao dos valores
de pico e nos zeros de corrente, sendo estes os 4 pontos de principal interesse.

No Capitulo [3| sao apresentadas as principais equagoes e simulagbes de uma célula ele-
troquimica utilizando

FEspectroscopia de impedancia electroquimica (EIS)

A baseia-se na aplicagdo de sinais de baixa amplitude e no varrimento em frequéncia,
figura Ou seja, sdo aplicadas ondas sinusoidais de baixa amplitude, usualmente entre 2 e
10 mV, num intervalo de frequéncias definido e com incrementos, A f, adequados para que
o erro associado a cada componente nao seja significativo, tendo em conta o propédsito final.
Usualmente estas sinusoides sdo aplicadas com um nivel DC fixo associado ao potencial de

circuito aberto, open-circuit potential, (OCP]), no entanto ndo é obrigatério que assim seja

[17).

Figura 2.8: Exemplo do sinal aplicado na célula durante a analise utilizando EIS

A figura [2.9] apresenta o circuito equivalente da célula para pequeno sinal utilizando
montagem a 3 elétrodos, onde R, é a resisténcia da solucdo, R, ¢é a resisténcia devido a
transferéncia de carga (charge transfer resistor), Cy é a capacidade da dupla camada (double
layer capacity) e Z,, é a impedancia de Warburg.

A impedéncia de Warburg esta associada a difusdo de espécies eletroactivas na interface do
[WE] sendo descrita como um elemento de fase constante (EFC) e independente da frequéncia.

Tal como todos os [EEC| é descrito da seguinte forma:

1

AEFQ= ot " (2.1)

Quando n = 0 corrensponde a uma impedéancia puramente resistiva e quando n = 1 corresponde

a uma impedancia puramente capacitiva. No caso da impedancia de Warburg, a fase é 7

rad, o que significa que n = 0.5, sendo & = o onde ¢ é o coeficiente de Warburg, também

conhecido como o coeficiente de ides na solugdo. Obtém-se assim a seguinte equagio:

T = COS% _jsin% :ﬂ_jﬁ:ﬂ
Qovw ~ Qovw w W Wjw

onde A, = % e A, = & sdo constantes.

(2.2)
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Figura 2.9: Circuito de Randles e graficos representativos da andlise do sistema utilizando EIS, a
esquerda a representagao de Bode e a direita a de Nyquist

Analogamente, a impedancia de Warburg pode ser definida através de uma derivada

fracionéria

i(t) =a DXKu(t) (2.3)

onde ¢ é a corrente, ,Df* é uma derivada fraciondria de ordem «, K é uma constante e v é a
tensao.
Segundo a definicdo de Caputo [18][19][20], pode-se definir uma derivada fraccionaria da

seguinte forma:

apn 1 £ ()
CDEf) = o e / e (2.4)

sendo a funcao I'(n) utilizada para generalizar a nogao de factorial a niimeros inteiros e sendo
o integral ern um integral de convolugdo. Note-se que I'(z) = [5° 2°~1e~?dx para R(z) > 0.

Com a = 0 e no dominio de Laplace obtem-se:

1
IS g ()] = F(nl_a)z[ﬂ“) () L] (2.5)
com(O<a<len=1 tem-se:
F(s) — £(0
LISDXf(t)] = ml_a)sp(s) — f(0).0(1 — a)s~(—oFD) = ‘S(?lj() (2.6)
No caso em particular de o = % e f(0) = 0 resulta:
LISDE F(t)) = 55 F (s) (2.7)

Em jeito de conclusdo, obtemos as seguintes equagoes para o elemento de Warburg, sendo

possivel concluir que o elemento de Warburg tem uma representacdo no tempo semelhante a
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um condensador mas com derivada fracionaria de %:

I(s) = Ks3V(s) & Zu(s) = Ki (2.8)

N

Ainda na figura[2.9 também se observam dois tipos de representagao grafica dos resultados
tipicamente obtidos através da A esquerda, o grafico de Bode nao nos apresenta, de
forma intuitiva, os componentes do modelo equivalente. Por outro lado, a representacao de
Nyquist, a direita, torna-se muito mais 6bvia, sendo que é possivel dissociar o efeito de cada
resisténcia, mostrando que quando a impedancia de Warburg nao afecta as altas frequéncias,
pode se conseguir o valor dos componentes resistivos directamente, através da subtracao dos
minimos da funcao. No Capitulo 3 demonstrar-se-a4 mais a fundo os efeitos da impedancia de
Warburg através de simulagoes.

A resisténcia da solugdo, R, estd directamente relacionada com a dindmica das reacoes
redox da célula e com as suas dimensoes, no entanto, a presenca de determinados analitos
pode afectar o seu valor. Uma vez que, em varios transdutores, o biorreceptor encontra-se na
superficie do [WE] como é o caso do transdutor desenvolvido no ambito do é
de esperar que a variacao do valor da resisténcia R esteja directamente relacionada com a

concentracao de analito.

2.3 POTENCIOSTATO

O potenciostato é o circuito utilizado para manter, através da realimentacdo da malha, a
tensao no elétrodo de referéncia equivalente a tensao introduzida pela fonte de sinal, figura[2.10}
Assim, ignoram-se os efeitos nao lineares associados ao [CE], como referido na configuracao
a 3 elétrodos, e é possivel compreender as caracteristicas do [WEl/transdutor. Note-se na
figura [2.4], ignorando a presenca de [SE] que a utilizagdo do potenciostato garante que o sinal
desejado estd presente em [RE] independentemente do potencial que estard presente em
[3].

MWy

Fonte de A A A A
sinal

Sistema
de
aquisicao

v

Figura 2.10: Circuito bésico de potenciostatos comerciais

O amplificador operacional (OpAmp|) de realimentacdao estara directamente ligado ao

[RE] e por isso tem como especificacao principal uma impedancia de entrada muito elevada,
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dado que a corrente cedida pelo [RE] est4 na gama dos fA, devido as caracteristicas deste
elétrodo. No Capitulo 4, destinado a caracterizacao do hardware, explicar-se-4 mais a fundo
0s componentes necessarios e as suas caracteristicas essenciais. Dado que nao se pretende
fabricar uma solucdo laboratorial mas sim um protétipo comercial, esses componentes sao
sempre escolhidos tendo em consideracao uma solucdo em particular, sendo importante que
sejam adaptados a variagOes de corrente e tensdo exigidas pelo sensor.

Deve-se ter em consideracdo que outras configuracoes para a malha principal sdo possiveis

e equivalentes, no entanto, apenas serd implementada a configuragdo somadora inversora [21].

2.4 CONSIDERACOES FINAIS

As células eletroliticas tém especial interesse para biossensores eletroquimicos. Algumas das
técnicas de leitura mais utilizadas para este tipo de sensores foram apresentadas, com énfase
na e[EIS] tal como os conceitos associados a estas leituras, circuitos equivalentes, elétrodos
e potenciostato.

Nos préximos capitulos, focar-nos-emos nas carateristicas destas células, nas duas técnicas
de leituras referidas e na implementacao do hardware e software tendo em atencao todos os

conceitos referidos neste capitulo.
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CAPITULO

Células electroliticas: formulacao

tedrica e simulacao numérica

As leis que regem 0s sinais adquiridos quando estudamos células electroquimicas sdo complezras
e a intuicdo para as compreender pode ser mais facilmente adquirida quando hd a possibilidade
de ter equagides e resultados de simulacdo capazes de reflectir o ajuste dos parametros do

sistema.

3.1 ASPECTOS TEORICOS

As correntes existentes numa célula eletrolitica quando submetida a testes voltamétricos
podem ser de dois tipos: faradaicas e capacitivas, também conhecidas como nao faradaicas.

As correntes faradaicas sdo responsaveis pela tranferéncia de massa. Esse transporte é
devido a um ou véarios dos seguintes fatores:

e Difusao devido a gradiente de concentragio;

e Migracao dos ides devido a gradiente de potencial;

e Convegao - movimento das particulas da solucao devido & densidade local da mesma.
O perfil de difusdo é normalmente o mais significativo e obedece ao coeficiente dos ides e/ou
moléculas presentes na solucdo. Este perfil também estd relacionado com a espessura da
camada de difusdo provocada na superficie do elétrodo, sendo esta proporcional ao tempo
e é comummente intitulada como camada de difusdo de Nernst. E de interesse referir que
a dimensao e a forma do elétrodo também sao varidveis relevantes quando se pretende
compreender os factores capacitivos associados as correntes faradaicas [13|[3]. Os fendémenos
referidos serdo descritos posteriormente através das equagoes de Nernst, Butler-Volmer e leis
de Fick.

As correntes nao faradaicas aparecem no sistema devido ao efeito capacitivo criado na
superficie dos dois elétrodos, e[WEl Assim, dd-se a acumulacao de cargas/massa nestas

superficies devido a aplicacao de potencial, provocando uma camada capacitiva conhecida
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como dupla camada electroquimica, electrochemical double layer, (EDL), ﬁgura As cargas

acumuladas podem ser anides, catides ou eletroes livres cativos.

Figura 3.1: Representagao de uma EDL

A [EDI]pode provocar alguns problemas praticos quando se tenciona fazer medidas rigorosas
para compreender as correntes faradaicas que atravessam a célula uma vez que pode reduzir a
sensibilidade em andlises voltamétricas. Como referido no Capitulo 2, figura [2.4] usualmente
pretende-se determinar a resisténcia associada a captacao do analito pelo biorreceptor, sendo
que este processo pode ser dificultado por camadas capacitivas com efeitos parasita que
devem ser tidas em consideracao. O deve ser um elétrodo idealmente polarizado, ideal
polarized electrode, (IPE]), como por exemplo o elétrodo de platina e assim evitam-se interagoes
entre o metal e a solu¢ao independentemente do potencial aplicado. Um [PE] comporta-se
essencialmente como um condensador, quando aplicado um potencial E externo, a carga é
acumulada entre as placas do condensador de acordo com a lei 4 = C, onde ¢ é a carga e C é
a capacidade associada a camada capacitiva. O processo de acumulagdo envolve uma corrente

transiente que atravessa o dieletrico até a lei se verificar.

3.1.1 Equacgoes de Nernst

Numa reagao do tipo Ox + ne == Red, Ox corresponde a espécie oxidada e Red & espécie
reduzida. Em eletroquimica, a equagao de Nernst é usada consecutivamente para se compre-
ender a relacao entre o potencial aplicado, F, e as concentracoes das espécies envolvidas nos

processos de oxidacao e redugao , ¢, € ¢,
popt - B (3.1)

nF ¢,

onde E é a diferenca de potencial entre elétrodos, EY é o potencial formal, ¢, e ¢, sio a
concentracdo de espécies oxidada e reduzida, n é o nimero de electrées envolvidos no processo,
T ¢é a temperatura em Kelvin, R é a constante universal de gases e F' é a constante de Faraday.
Um sistema que obedeca a esta equagao ou as suas derivadas é dito como termodindmica

ou quimicamente reversivel ou simplesmente Nernstiano.
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3.1.2 Equacgao de Butler-Volmer

Considerando uma reagao do tipo Ox+e % Red, ou seja, com apenas um electrao envolvido,
onde ks e k representam as taxas de evolucao da reacao no sentido directo, ks (reducao) e
inverso, kp (oxidacdo). No caso especial em que a interagao estd em equilibrio com a solugao e
que ¢, = ¢, entdo F = EY e ky = ky. Assim E = EY é0 potencial onde ky e k; tomam o
mesmo valor, também conhecido como taxa standard, k°. As taxas ks e kp também podem

Ser expressas por:

by = K0T =) 32)

ky = K0T (B-E7) (3.3)

Sendo « o coeficiente de transferéncia de carga, um valor positivo e menor que 1.
Desta forma, a formula geral da corrente é dada pela diferenca entre a corrente catéddica,

i, € a corrente anddica, i,:

ie = FAkpeo(0,1) (3.4)
i = FAkycy(0,1) (3.5)

Ou seja,
i = FARO(co(0, )7 E=E) _ ¢ (0, ¢)el1=0) 77 (B-E")y (3.6)

onde A é a area do elétrodo. Tanto a funcdo da concentragdo das espécies envolvidas na
reacao como outras fungoes dependentes da posicao espacial serao reduzidas a uma dimenséao
para facilitar a sua apresentacéo e simulacao.

A equacao de Butler-Volmer garante a equacao de Nernst no equilibrio. Impondo corrente

nula, resulta que:

FAkO(CZefa?FT(EquEO’) _ FAkoc:e(l—a)?FT(Eequo’)) (37)
que é equivalente a:
’ RT C:;
Eeq = EO — ?lng (38)

/ / . . . . A
De notar que n = E% — E., em que 1 é o potencial aplicado, conhecido em inglés como
"overpotential', e ¢} e ¢} sdo as concentracoes originais no inicio da reagao.
Pode nesta situacdo admitir-se uma corrente de transferéncia na solucdo igual em ambas

as direcoes:

io = ie = iq = FAKOcte='F (Bea=Eo) (3.9)
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Trabalhando a equacao de Nernst no sentido contrario e elevando ao expoente —a, temos:

el (Bea=By) — (c—z)—a (3.10)
cr
De onde resulta que:
io = FAKO(c) 7o (ch)™ (3.11)

Assim, normalizando a corrente, obtém-se:

i _al0.t) 3.12

Z.O CZ e RT Cﬁ ( )
-i _ Co((lv t) (e—a%n _ 1) _ L(lvt)(e(l—a)%n — 1) + Co((lv t) - CT(?: t) (3'13)
20 C, Cr o ‘r

A equagdo [3.13] est4 numa forma que sera especialmente 1til no subcapitulo

3.1.3 Equacgoes de Fick

Como referido previamente, uma das componentes mais significativas na transferéncia de
massa estd associada a difusdo. A difusdo esté directamente relacionada com o gradiente
de concentracao das espécies presentes na solucdo. Para relacionar a corrente faradaica e a
concentracao das espécies utiliza-se a primeira lei de Fick, ao passo que, para compreender

como essa concentragdo vai variando ao longo do tempo, é necesséario utilizar a segunda lei de

Fick.

9C;(x,t)
D ox

Considerando o sistema a uma dimensio, onde J; é o fluxo da espécie i por unidade de

Ji(x,t) - — (314)

area, D; é o coeficiente de difusdo da espécie i e C;(z,t) é a concentracao da espécie i na
posicao x e no instante t.
8C¢($,t) o DA82CZ‘($,15)
o " 0x2
As equacoes e sao0 essenciais para a simulacao da célula.

(3.15)

3.1.4 Solugao das equagoes de Fick para elétrodos planos semi-infinitos

A célula é usualmente grande quando comparada com o comprimento da difusao, logo, a solucao
nas paredes da célula é alterada pela reacdo. Assim, para distdncias afastadas dos elétrodos
(x — 00) a concentragdo atinge um valor constante e tipicamente igual & concentragao inicial,

ou seja:

Jim co(z,t) =, Vt (3.16)
Jim cr(z,t) =cp,Vt (3.17)
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Para células de pequenas dimensoes x tende para a dimensdo da célula em vez de z — oo.
Para ganhar algum conhecimento convem estudar as solucdes gerais das equacdes de
Fick. Tratando-se de equagbes com derivadas parciais, o método de exceléncia recorre as
transformadas de Laplace. Podendo a transformacao ser feita em relacio a varidvel ¢ ou as

variaveis espaciais, usa-se:

x— L, =D (3.18)

t—Ls—s (3.19)

sendo que L,[f(z,t)] = F(p,t), Ls[f(z,t)] = F(z,s), Ls[F(p,t)] = F(p,s) e Ly[F(x,s)] =
F(p,s).

Considere-se o caso da reacdo Ox + ne = Red, onde apenas a espécie Ox estd activa
inicialmente na solugdo. Comegando pela segunda lei de Fick e transformando a varidvel de

tempo obtém-se:

0? s e
@CO(Q?,S) — Eco(x, 8) = —Fo (320)
Transformando agora a variavel x:
P*Co(p,s) = pCo(0, 8) = Co(0, 8) — DioCé(p, s) = —]%’0 (3.21)
Resultando em ordem a C,(p, s), tem-se:
— L 4 p2C,(0,8) + pC’ (0, s
Colp,s) = 2o 2 )5 PCe(0,9) (3.22)
p(p? — 17,)
A expansio em fracbes parciais revela que
A B C
Colps) = —A&)L_ Bl O (3.23)
p+ip;, P—\p;, P
De notar que
Cols) = lim pCl(p,s) = = (3.24)
p—0 S
logo
A B 5
Co(p, 5) (=) b L% (3.25)

Invertendo a transformada na varidvel p resulta e tendo em vista que limy_,oo = co(z,t) =

cs ou seja limy oo = Cp(z, 8) = % pelo que o termo B(s) tem que ser nulo, obtem-se

Co(z,s) = A(s)e VDa® + % (3.26)

Utilizando a condigdo fronteira da corrente e x = 0, sendo de principal interesse encontrar
0s ¢,(0,t) e ¢.(0,t), consegue-se em alguns passos que:
c I(s)

Co(0,5) = =2

_ o) 3.27
s FA\Dgs ( )
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A equagéao [3.27| representa um produto de fungées de transferéncia no dominio de Laplace.

A sua inversdo para o dominio do tempo gera um integral de convolucao:

eo(0,4) = L-1C,(0, )] = ¢ — FAi/E(\/l% Ot Z't(“_)udu) (3.28)

Na equacao [3.27 o termo envolvendo o integral de convolugdo define em matematica o

integral fracionario de Riemann-Liouville, de uma forma geral,

1 t
aJB t:—/ t— 7P (r)dr 3.29
t f( ) F(ﬁ) u ( ) f( ) ( )

Assim, a equagdo [3.27) pode ser convertida para o dominio do tempo:

6(0,1) = (0J2i(2)) (3.30)

1
- FAVD,
O caso da concentracdo da espécie reduzida junto ao elétrodo, ¢,(0,t), pode ser deduzida
de forma semelhante, sendo obtida a equacao

er(0,1) = ¢ oJE (1)) (3.31)

N 1
r FA,/ DT(
3.1.5 Formulagcdo memresistiva da cinética da célula

Um memristor pode ser descrito como um componente de dois terminais com memoria,
caraterizado pela sua representagdo -V onde apresenta histerese e cruza os eixos num mesmo
ponto [22][23]. Teoricamente este componente pode ser definido por um conjunto de duas
equacoes, um que representa o mapeamento corrente-tensao, equagao [3.32, e outra que

caracteriza a dinamica das variaveis de estado, equagao [22].

i= f(z,v)v (3.32)
%x = g(z,v) (3.33)

Esta definicdo pode ser extendida no caso fraccionario, generalizando a equacgao de estado,

equacao [24].

oDf' = g(,v) (3.34)

Assim, tendo em atengdo a formulagdo tedrica memresistiva, as equagoes [3.13] e [3-30] e
notando que ¥ — 1 = f(z)z através da expansao em série de Taylor, obtem-se o seguinte

mapeamento ¢ - 7 e equagoes de estado [25]:

) c c Co C
8= = fol =2, mm — fr(= )+ M(=2, = .
i f (c:; mn— f (C? n)n + (c:; c:) (3.35)

Para simplificar a notagdo omitiram-se as varidveis de tempo das quais dependem as

concentragoes. Aplicando o operador de derivada fraciondria, equacao e fazendo uso da
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propriedade DY .J# f(t) = JV"Ff(t) sendo p > 0 e 0 < v < p, onde se convenciona que J° = I,

obtem-se:

1
C 3 Co 1
D22 —__ - 3.36
07t ex FA\/Dyc (3:36)
L ,
C 3 Cr 1
Df—=+——F7+7— 3.37
0t o +FA¢EC: (3.37)

Assim, obtem-se o modelo memresistivo da figura [3.2] onde os dois componentes a

esquerda representam memristores e sao responsdveis pelos termos fo(£2,71)n e fr(&,m)n,
o T

respectivamente, e M corresponde ao termo M (<2, <), sendo um componente resistivo.

* 9 Ak
Co’ Cp

Figura 3.2: Circuito equivalente memresistivo da célula

3.2 CICLO VOLTAMETRICO DE UMA CELULA ELETROLITICA

Para melhor compreender a dindmica das células, foi simulada em MATLAB uma célula
eletrolitica analisada utilizando [CV], tendo em consideracao as equacoes acima referidas, as
correspondentes equagoes para tempo discreto e comparando com bibliografia e simulagoes
ja existentes [21]. E importante referir que a simulacio nao tém em consideracio quaisquer
efeitos parasitas e apenas representa as trocas na solucao tendo em conta elétrodos ideais.
As condic¢oes iniciais tém que ser escolhidas e para isso, definiram-se as seguintes varié-

veis[21]:

Variavel Valor  Observagoes

c 1.0 Concentragdo da molécula oxidada (mol/cm?)
d le-5  Coeficiente de oxidacdo e reducio (cm?/s)
op; 0.2 Overpotential (7)) inicial, relativamente ao potencial redox da célula (V)
opf -0.2  ppfinal, relativamente ao potencial redox da célula (V)
srate le-3  Taxa de varrimento (V/s)
n 1 Nr. de electrées transferidos
alpha 0.5 Coeficiente de transferéncia de carga (adimensional)
KO le-2  Constante de velocidade (e¢m/s)
ke le-3  Coeficiente de velocidade (1/s)

T 208.15 Temperatura (K)

Tabela 3.1: Variaveis da simulagao
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Com a alteracdo e manipulagdo dos valores das variaveis é possivel perceber quais os
desafios que podem surgir no protétipo pratico. A figura @ apresenta os 2 sinais no tempo
para a compreensao do E de notar que na prética nio se medird nem representaré o
graficamente por varios motivos: o potencial na pratica nao é aplicado directamente mas sim
através de um potenciostato e é conseguido através da leitura do elétrodo de referéncia, sendo
que contém o potencial redox da célula. Por esse motivo, é comum utilizar-se V vs [REl em

que V é a tensdo aplicada utilizando um determinado elétrodo de referéncia.

0.2 15 . : :
0.15 1 1t 1
0.1 {1  __05F 1
o
£
(¥
0.05 1 < 0 1
E \
— =y
=) 1 G-05f :
= @O
-
-0.05 1 S -1 1
5
O
-0.1 1 1.5t 1
-0.15 1 2t 1
02 . . . 25 . . .
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
Time (s) Time (s)

Figura 3.3: Sinais no tempo, tensao aplicada e corrente lida

Assim, utilizando uma diferente representacio, a relacdo entre corrente e tensdo, observa-se
o conhecido formato com histerese como apresenta a figura [3.4. Pode também observar-se que
o formato pode variar consoante o ntimero de ciclos aplicado mas tende a estabilizar.

A taxa de varrimento é diretamente proporcional tanto ao médulo das correntes de picos
como a distancia entre picos . A figuras representa essa variagdo nas condigoes da
simulacao anterior, variando apenas a taxa de varrimento.

E entdo possivel perceber que, tanto o valor dos picos de corrente como a diferenca de

tensao entre eles, variam com a taxa de varrimento. Dado que o comportamento segue a

equacgao de Cottrell (3.38) e de Randles—Sevcik (3.39):

0./D.
;_ MFAG VD (3.38)
vt
FuD;
iy = 0.4463nF Ac; % (3.39)

onde, i corresponde a corrente a fluir na célula, i, corresponde a corrente de pico (méximos

relativos do valor absoluto da corrente), D; é o coeficiente de difusdo da espécie i e, por fim,
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Figura 3.4: Densidade de corrente em funcao da tensdo aplicada na célula
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Figura 3.5: Ciclos voltamétricos para diferentes taxas de varrimentos

A corresponde a area do elétrodo planar.

Assim, existe uma relacdo linear entre i, e y/v. A figura apresenta a relacao entre a
densidade de corrente de pico e a diferenca de tensao entre os picos de corrente dependendo
da taxa de varrimento. Como seria de esperar ambos os valores das varidveis dependentes

aumentam com o incremento da taxa de varrimento.
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Figura 3.6: Variacdo da densidade de corrente maxima de pico e da diferenga entre picos com
diferentes taxas de varrimento

3.3 CIRCUITO DE RANDLES

Para a extragdo dos pardmetros do circuito de Randles, figura[3.7] é necessério suporte através
de hardware e software. Assim sendo, para melhor se compreender as especificagdes essenciais,

simularam-se exemplos de dindmicas da célula, erros associado e extracdo dos componentes

Rs, Ret, Caqr e Zwy .

MW— -

Rs

Rct Zw

Figura 3.7: Circuito de Randles: equivalente elétrico para frequéncias de baixa amplitude numa
célula eletroquimica

Matematicamente pode-se caracterizar a impedancia total da célula como sendo:

Ze(w)(Ret + Zw (w))
Ret + Zw (W) + Ze(w)’

Dado que w é a frequéncia aplicada, num varrimento de frequéncias que pode variar de

Zr(w) = Rs + (3.40)

dispositivo para dispositivo, em que nas altas frequéncias estd directamente representado
R, ao passo que nas baixas estaremos a observar maioritariamente o efeito do elemento de
Warburg, Zy (w) = %, tal como se observa na figura para os seguintes parametros:
Ry =109, Ry = 2002 e Cy = 10mF. Assim, é possivel perceber também que quanto mais
elevado é o valor de Ay mais elevado serd o erro associado & determinacdo dos restantes
componentes do circuito equivalente na presenga de ruido, em particular Cy e Rg:, cuja

deteccdo apenas pode ser conseguida nas mais altas frequéncias.
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Figura 3.8: Efeito causado na representacao da impedancia pela variacao da amplitude do elemento
de Warburg

Depois da determinagao do valor da impedéncia associada ao sistema célula-transdutor
para cada frequéncia utilizada, é necessario reconstruir essa impedéancia para todo o conjunto
de frequéncias. Dessa forma, é possivel a determinacao do valor dos componentes associados ao
circuito de Randles. Para isso, utilizar-se-a, nas simulac¢ées seguintes, o método dos minimos
quadrados (ndo linear), especificamente o algoritmo Trust Region Reflective, que possibilita
essa reconstrugao no MATLAB.

A figura apresenta a reconstrucao da impedancia do circuito de Randles para 10
frequéncias entre 1kHz e 10kHz. Os testes foram realizados com um desvio padrao de 1 e 10%
do valor do moédulo da impedancia e distribuicdo guassiana, utilizando os mesmo parametros

de simulacao da figura e Ay fixo de 100.

" T T T T 1

W Sem erro
B com erro_ |
5}

10 10

Im(Z ()
[=2]

Im(Z ()
=]

§=0.01|z7]

8=0.1|z7]

5 10 15 20 25 30 35 40 10 15 20 25 30 35 40
Re(Z;(w)) Re(Zy(w)

Figura 3.9: Reconstrugao da impedancia do circuito de Randles para 10 frequéncias utilizado 1% e
10% de desvio padrao da impedancia, Z7

A reconstrucdo depende também do nimero de frequéncias utilizadas. Para melhor

compreender a importancia da variacdo do niimero de frequéncias e a performance associada,
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apresenta-se a figura [3.10, onde se encontra representada a variagdo do erro com o aumento
do ntmero de frequéncias. E de notar que, tal como na simulagdo anterior, assumiu-se a
existéncia de perturbagoes com desvio padrao de 1 e 10% com distribui¢ao gaussiana. Com o
objectivo de atingir um valor com significincia estatistica e de modular efeitos causados pelos
erros de aquisicdo, o erro associado consiste numa média entre 1000 reconstrucdes para cada
variagdo do nimero de frequéncias. Encontra-se representado nas linhas verticais da figura

o desvio padrao observado, estando este valor a diminuir com o aumento do niimero de
frequéncias de varrimento.

—%—Cy
16 w—Ay 16 —w— A,
R R

14 14
e —I—Ra

§-0.01 |Zr]| §=0.11z|

0.8

Erro médio (%)
Erro médio (%)

0.6

ol
. seanenses SR

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60
N° de frequéncias

N° de frequéncias

Figura 3.10: Erro associado ao nimero de frequéncias utilizadas para o varrimento nas condi¢oes
anteriores

A figura representa o erro médio percentual em cada componente do circuito equiva-
lente para dois valores de Ay . Os testes foram realizados com um desvio padrao de 0.1%, 20
frequéncias e distribuicdo guassiana. Assim, para além da reducdo 6bvia do erro associado
a Aw com o seu aumento, é possivel perceber que os erros em R, e Cy estdo relacionados
e aumentam proporcionalmente em relagdo ao valor da variavel em estudo. O erro de R,
mantém-se mais ou menos constante, pois estd maioritariamente associado a mais elevada

frequéncia, sendo esta dificilmente afectada pelo elemento de Warburg.
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Figura 3.11: Erro associado ao valor de Ay

Assim, mesmo com um pequeno nimero de amostras é possivel inferir que se consegue

valores aceitaveis para os pardmetros do circuito de Randles quando as perturbacoes sdo de
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baixa amplitude e se utiliza elevado nimero altas frequéncias caso Ay tenha muita influéncia

no sistema.

3.4 CONSIDERACOES FINAIS

As equagoes apresentadas neste capitulo possibilitam a simulagio da célula eletroquimica,
apesar de ndo contemplarem as varidveis parasitas inerentes ao sistema real. O modelo
simulado permite que seja feita a sua andlise utilizando duas técnicas, e [EIS| e prever e
estimar os resultados que serdo obtidos na parte experimental.

Apesar de toda a formulagdo matematica apresentada ser idealista e nao representar
a complexidade de varidveis parasita que se encontrardao, no fim deste capitulo é suposto
conseguir-se a intuicdo necessaria para compreender a dindmica da célula e possiveis erros

associados a medicOes reais.
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CAPITULO

Sistema de deteccao de agentes

microbiolégicos: Hardware

Para a realizagdo do protétipo foi desenvolvido o hardware necessdrio bem como o software para
visualizagdo e andlise das caracteristicas de interesse da célula. A escolha dos componentes
para o hardware é um passo importante que pode ter repercursoes significativas no sistema.

Neste capitulo também serdao apresentados alguns testes funcionais.

A figura representa o protétipo final conseguido. A esquerda encontra-se a placa do
potenciostato (vermelho), esta placa encaixa num Arduino Uno e permite a este o controlo
dos sinais de entrada da célula e a aquisicdo dos sinais de saida provenientes da placa do
potenciostato. As duas restantes placas da figura encaixam no potenciostato e sdo responséaveis
pelos dois tipos de andlise eletroquimica, e (da esquerda para a direita, verde e azul).

Figura 4.1: Hardware para: potenciostato, CV e EIS - respectivamente
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Nos proximos subcapitulos justificar-se-4 em detalhe a escolha dos componentes, os desafios

que dai advém e o software necessario.

4.1 POTENCIOSTATO

Como referido em o potenciostato tem como principal fungdo remover as ndo linearidades
causadas pela aplicacao de sinal no [CE] garantindo que o sinal desejado est4 presente no [RE]
e tornando apenas relevante o sistema entre o [REl e o [WE] sendo por este motivo que o
também é denominado como elétrodo auxiliar.

A figura apresenta o circuito criado para o potenciostato. E importante ter em atencao
o amplificador escolhido para buffer, sendo que estara ligado ao [REl e, por este motivo, tem
que apresentar uma resisténcia de entrada muito elevada, pois o [RE] consegue produzir uma
corrente na ordem dos fA. Assim, escolheu-se para U2 o TLV8802 (rail-to-rail output)
da Texas Instruments cuja corrente necessaria por input é apenas 0, IpA. Deve-se ter em
consideracao que este [OpAmp| apresenta uma largura de banda muito reduzida, tendo ganho
unitario a 6kHz. Dado a énfase das especificacbes nas baixas frequéncias, nao seria esperado
que o transdutor necessitasse de frequéncias superiores a 2kH z, ou seja, o utilizado

teria uma largura de banda suficiente.

-

RF

VIN

O— - CE
Rs —0 RT

WE

= O h VWE

VRE u2 RE u3
pd L

Figura 4.2: Circuito do potenciostato

A funcao transferéncia do potenciostato é assim dada por:

R
Vre(s) _ bRy (1+ As + Bs?)

Vin(s) 1+ 5 [(7p + A)s + (rpA + B)s2 + (11 B)s?]

H(s) = (4.1)

1 1
_ Wy wy — 1
Onde A T 1+Avy? B = wl(U2(1+AU2)’

teste entre e [RE e entre [REl e WE] respectivamente, 7 = RpCp, wi e wo representa a
frequéncia dos polos de Uy e Avy é o ganho em malha aberta do Us.

Para mais rapidamente determinar o valor do condensador Cr, foram realizadas algumas

k= % onde Z, e Z; representam as resisténcias de

simulacoes das quais resultou a figura Deve-se ter em consideracao que o [OpAmp| Us foi
considerado ideal, as carateristicas em frequéncia presentes no datashet do Us, que
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wy, é a raiz quadrada do produto ganho largura de banda e que k ~ 1 dado que o [REl se deve

encontrar a meia distancia entre os outros dois elétrodos.

140

200 300 400 500 600 200 300 400 500 600

d=w T, 5=w T
n

nF F

Figura 4.3: Simulagdo para escolha de Cg

Desta forma, utilizando Ry = 5002 e Rp = 68kS2, escolheu-se um valor pratico Crp = 1uF'.

E importante referir que a resisténcia do Us, Ry, foi adaptada de acordo com os
valores de corrente registados durante as leituras praticas. Esta resisténcia pode ter grande
impacto no erro associado as medi¢Oes quando a excursao do sinal nao é aproveitada.

O potenciostato é utilizado para ambos os métodos eletroquimicos estudados, sendo que
todos os sinais que estao diretamente ligados a célula terdo que passar por ele. Nos testes
funcionais da [EIS, subcapitulo analisar-se-a o impacto do TLV8802 na realimentacao
na malha.

Por fim, é de notar que a resisténcia utilizada durante as medi¢des no de tran-
simpedancia tem que ser bem definida de acordo com as caracteristicas da célula dentro de
valores aceitdveis, dado que pode levar a erros elevados por saturacido ou ndo aproveitamento

da gama disponivel.

4.2  SISTEMAS DE DETECGAO POR VOLTAMETRIA cicrLica (CV)

Uma vez que a[CV]se baseia na analise da corrente que atravessa a célula, tendo em consideracao
a tensao triangular aplicada, é necessario produzir e aplicar, através do potenciostato, essa
tensao no [REl

Utilizando um Arduino Uno, gerou-se um PWM varidvel através do software. O objectivo
deste PWM ¢ alterar a taxa de varrimento do sinal aplicado na célula, ou seja, depois da
devida filtragem é conseguido o sinal DC desejado que serd integrado e dara origem a uma

rampa (figura . Esta rampa segue a seguinte funcio:

_ Vin
° CR

Onde Vj, corresponde ao valor DC introduzido e que sera integrado, % corresponde a

t (4.2)

constante de tempo, t é o tempo e V, é a tensdao de saida. Assim, sabe-se que a taxa de

Vo

varrimento sera dada por 5&
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Figura 4.4: Sistema para anilise utilizando CV

Dado que a andlise utilizando requer a aplicacdo de uma onda triangular, o varrimento
apenas fica concluido depois do sinal DC ser invertido. A figura apresenta 3 exemplos do
sinal final (output) relativamente aos sinais depois da filtragem, ou seja, o sinal antes e depois
do integrador, a entrada e a saida da placa do

Utilizou-se um condensador e uma resisténcia de 100uF" e 40kS2, respectivamente. Com
estes valores é possivel ter taxas de varrimento entre 2,5 e 625mV/s, com a possibilidade de
incrementos de aproximadamente 2mV/s. No entanto, na prética, devido maioritariamente as
imprecisoes devido a tolerancia do condensador, foi necessario ajustar os valores conseguidos.

Desenvolveu-se também um programa python para comunicagdo entre o computador
e 0 Arduino Uno com o objectivo de introduzir os parametros de interesse e de adquirir
os resultados de forma expedita e com uma interface simples para o utilizador. A figura
[4.0] apresenta fluxograma do software desenvolvido e apresenta um pequeno sumadrio dos
parametros necessarios e funcionamento do

Inicialmente é feita a configuracao de periféricos que consiste na configuracao de entradas
e saidas , timers, ADC e UART. De seguida, o utilizador deve introduzir pardmetros como
excursao da rampa do sinal de entrada, taxa de varrimento e niimero de ciclos, estes valores
serdo aplicados de imediato na célula apos todas as atualizagbes de varidaveis. O sinal comeca
a ser aplicado e, em simultdneo, a ADC adquire os valores de tensdo em e REl e de
corrente em [WE]|, através do de transimpedancia do potenciostato. A aplicacao do
sinal termina quando o ntimero de ciclos, previamente introduzidos, terminar, sendo que cada
ciclo consiste em duas rampas, uma onda triangular. Apesar do fluxograma apresentar uma
rampa positiva seguida de uma rampa negativa, esta sequéncia pode ser alterada.

Ao mesmo tempo que a ADC recolhe os valores associados aos elétrodos, estes sdo enviados
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Figura 4.5: Geragdo de onda triangular a partir de tensao DC
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pico

Figura 4.6: Fluxograma do cédigo implementado para andlise utilizando CV

para um computador onde sdo armazenados para posterior andlise caso seja de interesse. Por

fim, é apresentado um grafico com todos os sinais e com a resposta V-1 e apresentados os
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valores de corrente maxima e minima tendo em consideragdo a resisténcia utilizada no

de transimpedéancia.
4.2.1 Testes funcionais

Testou-se entdo o sistema para duas resisténcias em série como mostra a figura [4.7]

Comunicagdo pela
Sistema T porta serie

—7'*'\

Figura 4.7: Resisténcias de teste

A figura apresenta a interface em python disponibilizada de imediato depois do
varrimento. Os 4 graficos na parte superior da figura representam os valores de tensao em
funcdo do tempo, enquanto que o tltimo contém a representagdo I-V onde I é a corrente que

atravessa a célula, proporcional ao sinal em [WE] e V é a tensao em [REl

T
0.5 1
0.0
0.0 1
V.
in —0.5 4 RE
V T T T T T T T T T T
0 250 500 750 1000 0 250 500 750 1000
0.5 1 0.5 1
0.0
—0.5
CE WE
T T T T T T T T T T
. 0 250 500 750 1000 0 250 500 750 1000
1{mA) WE
0.0
—0.5 1 RE
T T T T
0.4 -0.2 0.0 0.2 V

Figura 4.8: Sinais adquiridos através da interface série em python

Dado que se utilizaram duas resisténcias é de esperar que o sinal em apresente uma

tensao ligeiramente superior, em moédulo, que a tensao em [RE] tal como se verifica em ambas
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as figuras [4.8) e De notar que a tensao em é o inverso da tensdo de entrada, Vj,, uma

vez que o [OpAmp| na cadeia produz uma inversao de fase.

mw—-—"ﬂlm\“ i
Awwmmmwmmmw/
L5 Y

Figura 4.9: Sinal em CE (verde) e RE (amarelo) durante a andlise

No caso de uma célula electroquimica, a impedancia entre e REl nao é puramente
resistiva. Assim, ndo se espera que apenas exista uma atenuacao entre estes dois pontos mas
um sinal que depende de um conjunto de factores, dos quais podemos referir as caracteristicas
das espécies redox, elétrodo e temperatura. Para além disso, a impedancia entre [REl e (WE]
também nao serd exclusivamente resistiva, dependendo tanto dos factores anteriormente

referidos como do transdutor desenvolvido.

4.3 SISTEMAS DE DETECQAO POR ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELETROQUfMICA
(EIS)

A figura mostra a versao final do circuito desenvolvido. A base do é o varrimento
em frequéncia, ou seja, a utilizacido de sinais elétricos com apenas uma frequéncia. O AD5933
é um componente permite de forma integrada a geracio de sinais sinosoidais com frequéncias
programaveis. Para tal, usa um bloco de sintese direta de frequéncia (DDS) programavel pelo
utilizador através de um porto I2C. O clock interno proporciona uma gama de frequéncias
muito superiores as desejadas, sendo que a sintese de frequéncias inferiores é possivel mediante
a utilizagdo de um clock externo adequado. No caso da aplicacdo pretendida, utilizou-se um
clock externo de 1M Hz (SG-210STF - Seiko Epson Corp.) para que fosse possivel criar sinais
com frequéncias de 1Hz.

Dada a importancia deste componente neste método, faz sentido uma anélise mais porme-
norizada ao seu funcionamento. A figura disponibilizada pelo fabricante mostra como
sao geradas as ondas sinusoidais e como é comparado o sinal gerado com o sinal que é depois
adquirido, ap0ds atravessar a impedancia em teste. Este componente também inclui um moédulo
interno de analise de frequéncia utilizando FFT de 1024 amostras. Assim, através do porto
I2C, os valores das partes reais e imagindrias impedancia em estudo para cada frequéncia
aplicada sdao disponibilizados, sendo necessaria uma impedancia de calibragao para se obter os

valores finais.
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Figura 4.10: Sistema para andlise utilizando EIS

Uma vez que o sinal de entrada para a tem uma amplitude entre 5 e 50 mV sem
nivel DC e o sinal Vpyr apresenta sempre um nivel DC e amplitudes superiores aos valores
desejados, foi necessario filtrar (bloco A, figura e atenuar o sinal disponibilizado pelo
ADb5933 antes da sua introdugdo no potenciostato. Por outro lado, visto que este componente
faz a comparacao entre o sinal disponibilizado e adquirido, é necessario amplificar o sinal

proveniente do potenciostato de forma equivalente, representado na "Placa EIS"da figura [4.10

MCLK AVDD DVDD
i) i)
O
CORE P
OSCILLATOR (27 BITS) e ¥
Rour vout
sCL C TEMPERATURE
5DA INTERFACE SENSOR Zjw)
AD5933
REAL |[IMAGINARY RFE
REGISTER || REGISTER —
1024 POINT DFT
|_| |—| 1 LVIN
ADC 1:\_ GRIN
|12 Ers) | eF | | [ .
VD2
s

L
AGND DGND

Figura 4.11: Diagrama de blocos do componente AD5933

O microcontrolador segue um algoritmo representado pelo fluxograma da figura capaz
de ler os diferentes valores de impedancia para cada frequéncia.
Inicialmente é pedido ao utilizador valores relevantes para a andlise, nomeadamente

a frequéncia inicial e a frequéncia e nimero dos incrementos. De seguida, configura-se a
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Figura 4.12: Fluxograma do c6digo implementado para andlise utilizando EIS

comunicacao I2C para posterior calibracdo do AD5933. Para além dos pardmetros ja referidos,
¢é importante referir que os testes serdao sempre realizados com 60 periodos para cada frequéncia.

O varrimento consiste na aplicagdo dos 60 periodos para cada frequéncia. Os resultados
sdo relativos ao tltimo periodo e sao disponibilizados num dos registos do componente depois
deste ultimo periodo. Quando se adquirem os resultados, valor da impedancia com parte
real e imaginaria, incrementa-se a frequéncia do sinal ou termina-se o varrimento, caso todas
as frequéncia desejadas ja tiverem sido aplicadas. Assim conseguem-se os valores diretos da
impedancia que terdo de ser calibrados com um ganho previamente conhecido.

Dado que todas as interagdes com a placa, para este tipo de andlise, sdo feitas através
de comunicacdo I2C, os resultado finais sdo directamente adquiridos, ndo sendo necessario
qualquer tipo de processamento complexo de graficos ou interface para aquisicdo de valores
reais e imagindrios da impedancia em cada frequéncia.

No entanto, é utilizado o ganho do sistema tendo em consideragdo uma resisténcia de
calibragdo. Essa resisténcia, de valor conhecido, é introduzida no potenciostato entre o
REl e o WE] e oferece um ganho que, posteriormente, é utilizado para a calibracdo para os
valores adquiridos. Entre o e o [REl poderd estar qualquer valor de resisténcia, dado que o
potenciostato tornard a sua presenga "invisivel". E apenas recomendével que o seu valor nao
seja demasiado elevado de modo a néo saturar os da malha.

4.3.1 Testes funcionais

Tal como aconteceu para os testes utilizando [CV] os testes com [EIS| foram realizados como
representado na figura [L.7] A figura [£.13] mostra o exemplo de um espectrograma conseguido

em MATLAB a partir de um sinal real gerado pelo protétipo.
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Short-time Fourier Transform
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Magnitude (dB)
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Figura 4.13: Espectrograma do sinal gerado pelo sistema desenvolvido

Os valores de resisténcia de teste aquiridos para varias resisténcias de calibracio a 1Hz

sdo apresentados na figura relembrando que a resisténcia a ser determinada é de 120092.

A ! | ! P ¥
107 £ L™ /;- N 3
P : \ ’ Rcalibracio(§2)  ZReat(2)  Erro relativo (%) ]
X AN t 100 61.17 94.9
R ¥ e 390 309.05 743 ;
é;@ : - 1000 1083.04 0.8 j
o s ¥ 1200 1199.31 0.1
= L 1300 1304.09 8.7
o b ! 2200 3442.23 186.9 ]
: b 5600 8283.18 590.3 5
-2000 -1000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

AR(Q)

Figura 4.14: Valores disponibilizados pelo AD5933 consoante a resisténcia de calibracao

Pode concluir-se que é necessario saber o valor aproximado da impedancia em estudo
para uma calibracdo adequada que permita um erro reduzido. Para além disso, a variagdo da
impedancia com a frequéncia nao devera variar demasiado em torno do valor de calibracao
considerando os erros anteriormente apresentados.

O atraso de fase imposto pelo potenciostato, nomeadamente pelo buffer do [RE] (TLV8802),
nas altas frequéncias provoca erros bastante significativos e impossibilita analises fidedignas a
mais altas frequéncias. A tabela [{.1] apresenta os resultados obtidos para uma resisténcia de
calibragao de 1k (€2) e uma resisténcia de teste de 1k2 (€2).
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Frequéncia (Hz) Real(Z7) () Imag(Zr) ()

1 1408.55 4.16
100 1493.28 5.18
200 1604.01 17.02
300 1087.71 65.74
500 902.77 280.93
800 783.47 716.64
1k 302.40 1027.34
1.5k 62.51 832.59
2000 -56.09 292.22

Tabela 4.1: Valores da impedancia real e imaginaria para uma resisténcia de teste de 1,2k() e de
calibracao de 1.0k

Dado os resultados obtidos, simulou-se o efeito da resposta do da malha de
realimentacdo do potenciostato no sinal. A figura mostra essa resposta tendo em
consideracao a funcéo de transferéncia de 3* ordem, equacio onde se tentaram encontrar

valores para que a resposta correspondesse a disponibilizada pelo datasheet do componente.
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0 o0t 8
-
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__40— -
I
_BD_ 1 | iial | 1 i
107" 10° 10! 107 10° 104 10°
f(Hz)
. 200 . : : . .
(=]
e
I
% or X 5972 1
c Y -178.3
© _200 | | | | -
107" 10° 10! 107 10° 104 10°
f(Hz)

Figura 4.15: Diagrama de Bode da resposta do buffer do potenciostato - H(s)

E perceptivel que o atraso de fase comeca muito antes da queda de 3 db no ganho do
buffer. Assim, é de esperar que uma impedéncia real medida, tendo por base a amplitude e a
fase de um sinal sinusoidal introduzido, ndo apresente os valores esperados. Simulou-se este
efeito tendo por base uma impedancia puramente real de 1.2k} e obteve-se o diagrama de
Nyquist da figura

Apesar de ser expectavel que a resisténcia de calibracéo torne estes efeitos niglegenciaveis,
como ja foi referido anteriormente, estes valores nao serdo compensados como seria desejado
devido ao elevado erro associado & distancia da resisténcia de calibragdo e a resisténcia
percebida pelo AD5933.
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Figura 4.16: Impedancia associada a resposta do buffer e de uma impedancia puramente resistiva

Para além disso, a presenca de valores de impedancias reais e imaginarias negativas também
se deve a este fenémeno.

Por fim, com o objectivo de perceber mais a fundo o tipo de modificacbes que a largura
de banda do TLV8802 pode causar na impedancia do circuito de Randles, simulou-se esses

efeitos, representados na figura [£.17]

120 800

Z.(s) Z(s)"H(s)
100 6500
© R_=500
80 & R_=300
N|_ R_=100
~— 60
E
Y40
20
00— -200
0 200 400 600 800 -500 0 500 1000
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Figura 4.17: Comparacao da impedancia do circuito de Randles e da impedancia associada ao circuito
e & resposta do buffer

Para esta comparacdo, os valores usados nas varidveis do circuito de Randles, descrito
pela equacao foram: R, = 20010, Cy = 10mF, Ay = 100 e Rs varidvel como mostra a
legenda da figura anterior e detalhado no subcapitulo [3.3

4.4 CONSIDERAGOES FINAIS

O software desenvolvido apresenta a vantagem de ser modular e ser possivel introduzir os
parametros desejados para ambas as técnicas de leitura.

Relativamente ao circuito para a[CVle a sua integracio com o potenciostato, os resultados
obtidos nos testes funcionais sao satisfatorios. Desta forma, quando utilizado na célula

eletroquimica sao esperados resultados semelhantes aos de equipamentos laboratorias.
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Por outro lado, o precoce atraso de fase na [EIS|poderd causar dificuldades na reconstrugao
do padrao e dos componentes do circuito de Randles e consequentemente na detecao do analito

pretendido.
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CAPITULO

Resultados

Os testes com elétrodos reais e solugdes utilizadas para validacdo de células electroquimicas

comerciais sGo importantes para o validacdo final dos circuitos e do software desenvolvidos.

5.1 CARACTERIZACAO DOS TRANSDUTORES

Os transdutores desenvolvidos no ambito do sao elétrodos de [LIGI Foram
desenvolvidos com 3 dimensdes diferentes, como mostra a figura [5.1] e todos eles testados com

o protétipo desenvolvido.

Figura 5.1: Transdutores com diferentes dimensées: 5x5mm?2, 3x3mm? e 1xlmm?

Os elétrodos foram desenvolvidos em algumas fases fundamentais: sintese da ca-
mada [LIG] aplicacio do contacto e isolamento do mesmo, funcionalizagdio com (3-
aminopropyl)triethoxysilane (APTES), para ligagdo entre a superficie de [LIG] e o anticorpo, e
posteriores procedimentos de fixagdo do imobilizador de [E_colll [2].

Previamente, os transdutores ja foram caracterizados através de e [EIS], no entanto,
apenas com equipamento laboratorial que nao poderia ser comercializado devido ao seu elevado
custo.

E importante referir que a caracterizacdo do transdutor previamente realizada diz respeito

a dindmica do mesmo sob determinadas condigoes experimentais sem presenca de [E._colil
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sendo que a determinacdo da sua dindmica na presenca da bactéria continua por caracterizar
de forma precisa [2].

Dado que os processos de fabricagao dos transdutores foram realizados manualmente, ou
seja, nao garantindo uma produgao sistematica e semelhante entre todos eles, podem existir
dindmicas relativamente diferentes entre elétrodos mesmo em condigoes de teste semelhantes.
Para além disso, ainda é de destacar a alteracdo do comportamento destes transdutores com
o tempo de utilizagao.

Assim, os testes que realizaremos nao necessitarao da presenca de [E._colil Isto devido a 2
fatores: a) o transdutor ainda nao se encontra devidamente caracterizado laboratorialmente
na presenga das bactérias, ndo sendo possivel ter dados comparativos; b) os elétrodos nao
seriam reutilizaveis, uma vez que a bactéria capturada pelo imobilizador ndo poderia ser

removida sem danificar o transdutor.

5.1.1 Condigoes experimentais

Tal como tem sido referido, os métodos de andlise eletroquimica utilizados usam 3 elétrodos,
representados na figura O elétrodo na parte superior da figura é um dos transdutores a
ser utilizado, 1x1mm?, o elétrodo na parte inferior é o [CE] elétrodo de platina, e entre eles
encontra-se o [RE] Ag/AgCl (1M KCI1)(CHI111, CH instruments, inc.).

Figura 5.2: Elétrodos utilizados para aquisi¢do dos dados: elétrodo de trabalho (no topo); elétrodo
de referéncia (no meio) e contra-elétrodo (em baixo).

Visto que nao serd utilizada a bactéria para a validagdo do hardware desenvolvido, esta
validacao sera feita tendo em consideragdo outra varidvel cujos efeitos permitam compreender
a resposta do equipamento. Esta variavel serd a dimensdo dos transdutores apresentados
anteriormente na figura [5.1

A montagem entre a célula e o sistema estd representada na figura [5.3al O hardware
encontra-se entre o computador (a esquerda), com o qual estabelece comunicacdo pela porta
série, e a célula com os 3 elétrodos. Estes elétrodos encontram-se mais visiveis na figura [5.3b]
e seguros por "crocodilos". Apesar disso, ndo é garantido que a posicao dos elétrodos nao

varie durante as medidas, sendo que definitivamente varia entre medidas em que é necessario
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(a) Exemplo da disposigdo do hardware e célula para (b) Célula com elétrodos durante a aquisi¢do dos re-
aquisicao de resultados sultados

Figura 5.3: Montagem experimental

trocar elétrodos. Isto pode causar variagdo na componente resistiva da célula (rever figura
e consequentemente provocar ligeiras variacoes na corrente que a atravessa.

Os testes com e foram realizados em dias diferentes, durante o més de Julho de
2019, & temperatura ambiente. Para a analise com [CV]utilizou-se uma solugao com K4 F,(C Ng)
(ImM) dissolvido numa solucao tampao de fosfato-salino (PBS, do inglés phosphate buffered
saline). Para a andlise com utilizou-se uma mistura do par redox K4F.(CNg) (ImM) e
K3F.(CNg) (lmM) também dissolvida em PBS.

5.1.2 Resultados com CV

Os resultados visualizados e armazenados, através do software desenvolvido, foram entao
processados em MATLAB como apresentado nas figuras e

A figura [5.4) apresenta os resultados obtidos para diferentes taxas de varrimento com
ambos os equipamento, laboratorial a esquerda e desenvolvido a direita. Foram utilizadas 3

taxas de varrimento distintas, 100, 300 e 500mV/s para um elétrodo com 5x5mm? de &rea.

Area(WE) = 5x5 mm?
Equipamento laboratorial Equipamento desenvolvido

04 # 100mvis * 100mvis
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Figura 5.4: Resultados do CV para diferentes taxas de varrimento para a mesma area do WE
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A figura apresenta as diferentes curvas I-V de histerese para transdutores de dife-
rentes dimensdes, tentando emular o comportamento de alguns transdutores para diferentes
concentracoes de analitos.

Equipamento laboratorial 300mv/s Equipamento desenvolvido
o, e,

2
* txtmm’ + 1xtmm?

¥ 2
565 mm’ ¥ ox5mm?

acélula (mA)

Corrente que percorre a célula (mA)

Corrente que percorre

02 01 [ 01 02 03 04 05 02 041 0 01 02 03 04 05
Tenséo em RE (V) Tenso em RE (V)

Figura 5.5: Diferentes dreas do WE para um varrimento de 300mv/s

5.1.3 Resultados com EIS

A figura representa o espectrograma do sinal entre o AD5933 e o bloco A presente na
placa EIS da figura [4.10] Este sinal é constituido por 13 frequéncias de 1Hz a 601Hz com

incrementos de 50Hz entre si.

Short-time Fourier Transform

Frequéncia (kHz)
Magnitude (dB)

0.99 1 .01 1.02 103 104 105  1.06
Tempo (minutos)

Figura 5.6: Espectrograma do sinal de entrada

O sinal da figura encontra-se entre o bloco Amplificador e o AD5933, ilustrado na
figura [£.10] e transporta os efeitos da impedéancia da célula, com um elétrodo de dimensao
3x3mm?. Tendo em conta os dois espectrogramas obtidos anteriormente, foi possivel calcular
as impedancias reais e complexas.

A figura ilustra essas impedéancias obtidas através do equipamento desenvolvido

para. diferentes dimensoes de elétrodos e compara-as com os resultados obtidos através do
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Short-time Fourier Transform
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Figura 5.7: Espectrograma do sinal de saida

equipamento laboratorial.
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Figura 5.8: Resultados de EIS laboratoriais (& esquerda) e conseguidos pelo protétipo (a direita -
apenas baixas frequéncias)

5.2  DISCUSSAO DE RESULTADOS E CONSIDERAGOES FINAIS

Os principais resultados obtidos com a estao ilustrados na figura [5.4] sendo que os valores
de corrente de pico e de distancia entre picos sdo varidveis de interesse para andlise da
performance do protétipo.

A figura apresenta os valores do pico maximo da corrente para os varrimentos con-
seguidos com as diferentes taxas de varrimento utilizadas. Como simulado no capitulo 3, a
corrente de pico que atravessa a célula eletroquimica é proporcional a raiz quadrada da taxa
de varrimento.

Os dois equipamentos desenvolvidos apresentam tendéncias de crescimento similares para
ambas as varidveis em estudo, corrente de pico e diferenca entre picos, em fun¢do da taxa de
varrimento.

E de notar que nos apercebemos que a fonte do erro obtido é a constante de tempo do

integrador pois, apesar da sua prévia afinagdo, revelou variar ao longo do tempo. Deste modo,
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Figura 5.9: Maximo valor de corrente e diferenca entre picos para diferentes taxas de varrimento

nao hé garantia que as taxas de varrimento apresentadas no grafico sejam exactamente iguais
as do equipamento laboratorial. No entanto, de um ponto de vista funcional e comercial, o
principal objectivo é conseguir garantir que, por exemplo, as variacdes da concentracao do
analito sdo perceptiveis e seguem a tendéncia prevista. Assim, o equipamento desenvolvido
cumpre estes requesitos mantendo um baixissimo custo de produgao.

Relativamente aos resultados com EIS, a figura 5.8 ilustra a fungao caracteristica do
circuito de Randles, obtida pelo equipamento laboratorial e pelo equipamento desenvolvido.

No entanto, devido ao atraso de fase imposto pelo buffer do potenciostato, o grafico
da direita apenas demonstra as baixas frequéncia. Assim, apenas é possivel notar o efeito
do elemento de Warburg. O desenho do circuito do potenciostato ndo contemplou as altas
frequéncias pois aquando a recolha dos requisitos do sistema deu-se especial importancia no
funcionamento do circuito para baixas frequéncias, ndo se esperando assim que a dinamica
dos componentes mais importantes estivesse camuflada acima de 2kHz. Isto resultou numa
mé escolha do do[RE] cuja escolha foi justificada no capitulo 4.

Sem conseguirmos ver a dindmica do sistema a frequéncias mais elevadas, torna-se dificil
determinar os restantes elementos do circuito de Randles, nomeadamente a resisténcia R

cujo valor aumenta com a concentracio da bactéria.
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CAPITULO

Conclusoes e trabalhos futuros

As células eletroliticas tém especial interesse para biossensores eletroquimicos, como é o caso
dos sensores de glucose que revolucionaram o tratamento da diabetes.

As equagodes tedricas estudadas permitiram a simulacdo da célula eletroquimica, no entanto
nao contemplam as varidveis parasitas do sistema real. A simulacido do ciclo voltamétrico
assim como do circuito de Randles permitem obter intui¢do sobre os principais resultados
experimentais.

O sistema eletrénico desenvolvido permite varios graus de liberdade, tantos nos pardmetros
inseridos como na escolha do transdutor que se pretende estudar.

Os resultados da [CV] foram satisfatérios. O hardware é de muito baixo custo e o software
desenvolvido permite a escolha dos parametros desejados para a andlise.

Os resultados para a nao foram tao satisfatorios como seria desejado. Estes resultados
devem-se ao atraso de fase imposto pelo buffer do potenciostato que foi mal dimensionado
aquando a recolha de requesitos, tornando a dete¢do dos componentes do circuito de Randles
impossivel tendo em conta as caracteristicas da célula.

Eventuais trabalhos futuros com interesse no decorrer deste projeto sao:

e A alteracao do da malha de realimentacao do potenciostato, TLV8802, para

um [OpAmp| com largura de banda superior;

e Realizagao de testes laboratoriais com a presenca do analito.
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Anexo A: Esquematicos e PCBs
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