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RESUMO 
 

O biochar é um material carbonáceo obtido pela pirólise de biomassa, e 
altamente funcionalizado, o que permite sua utilização na sorção ou imobilização 
de espécies. Com isso, o uso de eletrodos modificados com biochar se torna 
atrativo na pré-concentração espontânea e determinação voltamétrica de analitos. 
A quantidade de grupos funcionais do biochar pode ser aumenta por tratamentos 
químicos superficiais, o que melhora as suas propriedades sortivas. Neste 
trabalho, o biochar foi obtido a partir de resíduos de farelo de mamona, e foi 
submetido a diferentes condições de ativação química empregando HNO3 e/ou 
H2O2. As diferentes amostras foram caracterizadas e avaliadas na determinação 
de espécies inorgânicas e orgânicas. A amostra N2, tratada com HNO3 50 % (v/v), 
a 60 ºC por 3 horas, apresentou a melhor resposta, e foi utilizada na construção 
de EPCM para diferentes metodologias. Primeiramente, foi avaliada a capacidade 
do EPCM-N2 em pré-concentrar e determinar íons Ni(II), monitorando o par redox 
Ni(II)/Ni(III) em meio básico. A utilização do eletrodo proposto permitiu a 
determinação de íons Ni(II) em amostras fortificadas de bioetanol e água 
residuária. Em seguida, foi avaliada a capacidade de pré-concentração e 
determinação de ácido cafeico. O EPCM-N2 se mostrou eficiente na pré-
concentração espontânea da espécie orgânica. O método foi aplicado para a 
determinação em amostras reais e fortificadas de diferentes tipos de vinho, e 
apresentou resultados satisfatórios e concordantes ao método espectroscópico, 
por Folin-Ciocalteu. Outra estratégia avaliada foi a capacidade do biochar em 
imobilizar NiOOH (EPCM-N2-Ni) na determinação não-enzimática de glicose, 
reação catalisada pela presença de NiOOH. O eletrodo foi empregado na 
determinação de glicose em amostras reais e fortificadas de fluídos biológicos em 
um sistema microfluídico baseado em fios têxteis (μTED), o que permitiu a 
diminuição de reagentes e resíduos, tornando este um método analítico verde, 
conforme comprovado por cálculos de Eco-Escala. O EPCM-N2 também foi 
avaliado para a incorporação simultânea de um mediador redox (azul da Prússia) 
e enzima glicose oxidase na determinação enzimática de glicose. O biossensor 
apresentou boa afinidade enzima-substrato e estabilidade após dias sucessivos 
de medida, e foi aplicado com eficiência na determinação de glicose em amostras 
de fluídos biológicos. Por fim, o EPCM-N2, em conjunto com outros eletrodos, foi 
aplicado em uma língua eletrônica voltamétrica, visando a distinção e 
determinação de catecol, 4-etilcatecol e 4-etilguaiacol. A estratégia permitiu a 
discriminação e determinação das espécies, empregando ferramentas 
quimiométricas, PCA e redes neurais. Desta maneira, em virtude da capacidade 
de interação do biochar, melhorada pela sua ativação química, foi possível a 
aplicação em diferentes sensores eletroquímicos, com resultados satisfatórios em 
relação ao eletrodo sem modificação e modificado com biochar precursor (não 
tratado). Isso demonstra a versatilidade e a viabilidade do uso deste material 
como modificador para sensores, o que também é interessante do ponto de vista 
econômico e ecológico. 
 

Palavras-chave: biochar ativado, sensores eletroquímicos, níquel, compostos 
fenólicos, glicose, dispositivo microfluídico, língua eletrônica.  



 

 

ABSTRACT 
 

Biochar is a carbonaceous material obtained by the biomass pyrolysis, 
and highly functionalized, which allows its use in the sorption or immobilization of 
species. The use of biochar modified electrodes becomes attractive in the 
spontaneous preconcentration and voltammetric determination of analytes. The 
amount of biochar functional groups can be increased by surface chemical 
treatments, improving the sorption properties. In this work, biochar was obtained 
from castor oil cake biomass, and subject to different chemical activation 
conditions using HNO3 and/or H2O2. The different samples were characterized and 
evaluated in the determination of inorganic and organic species. The sample N2, 
treated with 50 % (v/v) HNO3 at 60 ºC for 3 hours, presented the best response 
and was used in the construction of CPME for different methodologies. First, the 
ability of CPME-N2 to Ni(II) ions preconcentration and determination was 
monitored by Ni(II)/Ni(III) redox couple in basic media. The use of the proposed 
electrode allowed the determination of Ni(II) ions in spiked bioethanol and 
wastewater samples. After, the capacity of caffeic acid preconcentration and 
determination was evaluated. CPME-N2 was efficient in the spontaneous 
preconcentration of this organic specie. The method was applied for the 
determination in real and spiked wine samples, and presented satisfactory and 
concordant results compared to spectroscopic method, by Folin-Ciocalteu. 
Another strategy evaluated was the biochar ability for immobilize NiOOH (CPME-
N2-Ni) for glucose non-enzymatic determination, a reaction catalyzed by the 
NiOOH presence. The electrode was used for glucose determination in real and 
spiked biological fluids samples, in a microfluidic system based on textile threads 
(μTED), which allowed the reduction of reagents and residues, making this a 
green analytical method as evidenced by the Eco-Scale score. CPME-N2 was also 
evaluated for the simultaneous incorporation of a redox mediator (Prussian blue) 
and glucose oxidase enzyme for the glucose enzymatic determination. The 
biosensor had good enzyme-substrate affinity and stability after successive 
measurement days, and was applied efficiently for the glucose determination in 
biological fluid samples. Finally, CPME-N2, with other electrodes, was applied in a 
voltammetric electronic tongue, aiming the distinction and determination of 
catechol, 4-ethylcatechol and 4-ethylguaiacol. The strategy allowed the 
discrimination and determination of these species, using chemometric tools, PCA 
and neural networks. In this way, due to the interaction capacity of the biochar, 
improved by the chemical activation, it was possible to apply different 
electrochemical sensors, with satisfactory results in relation to the electrode 
without modification and modified with precursor biochar (untreated). This 
demonstrates the versatility and feasibility of the biochar use as a sensor modifier, 
which is also interesting from the economic and ecological point of view. 
 

Keywords: Activated biochar, electrochemical sensors, nickel, phenolic 
compounds, glucose, microfluidic device, electronic tongue. 
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1.1 BIOCHAR 

 

O termo biochar, ou biocarvão, surgiu da união das palavras biomass (do 

inglês, biomassa) e charcoal (do inglês, carvão). Trata-se de um material rico em 

carbono e obtido a partir do processo de pirólise de biomassa, de origem animal ou 

vegetal, em baixa ou nenhuma quantidade de oxigênio e temperaturas moderadas (< 

700 ºC) [1, 2] (FIGURA 1). O processo de obtenção é semelhante ao utilizado para a 

produção de carvão vegetal. No entanto, a distinção entre o biochar e outros 

materiais carbonáceos se deve em virtude do biochar ter sido inicialmente produzido 

visando aplicações na remediação de solo, no sequestro de carbono ou na 

percolação de água em solo [3, 4]. O uso de biomassa pirolisada em solos surgiu a 

partir de pesquisas realizadas em um solo amazônico específico, conhecido como 

“Terra Preta de Índios” (TPI), que apresentava manchas profundas, escuras e 

altamente férteis. A partir dos anos 2000, pesquisas começaram a ser conduzidas, 

visando a investigação e produção de um material similar as TPI, dando origem ao 

biochar [5, 6].  

 
FIGURA 1 – ESQUEMA DE OBTENÇÃO E APLICAÇÃO DE BIOCHAR A PARTIR DE BIOMASSA

 
FONTE: Adaptado de Tan e colaboradores [7]. 

 

Dependendo do material de origem (matéria-prima), o biochar pode 

apresentar propriedades adsortivas distintas, e que podem influenciar na capacidade 

de interação do material, dependendo da aplicação desejada. Tais propriedades 

podem estar diretamente relacionadas à variações de área superficial, tamanho e 

volume de poros, quantidades e tipos de grupos funcionais.  
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Diversas matérias-primas podem ser utilizadas para a obtenção de biochar, 

dentre estas, destacam-se os resíduos industriais e os rejeitos agrícolas, denotando 

ao biochar um grande apelo ambiental [8]. Diversos tipos de biomassas são 

descritas na literatura para a produção de biochar, tais como cascas de amendoim 

[9] e de coco [10], resíduos de mangue [11], cama de frango [12], resíduos suínos, 

aviário e leiteiro [13], madeira ou serragem de pinus [14] e eucalipto [15], palhas de 

trigo [16] e de milho [17], resíduos de mamona [18] e várias outras [8]. 

A mamona (Ricinus communis) é uma oleaginosa tropical que possui grande 

quantidade de óleo em suas sementes [19], e foi a biomassa escolhida para a 

produção de biochar neste trabalho. As sementes de mamona são amplamente 

utilizadas para a extração de óleo vegetal não comestível e rico em ácido ricinoleico, 

o que torna este processo altamente viável e economicamente vantajoso para a 

produção de biodiesel, cosméticos, tintas, entre outros [20]. Isso leva a uma elevada 

produção de mamona, tanto nacional, quanto mundialmente. De acordo com dados 

obtidos pelo Levantamento Sistemático da Produção Agrícola (LSPA – IBGE), a 

produção brasileira de mamona registrada no ano de 2018 chegou a mais de 19 mil 

toneladas [21]. Com isso, tem-se a geração de uma grande quantidade de resíduos 

que, muitas vezes, não apresentam um destino adequado. Os resíduos de mamona 

(farelo de mamona) apresentam elevado teor de proteínas, de 34 a 36 %. No 

entanto, também são altamente tóxicos, devido à presença de toxinas, tal como a 

ricina [22, 23], que pode ser letal ao homem em doses superiores a 5,0 μg kg-1 [24]. 

Isso torna o farelo de mamona um resíduo perigoso, e que normalmente é utilizado 

como fertilizante de solos [22]. Considerando que a gestão de resíduos representa 

um ônus ambiental significativo, a produção de biochar torna-se uma excelente 

alternativa para os resíduos de mamona, com um processo de produção simples, de 

baixo custo, e ecologicamente amigável, permitindo a obtenção de um material 

estável e com uma ampla gama de aplicações [25].  

Após o processo de pirólise, o biochar apresenta um aumento no teor de 

carbono, e também maior resistência à decomposição (recalcitrante), comparado à 

biomassa precursora [1]. No entanto, as suas características físico-químicas podem 

também ser variáveis de acordo com as condições de pirólise utilizadas. Em 

temperaturas de pirólise moderadas, entre 300 e 500 ºC, o biochar ainda apresenta 

composição predominante de carbono amorfo, com uma superfície altamente 

funcionalizada, permitindo a sua interação com diversos compostos, como 
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macromoléculas inorgânicas, moléculas orgânicas, água e íons metálicos [26, 27]. 

Devido a estas propriedades altamente adsortivas, o biochar passou também a ser 

amplamente empregado para a remoção e/ou imobilização de contaminantes 

ambientais, tais como íons metálicos [28-30] e pesticidas [31, 32], em matrizes 

aquosas ou em solos [33-35]. A versatilidade do biochar em interagir com espécies 

orgânicas e inorgânicas está relacionada com a sua porosidade e, principalmente, 

com a presença de grupos funcionais superficiais. Consequentemente, a interação 

entre o biochar e outras espécies pode ocorrer mediante diferentes mecanismos de 

interação, tais como [7, 33]: 

 Troca iônica, pela troca de íons que naturalmente estão ligados aos 

grupos funcionais ou óxidos minerais do biochar com íons metálicos contidos no 

meio;  

 Complexação de ânions ou cátions metálicos com os grupos funcionais 

presentes no biochar, formando complexos metálicos;  

 Atração/repulsão eletrostática de compostos carregados com a superfície 

do biochar, que pode estar negativamente ou positivamente carregada;  

 Ligações de hidrogênio pela interação de espécies, geralmente orgânicas, 

que apresentam grupamentos que permitem tais interações, tais como –OH e –NH2; 

 Adsorção física pela incorporação de espécies em poros ou cavidades 

existentes na superfície do biochar. 

 

A interação do biochar com outras espécies pode ainda ser melhorada a 

partir de processos de tratamento de ativação, que promovem a oxidação superficial 

do biochar e a introdução de mais grupamentos funcionais no material, melhorando 

assim a sua capacidade de adsorção/interação [36]. Diferentes métodos podem ser 

empregados para a ativação superficial do biochar, sendo um destes a ativação 

física, onde as amostras são submetidas a temperaturas elevadas na presença de 

gases, tais como o dióxido de carbono e nitrogênio [36]. Além deste processo, a 

ativação química da superfície do biochar é também um método comumente 

empregado. Para tal, são utilizados agentes químicos que visam à modificação da 

superfície do biochar, tais como ácido nítrico [37], hidróxido de sódio [38, 39], 

peróxido de hidrogênio [40], ácido sulfúrico [41], permanganato de potássio [42], 
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hidróxido de potássio [43]. Além destes, também podem ser utilizadas misturas de 

agentes oxidantes ou redutores (HNO3/H2SO4, HNO3/KOH, HNO3/H3PO4) [44, 45].  

Diversos trabalhos da literatura relatam a introdução de grupos funcionais na 

superfície de materiais carbonáceos empregando a ativação química [46-48]. Já a 

utilização de soluções ácidas contribui para a inclusão de grupos funcionais ácidos, 

como carboxílicos, fenólicos e lactônicos [44, 49]. A formação de grupos funcionais 

pode ocorrer nas paredes das aberturas dos poros, com isso, além do aumento da 

quantidade de grupos funcionais tem-se a variação da área superficial e do volume 

de poros do carbonáceo [46, 50]. Com isso, sítios ativos podem ser formados na 

superfície do material e podem aumentar a sua capacidade de adsorver/interagir 

com outros compostos. Isso também pode contribuir para a capacidade de troca 

catiônica da superfície do biochar, levando em conta o aumento de cargas negativas 

superficiais, favorecendo interações com cátions metálicos, por exemplo [7, 36].  

De acordo com o tipo de tratamento de ativação utilizado, biochar com 

distintas propriedades físico-químicas e de adsorção poderão ser obtidos [47, 48]. 

Jaramillo e colaboradores [37] avaliaram a capacidade adsortiva de diferentes 

amostras de biochar de sementes de cereja, para a adsorção de íon Cu(II). Estas 

amostras foram preparadas com e sem a ativação por diferentes tratamentos físicos 

e químicos, sendo estes: ar, ar-ozônio, ácido nítrico e peróxido de hidrogênio. De 

acordo com os autores, as amostras tratadas com HNO3 e ar-ozônio apresentaram 

um aumento de grupos funcionais ácidos contendo oxigênio e, consequentemente, 

apresentaram maior capacidade de adsorção superficial, sendo registrado um valor 

de íons adsorvidos de 25 mg g-1. Enquanto que a amostra não submetida ao 

tratamento apresentou um valor máximo de adsorção menor do que 5,0 mg g-1.  

Estupiñan e colaboradores [47] relataram o uso de biochar quimicamente 

ativado com H2O2 e HNO3 para a adsorção de íons Ni(II) em soluções aquosas. Os 

resultados obtidos indicaram que as amostras tratadas apresentaram maior 

habilidade para adsorver os íons, comparadas ao biochar não tratado, sendo que 

essa melhora foi atribuída ao aumento da porosidade e de grupos funcionais 

oxigenados na superfície do material. Os valores da capacidade máxima adsorvida 

foram comparados por diferentes modelos de adsorção, onde foram obtidos os 

valores de 29,7 mg g-1 para o biochar tratado com H2O2 e de 51,0 mg g-1 para a 

amostra submetida ao tratamento com HNO3. Os autores sugerem que a elevada 
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quantidade de grupos ácidos superficiais, com predominância de grupos 

carboxílicos, favoreceu a adsorção de íons Ni(II) pelo biochar tratado com HNO3. 

Com base no exposto, é observado que a ativação química da superfície do 

biochar promove o aumento da quantidade de grupamentos funcionais, o que 

contribui para a capacidade de interação deste material com diferentes espécies, 

permitindo a sua aplicação eficiente na remoção e/ou imobilização destas. Assim, a 

melhora das características adsortivas do biochar evidencia o seu uso em sensores 

eletroquímicos, visando à imobilização e pré-concentração de espécies de interesse, 

para posterior determinação voltamétrica destes analitos. 

 

1.2 BIOCHAR NA CONSTRUÇÃO DE ELETRODOS 

 

1.2.1 Modificação de Eletrodos 

 

Os eletrodos quimicamente modificados (EQM) são amplamente 

empregados na eletroanalítica, sobretudo, por atribuírem ao eletrodo algumas 

vantagens, tais como a melhora na transferência eletrônica, seletividade e aumento 

da capacidade adsortiva de eletrodos base, o que pode promove o aumento de 

sensibilidade e detectabilidade destes dispositivos [51, 52]. Contudo, o efeito da 

superfície também está relacionado com o modificador utilizado, e o tipo de 

modificação. Diversas técnicas podem ser empregadas para a modificação de 

eletrodos, tais como adsorção, ligação covalente, filmes poliméricos, materiais 

compósitos, entre outros [53]. Apesar disso, o uso de eletrodos compósitos mostrou-

se mais adequado para o emprego de biochar, o que possibilita a melhor 

homogeneização do modificador, pela incorporação interna do material eletródico. 

De maneira geral, os eletrodos compósitos podem ser formados pela mistura de 

uma fase condutora e uma fase aglutinante, e permitem a preparação de eletrodos 

de maneira simples e rápida [54, 55].  

Dentre este tipo de aplicação, destacam-se os eletrodos de pasta de 

carbono (EPC), que consistem em eletrodos compósitos e que apresentam baixo 

custo de fabricação, versatilidade e facilidade de renovação da superfície, uma vez 

que o material modificador está distribuído homogeneamente da pasta de carbono 

[56]. Esta estratégia já é relatada na literatura para a incorporação de biochar, 

visando à construção de sensores eletroquímicos para a pré-concentração e 
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determinação eficiente de íons Cd(II) e Pb(II) em efluentes industriais [57], de íons 

Cd(II) em amostras de arroz [58] e de íons Cu(II) em bebidas destiladas [59]; de 

pesticida paraquat em água de coco e água potável [60], metil paration em água 

potável [61], e detecção de catecol, hidroquinona, e fármacos [62].  

Estes exemplos ilustram a eficiência da aplicação de biochar na modificação 

de sensores eletroquímicos, o que promoveu maior capacidade de interação e pré-

concentração das espécies, em comparação ao eletrodo não modificado e a 

eletrodos modificados com materiais adsorventes mais usuais, tal como o carvão 

ativado. Contudo, tal aplicação ainda não é relatada para o uso de biochar 

quimicamente tratado (ativado), o que poderia melhorar ainda mais o desempenho 

analítico de sensores à base de pasta de carbono modificados com biochar.  

Além do uso de biochar para a determinação de espécies de maneira direta, 

outros trabalhos relatam o uso de biochar para o ancoramento de espécies, visando 

a determinação do analito. Estas modificações podem melhorar algumas 

características do eletrodo base, tais como no aumento da área superficial, 

melhoraria na condutividade elétrica da superfície e na região útil de potencial. 

Como exemplos, pode-se citar o ancoramento de nanoestruturas de bismuto em 

biochar para a determinação de íons Pb(II) [63]; de nanogotas de mercúrio para a 

determinação de zinco [64]; e de nanopartículas de ouro para detecção de 

hidroquinona e catecol [65]. 

Levando em conta esta capacidade do biochar de interagir e suportar 

espécies, torna-se viável o seu uso para ancorar modificadores com propriedades 

eletrocatalíticas ou mediadores redox. Um exemplo da resposta esperada para estes 

sistemas está baseado em um mecanismo que envolve uma etapa eletroquímica (E) 

e uma etapa química (C’), conhecido como EC’, envolvendo um mediador redox (M) 

e um analito (A) (FIGURA 2) [66].  
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FIGURA 2 – ESQUEMA GENÉRICO DO MECANISMO EC’ DE UM ELETRODO CONTENDO UM 
MEDIADOR REDOX PARA A OXIDAÇÃO OU REDUÇÃO DE UM ANALITO  

 
FONTE: O autor (2018). 

 

De acordo com esquema apresentado, um eletrodo está modificado com um 

mediador redox na sua forma reduzida (MRRed). Na primeira etapa, ocorre a 

formação eletroquímica da forma oxidada do mediador presente na superfície do 

eletrodo (MROx). A partir disso, tem-se a etapa química, onde o a espécie MROx é 

capaz de promover a oxidação química de uma espécie de interesse (analito) que 

esteja na forma reduzida (ARed), enquanto a espécie do mediador MRRed é 

regenerada. Com aplicação de potencial suficiente, esta espécie pode ser 

novamente oxidada, dando sequência ao ciclo eletrocatalítico. O ciclo envolvendo as 

reações inversas também pode ocorrer, dependendo das reações do analito que se 

deseja monitorar, e do mediador redox utilizado [67-69]. 

Diversos materiais podem ser empregados como mediadores redox, tais 

como polímeros condutores, como o polipirrol [70]; complexos de rutênio [71]; 

hexacianoferratos metálicos [72]; ftalocianina [73]; e metais, como mercúrio [74] e 

níquel [75]; entre outros. Dentre estes, os eletrodos à base de níquel vêm sendo 

empregados desde a década de 1970 para a oxidação de compostos orgânicos, tais 

como álcoois, aminas, glicerol e glicose [76, 77]. Considerando as propriedades 

eletrocatalíticas do Ni(III), este é amplamente empregado como um modificador de 

eletrodos, promovendo a eletro-oxidação catalítica do analito, a partir do par redox 

Ni(II)/Ni(III) [78-80], e permitindo a determinação voltamétrica não-enzimática de 

espécies [75, 81]. Tais reações ocorrem na interface eletrodo-solução, e baseiam-se 

em mecanismos de reações químicas acopladas do tipo eletroquímico–químico 

catalítico, conforme abordado anteriormente.  
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Neste caso, a etapa eletroquímica, promove a oxidação de espécies de Ni(II) 

para Ni(III), formando o oxi-hidróxido de níquel. Já na etapa química, a espécie 

Ni(III), altamente oxidante, possibilita a catálise de reações de outras espécies [68, 

82]. O par redox Ni(II)/Ni(III) apresenta processos faradáicos bem definidos e 

reversíveis, sendo que o processo de oxidação pode ser observado em 

aproximadamente 550 mV e o de redução em 300 mV (vs Ag/AgClSat) [80, 83, 84]. 

Além disso, ressalta-se que o comportamento eletroquímico dessas espécies 

depende da morfologia e da estrutura desses compostos [85]. 

O Ni(OH)2 apresenta uma estrutura lamelar, e que pode estar organizada de 

maneiras distintas, tanto no seu estado reduzido, como no oxidado (NiOOH), 

conforme pode ser observado pelo Diagrama de Bode (FIGURA 3) [86].  

 
FIGURA 3 – DIAGRAMA DE BODE PARA AS FORMAS ESTRUTURAIS DE Ni(OH)2 E NiOOH 

 
FONTE: Adaptado de Bode e colaboradores [86]. 

 

Conforme mostrado na FIGURA 3, o Ni(OH)2 pode apresentar-se nas fases 

α e β, e esta conversão pode ocorrer pelo envelhecimento da espécie em meios 

muito alcalinos, ou pela ciclagem contínua por voltametria cíclica. Sendo que o α-

Ni(OH)2 possui maior desordem e distanciamento interlamelar, apresentando assim 

melhores propriedades eletroquímicas em comparação à fase β [87]. O NiOOH pode 

apresentar as fases β e γ, onde a conversão para a espécie γ-NiOOH pode ocorrer 

pela aplicação de um sobrepotencial positivo, levando ao aumento da distância 

interlamelar [88]. 
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Diversos trabalhos relatam o desenvolvimento e aplicação de metodologias 

analíticas para a determinação não-enzimática de glicose, empregando mediadores 

redox a base de níquel. A exemplo disto, Ojani e colaboradores [69] utilizaram um 

EPCM com níquel/poli-o-aminofenol para a determinação não-enzimática de 

diversos carboidratos, dentre estes a glicose. Para a incorporação de níquel, o 

eletrodo modificado com o polímero foi imerso em uma solução contendo 1,0 mol L-1 

de íons Ni(II). A presença do polímero permitiu a incorporação de íons Ni(II) e o 

eletrodo modificado apresentou um comportamento bem definido para o par redox 

Ni(II)/Ni(III). O dispositivo apresentou-se eficaz para catalisar a oxidação da glicose e 

de outros carboidratos. A curva analítica foi obtida e apresentou um comportamento 

linear de 0,10 a 2,7 mmol L-1, e limite de detecção de 0,09 mmol L-1.  

Em outro trabalho, Ko e colaboradores [89] desenvolveram um sensor não-

enzimático para determinação de glicose utilizando um eletrodo de nanodiamante 

modificado com hidróxido de níquel. A determinação de glicose foi realizada por 

medidas amperométricas empregando potencial aplicado de 0,50 V. A curva 

analítica apresentou região linear, de 0,02 a 9,0 mmol L-1, com limite de detecção de 

1,2 mmol L-1. Segundo os autores, o mecanismo de oxidação eletroquímica da 

glicose no eletrodo proposto apresentou uma melhora na capacidade eletrocatalítica. 

Além disso, o sensor apresentou bom desempenho analítico, com elevada 

seletividade, sensibilidade e estabilidade para medidas em longo prazo.  

Os exemplos supracitados demonstram o sucesso da aplicação de eletrodos 

modificados com NiOOH como sensores não-enzimáticos para a determinação de 

glicose, devido a elevada capacidade oxidante do Ni(III). Cabe ressaltar que, a 

construção destes eletrodos só foi possível pelo emprego de outros materiais 

capazes de suportar o níquel de forma estável.  

Uma outra classe de modificadores que se destacam na construção de EQM 

são os hexacianoferratos metálicos pois, podem atuar como mediadores redox. 

Dentre estes, o complexo hexacianoferrato de ferro (FeHCF), também conhecido 

como Azul da Prússia, é um dos mais empregados para esta finalidade [90, 91]. Este 

composto é formado por centros metálicos de Fe(II) e Fe(III), ligantes CN‒ e contra-

íons de K+, distribuídos nos interstícios da estrutura. A estrutura do Azul da Prússia 

(PB) apresenta geometria cúbica de face centrada, conforme observado na FIGURA 

4 [92, 93].  
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FIGURA 4 – ESTRUTURA CÚBICA DO HEXACIANOFERRATO DE FERRO (AZUL DA PRÚSSIA) 

  
FONTE: Adaptado de Pintado e colaboradores [94]. 

 

Como observado na estrutura da FIGURA 4, o PB apresenta centros 

metálicos de Fe(II) e Fe(III), sendo capaz de mediar e/ou catalisar reações redox a 

partir do par Fe(II)/Fe(III). Este complexo de valência mista e, como o nome sugere, 

exibe uma coloração azul. Quando esta espécie é reduzida, tem-se a formação de 

um complexo de coloração branca, com centros metálicos apenas de espécies de 

Fe(II), chamado de branco da Prússia [95]. Esta reação ocorre quando íons K+, ou 

outros cátions com raio hidrodinâmico menor do que 1,6 Å, são difundidos na rede 

cristalina do PB, reduzindo o complexo e permitindo a oxidação do analito. Quando 

os centros metálicos possuem apenas espécies de Fe(III), o complexo apresenta 

coloração verde amarelada, e o composto formado é conhecido como verde de 

Berlin [93, 96].  

A obtenção do complexo PB pode ser realizada por diferentes rotas, sendo 

as combinações entre ferricianeto de potássio (K3[Fe(CN)6]) e ferrocianeto de 

potássio (K4[Fe(CN)6]) com espécies de Fe(II) ou Fe(III) as maneiras mais simples 

[97-99]. Outra rota amplamente utilizada é a eletrossíntese ou síntese eletroquímica 

[100], que pode ser realizada pela eletrodeposição de PB na superfície de eletrodos, 

pela aplicação de uma corrente contínua [101], de um potencial constante [102] ou 

por ciclos voltamétricos consecutivos [103]. Este último método é amplamente 

empregado no desenvolvimento de sensores eletroquímicos modificados com PB. 

Pradela-Filho e colaboradores [104] utilizaram um eletrodo de pasta de 

carbono modificado com PB para a determinação amperométrica de nitrito. A 

presença do PB permitiu ao eletrodo catalisar a reação de redução do nitrito, 

melhorando a resposta do eletrodo base, principalmente com relação à 

K+ 
Fe(III) 
Fe(II) 
N 
C 
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sensibilidade. O método FIA foi aplicado com sucesso para a quantificação de nitrito 

em amostras de água e alimento. Os autores destacaram a facilidade e o baixo 

custo para a construção do dispositivo EPC-PB, além do baixo consumo de 

reagentes e elevada velocidade de análise associados ao uso do sistema em fluxo. 

Gimenes e Nossol [103] investigaram a formação de filmes de PB em 

nanotubos de carbono de paredes simples (NTC). Os filmes foram depositados 

eletroquimicamente por voltametria cíclica, formando um compósito NTC-PB na 

superfície do eletrodo, e apresentaram elevada estabilidade eletroquímica em meio 

de KCl. Além disso, os autores consideraram que o procedimento proposto 

apresentou grande potencialidade para ser aplicado na construção de sensores para 

determinação de espécies de interesse. 

Além dos exemplos citados, merece destaque o uso do azul/branco da 

Prússia como mediador na redução de H2O2. Diversas enzimas produzem peróxido 

de hidrogênio como resultado da reação enzimática sobre o substrato o que pode 

ser detectado com complexo de ferro. Assim, é possível combinar esse mediador 

com sistemas enzimáticos e expandir seu potencial uso na construção de 

biossensores. 

Os biossensores eletroquímicos são uma subclasse de sensores baseados 

em elementos de reconhecimento biológico, tais como enzimas, proteínas, 

anticorpos, células, tecidos ou receptores. Este tipo de sensor apresenta elevada 

especificidade devido à reação seletiva com o analito [105]. Além disso, os 

biossensores são cada vez mais visados pela sua potencialidade em diagnosticar 

problemas e/ou doenças empregando dispositivos com resposta rápida, baixo custo 

e elevada sensibilidade [106].  

Com base nas propriedades físico-químicas do biochar, tais como a elevada 

funcionalização, biocompatibilidade e atoxicidade, este material apresenta 

potencialidade para ser aplicado como modificador de eletrodos no desenvolvimento 

de biossensores. A possibilidade de incorporação de espécies biológicas sobre o 

biochar é suportada nas estratégias de ancoragem desses materiais, mais 

precisamente nos tipos de interações químicas existentes entre a espécie biológica 

e a superfície do eletrodo. A determinação enzimática de glicose normalmente é 

realizada com utilização de biossensores amperométricos, que podem ser 

empregados com base em diferentes mecanismos de reconhecimento e respostas. 
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O uso de biossensores enzimáticos para a determinação de glicose é relatado na 

literatura empregando as mais variadas configurações de sensores. Este trabalho 

focou na utilização da enzima glicose oxidase (GOx), uma oxirredutase que 

apresenta elevada especificidade, estabilidade e baixo custo de obtenção [107, 108]. 

A GOx, assim como outras enzimas e proteínas, constitui-se de cadeias de 

aminoácidos que se ligam através de reações com seus grupos de amina primárias 

(‒NH2). Assim, a imobilização da GOx pode ocorrer a partir de ligações com grupos 

funcionais específicos presentes na superfície do eletrodo, tais como hidroxilas (‒

OH), carbonilas (C=O), e carboxilas (‒COOH). Estes grupos podem ser ativados 

quimicamente para imobilização da enzima, mantendo a sua atividade enzimática 

para o desenvolvimento de biossensores [109, 110]. 

 

1.3 OUTRAS APLICAÇÕES DE SENSORES ELETROQUÍMICOS 

 

Dentre as técnicas eletroanalíticas, podem-se citar desde as mais simples, 

como as voltametrias linear e cíclica, até técnicas mais sensíveis, como as pulsadas. 

A escolha das técnicas se deve de acordo com os objetivos, e os obstáculos de uma 

determinação voltamétrica. Sendo que as técnicas pulsadas, como pulso diferencial 

(DPV) ou onda quadrada (SWV), podem possibilitar melhoras em relação a 

sensibilidade e limites de detecção, devido a minimização da corrente capacitiva. 

Neste sentido, outra estratégia empregada para este fim é o método de redissolução 

ou stripping voltamétrico. Estes métodos se baseiam em uma etapa prévia de 

medida, onde é realizada a pré-concentração do analito sobre a superfície do 

eletrodo (com ou sem aplicação de potencial elétrico), e em seguida, realiza-se a 

etapa de medida voltamétrica (varredura do potencial). Outra técnica amplamente 

utilizada é a amperometria, que consiste na aplicação de um potencial fixo, seguida 

do monitoramento da corrente em função do tempo. Isso possibilita a sua aplicação 

em análises em fluxo, onde a passagens do eletrólito suporte ocorre por canais ou 

caminhos analíticos.  

As medidas voltamétricas podem ser realizadas utilizando-se diferentes 

arranjos de eletrodos, normalmente empregam células eletroquímicas 

convencionais, constituídas de três eletrodos (trabalho, auxiliar e referência). 

Contudo, existem outras abordagens onde os sistemas voltamétricos podem ser 

explorados como adequação a sistemas hidrodinâmicos miniaturizados (dispositivos 
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microfluídicos) e arranjos combinando mais de um eletrodo de trabalho que podem 

promover a determinação de analitos simultaneamente, de maneira rápida e precisa. 

Este conceito de arranjos de sensores é amplamente utilizado para determinações 

empregando narizes ou línguas eletrônicas.  

 

1.3.1 Dispositivos Microfluídicos 

 

As análises por injeção em fluxo (FIA – Do inglês, Flow Injection Analysis) 

estão entre as mais utilizadas em dispositivos microfluídicos, e se baseiam na 

injeção de analito em um fluxo contínuo, ou solução transportadora. De maneira 

simplificada, o analito é transportado pelo caminho analítico até chegar a uma região 

de detecção. Para as determinações eletroquímicas, um sinal transiente é registrado 

e relacionado à concentração do analito adicionado [111, 112]. O uso de dispositivos 

microfluídicos se baseia na utilização de sistemas em fluxo miniaturizados, com 

canais em dimensões micrométricas, possibilitando a manipulação de quantidades 

de volumes reduzidos (μL e nL) [113]. A miniaturização apresenta algumas 

vantagens em relação aos sistemas convencionais de medida, principalmente em 

relação à possibilidade de portabilidade do sistema (dispositivos point-of-care), 

menor tempo de análise e consumo de reagentes e insumos, e elevada 

sensibilidade [114, 115].  

Existe uma grande variedade de dispositivos e sistemas microfluídicos, 

construídos com diferentes materiais, tais como papéis [116, 117], plásticos [118], 

vidros [119], polímeros [114, 120], entre outros. Além disso, os dispositivos 

construídos a base de fibras ou fios têxteis como caminho analítico vem recebendo 

destaque em aplicações eletroanalíticas, principalmente em virtude da facilidade de 

fabricação do dispositivo e do baixo custo agregado aos componentes do sistema 

[121, 122]. Em um trabalho recente, Agustini e colaboradores [122] construíram um 

sistema microfluídico baseado em fios têxteis (μTED), compostos por placas de vidro 

sobrepostas, empregando fios de algodão como caminho analítico. Sendo que a 

passagem da solução de medida ocorreu por capilaridade, sem a necessidade de 

bombas de propulsão. O dispositivo foi aplicado para a determinação amperométrica 

simultânea de fármacos, e apresentou elevada detectabilidade e frequência 

analítica, de 45 injeções por hora. Além disso, segundo os autores o dispositivo 

também apresentou um baixo custo de fabricação, de US$ 0,39 por dispositivo. 
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Em outro trabalho, Carneiro e colaboradores [114] utilizaram um dispositivo 

microfluídico impresso em 3D, utilizando polímeros termoplásticos em combinação 

com fios de algodão como microcanais. Um eletrodo impresso foi acoplado ao 

dispositivo μTED, visando a determinação amperométrica de compostos fenólicos. 

Este método também apresentou resultados satisfatórios, com baixos limites de 

detecção, reprodutibilidade, elevada frequência analítica, sensibilidade e 

estabilidade. De acordo com os autores, o dispositivo impresso em 3D apresentou 

facilidade no procedimento de montagem, além de tornar a sua utilização mais 

acessível a qualquer usuário. 

A tecnologia de impressão tridimensional (3D) é uma ferramenta que pode 

facilitar o processo de fabricação de diversos materiais, permitindo a obtenção de 

dispositivos microfluídicos de forma rápida, com possibilidade de modulação de 

formatos e dimensões, e também com a minimização de resíduos gerados [123, 

124]. Os dispositivos 3D podem ser obtidos utilizando diferentes métodos, sendo 

que neste trabalho foi empregada a técnica por modelagem de deposição fundida 

(FDM – Do inglês, Fused Deposition Modeling), mais comumente utilizada para 

materiais poliméricos [125]. Esta técnica apresenta algumas características como 

simplicidade operacional, baixo custo de impressão e capacidade de desenvolver 

plataformas versáteis e miniaturizáveis [126], o que permite que seja amplamente 

empregada em uma série de aplicações, como na impressão de próteses para usos 

biológicos e médicos [127, 128]; protótipos e modelos estruturais arquitetônicos 

[129]; peças para aplicações aeroespaciais [130]; dispositivos eletrônicos e sensores 

eletroquímicos [114, 124].  

Para a construção de dispositivos 3D por FDM, um filamento polimérico é 

extrusado acima de sua transição vítrea, ou temperatura de fusão, através de um 

orifício de saída (bocal de extrusão), e depositado camada por camada sobre uma 

plataforma de impressão. A impressora também apresenta uma segunda plataforma 

de fabricação que se movimenta em diferentes direções (x, y e z), o que permite a 

confecção de objetos tridimensionais com formatos e dimensões moduláveis [126, 

131, 132]. A FIGURA 5 ilustra um modelo de impressora 3D por FDM, contendo as 

plataformas de fabricação e impressão, bocal de extrusão por onde saem os 

filamentos poliméricos e um objeto impresso.  
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FIGURA 5 – MODELO DE UMA IMPRESSORA TRIDIMENSIONAL (3D) POR MODELAGEM DE 
DEPOSIÇÃO FUNDIDA (FDM) 

 
FONTE: Adaptado de Wang e colaboradores [126]. 

 

Assim, o uso de dispositivos microfluídicos de análise em 3D possibilita a 

utilização de uma plataforma de determinação com um menor consumo de insumos, 

devido à miniaturização do sistema. Além disso, a utilização de microcanais promove 

a passagem da solução carregadora por capilaridade, o que também pode contribuir 

para a frequência analítica, sem a necessidade de utilização de um sistema externo 

de propulsão.  

Estas características permitem ainda elencar os sistemas microfluídicos de 

acordo com os “Princípios da Química Verde”, que tem como objetivo o 

desenvolvimento de métodos ambientalmente mais amigáveis. Dentro deste 

conceito, espera-se que os métodos analíticos sigam as características ou princípios 

descritos a seguir [133-135]. 

1. Aplicação de técnicas analíticas diretas para evitar o tratamento das 

amostras. 

2. Minimização do tamanho e número de amostra. 

3. Realização de medidas in situ. 

4. Integração de processos analíticos e operações para reduzir energia e o 

uso de reagentes. 

5. Automatização e miniaturização de métodos. 

6. Evitar a derivatização. 

7. Minimizar a geração de resíduos e gerenciar adequadamente os resíduos 

gerados. 

v 
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8. Utilizar métodos multianalíticos ou multiparâmetros ao invés de métodos 

usando um analito de cada vez. 

9. Minimizar o uso de energia. 

10. Utilizar fontes renováveis de matéria-prima e técnicas economicamente 

viáveis. 

11. Eliminar ou substituir reagentes tóxicos. 

12. Aumentar a segurança do operador, para prevenir acidentes. 

 

1.3.2 Línguas Eletrônicas Voltamétricas 

 

As abordagens empregadas em uma ET estão associadas à habilidade do 

paladar humano em determinar sabores (FIGURA 6). Os receptores gustativos são 

os responsáveis pela transdução sensorial do paladar, cujo processamento ocorre 

por meio de sinais sinápticos entre os neurônios [136]. Em analogia, as ET são 

compostas por um sistema multissensor que consiste por uma série de sensores de 

baixa seletividade, e que geram informações multidimensionais a respeito dos 

compostos de interesse [137, 138]. Os sensores empregados podem não identificar 

uma substância específica, mas responderem a um conjunto de informações de 

vários analitos, assim como o cérebro humano processa as informações que recebe.  

As respostas dos sensores apresentam um padrão de sensibilidade cruzada 

em relação aos analitos, e que podem ser utilizadas para melhorar a detectabilidade 

e promover uma seletividade global entre os sensores utilizados, fornecendo 

padrões para cada analito e/ou amostra [139, 140]. Em relação aos sensores 

utilizados em uma ET, os eletrodos de pasta de carbono (EPC) apresentam 

características interessantes como baixas correntes de fundo, versatilidade e 

simplicidade de construção e/ou modificação, além de baixo custo [55, 141]. Vários 

trabalhos relatam o uso de EPC não modificados [142, 143] e modificados aplicados 

em ET [144, 145]. Modificadores como complexos metálicos [146, 147], 

nanopartículas metálicas [148], polipirrol [149, 150], ftalocianinas [147, 151] e 

nanotubos de carbono [152] têm sido amplamente relatados para a construção 

destes dispositivos. 
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FIGURA 6 – ANALOGIA ENTRE O RECONHECIMENDO BIOLÓGICO GUSTATIVO E O EMPREGO 
DE UMA LÍNGUA ELETRÔNICA 

 
FONTE: O autor (2019). 

 

Após a aquisição dos dados, empregando diferentes sensores voltamétricos, 

tem-se uma especificidade parcial para diferentes compostos ou analitos em 

solução. Estas especificidades podem ser confrontadas, o que acarreta em um 

“cruzamento de dados”. Assim, procedimentos computacionais avançados 

(quimiométricos) são normalmente empregados para o processamento destas 

respostas, e que podem ser baseados no reconhecimento de padrões e/ou na 

análise multivariada dos dados, permitindo a determinação dos compostos ou 

amostras [153, 154]. Considerando que o conjunto de sensores pode gerar uma 

grande quantidade de dados complexos, a aplicação de métodos quimiométricos é 

essencial e comumente empregada para o processamento de dados [137, 145].  

No presente trabalho foram empregadas duas ferramentas quimiométricas: 

Análise de Componentes Principais (PCA – do inglês, Principal Component Analysis) 

e Redes Neurais Artificiais (ANN – do inglês, Artificial Neural Networks). O PCA é um 

dos métodos mais importantes utilizados em quimiometria, e pode ser utilizados para 

o reconhecimento de padrões, além de ser uma maneira de reduzir a matriz de 

dados multivariados, sem perder informações importantes. O princípio do PCA é que 

os dados multivariados podem ser decompostos por projeções lineares para um 

novo sistema de coordenadas. Os novos eixos, conhecidos como componentes 

principais (PCs), estão orientados de modo que o primeiro PC captura a maior 

quantidade de variância comum [155]. Basicamente, esta análise pode ser uma 

maneira de mostrar a complementaridade das informações geradas para cada 

eletrodo, por exemplo, sendo que se os dados gerados forem redundantes 

Aquisição Processamento Resultados
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aparecerão sobrepostos, enquanto respostas diferentes irão se manifestar 

separadamente, permitindo a discriminação dos resultados [156]. 

Já a construção de ANNs é baseada nos neurônios biológicos e nos 

sistemas nervosos, ou seja, nas redes neurais naturais [157]. Este modelo foi 

proposto por McCulloch e Pitts em 1943 [158], com o intuito de imitar a realidade 

biológica. As ANNs são compostas por unidades neurais ordenadas em camadas, 

onde os dados se ajustam a fim de alcançar o objetivo, usando algum tipo de 

algoritmo de treinamento. Conforme representado na FIGURA 7, os dados de 

entrada são cruzados e combinados, reproduzindo o sistema biológico, em que os 

sinais são transmitidos por outros neurônios.  

Em geral, os neurônios de entrada não executam nenhum tipo de 

processamento sobre os sinais que recebem, apenas passam a informação adiante. 

Cada neurônio de entrada envia sinais para alguns neurônios chamados de 

escondidos (ou ocultos), e que representam os “interneurônios” do cérebro, que não 

estão diretamente conectados nem pela entrada, nem pela saída. Por fim, são 

obtidos os neurônios de saída, onde todas as informações obtidas correspondem a 

algum tipo de parâmetro [152].  

 
FIGURA 7 – REPRESENTAÇÃO DOS DADOS DE ENTRADA E DE SAÍDA PARA A APLICAÇÃO DE 

UMA REDE NEURAL ARTIFICIAL (ANN) EMPREGANDO DIFERENTES SENSORES 

 
FONTE: Adaptado de del Valle e colaboradores [137]. 
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Os erros entre os valores de saída esperados e aqueles obtidos pelo modelo 

são reduzidos a cada interação, alterando os valores de peso das conexões entre os 

neurônios. As ANNs podem ser empregadas de acordo com sua configuração 

específica: número de neurônios, número de camadas na camada oculta, funções 

de transferência, taxa de aprendizado e erro de treinamento [157]. Além disso, o 

processamento de um conjunto de sinais voltamétricos com ANNs apresenta 

elevada dimensionalidade, o que requer o uso de pré-processamentos para a 

redução de dados. Esses pré-processamentos podem melhorar o tempo de 

treinamento, evitar a redundância nas informações de entrada, obtendo um modelo 

com melhor capacidade de processamento [159]. 

Assim, as ET podem ser aplicadas de maneira qualitativa, para a 

discriminação entre analitos e/ou amostras, como por exemplo para a distinção e 

determinação de tipos de vinhos [160], cervejas [161], mel [148], cafés [142] e chás 

[162]. E também de maneira quantitativa ou multiparamétrica, para a quantificação 

de parâmetros químicos, o que permite a determinação individual de compostos 

presentes em uma ou mais amostras de maneira simultânea [163]. Neste sentido, 

relata-se o uso de ET para as mais diversas aplicações, como para estimar o efeito 

da idade de vinhos em relação à distinção e quantificação de compostos fenólicos 

[164]; de diclofenaco em amostras farmacêuticas [152]; de carboidratos em 

amostras de açúcar [156]; entre outros. 

 

1.4 ANALITOS AVALIADOS 

 

1.4.1 Níquel 

 

O níquel é um elemento pouco tóxico em comparação a outros metais. 

Contudo, pode causar doenças de pele, reações alérgicas [165], efeitos tóxicos no 

trato respiratório e no sistema imunológico [166]. Este contaminante pode ser 

encontrado em combustíveis, tal como o etanol. Isso pode ocorrer tanto pela 

absorção de metais, pela planta utilizada como matéria-prima, como também 

durante os processos de produção, armazenamento e transporte do etanol [167, 

168]. A maior preocupação diz respeito à contaminação ambiental, onde a presença 

desta espécie pode afetar negativamente o desempenho do motor, intensificar as 

propriedades corrosivas do etanol e aumentar os níveis de emissão de poluentes 
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[167, 169]. A Regulamentação Técnica de Petróleo, Gás Natural e Combustíveis 

(ANP 03/2011) [170] determina as características e limites máximos de 

contaminantes em etanol, entretanto, não há uma especificação para o teor máximo 

permitido de níquel nesta matriz.  

Em relação às matrizes aquosas, a principal fonte de contaminação de 

níquel consiste na sua presença em tubos e acessórios hidráulicos. Além disso, 

águas residuais de indústrias podem apresentar elevadas concentrações de 

poluentes inorgânicos, tal como o níquel. Isso pode ocasionar a contaminação de 

águas naturais circundantes, como rios, lagos e também fontes d’água subterrâneas, 

quando descartadas incorretamente [171]. De acordo com a Organização Mundial 

da Saúde, o teor máximo permitido de níquel em água potável é de 0,07 mg L-1 (1,19 

μmol L-1) [172]. Já em relação aos padrões de descarte de efluentes, a Resolução 

do CONAMA 430/2011 estipula que o teor máximo de níquel é de 2,0 mg L-1 (34 

μmol L-1) [173]. 

A determinação de níquel normalmente é realizada pelo uso de técnicas 

analíticas com elevada sensibilidade, tais como espectrometria de emissão óptica 

com plasma indutivamente acoplado e de massa [174], espectrometria de absorção 

atômica [175, 176], e técnicas eletroquímicas [169, 171]. Com relação a esta última, 

diversos trabalhos relatam o emprego de técnicas de voltametria de redissolução 

para o monitoramento do processo de redução de Ni(II) [168, 177]. Esta reação é 

irreversível e normalmente ocorre em potenciais em torno de -1,0 V (vs Ag/AgClSat) 

[171]. Com isso, há a necessidade de utilização de eletrodos de trabalho que 

apresentem uma elevada faixa útil de potencial, sendo os eletrodos a base de 

mercúrio os mais utilizados [178]. No entanto, o níquel apresenta baixa solubilidade 

em mercúrio, sendo necessária a utilização de agentes complexantes adicionais. O 

complexante mais empregado é a dimetilglioxima (DMG), que permite a pré-

concentração de íons Ni(II) na superfície eletródica, formando o complexo Ni(DMG)2. 

Assim, as medidas voltamétricas são realizadas pelo monitoramento do processo de 

redução de Ni(II), na sua forma complexada, em uma reação que envolve 2 elétrons 

[171, 179]. 
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1.4.2 Ácido Cafeico 

 

O ácido cafeico (ácido 3-(3,4-di-hidroxifenil-2-propenóico) (FIGURA 8) é um 

composto fenólico de origem natural, que possui atividade antioxidante e pode ser 

encontrado em diversas matrizes, como plantas [180], frutas [181], vegetais [182, 

183], e seus derivados [184, 185], entre outros. Os antioxidantes desempenham um 

papel essencial no organismo humano, uma vez que são os responsáveis por atuar 

contra os radicais livres, garantindo o equilíbrio entre os seus efeitos benéficos e 

maléficos [186-188].  

 
FIGURA 8 – ESTRUTURA MOLECULAR DO ÁCIDO CAFEICO 

 
FONTE: O autor (2018). 

 

Os radicais livres de maior ocorrência nos sistemas biológicos são espécies 

reativas de oxigênio e de nitrogênio. Estas espécies são provenientes, 

principalmente, do mecanismo celular, e quando em excesso atuam de forma 

maléfica ao organismo dos seres vivos [189, 190]. Entretanto, há outros fatores que 

potencializam a produção destes radicais como poluição, a radiação UV e 

alimentação, bem como a existência de alguns processos fisiopatológicos, tais como 

envelhecimento, obesidade, inflamações, entre outros. Podendo ocasionar em uma 

série de disfunções e doenças, tal como o câncer [191]. 

Devido ao seu importante papel antioxidante, os compostos antioxidantes 

vêm sendo pesquisados a fim de se encontrar métodos para sua quantificação e 

determinação. A determinação de ácido cafeico pode ser realizada por diversas 

técnicas, tais como, cromatográficas [192, 193], espectrométricas/colorimétricas 

[194], voltamétricas [195, 196], entre outras. A quantificação espectrometria de 

compostos fenólicos totais empregando o reagente de Folin-Ciocalteu é amplamente 

relatada. O reagente consiste na mistura de ácidos fosfomolibídico e 

fosfotunguístico, no qual o molibdênio e o tungstênio encontram-se no estado de 

oxidação +6. Na presença de certos agentes redutores, como os compostos 
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fenólicos, tem-se a formação dos chamados azul de molibdênio e azul de tungstênio 

[197]. Estes compostos apresentam coloração azul, o que permite a determinação 

colorimétrica da concentração dos compostos, normalmente utilizando 

espectrofotômetros na região do UV-Vis [198, 199].  

Contudo, as técnicas voltamétricas mostram-se comparáveis em relação às 

outras técnicas, além de apresentarem algumas vantagens. Neste sentido, podem-

se destacar o tempo de resposta mais rápido, quando comparadas ao método 

espectrofotométrico utilizando o reagente Folin-Ciocalteu, e o menor custo em 

relação às técnicas cromatográficas, por exemplo [200, 201]. Diversos trabalhos 

também relatam a eficiência da determinação voltamétrica de ácido cafeico 

empregando eletrodos à base de carbono [184, 195]. Neste sentido, a presença de 

biochar em sensores eletroquímicos pode melhorar a sensibilidade e detectabilidade 

para a determinação de ácido cafeico, a partir da sua maior capacidade de pré-

concentração.  

 

1.4.3 Glicose 

 

A glicose, também chamada de dextrose, é um açúcar simples 

(monossacarídeo) (FIGURA 9), e um dos responsáveis pelo sabor doce de frutas e 

vegetais. A glicose também é uma das principais fontes de energia do metabolismo 

animal, sendo armazenada principalmente no fígado e nos músculos [202].  

 
FIGURA 9 – ESTRUTURA MOLECULAR DA GLICOSE 

 

FONTE: O autor (2018). 

 

Alterações nos níveis de glicose no organismo podem estar diretamente 

relacionadas ao diabetes mellitus (hiperglicemia), uma doença crônica que também 

provoca anormalidades metabólicas associadas a sequelas vasculares, insuficiência 

sérica e de insulina [203]. A insulina é um hormônio produzido pelo pâncreas, e que 



43 

C. Kalinke  1. Introdução 

 
 

promove a absorção da glicose nas células. Quando a produção de insulina é 

insuficiente, tem-se a ocorrência do diabetes Tipo 1. Já a incapacidade do 

organismo de utilizar a insulina produzida leva ao diabetes Tipo 2 [202, 204]. Nas 

últimas décadas, os casos da doença cresceram drasticamente, e estima-se que 

552 milhões de pessoas serão diagnosticadas pela doença até o ano de 2030 [205, 

206]. Além disso, o diabetes é considerado uma das principais causas de morte no 

mundo [207].  

Assim, a quantificação dos níveis de glicose torna-se necessária tanto para o 

diagnóstico prévio, quanto para o monitoramento do diabetes. Este controle em 

pacientes com diabetes é tradicionalmente realizado a partir de um método invasivo, 

pela extração de sangue, utilizando um medidor de glicose portátil [206, 208]. No 

entanto, recentemente, tem se buscado por métodos de análise menos invasivos, 

pelo monitoramento em fluídos biológicos, como saliva, lágrimas e suor [209]. Neste 

sentido, vários dispositivos eletroquímicos têm sido descritos com potencialidade 

comparável aos medidores de glicose convencionais [210-212]. 

A quantificação dos níveis de glicose pode ser realizada empregando 

sensores eletroquímicos enzimáticos ou não-enzimáticos, pelo uso de mediadores 

redox. Neste trabalho, ambas as estratégias foram avaliadas utilizando diferentes 

sensores e métodos analíticos. A determinação enzimática pode promover maior 

sensibilidade e detectabilidade aos sensores, apesar de apresentar algumas 

dificuldades, principalmente no que diz respeito à estabilidade da enzima e a vida útil 

do eletrodo [213]. Já a determinação não-enzimática muitas vezes é uma opção de 

baixo custo, levando em consideração o uso da enzima e dos compostos 

empregados para a sua imobilização no eletrodo.  

 

1.4.4 Catecol, 4-etilcatecol e 4-etilguaiacol 

 

Os compostos fenólicos catecol, 4-etilcatecol e 4-etilgiaiacol (FIGURA 10), 

são amplamente encontrados em plantas, tais como vegetais, chás, tabaco e frutas 

[214]. Estes são também compostos antioxidantes, constituintes naturais do vinho e 

de alimentos, fornecendo algumas características intrínsecas de aroma e odor [215]. 

No entanto, os compostos fenólicos também podem originar aromas desagradáveis, 

associada à degradação de ácidos hidroxicinâmicos e seus ésteres, pela presença 
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de leveduras dos gêneros Brettanomyces e Dekkeras, ocasionando o chamado 

“caráter Brett” [216, 217]. 

 
FIGURA 10 – ESTRUTURAS MOLECULARES DOS COMPOSTOS CATECOL (A), 4-ETILCATECOL 

(B) E 4-ETILGUAIACOL (C) 

   

FONTE: O autor (2018). 

 

Este tipo de contaminação ocorre normalmente nas etapas de fermentação 

ou de armazenamento dos vinhos, sendo que os esporos destes micro-organismos 

podem permanecer inativos por longos períodos de tempo, até encontrarem 

condições favoráveis para proliferação [218]. Alguns autores relatam que a presença 

destes micro-organismos pode levar aos aromas de “cravo-da-Índia” e “especiarias”, 

e que são considerados interessantes para realçar a intensidade dos aromas 

frutados dos vinhos, observados em vinhos dos tipos Merlot e Cabernet, por 

exemplo. Contudo, em vinhos com menor estrutura e intensidade de sabor, estes 

aromas podem ser notados com maior presença [219, 220]. Em concentrações 

elevadas, estes compostos fenólicos podem causar defeitos organolépticos, 

originando aromas indesejados descritos como “estrebaria”, “couro” e “fumo” e que 

acabam afetando a qualidade dos vinhos [221, 222].  

A presença destes fenóis torna-se problemática quando a sua concentração 

excede o valor de 0,50 mg L-1, sendo este o limite inferior em que podem ser 

detectados pelo sistema gustativo humano [221, 223]. Uma das formas de 

determinação destes compostos pode ser realizada de maneira preventiva, visando 

à avaliação do controle de qualidade na produção de vinhos. Este tipo de 

determinação pode ser realizada por técnicas cromatográficas [224, 225], 

espectrométricas [226, 227], colorimétricas [228, 229], e voltamétricas [230, 231]. 

Neste trabalho, a determinação simultânea de polifenóis catecol, 4-etilcatecol e 4-

etilguaiacol foi realizada empregando a técnica de voltametria cíclica, utilizando três 

eletrodos à base de carbono, em uma língua eletrônica voltamétrica.  

 

A B C 
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Considerando o exposto até o momento, é evidente que o uso de materiais 

adsorventes vem se destacando em uma série de aplicações, dentre elas, a 

construção de sensores eletroquímicos. Diversos materiais têm sido propostos e 

estudados visando avaliar o desempenho de novos adsorventes que apresentem 

menor custo agregado e capacidade sortiva. Além disso, tem se optado pela busca 

de materiais adsorventes localmente disponíveis e/ou presentes como resíduos de 

outras atividades agrícolas ou industriais. Permitindo assim, a reutilização de 

materiais sem destino apropriado, por exemplo. Neste contexto, diversos materiais 

podem ser utilizados por se assemelham as características provenientes do carvão 

ativado, tais como zeólitas, quitosana, e biochar.  

Este último foi escolhido como objeto de estudo para o presente trabalho, 

onde foram avaliadas diferentes condições de ativação química, utilizando HNO3 e 

/ou H2O2, visando a melhora das propriedades sortivas do biochar. Os materiais 

obtidos foram utilizados na modificação e desenvolvimento de sensores 

eletroquímicos, objetivando a melhoria da pré-concentração de espécies de 

interesse para posterior determinação empregando a técnica de stripping 

voltamétrico. Com o intuito de explorar a versatilidade e potencialidade do biochar na 

construção de eletrodos de pasta de carbono, diferentes estratégias de aplicações 

foram avaliadas em função do seu desempenho analítico para a determinação de 

espécies de interesse, inorgânicas e orgânicas. Assim, este trabalho aborda a 

obtenção, caracterização e aplicação de Biochar Ativado como modificador de 

eletrodos visando o desenvolvimento de novos métodos analíticos para 

determinação de espécies de interesse ambiental, industrial, biológico e alimentício.  
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2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Preparar e caracterizar biochar ativado a partir de farelo de mamona. 

Avaliar a potencialidade analítica de eletrodos modificados com o biochar 

quimicamente ativado no desenvolvimento de sensores voltamétricos para a 

determinação de espécies de interesse em diferentes amostras. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Preparar amostras de biochar quimicamente ativado com ácido nítrico 

e/ou peróxido de hidrogênio, sob diferentes condições experimentais, caracterizar 

as amostras e avaliar a influência de cada estratégia de ativação na pré-

concentração e detecção de espécies inorgânicas e orgânicas; 

 Avaliar a capacidade de pré-concentração de íons níquel (II) 

empregando um eletrodo de pasta de carbono modificado com biochar ativado. 

Desenvolver uma metodologia analítica alternativa para a determinação de íons 

níquel (II), pelo monitoramento dos processos de oxirredução do par Ni(II)/Ni(III), 

visando a determinação em amostras de água potável e bioetanol combustível; 

 Avaliar a capacidade de pré-concentração e determinação voltamétrica 

de ácido cafeico empregando um eletrodo de pasta de carbono modificado com 

biochar ativado, visando a determinação em amostras reais de vinhos; 

 Avaliar a potencialidade analítica de um eletrodo de pasta de carbono 

com NiOOH suportado em biochar ativado na oxidação de glicose, acoplado em 

um dispositivo microfluídico baseado em fios têxteis (μTED), e desenvolver uma 

metodologia analítica para a determinação não-enzimática de glicose em 

amostras biológicas; 

 Desenvolver uma metodologia analítica para a determinação 

enzimática de glicose em amostras biológicas, empregando um biossensor 

baseado na incorporação de enzima glicose oxidase e Azul da Prússia sobre 

biochar ativado;  

 Aplicar um conjunto de EPC e EPCM com nanotubos de carbono e 

biochar ativado em uma língua eletrônica voltamétrica, para a determinação 

simultânea de compostos fenólicos catecol, 4-etil catecol e 4-etil guaiacol. 
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3.1 REAGENTES E SOLUÇÕES 

 

Todos os reagentes utilizados durante a realização das atividades 

apresentados nesta tese estão sumarizados na TABELA 1. Todas as diluições 

foram realizadas utilizando água ultrapura Milli-Q (Direct-Q3, Millipore), com 

resistividade maior do que 18,2 MΩ cm-1. 

 
TABELA 1 – REAGENTES UTILIZADOS PARA O PREPARO DAS SOLUÇÕES 

Reagente Marca Pureza (%) 

Acetato de sódio anidro P.A. Vetec 99,0 – 101 
Ácido acético glacial P.A Neon ≥ 99,9 

Ácido ascórbico Sigma Aldrich ≥ 99,0 
Ácido clorídrico P.A. F.Maia 37,0 
Ácido sulfúrico P.A. Proquímicos 95,0 – 98,0 

Ácido úrico Sigma-Aldrich ≥ 99,0 
Bicarbonato de sódio P.A. Vetec 99,7–100 
Brometo de potássio P.A. Aldrich 99,9 
Carbonato de sódio P.A. Synth 99,5 

Cloreto de cálcio P.A. Vetec 96,0 
Cloreto de ferro (III) P.A. Synth 98,0 
Cloreto de potássio P.A. Biotec 99,5 

Cloreto de sódio P.A. Reagen 99,0 
Cloreto de zinco P.A. Impex 97,0 

D-(+)-Glicose anidra P.A. Sigma Aldrich ≥ 99,5 
EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) Sigma Aldrich 97–99 

Ferricianeto de potássio Vetec 98,5–102 
Fosfato de potássio monobásico P.A. Vetec 99,5 
Fosfato de sódio dibásico anidro P.A. Vetec > 99,0 
GOx purificada de Aspergillus niger Sigma-Aldrich 150 U mg-1 

Hidróxido de sódio P.A. Cromato 99,5 
NHS (N-hidróxisuccinimida) Sigma Aldrich 98,0 

Padrão de cádmio (II) Merck ≥ 99,0 

Padrão de chumbo (II) Merck ≥ 99,0 
Padrão de cobre (II) Merck ≥ 99,0 

Paraquat Sigma Aldrich ≥ 99,0 
Sacarose P.A. Synth 99,0 
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3. 2 OBTENÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DAS AMOSTRAS DE BIOCHAR 

ATIVADO 

 

O preparo da amostra de biochar precursora foi realizado no Laboratório 

de Processos e Projetos Ambientais (LabPPAm) da Universidade Federal do 

Paraná, coordenado pelo Professor Dr. Antonio Salvio Mangrich, utilizando como 

matéria-prima (biomassa) o farelo de mamona. Este é um material obtido a partir 

de rejeitos indústrias na produção de óleo vegetal, e que já é empregado na 

produção de biochar [232]. Inicialmente, o farelo de mamona passou por um 

processo de homogeneização do tamanho das partículas, para isso, a biomassa 

foi colocada em um moinho de bolas (bp Engenharia CB2-T), durante 1,0 hora. A 

seguir, utilizando peneiras foram obtidas amostras com granulometria entre 40 e 

80 mesh. As amostras foram submetidas ao processo de pirólise sob condições 

controladas, sendo estas: tempo de permanência de 60 min, rampa de 

aquecimento de 5,0 ºC min-1 e temperatura final de 400 ºC. Estas condições 

foram escolhidas pelo fato de terem apresentados, em trabalhos anteriores, 

resultados satisfatórios para a avaliação voltamétrica, empregando eletrodos 

modificados com biochar [57, 233]. 

Após a etapa de pirólise, o biochar precursor (BC) foi submetido a 

diferentes processos de tratamento superficial por ativação química, visando a 

incorporação de grupos funcionais e, consequentemente, o aumento da 

capacidade adsortiva do material para a pré-concentração dos analitos. Para isso, 

uma solução de 50 mL do agente oxidante (ácido nítrico e/ou peróxido de 

hidrogênio) foi adicionada a 1,0 g de biochar precursor. As dispersões foram 

colocadas em um sistema de refluxo, sob agitação constante, empregando 

diferentes condições [47, 234, 235]. Para as amostras tratadas com ácido nítrico 

50 % (v/v), foram avaliadas as temperaturas de 60 e 90 ºC e os tempos de refluxo 

de 1,0 e 3,0 horas, obtendo-se as amostras designadas como N1, N2, N3 e N4. 

Com o propósito de verificar a influência da concentração do agente oxidante 

(HNO3), uma 5ª amostra (N5) foi preparada, fixando a condição de refluxo a 60 ºC 

durante 1,0 h, e empregando-se HNO3 75 % (v/v). Amostras H1 e H2 foram 

tratadas com H2O2, a 40 ºC durante 1,0 e 2,0 horas, respectivamente. Por fim, foi 

investigada a influência de um tratamento misto, com HNO3/H2O2 (1:1), sendo 
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obtida a amostra NH. Após a etapa de ativação, a mistura foi filtrada, lavada com 

água destilada, seca em estufa a 100 ºC durante 24 horas, e os materiais obtidos 

foram armazenados para posterior uso como agentes modificadores de eletrodos. 

Assim, foram obtidas oito amostras de biochar ativado, em diferentes condições 

de tratamento, conforme descrito na TABELA 2.  

 
TABELA 2 – CONDIÇÕES DE TRATAMENTO UTILIZADAS PARA OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS 

DE BIOCHAR ATIVADO 

Amostra Agente Oxidante 
Condição de Refluxo 

Temperatura (ºC) Tempo (h) 

N1 

HNO3 50 % (v/v) 

60 1,0 
N2 60 3,0 
N3 90 1,0 
N4 90 3,0 

N5 HNO3 75 % (v/v) 60 1,0 

H1 
H2O2 35 % (P.A.) 

40 1,0 
H2 40 2,0 

NH HNO3/H2O2 1:1 (v/v) 60 1,0 

 

A amostra BC e também as amostras tratadas quimicamente foram 

caracterizadas por técnicas estruturais e morfológicas, sendo estas: Microscopia 

Eletrônica de Varredura (MEV), Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS), 

Análise Termogravimétrica (TGA), pH e condutividade, Espectroscopia Raman, 

Espectroscopia na Região do Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), 

Titulação de grupos ácidos pelo método de Boehm, Potencial Zeta e Avaliação 

superficial pelo método proposto por B.E.T. (Brunauer, Emmett e Teller). As 

análises foram realizadas utilizando o parque instrumental do Centro de 

Microscopia Eletrônica (CME-UFPR), e do Departamento de Química da UFPR 

(DQ-UFPR).  

Medidas MEV foram realizadas para verificação estrutural das superfícies 

dos materiais. As imagens foram obtidas utilizando um microscópio eletrônico de 

varredura JEOL, modelo JSM-6360LV. Para uma análise da estimativa da 

composição elementar semi-quantitativa das referidas amostras foram realizadas 

análises de EDS. Os espectros foram obtidos com um espectroscópio Thermo, 

modelo 200, acoplado ao microscópio eletrônico de varredura. 
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Caracterizações por TGA foram conduzidas para avaliar as perdas de 

massa relacionadas ao biochar antes e após os tratamentos de ativação. Para 

isso, utilizou-se um analisador térmico Netzsch STA 449F3, em atmosfera de 

nitrogênio. As análises foram realizadas com taxa de aquecimento de 5,0 ºC min-

1, até temperatura final de 1.000 ºC. 

Para verificar o pH e a condutividade elétrica, as amostras de biochar 

foram dispersadas em água deionizada na proporção de 1,0:20 (m/v), e 

permaneceram sob agitação constante durante 1,0 hora. As medidas foram 

realizadas em temperatura ambiente, a 25 ºC, utilizando um pHmetro Metrohm, 

modelo 780 e um condutivímetro Sensortechnik Meinsberg, modelo LF 37. 

Alguns trabalhos associam a formação de grupos funcionais com o grau 

de defeitos de uma amostra, desta forma, análises de Espectroscopia Raman 

também foram realizadas com a finalidade de estimar o grau de defeitos gerados 

após os tratamentos de ativação. Esta estimativa foi feita pela correlação entre as 

intensidades de bandas de grafitização (banda G) e de "desordem" (banda D) dos 

materiais submetidos aos tratamentos químicos, tal como o BC. Um microscópio 

Witec Alpha 300R foi utilizado para as análises, empregando um laser de 532 nm, 

com uma potência de 1,5 mW. 

Medidas de FTIR foram realizadas com o objetivo de elucidar quais os 

tipos de grupos funcionais que estão presentes na superfície das amostras de BC 

e após a ativação química. Para a realização das análises, 1,0 % (m/m) de 

amostra de biochar foi homogeneizado com brometo de potássio (KBr), a mistura 

foi prensada com auxílio de uma prensa hidráulica para obtenção de pastilhas de 

análise. As medidas foram feitas em um espectrofotômetro BOMEM MB100, na 

região de 4.000 a 400 cm−1, e os espectros foram coletados após 64 scans. 

A estimativa de grupos ácidos superficiais das amostras de bichar foi 

realizada por titulações potenciométricas empregando o método proposto por 

Boehm [236, 237], que consiste basicamente em uma titulação ácido-base. Foram 

quantificados os grupamentos de ácidos totais (carboxílicos, fenólicos e 

lactônicos) através do procedimento de retrotitulação, utilizando NaOH para 

neutralização dos grupamentos ácidos. Inicialmente, 50 mg de amostra foram 

dispersas em 5,0 mL de base padronizada (NaOH 0,10 mol L-1). A mistura foi 

mantida sob agitação constante durante 24 horas e, posteriormente, filtrada. Ao 
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filtrado adicionou-se um excesso de HCl (10 mL de solução 0,10 mol L-1). Em 

seguida, realizou-se a titulação potenciométrica utilizando NaOH como solução 

titulante. As análises foram realizadas utilizando um eletrodo combinado de vidro 

acoplado em um pHmetro Metrohm, modelo 780. Com base nas curvas 

titulométricas obtidas, foram calculadas as quantidade de grupos ácidos totais de 

cada amostra, em equivalente por grama de biochar.  

O potencial zeta está relacionado à carga superficial da partícula e foi 

usado para prever as características de sorção das amostras de biochar. Para 

isso, 5,0 mg de amostra foram dispersos e agitados em 50 mL de solução de KCl 

0,01 mol L−1 utilizando uma incubadora de agitação a 150 rpm, durante 24 h. Em 

seguida, as amostras foram analisadas em um titulador Microtrac Stabino Particle 

Charge Mapping, que a partir de uma frequência de oscilação da solução 

contendo biochar, cria uma diferença de potencial de fluxo. Alíquotas de soluções 

de HCl e NaOH 0,01 mol L−1 foram adicionadas a cada 200 s para ajustar os 

valores de pH entre 3,0 e 8,0. A partir deste estudo foram obtidos os potenciais 

zeta e os pontos isoelétricos das amostras.  

A caracterização morfológica do biochar precursor também foi realizada 

em comparação a uma das amostras tratadas, onde foram obtidas informações a 

respeito da área superficial e da porosidade das amostras empregando o método 

proposto por B.E.T. (Brunauer, Emmett e Teller), utilizando um porosímetro New 

1200, com sorção de nitrogênio gasoso. 

 

3.2.1 Construção de Eletrodos 

 

Os eletrodos de pasta de carbono modificados (EPCM) foram preparados 

pela compactação da pasta de carbono modificada com biochar, composta por 25 

% (m/m) de óleo mineral (Sigma Aldrich®), 60 % (m/m) de grafite (Sigma Aldrich®) 

e 15 % (m/m) de agente modificador (biochar). Eletrodos sem modificação (EPC) 

foram também preparados em uma proporção de 25 e 75 % (m/m) de óleo 

mineral e grafite, respectivamente. Os componentes foram homogeneizados com 

almofariz e pistilo, e a pasta foi compactada em um suporte de eletrodos. Foram 

utilizadas três configurações diferentes de eletrodos, de acordo com os métodos 

analíticos desenvolvidos no presente trabalho.  
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Conforme apresentado na FIGURA 11, o primeiro eletrodo utilizado foi 

baseado em um suporte de PVC, com diâmetro interno de 3,0 mm (a). Uma haste 

de cobre foi utilizada como contato elétrico e também como êmbolo para 

compactação da pasta no dispositivo (b, c). O eletrodo pronto para uso 

apresentou dimensões de 100 mm de comprimento, com diâmetro de 

aproximadamente 3,0 mm (d). Para o emprego deste eletrodo, uma célula 

eletroquímica convencional de três foi utilizada, composta por eletrodos de 

referência de Ag/AgCl KCl 3,0 mol L-1 e auxiliar de platina. Esta configuração foi 

utilizada nas etapas descritas pelas seções 3.2.2 Caracterização Voltamétrica dos 

EPCM com Biochar Ativado; 3.3 Determinação de níquel; 3.4 Determinação de 

ácido cafeico e 3.6 Determinação enzimática de glicose. 

 
FIGURA 11 – COMPONENTES UTILIZADOS PARA A CONSTRUÇÃO DOS EPC, CONTENDO 
SUPORTE DE PVC (a) COM HASTE DE COBRE PARA CONTATO ELÉTRICO (b), E A PASTA 

DE CARBONO (c) INCORPORADA A EXTREMIDADE DO ELETRODO. CONFIGURAÇÃO FINAL 
DO EPC, PRONTO PARA USO (d) 

 
FONTE: O autor (2015). 

 

Para os estudos de determinação não-enzimática de glicose (seção 3.5), 

utilizou-se um sistema microfluídico baseado em fios têxteis (μTED), em que o 

eletrodo de trabalho consistiu em um EPCM modificado com oxi-hidróxido de 

níquel suportado em biochar ativado. A estrutura do dispositivo foi confeccionada 

em polímero ABS (Acrilonitrilo-Butadieno-Estireno), empregando a técnica por 

modelagem de deposição fundida (FDM), em uma impressora tridimensional 

GTMax-3D. A configuração do dispositivo seguiu o modelo otimizado e 

desenvolvido por Agustini e colaboradores [122].  

a b 

c 

d 
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A FIGURA 12 apresenta a sequência de montagem do dispositivo μTED. 

Primeiramente, quatro placas de 10 mm altura foram impressas em 3D (A) e 

montadas para a construção do dispositivo (B-C). Em seguida, os eletrodos foram 

acomodados à peça de número 4 (zona de detecção), sendo utilizados dois 

grafites cilíndricos como eletrodos auxiliar e de pseudo-referência e o EPCM 

como eletrodo de trabalho, onde a pasta foi compactada sobre uma placa de 

cobre metálico, utilizada como contato elétrico (D), e a peça foi então acoplada ao 

dispositivo μTED (E). Finalmente, nove fios de algodão foram alinhados e fixados 

sob o dispositivo, do reservatório de entrada até o de saída, utilizando fitas de 

dupla face (F-G). 

 
FIGURA 12 – PROCEDIMENTO DE CONSTRUÇÃO DO SISTEMA MICROFLUÍDICO (μTED), 

COM OS COMPONENTES E AS ETAPAS DO PROCESSO DE MONTAGEM 

 

 
FONTE: O autor (2017). 

 

O dispositivo pronto para uso apresentou dimensões de 40 mm de altura, 

100 mm de comprimento e 30 mm de largura, conforme ilustrado na FIGURA 13-

A, e que será utilizada para demonstrar o funcionamento do μTED.  
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FIGURA 13 – COMPOSIÇÃO DO DISPOSITIVO μTED (A): RESERVATÓRIOS DE ENTRADA (a) 
E SAÍDA (b), ZONA DE INJEÇÃO (c), ELETRODOS DE GRAFITE (d), ELETRODO DE 

TRABALHO (e) COM O CONTATO ELÉTRICO (f), E CAMINHO ANALÍTICO DE FIOS TÊXTEIS 
(g). DETALHE DO ALINHAMENTO DOS FIOS, E IMAGEM DE MEV DE UM FIO DE ALGODÃO, 

COM AUMENTO DE 200 VEZES (B).  

 
FONTE: O autor (2017). 

 

Inicialmente, a solução transportadora (eletrólito suporte) foi adicionada 

ao reservatório de entrada, com volume de 2,0 mL (a), e seguiu pelo caminho 

analítico formado pelos fios de algodão. O fluxo da solução ocorreu por 

capilaridade e gravidade, até chegar ao reservatório de saída (b). O transporte da 

solução ocorre primeiramente por capilaridade, pelo preenchimento das fibras de 

algodão, e também pelo fluxo entre os fios [238]. Em seguida, tem-se a 

contribuição pela ação da gravidade, devido à diferença de altura entre os dois 

reservatórios. Alíquotas de analito, com volume de 2,0 μL, foram adicionadas em 

na região de injeção, composta por uma cavidade de 3,0 mm de largura, situada a 

10 mm do eletrodo de trabalho (c). A glicose foi então transportada juntamente 

com o eletrólito pelo fluxo até o reservatório de saída, passando pela zona de 

detecção, com dimensões de 20 mm x 30 mm. A região de detecção foi composta 

por duas cavidades para acomodação dos eletrodos auxiliar e de 

pseudorreferência, constituídos de grafites cilíndricos (comprimento de 35 mm e 

diâmetro de 2,0 mm) (d); e um orifício (Ø = 3,0 mm) para compactação da pasta 

de carbono (EPCM-N2) (e). Para o contato elétrico do eletrodo de trabalho 

utilizou-se uma placa de cobre de 35 mm de comprimento e 6,0 mm de largura, 

inserida abaixo da cavidade destinada para o referido eletrodo (f). Ao passar pela 

zona de detecção, ocorrem as reações relacionadas à oxidação do níquel(II) e da 

B A 
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glicose, e era realizado o monitoramento do sinal transiente, proporcional à 

concentração adicionada. As medidas foram realizadas por amperometria, em 

que a perturbação é feita pela aplicação de um potencial fixo, suficiente para 

promover a oxidação do níquel(II), e a resposta é coletada na forma de corrente. 

O caminho analítico foi constituído por nove fios têxteis de algodão, que foram 

alinhados e sobrepostos ao dispositivo (g). Detalhes do alinhamento dos fios 

podem ser observados na FIGURA 13-B, bem como uma imagem de MEV de um 

dos fios de algodão, obtida com aumento de 200 vezes.  

Já para a última estratégia abordada neste trabalho, determinação de 

compostos fenólicos empregando uma língua eletrônica voltamétrica (seção 3.7), 

utilizou-se um arranjo de três eletrodos de trabalho a base de pasta de carbono, 

sendo estes: um eletrodo não modificado (EPC) e dois eletrodos modificados, um 

com nanotubos de carbono de paredes múltiplas (EPCM-NTC) e outro com 

biochar ativado N2 (EPCM-N2). A preparação das pastas de carbono foi realizada 

conforme abordado anteriormente, e também foram utilizados eletrodos de 

referência de Ag/AgCl KCl 3,0 mol L-1 e auxiliar de platina. A construção dos 

eletrodos, ilustrada na FIGURA 14, foi realizada pelo encaixe de uma haste de 

cobre em um conector (a); um disco de cobre (Ø = 5,0 mm) foi soldado à haste 

para o contato elétrico do eletrodo (b). Subsequentemente, um suporte de PVC foi 

encaixado sob o conector (c) de modo que houvesse um espaço de 2,0 mm entre 

a superfície do suporte e o contato do disco de cobre. Por fim, a pasta de carbono 

foi compactada neste espaço (d). O eletrodo pronto para uso apresentou 

dimensões de 6,0 mm de diâmetro e 30 mm de comprimento (e). 

 
FIGURA 14 – PROCEDIMENTO DE CONSTRUÇÃO DOS ELETRODOS, COMPOSTOS POR 

UMA HASTE DE COBRE ACOPLADA A UM CONECTOR (a); FIXAÇÃO DO DISCO DE COBRE 
(Ø = 5,0 mm) (b); MONTAGEM DO SUPORTE DE PVC NO CONECTOR (c), COMPACTAÇÃO 

DA PASTA DE CARBONO (d) E ELETRODO PRONTO PARA USO (e) 

 
FONTE: O autor (2018).  
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3.2.2 Caracterização Voltamétrica dos EPCM Com Biochar Ativado 

 

As amostras de biochar precursor e ativado foram incorporadas como 

modificadores de eletrodos de pasta de carbono (EPCM), visando à investigação 

de sua capacidade de pré-concentração de diferentes espécies eletroativas. As 

medidas voltamétricas utilizando estes eletrodos foram realizadas em um 

potenciostato/galvanostato Metrohm Autolab, gerenciado pelo programa 

computacional NOVA 1.10.5. Inicialmente, as medidas foram realizadas para 

avaliar a potencialidade dos eletrodos propostos em pré-concentrar diferentes 

espécies, inorgânicas e orgânicas, sendo estas: íons Pb(II), Cd(II) e Cu(II), e os 

pesticidas paraquat e metil paration. Os referidos compostos foram escolhidos em 

virtude de terem apresentado capacidade de interagir físico-quimicamente com o 

biochar precursor (não ativado) presente em EPCM, conforme comprovado em 

estudos anteriores [57, 60, 233, 239]. Os procedimentos voltamétricos seguiram 

os parâmetros experimentais e instrumentais otimizados nestes trabalhos, e foram 

realizados em três etapas, para os compostos inorgânicos e orgânicos, conforme 

descrito a seguir e apresentado na FIGURA 15.  

 (1) Etapa de Pré-Concentração: Primeiramente, foi realizada uma 

etapa de pré-concentração espontânea, em condição de potencial de circuito 

aberto, para cada espécie individualmente. Os eletrodos foram colocados em uma 

solução de acetato de sódio 0,10 mol L-1, com pH ajustado em 5,0, sob agitação 

constante durante 5 minutos.  

 (2) Etapa de Condicionamento e Medida: Após a etapa de pré-

concentração, foram os eletrodos introduzidos na célula eletroquímica e diferentes 

procedimentos foram utilizados para avaliar as espécies: 

Íons Pb(II), Cd(II) e Cu(II): Após a incorporação dos íons, uma etapa 

prévia à etapa de medida foi realizada para promover a redução destes íons, 

aplicando-se um potencial de -1,0 V durante 120 s. Em seguida, foram realizadas 

medidas por voltametria de pulso diferencial (DPV, do inglês Differential Pulse 

Voltammetry), para monitorar a oxidação dos íons, empregando as seguintes 

condições: amplitude de pulso de 100 mV, tempo de pulso de 25 ms e velocidade 

de varredura de 50 mV s−1. Faixa de varredura do potencial de -1,0 a -0,2 V para 

íons Pb(II) e Cd(II), e de -0,3 a 0,3 V para íons Cu(II).  
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Pesticidas PQ e MP: Os pesticidas foram determinados pelo 

monitoramento das reações de redução, empregando a técnica de DPV nas 

seguintes condições: amplitude de pulso de 25 mV, tempo de pulso de 25 ms e 

velocidade de varredura de 50 mV s-1. Faixa de varredura do potencial de -0,2 a   

-1,0 V para o MP.  

(3) Limpeza: A última etapa conduzida foi a limpeza dos eletrodos. Para 

os íons metálicos o eletrodo foi colocado em solução contendo HCl 0,10 mol L−1, 

e permaneceu sob agitação durante 5 minutos. Para os pesticidas a superfície do 

eletrodo foi renovada pelo simples polimento em papel. 

 
FIGURA 15 – PROCEDIMENTOS VOLTAMÉTRICOS ADOTADOS PARA A CARACTERIZAÇÃO 

DOS ELETRODOS, PARA COMPOSTOS INORGÂNICOS (A) E ORGÂNICOS (B) 

 
FONTE: O autor (2015). 
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3.3 DETERMINAÇÃO DE ÍONS NÍQUEL (II) 

 

A avaliação voltamétrica para determinação de íons Ni(II) foi realizada 

utilizando uma célula convencional composta por um eletrodo de referência de 

Ag/AgCl em KCl 3,0 mol L−1, um eletrodo de platina como contra-eletrodo e os 

eletrodos de pasta de carbono com e sem modificação como eletrodos de 

trabalho. O procedimento experimental foi realizado em três etapas, conforme 

apresentado na FIGURA 16, sendo estas descritas a seguir. 

 
FIGURA 16 – PROCEDIMENTO VOLTAMÉTRICO PARA A DETERMINAÇÃO DE NÍQUEL 

 
FONTE: O autor (2016). 

 

 Etapa 1: A pré-concentração espontânea de íons Ni(II) na superfície do 

eletrodo foi realizada em solução de acetato de sódio com o pH ajustado em 7,0 

contendo 5,0 x 10−4 mol L−1 de nitrato de níquel. O eletrodo permaneceu em 

solução em condições de circuito aberto (sem a aplicação de potencial), durante 

10 minutos e sob agitação constante. 

 Etapa 2: O eletrodo contendo íons Ni(II) foi transferido para a célula 

eletroquímica contendo solução de hidróxido de potássio (KOH) 0,01 mol L−1. A 

etapa de condicionamento foi realizada com aplicação de potencial de 0,7 V 

durante 90 s. 

 Etapa 3: Em seguida, foram realizadas medidas de voltametria cíclica 

aplicando uma varredura de potencial de 0,2 a 0,8 V, e velocidade de varredura 

de 50 mV s−1. As intensidades de corrente referentes aos sinais de oxirredução do 

par Ni(II)/Ni(III) foram amostradas após cinco ciclos.  

 Etapa 4: Por fim, o eletrodo foi submetido a uma etapa de limpeza 

física pela simples renovação da superfície, realizada por polimento em papel.  

Pré-concentração 
Ni(II) 

o Condicionamento Medida Limpeza 

KOH 0,01 mol L-1 

CV 
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3.3.1 Otimização dos Parâmetros Instrumentais para a Determinação de Níquel 

 

Para o desenvolvimento da metodologia proposta foram realizados 

estudos com a finalidade de avaliar os parâmetros analíticos relacionados à 

preparação do eletrodo modificado, tal como composição da pasta modificada 

com biochar ativado, solução de pré-concentração de íons Ni(II), solução de 

leitura (eletrólito suporte) e parâmetros inerentes ao método instrumental. Com 

relação a estes parâmetros instrumentais, foram avaliados o potencial e o tempo 

de condicionamento (etapa prévia à varredura de potencial), velocidade de 

varredura e número de ciclos.  

Para a otimização destes parâmetros foram consideradas como resposta 

ótima as medidas que apresentassem maior magnitude de corrente pico anódica. 

A seguir na TABELA 3 são apresentados os parâmetros analíticos que foram 

avaliados para a determinação de níquel.  

 
TABELA 3 – PARÂMETROS EXPERIMENTAIS AVALIADOS PARA A DETERMINAÇÃO DE 

NÍQUEL 

Parâmetro Condições avaliadas 

pH da solução de pré-concentração  
(acetato de sódio 0,01 mol L−1) 6,0 – 9,0 

Tempo de pré-concentração de íons Ni(II) 0,5 – 40 min 

Proporção de biochar na pasta de carbono 0,0 – 30 % (m/m) 

Potencial de condicionamento 0,20 – 0,80 V 

Tempo de condicionamento 0,0 – 150 s 

Concentração do eletrólito suporte 1,0 x 10-2 – 5,0 x 10-2 mol L-1 

Velocidade de varredura 10 – 100 mV s-1 

 

3.3.2 Desempenho Analítico do EPCM-N2 

 

Após a otimização de todas as condições experimentais, o método foi 

aplicado na determinação de íons Ni(II) em diferentes valores de concentração 

para a construção da curva analítica. A faixa de concentração de íons Ni(II) 

avaliada foi de 1,0 a 100 μmol L−1. As medidas voltamétricas foram realizadas em 

triplicata para cada concentração, em solução de KOH 0,01 mol L−1. 
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Posteriormente, com base na curva analítica, foi possível a obtenção das figuras 

de mérito referentes ao método proposto. 

3.3.3 Influência de Espécies Concomitantes na Determinação de Níquel 

 

A avaliação da possível interferência no sinal analítico do níquel, quando 

na presença de outras espécies concomitantes, foi realizada mediante a pré-

concentração de 10 μmol L−1 de níquel na ausência e na presença de diferentes 

espécies: íons Pb(II), Cd(II), Cu(II), Fe(III) e Zn(II). As espécies foram adicionadas 

separadamente à solução de pré-concentração em três níveis de concentração: 

1,0; 10 e 100 μmol L−1. Para as avaliações voltamétricas deste estudo foram 

realizadas medidas (n=3) para cada espécie interferente. 

 

3.3.4 Determinação de Ni(II) em Amostras Fortificadas 

 

O método proposto foi aplicado na determinação de níquel em amostras 

fortificadas de água de descarte e bioetanol combustível. A amostra de bioetanol 

foi submetida a uma etapa de diluição simples na razão de 1:10 (bioetanol : 

acetato de sódio 0,01 mol L−1 pH 7,0). A solução resultante foi enriquecida com 

solução padrão de níquel(II), obtendo-se uma solução com concentração de 10 

μmol L−1. A amostra de água de descarte não necessitou de nenhum tratamento 

prévio, e foi fortificada de acordo com o teor máximo de níquel (34 μmol L-1) 

estipulado pela Resolução do CONAMA 430/2011 [173]. Em seguida, a amostra 

foi diluída numa proporção de 1:1 (água:acetato de sódio 0,01 mol L−1 pH 7,0). As 

determinações foram realizadas pelo método de adição de padrão de níquel. 

 

3.4 DETERMINAÇÃO DE ÁCIDO CAFEICO 

 

A avaliação da potencialidade analítica do EPCM com biochar ativado 

(EPCM-N2) para a determinação de ácido cafeico foi realizada explorando a 

capacidade de sorção e/ou interação do biochar com o composto orgânico 

avaliado. O procedimento voltamétrico foi realizado em três etapas, conforme 

mostrado na FIGURA 17 e descrito em seguida. 
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FIGURA 17 – PROCEDIMENTO VOLTAMÉTRICO PARA A DETERMINAÇÃO ÁCIDO CAFEICO 

 
FONTE: O autor (2016). 

 

 Etapa 1: A etapa de pré-concentração de ácido cafeico (CA) sobre a 

superfície do eletrodos foi realizada em uma solução de tampão fosfato 0,02 mol 

L-1 com pH ajustado em 4,0 e contendo 1,0 x 10-3 mol L-1 de CA. O eletrodo 

permaneceu em solução em condições de circuito aberto (sem a aplicação de 

potencial), durante 5 minutos e sob agitação constante. 

 Etapa 2: Após a etapa 1, o eletrodo foi gentilmente lavado em tampão 

fosfato 0,01 mol L-1 com pH ajustado em 4,0 e transferido para a célula 

eletroquímica contendo solução de tampão fosfato 0,01 mol L-1 com pH ajustado 

em 5,0. Aplicou-se a técnica de voltametria cíclica com varredura de potencial de 

0,0 a 0,8 V, e velocidade de varredura de 75 mV s-1. Com isso, foram obtidos os 

voltamogramas correspondentes a oxirredução do ácido cafeico.  

 Etapa 3: Etapa de limpeza superficial do EPCM-N2, em que o eletrodo 

foi submetido a uma etapa de polimento e, consequentemente, renovação da 

superfície em papel. 

Pré-concentração 
CA 

Medida Limpeza 

CV 
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3.4.1 Otimização dos Parâmetros Instrumentais para a Determinação de Ácido 

Cafeico 

 

A influência das condições experimentais na reposta voltamétrica do 

ácido cafeico foi investigada em relação às soluções de pré-concentração e de 

medida, utilizando tampão fosfato 0,01 mol L-1, onde foi avaliada a influência do 

pH das soluções. A quantidade de modificador (biochar) na pasta de carbono e o 

tempo de pré-concentração também podem influenciar na capacidade de sorção 

do analito e foram estudadas. E por fim, foi avaliada a velocidade de varredura do 

potencial, empregando voltametria cíclica. A escolha da melhor condição foi 

realizada em função da magnitude e definição dos sinais de resposta para o ácido 

cafeico. Os parâmetros experimentais e as condições avaliadas são apresentados 

na TABELA 4. 

 
TABELA 4 – PARÂMETROS EXPERIMENTAIS AVALIADOS PARA A DETERMINAÇÃO DE 

ÁCIDO CAFEICO 

Parâmetro Condições avaliadas 

pH das soluções de pré-concentração  
e de medida 2,0 – 6,0 

Proporção de biochar na pasta de carbono 0,0 – 30 % (m/m) 

Tempo de pré-concentração de CA 1,0 – 20 min 

Velocidade de varredura (voltametria cíclica) 5,0 – 100 mV s-1 

 

3.4.2 Desempenho Analítico do EPCM-N2 

 

Após a otimização dos parâmetros experimentais, foi verificado o 

desempenho analítico do EPCM-N2 para a determinação de ácido cafeico 

mediante a realização da curva analítica. Para isso, medidas voltamétricas foram 

realizadas a partir de concentrações crescentes de ácido cafeico, de 1,0 x 10-6 a 

7,0 x 10-3 mol L-1. Com base na curva de correlação entre intensidade de pico e 

concentração de ácido cafeico foi possível obter os parâmetros de mérito do 

método analítico. 
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3.4.3 Influência de Espécies Concomitantes na Determinação de Ácido Cafeico 

 

Para avaliar se há interferência da resposta analítica do ácido cafeico 

quando na presença de outras espécies concomitantemente, foram feitas 

medidas na ausência e na presença destas espécies potencialmente 

interferentes. Foram selecionadas as seguintes substâncias: ácido ascórbico, 

ácido clorogênico, ácido gálico, catequina, quercetina e resveratrol. Estas 

espécies foram avaliadas em três níveis de concentração (mínima, média e 

máxima) tipicamente encontradas em amostras de vinho [240, 241], conforme 

apresentado na TABELA 5. O estudo foi realizado por comparação dos sinais de 

resposta obtidos para o ácido cafeico na concentração média encontrada de 1,11 

x 10‒4 mol L‒1 (20 mg L‒1), na ausência e na presença dessas espécies 

(individualmente e combinadas em uma solução multicomponente). 
 

TABELA 5 – CONCENTRAÇÕES (MÍNIMA, MÉDIA E MÁXIMA) DE ÁCIDO CAFEICO E OUTRAS 
ESPÉCIES COMUMENTE ENCONTRADAS EM AMOSTRAS DE VINHO 

Espécie 
Concentração (mol L-1) 

Mínima Média Máxima 

Ácido Cafeico - 1,11 x 10-4 - 

Ácido Ascórbico 1,70 x 10-4 2,84 x 10-4 3,97 x 10-4 

Catequina 3,44 x 10-6 5,16 x 10-4 1,03 x 10-3 

Ácido Clorogênico 2,82 x 10-6 5,64 x 10-6 1,12 x 10-5 

Ácido Gálico 5,88 x 10-6 1,47 x 10-3 2,94 x 10-3 

Quercetina 3,30 x 10-6 8,27 x 10-5 1,65 x 10-4 

Resveratrol 4,38 x 10-6 8,75 x 10-5 1,75 x 10-4 

FONTE: Adaptado de Escarpa e colaboradores [241]; Arribas e colaboradores [240]. 

 

3.4.4 Determinação de Ácido Cafeico em Amostras de Vinho 

 

A determinação de ácido cafeico foi realizada em amostras reais de três 

tipos de vinho: branco (Uvas Americanas), rosé (Syrah Cabernet) e tinto 

(Cabernet Sauvignon). A amostra de vinho tinto foi diluída em uma proporção de 

1:10 com solução de pré-concentração (0,01 mol L‒1 de tampão fosfato pH 4,0). 

As amostras de vinho branco e rosé não exigiram nenhuma etapa de diluição. A 
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determinação foi realizada utilizando amostras reais e fortificadas com solução 

padrão de ácido cafeico em concentrações de 5,0; 10 e 15 μmol L‒1.  

Também foi utilizado um método de determinação comparativo por Folin-

Ciocalteu. Inicialmente, foi feita a calibração deste método por medidas 

espectrofotométricas na região do visível, nas concentrações de 0,0 a 500 mg L−1 

de ácido cafeico. Para cada concentração analisada, uma alíquota de 20 μL 

destas soluções foi adicionada a 1,58 mL de água e 100 μL de reagente de Folin-

Ciocalteu. Após o tempo de incubação de 10 min, foram adicionados 300 μL de 

solução de carbonato de sódio e a mistura permaneceu em temperatura ambiente 

durante 2 horas. Em seguida, medidas espectrofotométricas foram realizadas a 

750 nm [242]. Por fim, foram realizadas as medidas para as amostras de vinho, 

empregando o mesmo procedimento descrito acima.  

 

3.5 DETERMINAÇÃO NÃO-ENZIMÁTICA DE GLICOSE 

 

Para esta etapa foi utilizado um sistema microfluídico baseado em fios 

têxteis (μTED), contendo um EPCM com oxi-hidróxido de níquel suportado em 

biochar ativado (EPCM-N2Ni). Para a obtenção do eletrodo de trabalho, 

primeiramente, foi realizada a pré-concentração espontânea (circuito aberto) de 

íons Ni(II) na superfície do eletrodo. O eletrodo foi imerso em uma solução de 

acetato de sódio 0,1 mol L-1 pH 7,0 na presença de 5,0 mmol L−1 de nitrato de 

níquel(II), durante 5 segundos. Em seguida, o eletrodo foi lavado para remover o 

excesso de íons Ni(II) não adsorvidos pelo biochar, e foi acoplado ao dispositivo 

μTED.  

A avaliação voltamétrica para determinação de glicose foi realizada 

empregando três etapas, conforme mostrado na FIGURA 18, que foram relatadas 

em seguida. 
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FIGURA 18 – PROCEDIMENTO VOLTAMÉTRICO PARA A DETERMINAÇÃO NÃO-ENZIMÁTICA 
DE GLICOSE 

 
FONTE: O autor (2017). 

 

 Etapa 1: Formação do NiOOH realizada pela medida de voltametria 

cíclica utilizando KOH 0,01 mol L−1 como eletrólito suporte. As medidas foram 

realizadas na região de potencial de 0,2 a 0,7 V, com velocidade de varredura de 

50 mV s−1, durante 50 ciclos. 

 Etapa 2: Determinação amperométrica de glicose empregando o 

EPCM-N2Ni, com aplicação de potencial fixo em meio de KOH 0,01 mol L−1 como 

solução transportadora. Alíquotas de solução padrão de glicose foram injetadas 

diretamente no canal microfluídico, na zona de adição, na faixa de concentração 

0,5 a 5,0 mmol L−1 de glicose. 

 Etapa 3: A limpeza do canal microfluídico ocorreu pela passagem de 

eletrólito suporte pelos canais, para a remoção do analito remanescente. 

 

3.5.1 Otimização dos Parâmetros Instrumentais para a Determinação Não-

enzimática de Glicose 

 

Esta estratégia compreendeu à utilização do NiOOH como um mediador 

redox para catalisar a reação de oxidação da glicose, explorando a capacidade do 

biochar em pré-concentrar íons Ni(II) de maneira espontânea. Desta forma, houve 

a necessidade de avaliar a proporção mássica de biochar na pasta de carbono, e 

a melhor condição para a formação do NiOOH, sendo estudados o tempo de pré-
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concentração de íons Ni(II) e o número de ciclos. Também foram avaliados 

parâmetros relacionados às medidas amperométricas utilizando o sistema 

microfluídico, tais como o potencial elétrico aplicado, o eletrólito suporte, o volume 

de adição de glicose e a vazão do dispositivo μTED. A verificação da influência 

dos parâmetros experimentais e escolha do melhor resultado foram determinadas 

em função das sensibilidades das curvas analíticas, obtidas para cada condição 

avaliada, na presença de glicose, conforme apresentado na TABELA 6.  

 
TABELA 6 – PARÂMETROS EXPERIMENTAIS AVALIADOS PARA A DETERMINAÇÃO NÃO-

ENZIMÁTICA DE GLICOSE 

Parâmetro Condições avaliadas 

Número de ciclos para formação do NiOOH 0 (ausência) – 50 ciclos 

Composição de biochar na pasta de carbono 0,0 – 30 % (m/m) 

Concentração de KOH (eletrólito suporte) 20 – 80 mmol L-1 

Potencial aplicado (amperometria) 0,50 – 0,75 V 

Volume de injeção 0,5 – 3,0 μL 

 

A vazão do dispositivo μTED é um parâmetro importante e que está 

diretamente relacionado à frequência analítica do dispositivo. O estudo para a 

determinação da vazão do dispositivo foi realizado pela pesagem do reservatório 

de saída em uma balança analítica Mettler Toledo AL204 (Columbus, EUA). Para 

isso, o dispositivo foi elevado e fixado sob o prato da balança, de modo que 

apenas o reservatório de saída estivesse em contato com o prato da balança. 

Assim, o reservatório de entrada foi preenchido com água deionizada, sendo esta 

transportada até o reservatório de saída, onde foi realizado o monitoramento de 

massa em função do tempo. A seguir, os valores de massa foram convertidos em 

volume considerando a densidade da água a 25 ºC (0,997 g mL-1). 
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3.5.2 Desempenho Analítico do EPCM-N2Ni acoplado ao μTED 

 

Com o intuito de verificar o desempenho analítico do método proposto, 

foram obtidas curvas analíticas por amperometria, empregando os parâmetros 

experimentais otimizados previamente. As adições das soluções de padrão de 

glicose (n=3) foram realizadas na faixa de concentração de 5,0 x 10−6 a 1,0 x 10−3 

mol L−1, no sentido crescente e decrescente de concentração. Com isso, foi 

construída a curva analítica, e os parâmetros de mérito para o referido método. 

 

3.5.3 Influência de Espécies Concomitantes na Determinação de Glicose 

 

A fim de avaliar a influência de espécies concomitantes na resposta 

amperométrica da glicose, foram selecionadas substâncias em concentrações 

tipicamente encontradas em amostras biológicas [243, 244], sendo estas: 0,13 

mmol L-1 de ácido ascórbico (AA), 22 mmol L-1 de ácido lático (LA) e 10 mmol L-1 

de ureia (UR). O efeito das espécies concomitantes foi avaliado isoladamente e 

também em uma solução multicomponente (Multi), em comparação ao sinal 

obtido pela injeção de glicose em concentração de 1,0 mmol L-1.  

 

3.5.4 Determinação Não-enzimática de Glicose em Amostras de Soro e Saliva 

 

A determinação de glicose foi realizada em amostras reais de saliva e 

soro sanguíneo humano. As amostras foram coletadas de voluntários saudáveis, 

sem histórico médico de alterações glicêmicas. As amostras foram diluídas com 

eletrólito suporte (solução de KOH 0,03 mol L-1), nas proporções de 1:3 para 

saliva e 1:10 para soro sanguíneo. As medidas amperométricas foram realizadas 

utilizando as amostras reais e também fortificadas com glicose, em dois níveis de 

concentração de 0,30 e 0,50 mmol L-1. Os procedimentos de utilização de 

amostras biológicas foram aprovados pelo Comitê de Ética de Pesquisa – 

CEP/UFPR, CAAE número 82693418.7.0000.0102. 
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3.6 DETERMINAÇÃO ENZIMÁTICA DE GLICOSE 

 

Para esta avaliação foram exploradas as propriedades sortivas do biochar 

para a pré-concentração de íons Fe(III) na superfície do eletrodo EPCM-N2, para 

posterior síntese do mediador redox Azul da Prússia (Hexacianoferrato de Ferro), 

e incorporação da enzima glicose oxidase (GOx) na determinação de glicose. A 

atratividade desta estratégia é dada pela dificuldade da determinação direta de 

glicose, tal como o elevado potencial necessário para promover a sua oxidação. O 

procedimento experimental detalhado para a realização das medidas é descrito 

em seis etapas e pode ser visualizado na FIGURA 19. 

 
FIGURA 19 – PROCEDIMENTO VOLTAMÉTRICO PARA A DETERMINAÇÃO ENZIMÁTICA DE 

GLICOSE 

 

FONTE: O autor (2018). 
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 Etapa 1: O EPCM-N2 foi primeiramente colocado em uma solução de 

0,1 mol L-1 de tampão fosfato salino (PBS – do inglês, Phosphate Buffered Saline) 

preparado com KCl 0,1 mol L-1 com pH ajustado em 3,0, contento 2,5 mmol L-1 de 

íons Fe(III), sob agitação constante, para a pré-concentração em condições de 

potencial de circuito aberto, durante 30 minutos. 

 Etapa 2: O eletrodo contendo íons Fe(III) foi lavado e transferido para a 

solução de ferricianeto de potássio (K3[Fe(CN)6]) 2,5 mmol L-1 preparada em PBS 

0,1 mol L-1 com pH ajustado em 3,0. Nesta etapa foi realizada a síntese 

eletroquímica do Azul da Prússia (PB), sendo o eletrodo submetido a varreduras 

sucessivas de potencial, por voltametria cíclica, durante 25 ciclos, com velocidade 

de varredura de 50 mV s-1. Faixa de varredura do potencial de -0,3 a 1,2 V. 

 Etapa 3: A seguir foi realizado o tratamento da superfície do biochar 

pela incorporação de EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) e NHS (N-

hidróxisuccinimida), que permite a incorporação das enzimas GOx. EDC e NHS 

foram preparados em concentração de 1,0 mmol L-1 em solução de PBS 0,10 mol 

L-1 com pH ajustado em 7,0. O eletrodo foi mantido nesta solução, sob agitação 

constante, durante 30 minutos. 

 Etapa 4: Para a imobilização da enzima, uma solução de GOx 10 un foi 

preparada com PBS 0,10 mol L-1 pH 7,0. Uma alíquota de 8,0 μL desta solução foi 

adicionada à superfície do eletrodo por “drop-casting”, e permaneceu durante 30 

min para promover a sua imobilização.  

 Etapa 5: O eletrodo EPCM-N2-PB- GOx foi lavado com água 

deionizada e medidas amperométricas foram realizadas em PBS 0,10 mol L-1 pH 

7,0, com aplicação de potencial de -0,1 V (vs Ag/AgCl KCl 3,0 mol L-1). Adições de 

glicose foram feitas para a obtenção de curvas analíticas, na faixa de 

concentração 1,0 a 4,0 mmol L-1 de glicose. 

 Etapa 6: Após cada medida diária, o eletrodo foi armazenado em 

solução de PBS 0,10 mol L-1 pH 7,0, em temperatura de 4,0 ºC.  
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3.6.1 Otimização dos Parâmetros Experimentais para a Determinação Enzimática 

de Glicose 

 

Inicialmente, foi avaliado o número de ciclos necessários para a síntese 

eletroquímica do PB. Com relação as medidas amperométrica para a 

determinação de glicose, foi estudado o potencial aplicado durante estas 

medidas. A imobilização da enzima GOx é de suma importância para garantir a 

estabilidade do biossensor, assim, foi investigada a melhor forma de imobilização 

da enzima em função da quantidade de GOx e do seu tempo de imobilização na 

superfície do eletrodo. Por fim, foi avaliada a capacidade do biochar em pré-

concentrar íons Fe(III). Estes parâmetros foram avaliados de acordo com as 

condições especificadas na TABELA 7. 

 
TABELA 7 – PARÂMETROS EXPERIMENTAIS AVALIADOS PARA A DETERMINAÇÃO 

ENZIMÁTICA DE GLICOSE 

Parâmetro Condições avaliadas 

pH de pré-concentração de íons Fe(III) 2,0 – 6,0 

Número de ciclos para a formação do PB 1,0 – 100 ciclos 

Quantidade de enzima GOx imobilizada 10 – 100 un 

Tempo de incorporação da enzima GOx 5,0 – 60 min 

Potencial aplicado (amperometria) -0,20 – 0,20 V 

 

3.6.2 Desempenho Analítico do Biossensor EPCM-N2-PB-GOx 

 

A curva analítica por amperometria foi avaliada a partir de adições de 

glicose (n=3) na faixa de concentração de 1,0 x 10−5 a 8,0 x 10−3 mol L−1. Com 

isso, foram obtidos os parâmetros de mérito para o referido método. A partir da 

curva analítica também foi possível avaliar a afinidade enzima-substrato, pela 

constante cinética aparente de Michaelis-Menten ( app
MK ), que fornece informações 

sobre a atividade catalítica e a afinidade existente entre a enzima GOx e a 

glicose. Para isso, utilizou-se a Equação (1), adaptada de Lineweaver-Burk.  
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Onde, is corresponde à corrente no estado estacionário; imax à corrente 

máxima registrada pela saturação da glicose e CGLU é a concentração de glicose 

[245, 246].  

A estabilidade do biossensor EPCM-N2-PB-GOx foi avaliada em função 

de medidas amperométrica realizadas na presença de glicose em concentrações 

de 1,0 a 4,0 mmol L-1. Eletrodos foram preparados em um mesmo dia e 

condicionados em solução de PBS pH 7,0 a 4 ºC. Sendo que, ao longo dos dias, 

estes eletrodos foram avaliados, num total de 20 dias. A estabilidade foi 

determinada pela comparação entre as sensibilidades obtidas para os diferentes 

eletrodos (eletrodos com diferentes dias de preparo). 

 

3.6.3 Influência de Espécies Concomitantes na Determinação Enzimática de 

Glicose 

 

O estudo de espécies potencialmente concomitantes para esta estratégia 

seguiu o procedimento similar ao descrito na seção 6.1.3 para determinação não-

enzimática de glicose. Foi avaliada a presença das seguintes espécies: 0,13 

mmol L-1 de ácido ascórbico (AA), 22 mmol L-1 de ácido lático (LA) e 10 mmol L-1 

de ureia (UR). A resposta obtida para 1,0 mmol L-1 de glicose foi avaliada após a 

injeção das espécies isoladamente e em uma solução multicomponente (Multi). 

 

3.6.4 Determinação Enzimática de Glicose em Amostras de Saliva e Soro 

Sanguíneo 

 

A aplicação do método proposto foi também realizada de maneira 

semelhante ao procedimento descrito anteriormente para a determinação não-

enzimática de glicose, utilizando amostras reais e fortificadas de soro sanguíneo e 

saliva. Neste caso, as amostras foram diluídas com solução de PBS 0,10 mol L-1 

pH 7,0, nas mesma proporções descritas, de 1:3 para saliva e 1:10 para soro 

sanguíneo.
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3.7 DETERMINAÇÃO DE COMPOSTOS FENÓLICOS  

 

Os estudos apresentados neste tópico foram realizados durante o período 

de estágio no exterior, pelo Programa de Doutorado Sanduíche no Exterior (PDSE 

– CAPES). O estágio foi desenvolvido no “Grup de Sensors i Biosensors”, na 

Universitat Autònoma de Barcelona, Espanha, supervisionado pelo Prof. Dr. 

Manel del Valle Zafra, com duração de 01 de Julho a 31 de Dezembro de 2017. 

Durante este período foram realizados estudos de pré-concentração e 

determinação simultânea dos compostos fenólicos catecol, 4-etilcatecol e 4-

etilguaiacol, com a finalidade de utilizar um arranjo de eletrodos de pasta de 

carbono em uma língua eletrônica voltamétrica, visando a discriminação dos 

compostos empregando rede neural artificial (ANN – do inglês, Artificial Neural 

Network). O arranjo de sensores foi baseado em três eletrodos de pasta de 

carbono, sendo estes um eletrodo não modificado (EPC), e dois eletrodos 

modificados com nanotubos de carbono (EPCM-NTC) e com biochar ativado N2 

(EPCM-N2). 

 

3.7.1 Caracterização dos Sensores 

 

Os materiais carbonáceos (grafite, nanotubos de carbono e biochar 

ativado) e os eletrodos obtidos foram analisados morfologicamente por 

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV). A composição elementar semi-

quantitativa dos materiais carbonáceos foi também realizada por Espectroscopia 

de Energia Dispersiva (EDS). As medidas foram realizadas conforme 

especificações descritas anteriormente na seção 3.1.2.  

A caracterização voltamétrica dos eletrodos foi realizada por medidas de 

voltametria cíclica, na região de potencial entre -0,5 e 0,5 V com velocidade de 

varredura de 10 mV s−1, em solução de PBS com pH ajustado em 4,5, na 

presença de 5,0 mmol L-1 de ferricianeto de potássio e ferrocianeto de potássio 

(K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6]). As medidas foram realizadas utilizando um 

potenciostato/galvanostato Multi-canal Autolab Metrohm, com gerenciamento de 

dados pelo programa computacional GPES 4.9. 
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Medidas de Espectroscopia de Impedância Eletroquímica (EIS) também 

foram realizadas na presença de 5,0 mmol L-1 de K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6], 

utilizando potencial de 0,17 V, frequência de 500 MHz a 50 mHz e amplitude de 

10 mV. Os parâmetros elétricos dos sensores foram obtidos em função de um 

circuito equivalente de Randles. Tais medidas foram realizadas em um 

potentiostato/galvanostato Methrohm Autolab, gerenciado pelo programa 

computacional FRA. 

O procedimento experimental para determinação de compostos fenólicos 

catecol, 4-etilcatecol e 4-etilguaiacol foi desenvolvido utilizando condições 

experimentais e instrumentais previamente otimizadas [221, 247], e seguindo as 

três etapas ilustradas na FIGURA 20 e descritas em seguida. 

 
FIGURA 20 – PROCEDIMENTO VOLTAMÉTRICO PARA A DETERMINAÇÃO SIMULTÂNEA DE 

COMPOSTOS FENÓLICOS CATECOL, 4-ETILCATECOL E 4-ETILGUAIACOL 

 
FONTE: O autor (2019). 

 

 Etapa 1: A pré-concentração dos compostos fenólicos foi realizada em 

solução de 50 mmol L−1 de PBS com pH ajustado em 5,0. Em que, os eletrodos 

foram imersos na solução, sem aplicação de potencial, sob agitação constante, 

durante 5 minutos. 

 Etapa 2: Os eletrodos foram gentilmente lavados para a remoção das 

espécies não adsorvidas e transferidos para a célula eletroquímica. Medidas de 

voltametria cíclica foram realizadas de -0,3 a 0,8 V, com velocidade de varredura 

de 50 mV s−1. Eletrólito suporte: 50 mmol L−1 de PBS pH 7,4. 
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 Etapa 3: Após cada medição, os eletrodos foram submetidos a uma 

etapa de limpeza eletroquímica por voltametria cíclica na mesma solução 

eletrolítica. Essas medidas foram realizadas na região de potencial entre -0,5 e 

1,2 V, com velocidade de varredura de 100 mV s-1, durante 10 ciclos. 

 

3.7.2 Desempenho Analítico dos Sensores 

 

Curvas analíticas foram obtidas por voltametria cíclica em concentrações 

crescentes de cada composto fenólico, individualmente para cada sensor 

proposto. As faixas de concentração avaliadas para cada analito foram as 

seguintes: 10 a 600 mmol L−1 para catecol; 0,1 a 400 μmol L−1 para 4-etilcatecol e 

0,1 a 250 μmol L−1 para 4-etilguaiacol. Com isso, foi possível avaliar o 

desempenho analítico para cada sensor, e também obter as figuras de mérito 

para o método proposto.  

 

3.7.3 Aplicação da Língua Eletrônica 

 

O desempenho analítico dos três sensores aplicados na língua eletrônica 

foi avaliado pela quantificação simultânea dos três compostos fenólicos, em três 

níveis de concentração, de 5,0 x 10−-5, 7,0 x 10−5 e 1,0 x 10−4 mol L-1. Para isso, 

foram utilizados dois subconjuntos de dados de treinamento (training) e de teste 

(testing). O subconjunto de treinamento foi utilizado para construir o modelo de 

resposta, e foi realizado com base em um planejamento fatorial 33 completo (3 

fatores e 3 níveis), compondo 27 medidas. Já o subconjunto de teste foi composto 

por 10 amostras distribuídas aleatoriamente nos níveis de concentração avaliados 

e foi utilizado para auxiliar na predição do modelo de resultados. O planejamento 

empregado pode ser visualizado na TABELA 8. 



77 

C. Kalinke  3. Materiais e Métodos 

 

 
 

TABELA 8 – PLANEJAMENTO FATORIAL 33 APLICADO PARA AS MEDIDAS DO 
SUBCONJUNTO DE TREINAMENTO E CONCENTRAÇÕES DO SUBCONJUNTO DE TESTE 

Subconjunto Medida 
Concentração (mol L-1) 

CAT 4-EC 4-EG 

Treinamento 

1 5,00 x 10-5 5,00 x 10-5 5,00 x 10-5 
2 7,00 x 10-5 5,00 x 10-5 5,00 x 10-5 
3 1,00 x 10-4 5,00 x 10-5 5,00 x 10-5 
4 5,00 x 10-5 7,00 x 10-5 5,00 x 10-5 
5 7,00 x 10-5 7,00 x 10-5 5,00 x 10-5 
6 1,00 x 10-4 7,00 x 10-5 5,00 x 10-5 
7 5,00 x 10-5 1,00 x 10-4 5,00 x 10-5 
8 7,00 x 10-5 1,00 x 10-4 5,00 x 10-5 
9 1,00 x 10-4 1,00 x 10-4 5,00 x 10-5 
10 5,00 x 10-5 5,00 x 10-5 7,00 x 10-5 
11 7,00 x 10-5 5,00 x 10-5 7,00 x 10-5 
12 1,00 x 10-4 5,00 x 10-5 7,00 x 10-5 
13 5,00 x 10-5 7,00 x 10-5 7,00 x 10-5 
14 7,00 x 10-5 7,00 x 10-5 7,00 x 10-5 
15 1,00 x 10-4 7,00 x 10-5 7,00 x 10-5 
16 5,00 x 10-5 1,00 x 10-4 7,00 x 10-5 
17 7,00 x 10-5 1,00 x 10-4 7,00 x 10-5 
18 1,00 x 10-4 1,00 x 10-4 7,00 x 10-5 
19 5,00 x 10-5 5,00 x 10-5 1,00 x 10-4 
20 7,00 x 10-5 5,00 x 10-5 1,00 x 10-4 
21 1,00 x 10-4 5,00 x 10-5 1,00 x 10-4 
22 5,00 x 10-5 7,00 x 10-5 1,00 x 10-4 
23 7,00 x 10-5 7,00 x 10-5 1,00 x 10-4 
24 1,00 x 10-4 7,00 x 10-5 1,00 x 10-4 
25 5,00 x 10-5 1,00 x 10-4 1,00 x 10-4 
26 7,00 x 10-5 1,00 x 10-4 1,00 x 10-4 
27 1,00 x 10-4 1,00 x 10-4 1,00 x 10-4 

Teste 

1 7,17 x 10-5 9,39 x 10-5 5,75 x 10-5 
2 9,52 x 10-5 5,98 x 10-5 9,87 x 10-5 
3 7,83 x 10-5 8,03 x 10-5 8,08 x 10-5 
4 5,50 x 10-5 5,40 x 10-5 6,30 x 10-5 
5 8,82 x 10-5 9,79 x 10-5 9,57 x 10-5 

6 6,23 x 10-5 7,32 x 10-5 5,03 x 10-5 

7 9,81 x 10-5 6,45 x 10-5 7,59 x 10-5 

8 8,24 x 10-5 8,33 x 10-5 9,42 x 10-5 

9 6,47 x 10-5 5,20 x 10-5 5,45 x 10-5 

10 9,44 x 10-5 9,87 x 10-5 6,97 x 10-5 
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Devido à complexidade e elevada quantidade de dados gerados com a 

aplicação da ET, foi realizado um pré-processamento para normalização e 

compressão dos dados, utilizando a transformada DWT (Do inglês, Discrete 

Wavelet Transform), em quatro níveis de compressão. Esta etapa permitiu reduzir 

a complexidade dos dados, preservando as informações relevantes, melhorar o 

tempo de processamento dos dados, evitar a redundância nos dados de entrada, 

e obter um modelo com melhor capacidade de processamento. Para análise dos 

dados gerados após as 37 medidas, primeiramente, uma análise de componentes 

principais (PCA) foi aplicada para a análise qualitativa das respostas 

voltamétricas. Para isso, medidas voltamétricas (n=3) para cada analito, 

empregando os sensores individualmente foram confrontadas pela aplicação de 

suas componentes principais.  

Em seguida, foi feita a modelagem quantitativa dos dados, empregando 

Redes Neurais Artificiais (ANN). Este modelo possibilitou a redução dos erros 

entre os valores de saída esperados e os obtidos em cada interação. Foram 

utilizadas configurações específicas de 96 neurônios na camada de entrada 

(obtidos pelo método de compressão), 6 neurônios na camada oculta e 3 

neurônios na camada de saída (correspondentes aos 3 compostos fenólicos 

avaliados). Os processamentos quimiométricos descritos acima foram realizados 

utilizando a programação do software MATLAB 7.1 (MathWorks, Natick, EUA), 

empregando suas ferramentas computacionais Neural Networks e Wavelet, para 

ANN e DWT, respectivamente. 
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4.1.1 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 
Análises de MEV foram realizadas para avaliar as características 

morfológicas das amostras de biochar. As FIGURAS 21 e 22 apresentam as 

imagens representativas obtidas para as amostras de biochar precursora (não 

tratada) e após os tratamentos de ativação. 

 
FIGURA 21 – IMAGENS DE MEV OBTIDAS PARA A AMOSTRA DE BIOCHAR PRECURSOR 

COM AUMENTO DE 300 (A) E 2.000 VEZES (B), E PARA AS AMOSTRAS DE BIOCHAR 
ATIVADO N1 (C) E N2 (D), COM AUMENTO DE 2.000 VEZES 
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FIGURA 22 – IMAGENS DE MEV OBTIDAS PARA AS AMOSTRAS DE BIOCHAR ATIVADO: N3 
(A); N4 (B); N5 (C); NH (D); H1 (E) E H2 (F), COM AUMENTO DE 2.000 VEZES 
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Com base nas imagens obtidas por MEV foi possível observar algumas 

variações morfológicas entre as amostras de biochar precursor e as ativadas 

quimicamente. Dentre estas, pode-se destacar que a amostra precursora 

apresentou uma estrutura com maior porosidade em comparação às demais. Isso 

sugere que os tratamentos de ativação promoveram a diminuição do tamanho dos 

poros, o que também pode ter alterado a sua área superficial. Com relação às 

amostras tratadas com ácido nítrico, foi observada uma maior variação estrutural. 

Isso pode ser explicado pois o HNO3 é um agente altamente oxidante, e mais 

agressivo que o H2O2, promovendo maior oxidação e alteração da superfície do 

biochar.  

No entanto, para as amostras tratadas com H2O2 (FIGURAS 22-E, F), 

poucas alterações foram constatadas na superfície das partículas. Além disso, 

pode-se notar que a amostra NH (FIGURA 22-D), tratada com uma mistura de 

HNO3 e H2O2, também não exibiu diferenças morfológicas significativas, em 

comparação com amostras tratadas com HNO3. Em comparação, Stavropoulos e 

colaboradores [248] também avaliaram a influência da ativação com HNO3 para a 

obtenção de carvão ativado, e constataram que o tratamento teve efeitos erosivos 

na estrutura do material. Outros autores também sugerem que esses efeitos 

poderiam estar relacionados à introdução de grupos funcionais nos poros da 

superfície de materiais carbonáceos, a partir da “destruição” das paredes dos 

poros [42, 47, 49].  

 

4.1.2 Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) 

 

A seguir, foram realizadas análises de espectroscopia de energia 

dispersiva (EDS), acoplado ao MEV, tendo como objetivo a estimativa elementar 

(semi-quantitativa) das amostras. Na FIGURA 23-A pode ser observado o 

espectro de EDS obtido para a amostra de biochar precursora, com aumento da 

região situada entre 0,4 e 4,0 keV, e na FIGURA 23-B os espectros obtidos para 

as amostras de biochar ativado quimicamente, em uma faixa mais restrita de 

energia, de 0,3 a 2,0 keV. 
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FIGURA 23 – ESPECTROGRAMAS DE EDS OBTIDOS PARA A AMOSTRA DE BIOCHAR 
PRECURSORA, COM AUMENTO DA REGIÃO ENTRE 0,4 E 4,0 KEV (A), E PARA AS 

AMOSTRAS DE BIOCHAR ATIVADO (B) 
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O espectro de EDS da amostra de biochar precursora apresenta picos 

que denotam a existência de elementos característicos deste material. O 

processo de obtenção do biochar (pirólise) promove a queima incompleta da 

biomassa, com isso, alguns compostos podem ser formados e outros degradados 

[232]. Assim, tanto os compostos, quanto o seu teor resultante no biochar podem 

ser variáveis de acordo com a biomassa utilizada, e com as condições de pirólise 

[1]. Com base em um trabalho anterior, o material pirolisado apresentou teor 

significativo de carbono, e uma diminuição do teor de oxigênio, em comparação a 

biomassa de farelo de mamona [233]. Paralelo a isso, um aumento do teor de 

nitrogênio foi registrado, e pode ser explicado pela sua incorporação em 

estruturas do material que são resistentes ao calor e não voláteis [11, 249]. 

Compostos minerais, tais como magnésio, silício, fósforo, enxofre, potássio e 

cálcio, são também comumente encontrados no produto da pirólise, e são 

provenientes da matéria-prima utilizada [1]. 

Pelos espectros de EDS referentes às amostras de biochar ativado, foram 

observados somente picos referentes a carbono, oxigênio, magnésio, nitrogênio, 

alumínio e silício. Uma hipótese é que os outros minerais (fósforo, enxofre, 

potássio e cálcio), observados para a amostra precursora, podem ter sido 

removidos pela ação dos tratamentos químicos superficiais. Alguns autores 

sugerem que o HNO3 pode promover a liberação de íons já existentes no biochar, 

ou seja, que os íons H+ do ácido deslocam e/ou solubilizam cátions que estão 

presentes na superfície do biochar [48].  

B A 
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Com as análises realizadas por EDS também foi possível obter uma 

estimativa da composição elementar semi-quantitativa das amostras de biochar 

precursor (BC) e das amostras submetidas aos tratamentos de ativação química. 

Os resultados desta análise são apresentados na TABELA 9. 

 
TABELA 9 – COMPOSIÇÃO ELEMENTAR SEMI-QUANTITATIVA DAS AMOSTRAS DE 

BIOCHAR OBTIDA POR ANÁLISES DE EDS 

Amostra 
Composição Elementar (%) 

C N O Mg Al Si P S K Ca 

BC 64,4 6,88 19,9 1,47 1,68 0,730 0,790 0,490 1,41 2,26 

N1 63,4 9,97 21,8 0,080 1,60 1,80 - 0,280 - - 

N2 60,6 10,3 24,6 0,14 1,57 2,56 - 0,190 - - 

N3 63,9 7,35 21,8 0,080 3,57 1,04 - 0,260 - - 

N4 64,4 8,52 20,9 0,090 3,81 2,15 - 0,120  - 

N5 64,4 7,15 21,2 0,070 2,29 0,630 - 0,170 - - 

H1 64,4 4,98 20,3 0,570 3,03 1,20 0,590 0,180 0,300 1,29 

H2 64,3 5,95 20,2 0,820 3,35 1,32 0,200 0,260 1,71 0,750 

NH 62,2 7,27 22,5 0,110 5,78 3,09 - 0,060 - - 

 

Analisando os dados obtidos, foi possível constatar variações da 

composição química do biochar após os tratamentos de ativação, compatíveis 

com outros relatos da literatura [42, 44]. Dentre estas, pode-se ressaltar o 

aumento a quantidade de oxigênio, observado para todas as amostras ativadas. 

Isso pode ser explicado pela oxidação da superfície do biochar, que leva à 

formação de grupamentos hidroxílicos e carboxílicos, aumentando os teores de 

oxigênio. Já o aumento do teor de nitrogênio foi observado para as amostras 

tratadas com HNO3, e pode ser relacionado à formação de grupos nitro, formados 

pela oxidação de grupos amínicos presentes nas amostras, ou à adsorção de íons 

nitrato na superfície dos materiais [248].  

Destaca-se que a amostra N2 (tratada com HNO3, durante 3 horas em 

temperatura de 60 ºC) apresentou as maiores variações de composição 

elementar. Para as amostras H1 e H2, tratadas com H2O2, as mudanças de 

composição elementar foram pouco significativas, o que é concordante com 

relatos da literatura, e está atrelado ao fato de que este tratamento é menos 

agressivo em comparação ao tratamento com HNO3 [47]. 
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4.1.3 Análise Termogravimétrica (TGA) 

 

Para investigar o comportamento térmico do biochar antes e após os 

tratamentos de ativação, foram realizadas análises de TGA, até temperatura de 

1000 ºC. Os resultados obtidos, baseados nos processos térmicos observados 

com a perda de massa das respectivas amostras são apresentados na FIGURA 

24. 

 
FIGURA 24 – CURVAS TERMOGRAVIMÉTRICAS E PROCESSOS DE PERDA DE MASSA 

OBTIDOS POR TGA PARA AS AMOSTRAS DE BIOCHAR 
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Amostra Temperatura 
(ºC) 

Perda de 
massa 

(%) 
BC 417 69,4 

N1 498 89,0 

N2 495 86,0 

N3 498 88,3 

N4 494 88,9 

N5 490 92,3 

NH 490 89,8 

H1 440 83,0 

H2 439 79,3 
 

 

Os processos de perda de massa do biochar estão relacionados à 

degradação dos compostos celulósicos. A degradação da hemicelulose 

normalmente é observada em temperaturas em torno de 300 ºC [250]. Além disso, 

a perda de água remanescente no material carbonáceo pode ser observada de 

105 a 200 ºC. Entre 200 e 300 ºC também pode ocorrer a decomposição de 

hidroxilas e grupos carboxílicos [1]. E até 400 ºC a decomposição de carboidratos 

e/ou compostos alifáticos é relatada [251]. No entanto, nenhum processo térmico 

foi observado até a temperatura de 400 ºC, uma vez que tais compostos já podem 

ter sido degradados com a etapa de pirólise para a obtenção das amostras de 

biochar, realizada em 400 ºC.  
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Outros processos térmicos comumente relatados para amostras de 

biochar estão relacionados à decomposição da celulose e também à degradação 

de compostos aromáticos, acima de 400 ºC. Já a degradação da lignina ocorre 

lentamente até temperatura de 900 ºC. E processos acima de 600 ºC podem ser 

correlacionadas a estruturas recalcitrantes termicamente [250]. Para todas as 

amostras avaliadas foi observado o processo térmico relacionado à degradação 

da celulose. Para a amostra BC foi observada uma perda de massa de 69,4 % em 

temperatura de 417 ºC. Após os tratamentos de ativação, as amostras 

apresentaram um maior percentual de perda de massa. Alguns autores sugerem 

que essas perdas de massa podem estar associadas, principalmente, à 

decomposição de grupos de ácidos carboxílicos (‒COOH) e outros grupos 

oxigenados presentes nas amostras ativadas [252, 253]. Isso significa que os 

tratamentos químicos influenciam na decomposição do biochar. Além disso, um 

deslocamento nos processos térmicos para temperaturas mais elevadas foi 

observado para as amostras ativadas em comparação com a amostra BC.  

As amostras tratadas com H2O2 apresentaram menor variação em relação 

ao processo térmico, registrado em 440 e 439 ºC, com perdas de massa de 83 e 

79 % para amostras H1 (tempo de refluxo de 1,0 h) e H2 (tempo de refluxo de 2,0 

h), respectivamente. Em contrapartida, as amostras tratadas com HNO3 

apresentaram um maior deslocamento dos picos para este processo, registrado 

acima de 490 ºC, e com perdas de massa que variaram entre 86 e 92 %. Inyang e 

colaboradores [254] também obtiveram materiais com maior estabilidade térmica 

após tratamentos de ativação de biochar de bagaço de cana-de-açúcar. Os 

autores registraram deslocamentos nos picos entre 350 e 500 ºC, com perdas de 

massa de 70 a 80 %. Assim, os resultados obtidos podem indicar o aumento de 

estruturas mais difíceis de serem degradadas, ou seja, de materiais mais 

recalcitrantes após os tratamentos de ativação.  
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4.1.4 pH e Condutividade Elétrica 

 

Os resultados obtidos pelas medições de pH e condutividade estão 

presentes na TABELA 10, onde foi observado que todas as amostras de biochar 

apresentaram um caráter ácido. A amostra de biochar precursor apresentou um 

pH de 6,0 e um decréscimo foi observado para as amostras após a ativação. Com 

o tratamento de ativação, os grupos funcionais carregados negativamente tendem 

a se formar no biochar superficial, causando a diminuição dos valores de pH. O 

HNO3 é um oxidante mais reativo em comparação ao H2O2, sendo assim, as 

amostras tratadas com HNO3 apresentaram menor valor de pH. Destaca-se que a 

amostra de biochar N2, obtida por síntese com HNO3 a 60 ºC por 3,0 h, que 

registrou o menor valor de pH. Esta amostra também apresentou maior 

condutividade elétrica em comparação às demais amostras ativadas. Esse 

comportamento pode estar relacionado a maior quantidade de grupos funcionais 

presentes na superfície desta amostra.  

 
TABELA 10 – VALORES DE PH E CONDUTIVIDADE ELÉTRICA OBTIDOS PARA AS 

AMOSTRAS DE BIOCHAR PRECURSOR E ATIVADAS (N=3) 

Amostra pH Condutividade Elétrica  
(μS cm−1) 

BC 6,00 ± 0,20 35,4 ± 1,1 

N1 5,30 ± 0,07 27,5 ± 0,2 

N2 5,10 ± 0,10 30,3 ± 0,1 

N3 5,50 ± 0,07 20,6 ± 0,2 

N4 5,35 ± 0,04 22,9 ± 0,1 

N5 5,50 ± 0,06 14,9 ± 0,1 

NH 5,30 ± 0,10 18,8 ± 0,3 

H1 5,56 ± 0,04 10,2 ± 0,1 

H2 5,63 ± 0,02 13,9 ± 0,1 
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Em um trabalho semelhante, Estupiñan e colaboradores [47] relataram 

que amostras de biochar ativado produzido a partir de cascas de coco 

apresentaram um significativo aumento de acidez para amostras tratadas com 

HNO3, em comparação às amostras tratadas com H2O2. Além disso, estas 

amostras apresentaram maior acidez do que o material precursor. Esses 

resultados foram correlacionados com o aumento dos grupos funcionais 

oxigenados, seguindo a ordem: HNO3 > H2O2 > BC. 

No presente trabalho, BC apresentou a maior condutividade elétrica, em 

comparação com todos os materiais ativados. Isso pode ser explicado pela sua 

maior quantidade de compostos minerais, como silicatos, carbonatos e fosfatos, 

conforme observado pelas análises de EDS. Para a amostra BC, a elevada 

condutividade pode afetar a eficiência da adsorção pela competição da substância 

de interesse com esses minerais adsorvidos superficialmente, como também foi 

relatado para outros autores [255, 256]. Por outro lado, as amostras submetidas 

aos tratamentos de ativação mostraram uma diminuição em relação à 

condutividade. Neste caso, as amostras tratadas com H2O2 apresentaram 

menores valores de condutividades, o que pode sugerir que estas apresentam 

menor quantidade de grupos funcionais. Já o comportamento contrário foi 

observado para as amostras tratadas com HNO3.  

 

4.1.5 Espectroscopia Raman 

 

O grau de desordem das amostras de biochar foi avaliado por análises de 

espectroscopia Raman, na região entre 100 e 3800 cm-1, onde foi possível 

observar a presença das bandas D e G em 1350 e 1570 cm−1, respectivamente. A 

banda G está associada ao estiramento de átomos de carbono com ligações sp2 e 

fornece informações sobre o grau de grafitização da amostra. A banda D é 

formada por formas vibracionais que se tornam ativas quando há defeitos e 

funcionalizações, como a presença de grupos ‒OH e ‒COOH, nos planos 

hexagonais dessas estruturas [257, 258]. Assim, as bandas D e G foram 

correlacionadas para obter a razão ID/IG entre as intensidades das bandas, 

representativas da quantidade de defeitos das amostras de biochar. Os resultados 

obtidos podem ser observados na FIGURA 25. 
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FIGURA 25 – ESPECTROS RAMAN E RAZÕES ENTRE AS BANDAS D E G (ID/IG) OBTIDOS 

PARA AS AMOSTRAS DE BIOCHAR PRECURSOR E ATIVADAS 
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A amostra de biochar precursor (BC) apresentou razão ID/IG de 1,05. 

Para todas as amostras ativadas foi encontrado um aumento em relação a este 

valor, que pode ser correlacionado com o aumento dos grupos funcionais 

superficiais após a ativação química. No entanto, as amostras N3, N4 e N5 

(tratamento com HNO3), H1 e H2 (tratamento com H2O2) exibiram um aumento 

discreto, de 1,11 a 1,16. Já as amostras N1, N2 e NH apresentaram os maiores 

valores de ID/IG de 1,20; 1,30 e 1,24, respectivamente. Resultados semelhantes 

foram reportados por outros trabalhos da literatura. Inyang e colaboradores [254] 

obtiveram um aumento dessa razão de 1,11 para 1,30, após o tratamento de 

amostras de biochar com nanotubos de carbono a 1,0 % (m/m) (sob agitação, por 

1,0 h). Jiang e colaboradores [259] também relataram um sutil aumento de 1,05 

para 1,18 após a ativação de biochar de madeira de cedro, utilizando 0,5 mol L−1 

de HNO3 (sob agitação em temperatura ambiente, por 12 h). Com isso, pode-se 

sugerir que os materiais ativados apresentaram uma maior proporção de grupos 

funcionais superficiais, ou defeitos, em comparação à amostra precursora. 
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4.1.6 Espectroscopia na Região do Infravermelho por Transformada de Fourier 

(FTIR) 

 

Com o objetivo de obter informações a respeito dos grupos funcionais 

presentes na superfície das amostras de biochar antes e após os tratamentos de 

ativação química, foram realizadas medidas de FTIR. Os espectros de FTIR 

obtidos são mostrados na FIGURA 26. 

 
FIGURA 26 – ESPECTROS DE FTIR OBTIDOS PARA AS AMOSTRAS DE BIOCHAR 

PRECURSOR E ATIVADAS 
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Os espectros de FTIR indicaram algumas modificações estruturais entre o 

biochar antes e após os tratamentos de ativação, com relação às distinções 

espectrais. Contudo, todas as amostras apresentaram bandas características do 

material carbonáceo. Dentre as bandas observadas, pode-se destacar a banda 

em torno de 3400 cm−1 correspondente ao estiramento da ligação ‒OH. Vibrações 

entre 3000 e 2800 cm−1 podem ser atribuídas ao estiramento C‒H, sendo que os 

espectros das amostras de biochar ativado apresentaram bandas com 

intensidade pouco significativa nesta região [260]. A banda em 1620 cm−1 pode 

ser atribuída ao estiramento C=C de anéis aromáticos ou a deformação C‒H. 
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Estiramento C=C e ao modo de dobramento –CH2, relacionado a carboidratos de 

lignina das amostras, podem ser caracterizados pela banda em 1430 cm−1. A 

região entre 1400 e 1200 cm−1 pode ser associada à presença de diversos 

grupamentos, o que pode ocasionar em sobreposições de picos. Entretanto, em 

relação às amostras de biochar, podem-se atribuir estas bandas a grupos ‒OH de 

fenóis e ácidos carboxílicos. A banda em 1030 cm−1 pode ser atribuída ao 

estiramento C‒O e ao modo de dobramento O‒H de fenóis e ácidos carboxílicos 

[261]. Bandas entre 1000 e 900 cm−1 podem ser associadas ao estiramento 

assimétrico C‒O‒C, característico de componentes celulósicos (celulose e 

lignina) ainda presentes nas amostras de biochar [262]. Por fim, ligações do tipo 

Si‒O podem ser sugeridas pela presença da banda em 464 cm−1 [263]. 

Após os tratamentos de ativação, outros grupos funcionais foram gerados 

na superfície do biochar. De modo geral, as amostras ativadas apresentaram, 

dentre outras, bandas em 1710 cm−1 correspondente ao estiramento C=O de 

grupos carboxílicos (‒COOH). Bandas de estiramento C‒O e estiramento 

assimétrico C‒O‒H, ambos de ‒COOH, podem ser atribuídas na região em torno 

de 1250 cm−1 [264]. A formação de grupos funcionais após a ativação do biochar 

pode ocorrer na porção alifática da molécula, rompendo os carbonos benzílicos 

de ligações C‒C ou por reações de oxidação envolvendo metileno (‒CH2) [265]. 

Além disso, a presença de grupos nitro nas amostras pode ser identificada pelas 

bandas em 1530 e 1330 cm−1 e associadas, respectivamente, aos estiramentos 

simétrico e assimétrico do grupo ‒NO2. Isso sugere que a reação de nitração 

pode ocorrer simultaneamente com a reação de oxidação [261]. A introdução de 

grupos nitro superficialmente adsorvidos no biochar pode ocorrer a partir da 

dissociação do HNO3, gerando íons nitrônio que reagem com os anéis aromáticos 

da estrutura do biochar [266]. Além disso, este tratamento pode liberar íons de 

grupos existentes na superfície do biochar, ou seja, íons H+ do HNO3 podem 

deslocar e/ou solubilizar cátions que estão presentes no biochar. Isso permite que 

mais grupos funcionais presentes no material ativado estejam disponíveis para 

interagir com outros compostos [252]. 
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4.1.7 Estimativa de Grupos Ácidos Superficiais 

 

Após a identificação dos grupos funcionais presentes nas amostras de 

biochar, titulações realizadas pelo método de Boehm foram conduzidas para 

estimar a quantidade de grupos ácidos totais (carboxílicos, fenólicos e lactônicos), 

em equivalente por grama de biochar (mmol g−1), presentes na superfície das 

amostras. Para isso, as amostras foram neutralizadas com NaOH, um excesso de 

HCl foi adicionado, e as titulações potenciométricas foram realizadas empregando 

NaOH como solução titulante. Assim, as quantidades de grupos ácidos totais 

foram obtidas por cálculos de retrotitulação (TABELA 11) em comparação às 

condições de tratamento de cada amostra de biochar ativado. 

 
TABELA 11 – GRUPAMENTOS ÁCIDOS TOTAIS PRESENTES NAS AMOSTRAS DE BIOCHAR 

Amostra Condições de Tratamento 
Grupos Ácidos Totais 

(mmol g−1) 

BC * 4,98 ± 0,29 

N1 

HNO3 50 % 

60 ºC 
1,0 h 6,57 ± 0,12 

N2 3,0 h 7,87 ± 0,16 

N3 
90 ºC 

1,0 h 5,75 ± 0,18 

N4 3,0 h 5,97 ± 0,07 

N5 HNO3 75 % 60 1,0 h 5,55 ± 0,16 

H1 
H2O2 35 % 

40 1,0 h 5,31 ± 0,07 

H2 40 2,0 h 5,27 ± 0,18 

NH HNO3 + H2O2 60 1,0 h 7,30 ± 0,05 

*Amostra de biochar precursora (não tratada) 
 

Diante dos dados apresentados é possível fazer uma relação entre a 

quantidade de grupamentos ácidos superficiais totais gerados e as condições 

empregadas para a ativação química das amostras de biochar. Pode-se constatar 

que as amostras de biochar submetidas aos tratamentos de 

ativação/funcionalização superficial apresentaram um aumento de grupos 

funcionais ácidos, em relação a amostra BC, que apresentou o valor de 

aproximadamente 5,0 mmol g−1.  
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Os tratamentos com HNO3 permitiram ainda a formação de uma maior 

quantidade destes grupos em comparação aos tratamentos com H2O2. Tais 

resultados são concordantes com outros trabalhos relatados [47, 48], em que as 

condições de tratamento com HNO3 foram determinantes para a incorporação de 

grupos funcionais [267]. O ácido nítrico pode reagir com grupos funcionais 

básicos, tais como cetonas e pironas, para formar grupos funcionais ácidos a 

partir da abertura de heterociclos presentes na estrutura [268]. Esta reação 

permite que o íon nitrônio (‒NO2+) se ligue as estruturas aromáticas do biochar. 

Além disso, a formação de grupos ácidos também pode ocorrer na estrutura 

alifática do biochar, pela quebra de ligações C‒C (Reação (1)). Reações de 

oxidação podem ocorrer com o grupo metileno (‒CH2), resultando na formação de 

grupos cetônicos por exemplo (Reação (2)) [265]. 

 

 

(1) 

 

(2) 

 

A formação de grupos funcionais permite que o material apresente mais 

sítios ativos para interagir com outros compostos, por diferentes mecanismos de 

interação superficial [37, 269]. Para estes tratamentos, observa-se ainda que em 

um tempo de refluxo superior (3,0 horas) ocorre a geração de uma maior 

quantidade de grupos ácidos. Isto é condizente, uma vez que com o maior tempo 

de contato com o ácido, maior a formação destes grupos.  

Entretanto, para os métodos empregando temperatura mais elevada (90 

ºC) e concentração de HNO3 de 75 % não foram observadas variações 

significativas de grupos ácidos totais. Isso pode sugerir que a temperatura não 

apresenta grandes influências nos tratamentos de funcionalização do biochar, 

conforme observado também em outros trabalhos da literatura [44]. Assim, não 

houve a necessidade do emprego de temperaturas de refluxo superiores a 60 ºC, 

utilizando HNO3 50 % como agente oxidante. Com base nestas informações, 
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destaca-se a amostra N2, obtida nesta condição e com tempo de refluxo de 3 

horas, apresentou a maior quantidade de formação de grupos funcionais ácidos, 

em comparação às demais amostras avaliadas.  

Já para os tratamentos empregando H2O2, a formação de grupos 

funcionais pode ocorrer a partir de grupos metileno (‒CH2‒), ligados ao anel 

aromático ou grupos cíclicos, conforme a Reação (3) [265]. 

 

 
(3) 

 

As titulações das amostras obtidas com este tratamento apresentaram 

variações pouco significativas para os tempos de 1,0 e 2,0 horas, sugerindo que 

com este agente oxidante o tempo de refluxo não influenciou na geração de 

grupamentos funcionais. Deste modo, pode-se supor que os grupos ácidos 

estimados para o tratamento misto (HNO3 + H2O2) são majoritariamente 

decorrentes da utilização de HNO3. Estes resultados corroboram com as 

constatações de que os tratamentos de ativação realizados com HNO3 

apresentaram maior influência na formação de grupos funcionais ácidos no 

biochar.  

 

4.1.8 Determinação do Potencial Zeta 

 

Medidas de investigação do potencial zeta (ZP) das amostras foram 

conduzidas para avaliar a carga superficial das partículas de biochar e também 

obter informação a respeito da sua capacidade de sorção em função do pH. O ZP 

foi estimado em função da oscilação da solução contendo biochar, o que 

imobilizou as partículas na superfície do copo do equipamento. O fluxo da solução 

desloca a nuvem de íons móveis em torno de cada partícula para cima e para 

baixo, criando uma frequência de oscilação. A diferença de potencial criada foi 

medida como potencial de fluxo e a partir disso, o potencial zeta foi obtido. A 

FIGURA 27 apresenta os gráficos ZP obtidos com este estudo em função da 

alteração do pH do meio. 
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FIGURA 27 – POTENCIAL DE ZETA OBTIDO EM FUNÇÃO DA VARIAÇÃO DO PH PARA AS 
AMOSTRAS DE BIOCHAR PRECURSOR E ATIVADAS  
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Para todas as amostras de biochar foi observado que os valores de ZP 

diminuíram e se tornaram mais negativos com o aumento do pH, o que pode ser 

correlacionado com a adsorção de ânions presentes em solução, como OH− e Cl−, 

à superfície do biochar [270]. BC apresentou um ZP menos eletronegativo em 

comparação com as amostras de biochar ativado, sendo este de 20,4 a ‒2,28 mV 

(TABELA 12). Para as amostras ativadas N1, N3, N4, N5, H1 e H2 as variações 

de ZP não apresentaram diferenças significativas, com perfis similares. Já as 

amostras NH e N2 apresentaram valores de ZP significativamente mais 

eletronegativos, em comparação as demais amostras para qualquer pH avaliado. 

Isso pode indicar que estas amostras apresentam uma quantidade maior de 

cargas negativas superficiais, sendo que partículas com valores maiores de 

potencial zeta (positivo ou negativo) são também consideradas mais estáveis. 

Normalmente, para caracterizar a estabilização, valores mínimos de ZP acima de 

± 30 mV são considerados [271].  

Resultados semelhantes foram também relatados por outros autores [268, 

272, 273], onde amostras de biochar ativadas apresentaram valores de ZP mais 

negativos em comparação ao biochar precursor. Os autores sugerem que isso se 

deve à grande quantidade de grupos funcionais contendo oxigênio, como COO−, 

−COH e –OH, na superfície do biochar ativado. A partir dos resultados obtidos, 

foram determinados os pontos isoelétricos (IEP) das amostras de biochar, 

conforme apresentado na TABELA 12. 
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TABELA 12 – INTERVALOS DE POTENCIAL ZETA (ZP) E PONTO ISOELÉTRICO (IEP) 
OBTIDOS PARA AS AMOSTRAS DE BIOCHAR (N=1) 

Amostra ZP (mV) IEP 

BC 20,4 a -2,28 7,31 

N1 19,0 a -12,0 5,61 

N2 34,8 a -38,4 4,98 

N3 21,5 a -12,6 5,72 

N4 20,2 a -8,30 5,56 

N5 17,4 a -12,6 5,27 

NH 26,5 a -37,0 5,41 

H1 16,7 a -9,71 6,08 

H2 22,7 a -7,31 6,44 

 

O IEP está relacionado ao valor de pH no qual o ZP é zero, e representa 

as cargas superficiais externas do biochar. A carga dos grupos funcionais pode 

variar dependendo do pH da solução, afetando a capacidade de interação ou 

adsorção com outras espécies. No entanto, próximo ao valor de IEP é observada 

a maior capacidade de sorção do material [274]. Valores de IEP entre 4,98 e 7,31 

foram obtidos para as amostras de biochar precursor e ativadas. Os resultados 

indicaram que as cargas superficiais do biochar encontravam-se negativas acima 

dos valores determinados de IEP, como esperado. O biochar precursor 

apresentou o maior IEP de 7,31, enquanto as amostras de biochar ativado 

apresentaram valores menores entre 4,98 e 6,44. O maior IEP pode indicar que o 

material apresenta menor quantidade de grupos funcionais superficiais, sugerindo 

que os tratamentos de ativação foram eficientes para aumentar a quantidades 

destes grupos [275]. Assim, este estudo permitiu predizer que a amostra N2, com 

menor valor de IEP, provavelmente terá maior capacidade de sorção de outras 

espécies em valores de pH próximos ao IEP, sendo que acima destes valores 

ocorre o decréscimo dessa capacidade. 
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4.1.9 Caracterização Voltamétrica 

 

Visando avaliar a influência das diferentes estratégias de ativação na 

capacidade adsortiva do biochar, as amostras foram utilizadas como 

modificadores de eletrodos para a pré-concentração de diferentes espécies de 

interesse analítico. Foram investigadas espécies inorgânicas e orgânicas: íons 

metálicos Pb(II), Cd(II) e Cu(II); e pesticidas paraquat (PQ) e metil paration (MP). 

A pré-concentração de cada espécie (individualmente), foi realizada em condição 

de circuito aberto, durante 5,0 minutos, e sob agitação em solução de acetato de 

sódio 0,10 mol L-1 com pH ajustado em 5,0 contendo de 0,10 mmol L-1 da 

respectiva espécie avaliada. Em seguida, os eletrodos de pasta de carbono com e 

sem modificação foram submetidos a medidas voltamétricas, na ausência e na 

presença da etapa de pré-concentração, para obtenção dos sinais de resposta. A 

FIGURA 28 apresenta os resultados representativos obtidos para as medidas 

realizadas por DPV, após a pré-concentração de íons Pb(II). 

 
FIGURA 28 – VOLTAMOGRAMAS DE DPV OBTIDOS COM OS ELETRODOS EPC, EPCM-BC E 
EPCM-N2 ANTES (LINHA TRACEJADA) E APÓS A PRÉ-CONCNTRAÇÃO DE ÍONS Pb(II) 0,10 

mmol L-1 (LINHA SÓLIDA) (A). INTENSIDADES DE CORRENTE DE PICO OBTIDAS EM 
FUNÇÃO DE TODOS OS ELETRODOS AVALIADOS (B)  
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Os voltamogramas apresentados na FIGURA 28-A comprovam que, tanto 

o EPC quanto os eletrodos modificados com biochar precursor e ativado, 

apresentaram processos anódicos correspondentes à oxidação de íons Pb(II), 

registrados em potenciais de -0,61 V utilizando o EPC e -0,55 V para ambos os 

EPCM (vs. Ag/AgCl KCl 3,0 mol L-1). As linhas tracejadas correspondem aos 

voltamogramas obtidos antes da etapa de pré-concentração (branco), indicando a 

ausência de qualquer processo redox. A determinação de íons Pb(II) foi realizada 

empregando a técnica de stripping voltamétrico (redissolução). As reações 

envolvidas na etapa de medida são representadas a seguir, e correspondem à 

pré-concentração de íons Pb(II) nos EPC (Reação (4)). Após a etapa de redução 

dos íons adsorvidos, a etapa de medida (redissolução), com varredura do 

potencial no sentido positivo, promoveu novamente a oxidação dos íons (Reação 

(5)), permitindo a sua detecção. 

 

Pb(II) + 2e‒ → Pb(EPC) (4) 

Pb(EPC) → Pb(II) + 2e‒ (5) 

 

A partir dos resultados apresentados na FIGURA 28-B, pode-se notar que 

todos os EPCM apresentaram magnitude de sinal de resposta muito superiores 

em relação ao eletrodo não modificado (EPC). Isso sugere que a incorporação do 

biochar melhorou a capacidade adsortiva de todos eletrodos para a pré-

concentração de íons Pb(II), acarretando no aumento da intensidade dos sinais 

de resposta obtidos. Neste sentido, com exceção da amostra H2 (tratada com 

H2O2 35 %, durante 2,0 horas), não foram constatadas variações significativas 

entre as respostas obtidas para os eletrodos modificados com as amostras N1, 

N3, N4, N5, NH e H1, em um intervalo de confiança de 95 % (Teste t-Student). 

Em relação às amostras tratadas com H2O2 (H1 e H2) foi constatado que o 

aumento do tempo de refluxo (1,0 e 2,0 horas, respectivamente) ocasionou a 

diminuição do sinal de resposta, sendo que em tempos superiores pode ter 

ocorrido a decomposição do H2O2, deixando de apresentar o caráter oxidante, 

inviabilizando assim a oxidação e/ou o aumento de grupos funcionais da 

superfície do biochar [40].  
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Em relação aos resultados obtidos para as amostras tratadas com HNO3, 

não foi observada uma tendência entre as condições de tratamento a que as 

amostras foram submetidas. Sendo que o aumento da temperatura de refluxo 

para 90 ºC (amostras N3 e N4) e da concentração de HNO3 para 75 % (amostra 

N5) não foram considerados parâmetros determinantes, não apresentando 

variações significativas nos sinais de resposta registrados. No entanto, o tempo 

de refluxo de 3,0 horas apresentou melhores resultados do que o tempo de 1,0 

hora, sugerindo que o aumento desse parâmetro ocasionou em uma maior 

formação de grupos superficiais, conforme comprovado pelos resultados obtidos 

pela titulação de Boehm.  

O eletrodo que apresentou os melhores resultados foi construído com a 

amostra de biochar N2, que foi tratada sob refluxo com HNO3 50 % (v/v), durante 

3,0 horas, em temperatura de 60 ºC. Para o EPCM-N2 foi registrado um sinal de 

resposta 15 vezes superior em comparação ao sinal registrado para o EPC e 2,2 

vezes superior em relação ao EPCM-BC, nas mesmas condições empregadas. 

Com isso, comprova-se que as alterações das propriedades físico-químicas do 

biochar, geradas após os tratamentos químicos, promoveram melhoras na sua 

capacidade sortiva e, consequentemente no desempenho analítico do sensor. 

Paralelo a isso, conforme dados mostrados anteriormente, esta amostra 

apresentou a maior quantidade de defeitos e de grupos ácidos superficiais. Estas 

características também resultaram em um melhor desempenho voltamétrico para 

os outros compostos avaliados (FIGURA 29). 

 
FIGURA 29 – INTENSIDADES DE CORRENTE DE PICO OBTIDAS NA PRESENÇA DE ÍONS 

Cd(II), Cu(II) E DOS PESTICIDAS PARAQUAT (PQ) E METIL PARATION (MP) 
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Os resultados foram obtidos com os eletrodos EPC, EPCM-BC e EPCM-

N2, após a pré-concentração de íons Cu(II) e Cd(II), e dos pesticidas PQ e MP. 

Tais resultados correspondem aos sinais de resposta registrados para as 

Reações de oxidação (6) e (7) dos íons Cu(II) e Cd(II), seguindo as reações 

expostas anteriormente para a oxidação de íons Pb(II).  

 

Cu(EPC) → Cu(II) + 2e‒ (6) 

Cd(EPC) → Cd(II) + 2e‒ (7) 
 

Os pesticidas foram avaliados pelas reações de redução, ambas 

registradas em potencial de pico de -0,55 V (vs. Ag/AgCl KCl 3,0 mol L-1). Para o 

PQ foi monitorado o seu primeiro processo catódico, referente à redução 

reversível envolvendo a formação do cátion radical PQ•+ (Reação (8)) [276]. E a 

reação reversível do MP foi promovida pela redução do grupamento nitro a 

hidroxilamina, conforme apresentado na Reação (9) [277]. 

 

 
(8) 

 

(9) 

 

Destaca-se que os mecanismos de interação do biochar são diferentes 

para compostos inorgânicos e orgânicos. Para espécies inorgânicas, um trabalho 

anterior revelou que as interações do biochar de farelo de mamona são 

promovidas por um mecanismo de quimiossorção, seguindo o modelo de pseudo-

segunda ordem [233]. Assim, como comprovado pela análise do potencial zeta, as 

amostras de biochar apresentaram uma superfície negativamente carregada após 

o valor de pH de 4,98. Estas cargas favorecem as interações do biochar com 

espécies catiônicas eletrostaticamente, por troca iônica e/ou complexação [7, 33].  
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A capacidade de interação das amostras de biochar para a pré-

concentração de íons metálicos seguiu a ordem de preferência: Pb(II) > Cd(II) > 

Cu(II) > Ni(II). Esse comportamento pode estar relacionado ao raio iônico e à 

energia de hidratação dos íons. Considerando que os cátions avaliados possuem 

o mesmo estado de oxidação, a preferência de interação aumenta com o menor 

raio iônico hidratado [278]. Os íons Pb(II) apresentam um menor raio iônico 

hidratado em comparação com os demais íons, favorecendo sua mobilidade para 

interação com os grupos funcionais do biochar. Para os outros íons, a preferência 

de interação pode estar relacionada à energia de hidratação. Esses resultados 

são consistentes com outros estudos relatados na literatura, nos quais a menor 

energia de hidratação promoveu a maior capacidade de interação [279, 280].  

Já em relação às espécies orgânicas, é necessário ressaltar que o 

pesticida PQ também é um composto catiônico [21, 281], o que pode ter 

favorecido a sua melhor interação com o biochar, a partir de mecanismos mistos 

de fisiossorção e quimiossorção. O pesticida MP é uma molécula neutra [282, 

283], e provavelmente se liga ao biochar por ligações de hidrogênio que podem 

ocorrer entre os grupos oxigenados e nitrogenados do biochar com o grupamento 

nitro do MP. Além disso, um mecanismo envolvendo interações do tipo π-π entre 

o anel aromático do pesticida e a parte carbonácea do biochar também pode 

ocorrer [61, 284, 285]. 
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4.1.10 Conclusões Parciais para a Obtenção de Biochar Ativado 

 

Nesta primeira etapa, amostras de biochar foram obtidas e tratadas com 

diferentes estratégias de ativação química com HNO3 e/ou H2O2, e apresentaram 

variações físico-químicas, principalmente em relação as características 

morfológicas, estruturais e elementares, em comparação à amostra precursora 

(BC). De maneira geral, comparando todos os resultados obtidos pelas análises 

de caracterização, destaca-se que as amostras tratadas com HNO3 apresentaram 

variações mais significativas.  

As amostras de biochar tratadas apresentaram elevada capacidade de 

pré-concentração e detecção para as diferentes sondas eletroquímicas 

inorgânicas e orgânicas avaliadas. A amostra N2, obtida por refluxo com HNO3 50 

% (v/v) durante 3 horas e em temperatura de 60 ºC, apresentou os melhores 

resultados para a pré-concentração destas espécies, o que foi relacionado a 

maior quantidade de grupamentos funcionais oxigenados incorporados à 

superfície do material, melhorando assim a sua capacidade de interagir com as 

espécies.  

Assim, o eletrodo EPCM-N2 demonstrou maior potencialidade 

eletroanalítica, comparado aos demais eletrodos avaliados, e foi escolhido para o 

desenvolvimento das metodologias analíticas que serão descritas nas próximas 

seções dos resultados.  

 



 

 

 
 

4.2 DETERMINAÇÃO DE NÍQUEL EM AMOSTRAS DE 

BIOETANOL COMBUSTÍVEL E ÁGUA RESIDUÁRIA 
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4.2.1 Comportamento Eletroquímico do EPCM-N2 

 

Evidenciada a potencialidade do EPCM com a amostra de biochar 

ativado N2 em pré-concentrar íons metálicos de maneira mais efetiva, o EPCM-

N2 foi avaliado na pré-concentração de íons Ni(II), com o intuito de monitorar a 

formação do par redox Ni(II)/Ni(III), em meio básico. A etapa de pré-concentração 

foi realizada em solução acetato de sódio com pH ajustado em 7,0, contendo 5,0 

x 10-4 mol L-1 de nitrato de níquel (II), durante 10 minutos, sob agitação constante 

e em condições de potencial de circuito aberto (sem aplicação de potencial). 

Após a pré-concentração de íons Ni(II), o eletrodo foi submetido a medidas de 

voltametria cíclica com a finalidade da formação do par redox Ni(II)/Ni(III). Os 

parâmetros empregados foram: faixa de potencial de 0,2 a 0,8 V, 100 ciclos, 

velocidade de varredura (ν) de 50 mV s-1 e KOH 0,01 mol L-1 como eletrólito 

suporte. As medidas foram realizadas para os eletrodos não modificado (EPC) e 

modificados com biochar precursor (EPCM-BC) e biochar ativado N2 (EPCM-N2), 

conforme apresentado na FIGURA 30.  

 
FIGURA 30 – VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS OBTIDOS PARA O EPC (—), EPCM-BC (—) E 

EPCM-N2 (—) APÓS PRÉ-CONCENTRAÇÃO NA PRESENÇA DE ÍONS Ni(II) 5,0 x 10-4 mol L-1. 
NO DETALHE: VOLTAMOGRAMAS NA AUSÊNCIA DO EPCM-N2, PARA EFEITO 

COMPARATIVO. ν: 50 mV s-1 
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A partir dos resultados apresentados é possível notar que para ambos os 

eletrodos modificados houve a presença dos sinais faradáicos referentes ao 

processo de oxidação do hidróxido de níquel (II) para o oxi-hidróxido de níquel 

(III), em potencial de 0,60 V, e o processo referente à reação reversa de redução 

do oxi-hidróxido de níquel (III), em 0,52 V (vs Ag/AgCl KCl 3,0 mol L-1). Os sinais 

de resposta evidenciam a presença de íons Ni(II) na superfície destes eletrodos, 

comprovando a capacidade do biochar em pré-concentrar estes íons.  

Porém, conforme pode ser observado pelo gráfico inserido, o EPC não 

modificado e o EPCM-BC apresentaram intensidades de corrente de pico pouco 

mensuráveis. Já para o EPCM-N2 foram observados sinais com melhor definição 

e com maiores intensidades de correntes anódica e catódica. Com isso, torna-se 

evidente que o eletrodo modificado com a amostra de biochar ativado (EPCM-

N2) possui maior potencialidade em pré-concentrar íons Ni(II) espontaneamente, 

com relação ao material não tratado. Isto credencia o dispositivo proposto para 

ser aplicado como um sensor voltamétrico para a determinação de íons Ni(II) 

empregando a metodologia proposta. 

Para compreender melhor as interações entre íons Ni(II) e os grupos 

superficiais presentes no biochar, realizou-se um estudo de mapeamento químico 

da superfície do EPCM-N2. Para isso, a etapa de pré-concentração foi conduzida 

na presença de 1,0 x 10-4 mol L-1 de Ni(II), posteriormente, a pasta de carbono 

contendo o analito pré-concentrado foi removida do suporte de eletrodos e 

disposta sobre um suporte de alumínio específico. A superfície da pasta foi 

analisada por EDS, acoplado ao microscópio eletrônico de varredura. Com isso, 

foi obtida uma imagem representativa desta superfície, e sobre esta mesma área 

foram realizadas varreduras por EDS monitorando diferentes elementos 

químicos, de forma isolada. Para cada elemento foi gerada uma imagem de 

MEV, na mesma região definida anteriormente, com uma coloração diferente 

atribuída para cada elemento químico analisado. A FIGURA 31 mostra a imagem 

de MEV representativa da pasta, com ampliação de 1.500 vezes, e os espectros 

de EDS subsequentes obtidos para os elementos: carbono, oxigênio, nitrogênio, 

enxofre e níquel.  
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FIGURA 31 – IMAGEM DE MEV, COM AUMENTO DE 1500 VEZES, (A) E MAPEAMENTO 
QUÍMICO OBTIDO POR EDS PARA A SUPERFÍCIE DO EPCM-N2 CORRESPONDENTE AOS 
ELEMENTOS: CARBONO (B), OXIGÊNIO (C), NITROGÊNIO (D), ENXOFRE (E) E NÍQUEL (F) 
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Pela região da pasta de carbono analisada (FIGURA 31-A), representativa 

de toda a superfície do eletrodo, foi possível distinguir a estrutura do biochar e do 

grafite, sendo este último representado pela área mais escura da imagem. A 

presença de carbono (FIGURA 31-B) foi majoritariamente observada em toda a 

região da imagem, o que já era esperado, devido ao carbono ser constituinte do 

grafite e também do biochar. Nas FIGURAS 31-C, D e E foram observadas 

quantidades significativas de oxigênio e nitrogênio, e uma pequena quantidade de 

enxofre, respectivamente. A presença de níquel foi confirmada pelo mapeamento 

químico mostrado na FIGURA 31-F e do espectro de EDS obtido para a linha de 

energia atribuída ao níquel (Ni Lα). Com isso, analisando todas as imagens 

obtidas, verificou-se que a presença de níquel (região vermelha) ocorre 

principalmente em áreas concomitantes com a região azul, associada à presença 

de oxigênio (O Kα), e em menor distribuição com região verde, correspondente ao 

nitrogênio (N Kα). Esta sobreposição, entre a presença de oxigênio e níquel, pode 

demonstrar que a interação de íons Ni(II) ocorre preferencialmente com grupos 

funcionais oxigenados do biochar. Além disso, o tratamento de ativação com 

HNO3 também proporcionou um aumento da quantidade de nitrogênio no 

material, sugerindo a formação de grupos funcionais nitrogenados, e que também 

podem ter contribuído para a maior interação de íons Ni(II) com a superfície do 

biochar. 

Paralelo à constatação do aumento de grupos funcionais na amostra de 

biochar ativado, análises foram realizadas visando avaliar as características 

morfológicas sobre a área superficial e a porosidade das amostras de biochar 

antes e após o tratamento de ativação. Foram realizadas medidas empregando o 

método proposto por B.E.T., cujos resultados podem ser visualizados na TABELA 

13. 

 
TABELA 13 – CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA DAS AMOSTRAS DE BIOCHAR OBTIDAS 

PELO MÉTODO DE B.E.T. 

Amostra Área superficial 
(m2 g-1) 

Volume de poros 
(cm3 g−1) 

Diâmetro de poros 
(Å) 

BC 4,80 3,34 x 10-3 35,8 

N2 6,15 5,93 x 10-3 40,7 
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Os dados constantes na TABELA 13 permitem notar que a amostra de 

biochar ativado N2 apresentou um aumento na área superficial e porosidade 

(volume e diâmetro dos poros), em comparação ao biochar precursor. Após o 

tratamento com HNO3, pode ocorrer simultaneamente à geração de grupos 

funcionais superficiais e a abertura de estruturas microporosas, aumentando a 

área superficial do material [47]. Conforme abordado anteriormente, o tratamento 

de ativação pode causar efeitos erosivos no biochar, alterando a sua estrutura 

porosa [248]. Assim, pode ocorrer a expansão de microporos em mesoporos ou 

macroporos, a partir da formação e reestruturação de grupos funcionais na 

superfície do biochar [286, 287]. Isto é concordante com o aumento do volume e 

diâmetro de poros do biochar após o processo de ativação. Com base nestes 

resultados, é possível supor que o aumento da porosidade e da área superficial 

são características que podem corroborar para a capacidade de adsorção de íons 

Ni(II) na superfície do biochar.  

 

4.2.2 Otimização dos Parâmetros Experimentais para Determinação de Níquel 

 

Na presente tese, foram apresentados alguns dos resultados obtidos para 

a otimização dos parâmetros experimentais relacionados a determinação de 

níquel, sendo estes o tempo e potencial de condicionamento, pH e tempo de pré-

concentração de íons Ni(II).  

A reação de formação do oxi-hidróxido de níquel (III) a partir do hidróxido 

de Ni(II), foi realizada pela varredura cíclica de potencial, em meio básico. Aliado 

a isso, foi verificado que a adição de uma etapa de condicionamento do eletrodo, 

prévia a etapa de varredura, promoveu uma melhora do sinal de resposta 

monitorado. Desta forma, foi avaliada a influência das condições desta etapa de 

condicionamento na formação do par Ni(II)/Ni(III). Esta etapa promove a 

polarização positiva do eletrodo previamente à etapa de medida. Assim, o tempo 

de condicionamento foi estudado com a aplicação de potencial de 0,65 V, em 

períodos de tempo de 0 a 150 s, e o potencial aplicado foi avaliado de 0,2 a 0,8 V. 

Para cada medida realizada foi monitorada a intensidade de corrente de pico 

anódica (n=3). Os resultados obtidos para estes estudos são apresentados na 

FIGURA 32.  
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FIGURA 32 – CORRELAÇÃO ENTRE A INTENSIDADE DE CORRENTE DE PICO ANÓDICA 
OBTIDA PARA ÍONS Ni(II) COM A VARIAÇÃO DO TEMPO (A) E DO POTENCIAL APLICADO (B) 

DURANTE A ETAPA DE CONDICIONAMENTO 
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Pela FIGURA 32-A foi observado o aumento no sinal de resposta 

proporcional ao aumento do tempo de condicionamento, até o máximo observado 

para o tempo de 90 s. Este aumento da intensidade de corrente para tempos 

maiores sugere que quanto maior o tempo de polarização do eletrodo, maior será 

a formação de NiOOH. Após este valor não se observou diferença significativa no 

sinal de resposta para o níquel, indicando que, provavelmente, não ocorreu o 

aumento da formação desta espécie, limitada pela quantidade de íons Ni(II) na 

superfície eletródica. 

De acordo com os resultados apresentados na FIGURA 32-B, também foi 

constatado um aumento do sinal de corrente anódica em função do aumento do 

potencial aplicado. O melhor sinal de resposta foi observado com a aplicação de 

um potencial de 0,70 V, após isto houve um decaimento da intensidade da 

corrente de pico. Uma possível causa deste decréscimo é a geração de gases na 

superfície do eletrodo, ou no interior da pasta de carbono, em decorrência do 

potencial mais positivo ser suficiente para promover a eletrólise do solvente. 

Assim, a etapa de condicionamento foi realizada com aplicação de potencial de 

0,70 V durante 90 s. É importante destacar que esta etapa não está associada 

com a etapa de pré-concentração, onde íons Ni(II) são apenas incorporados a 

superfície eletródica. A reação do par redox Ni(II)/Ni(III) ocorre em meio básico 

pela varredura de potencial, e a aplicação de um potencial elétrico na etapa de 

condicionamento polariza o eletrodo, o que pode favorecer a formação 

A B 
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eletroquímica do oxi-hidróxido de níquel (III), conforme relatado também por 

outros trabalhos da literatura [80, 84]. 

Em seguida, foram realizados estudos para avaliar o pH da solução de 

pré-concentração (acetato de sódio 0,10 mol L-1) de íons Ni(II). Os valores de pH 

estudados foram de 6,0 a 9,0, com o tempo de pré-concentração fixado em 10 

minutos, em condições de circuito aberto e sob agitação constante. Os resultados 

são apresentados na FIGURA 33-A. 

 
FIGURA 33 – CORRELAÇÃO ENTRE A INTENSIDADE DE CORRENTE DE PICO ANÓDICA 

(N=3) E A VARIAÇÃO DO pH DA SOLUÇÃO DE PRÉ-CONCENTRAÇÃO (ACETATO DE SÓDIO 
0,10 mol L-1) (A). DIAGRAMA DE DISTRIBUIÇÃO DE ESPÉCIES OBTIDO PARA O NÍQUEL NA 

PRESENÇA DE TAMPÃO ACETATO (B). 
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O aumento da intensidade de corrente de pico referente à oxidação do 

níquel foi observado à medida que o pH da solução foi elevado de 6,0 para 7,0. 

Em pH abaixo de 7,0 há uma maior quantidade de íons H+ presentes em solução, 

e que competem com os íons Ni(II) pelos sítios ativos presentes no biochar, 

fazendo com que menores quantidades do analito cheguem à superfície 

eletródica. Este comportamento corrobora com as informações fornecidas pelo 

diagrama de distribuição de espécies de Ni(II) em solução (FIGURA 33-B), obtido 

com o programa computacional Hydra Medusa (Versão 2009). Em valor de pH 

igual a 7,0 tem-se a presença de espécies de níquel protonadas (Ni2+, 

Ni(CH3COO)+ e NiOH+) em solução, mais suscetíveis a pré-concentração. Acima 

deste valor de pH ocorre o decréscimo das espécies de níquel protonadas, como 

consequência da hidrólise de parte dos íons Ni(II) em solução, levando à 

formação, principalmente, de Ni(OH)2(s), uma espécie insolúvel [288]. Esta 

B A 
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espécie não se encontra disponível para a pré-concentração na superfície 

eletródica, o que reflete no decréscimo da intensidade dos sinais de resposta 

observados para os valores de pH de 8,0 e 9,0. Assim, a melhor resposta frente à 

pré-concentração de íons Ni(II) foi observada para a solução de acetato de sódio 

com valor de pH ajustado em 7,0, empregada para as medidas posteriores. 

Por fim, foi realizado o estudo da influência do tempo de pré-concentração 

na resposta voltamétrica, pela imersão do eletrodo na solução de pré-

concentração. Neste estudo, o eletrodo permaneceu em solução durante períodos 

de tempo que variaram de 30 segundos a 40 minutos. Os resultados são 

apresentados a seguir na FIGURA 34. 

 
FIGURA 34 – VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS (A) E CORRELAÇÃO ENTRE A INTENSIDADE DE 
CORRENTE DE PICO ANÓDICA (N=3) E A VARIAÇÃO DO TEMPO DE PRÉ-CONCENTRAÇÃO 

(B). ν: 50 mV s−1 
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Os resultados obtidos permitem verificar que o aumento do tempo de 

contato do eletrodo na solução de pré-concentração apresentou uma correlação 

direta com aumento dos sinais voltamétricos de resposta. Este aumento foi 

observado até 20 minutos de pré-concentração, sendo que após este valor a 

intensidade do sinal de resposta permaneceu constante. Isto pode ser explicado 

pela possível saturação dos sítios ativos superficiais do biochar presentes no 

eletrodo, ou pela existência de um equilíbrio entre a quantidade de íons Ni(II) em 

solução e a quantidade de sítios adsorventes. Este mesmo perfil também foi 

relatado anteriormente em outros trabalhos que utilizaram EPC modificados com 

biochar para a pré-concentração espontânea e determinação de diferentes 

analitos [233]. Contudo, o tempo de pré-concentração de 20 minutos poderia 
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afetar a frequência analítica do método, por este motivo, foi escolhido o menor 

tempo em que se pudessem obter resultados com sinais de resposta 

significativos, sendo este o tempo de 5,0 minutos.  

A TABELA 14 relaciona todos os parâmetros experimentais avaliados 

com as condições otimizadas para determinação de níquel. As condições ótimas 

foram escolhidas de acordo com os melhores sinais de resposta, isto é, a corrente 

de pico mais elevada registrada e o menor desvio padrão entre as medições 

(n=3). 

 
TABELA 14 – PARÂMETROS EXPERIMENTAIS OTIMIZADOS PARA A DETERMINAÇÃO DE 

ÍONS NI(II) 

Parâmetro Condições de Compromisso 

Proporção de biochar  15 % (m/m) 

Potencial de condicionamento 0,70 V 

Tempo de condicionamento 90 s 

Solução de pré-concentração Acetato de sódio pH 7,0 

Tempo de pré-concentração  5,0 min 

Eletrólito suporte KOH 1,0 x 10-2 mol L-1 

Velocidade de varredura 50 mV s-1 

 

4.2.3 Desempenho Analítico do EPCM-N2 

 

Para avaliar o desempenho analítico do sensor proposto na determinação 

de íon Ni(II), medidas voltamétricas foram realizadas com os parâmetros 

experimentais otimizados, utilizando concentrações de íons Ni(II) que variaram de 

1,0 a 100 μmol L-1. A FIGURA 35 apresenta os voltamogramas cíclicos e a curva 

analítica obtidos (n=3) para este estudo.  
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FIGURA 35 – CURVA ANALÍTICA (INSERIDA) E VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS OBTIDOS 
PARA DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE ÍONS Ni(II): 1,0 A 30 μmol L-1. ν: 50 mV s-1 
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A curva analítica apresentou uma região linear na faixa de concentração 

entre 1,0 e 30 μmol L-1 de Ni(II) com sensibilidade de 0,111 μA L μmol-1, seguindo 

a equação linear: I (μA) = 0,111 CNi(II) (μmol L-1) + 0,358. Posteriormente, foram 

obtidos os valores de limite de detecção (LOD) e limite de quantificação (LOQ) 

para determinação de Ni(II), calculados empregando as Equações (2) e (3), 
respectivamente. Onde, SD corresponde ao desvio padrão do branco e b ao 

coeficiente angular da curva analítica (sensibilidade) [289, 290]. Estas equações 

foram adotadas para os cálculos de LOD e LOQ de todos os métodos analíticos 

estudados neste trabalho. 

 

 (2)  (3) 

 

Assim, foram obtidos os valores de LOD e LOQ de 1,45 e 4,85 μmol L-1, 

respectivamente. O método analítico utilizando o EPCM-N2 foi comparado com 

outros trabalhos relatados na literatura para a determinação de níquel em 

diferentes amostras e diferentes eletrodos. Diversos métodos para determinação 

de níquel empregam a técnica de redissolução (stripping) com pré-concentração 

espontânea do analito, como pode ser observado a seguir na TABELA 15.  
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TABELA 15 – COMPARAÇÃO DO DESEMPENHO ANALÍTICO DO MÉTODO ELETROQUÍMICO 
APLICADO PARA A DETERMINAÇÃO DE NÍQUEL 

aversus eletrodo de referência Ag/AgCl; bpré-concentração espontânea; cpré-concentração com 
aplicação de potencial. t: Tempo de Pré-concentração; Ep: Potencial de pico; EPCM-N2: Eletrodo de 
pasta de carbono modificado com biochar ativado com HNO3; DMG-N/SPE: Eletrodo impresso 
comercial modificado com dimetilglioxima em Nafion; SiAt-SPCPE: Eletrodo de pasta de carbono com 
parafina modificado com sílica funcionalizada com 2-aminotiazol; EPCM: Eletrodo de pasta de carbono 
modificado com dimetilglioxima; BiFE: Eletrodo de filme de bismuto; MWCNT: Eletrodo modificado com 
nanotubos de carbono de paredes múltiplas; CP(II): Complexo de Cloro-paládio (II); PbF-SPE: Eletrodo 
impresso modificado com filme de chumbo. 

 

Com relação ao método proposto, cabe ressaltar que a quantificação de 

íons Ni(II) pelo monitoramento do par Ni(II)/Ni(III) em meio básico ainda não são 

relatadas na literatura. Diferentemente de outros procedimentos voltamétricos, 

que normalmente exploram as reações de oxidação do níquel para a formação de 

Ni(II), e são monitoradas em potenciais mais negativos. Além disso, agentes 

complexantes precisam ser utilizados para a pré-concentração dos íons na 

superfície dos eletrodos [171]. Assim, neste trabalho foi possível realizar a 

determinação de íons Ni(II) em uma região de potencial que não apresenta a 

limitação da reação de evolução de hidrogênio, e sem a utilização de agentes 

complexantes. Levando em consideração que o tempo de imersão do eletrodo é 

um fator predominante para assegurar a frequência analítica de um método 

analítico, foi possível constatar que o dispositivo proposto apresentou um tempo 

de pré-concentração satisfatório, e comparável aos demais métodos. É importante 

ressaltar que os trabalhos relatados com menor tempo de pré-concentração 

realizaram esta etapa mediante a aplicação de potencial elétrico.  

Amostra Eletrodo Agente 
Complexante Técnica t (s) Ep 

(mV)a Ref. 

Bioetanol 
combustível e água EPCM-N2 Não 

necessita CV 300b 630 Este 
trabalho 

Água industrial de 
descarte DMG-N/SPE DMG DPV 120b -1120 [171] 

Etanol combustível SiAt-SPCPE DMG DPV 1200b -850 [177] 

Etanol combustível EPCM DMG DPV 1500b -1125 [291] 

Água de rio BiFE DMG SWV 90c -1080 [292] 

Vegetais 
e água MWCNTs CP(II) SWV 60c -900 [293] 

Água da neve PbF-SPE DMG SWV 90c -900 [294] 



116 

C. Kalinke  4. Resultados e Discussões 

 
 
 

Em seguida, foram avaliadas a repetibilidade e a reprodutibilidade dos 

eletrodos nas condições otimizadas, com a realização de dez medidas sucessivas 

com o mesmo eletrodo e com dez eletrodos diferentes, respectivamente, na 

presença de 1,0 x 10-4 mol L-1 de íons Ni(II). Os estudos foram realizados 

utilizando os parâmetros analíticos já otimizados na presença de 1,0 x 10-4 mol L-1 

de íons Ni(II). As intensidades de corrente de pico anódico obtidas pelas medidas 

voltamétricas apresentaram desvios padrão relativos (RSD) de ± 1,89 % para a 

repetibilidade e de ± 3,56 % para reprodutibilidade (FIGURA 36). Isso demonstra 

que tanto os eletrodos construídos quanto o método proposto podem ser 

empregados com confiabilidade analítica para medidas sucessivas, sem perda de 

sinal analítico.  

 
FIGURA 36 – VALORES DE CORRENTE RELATIVA OBTIDOS PARA MEDIDAS 

CONSECUTIVAS DE NÍQUEL PARA AVALIAR A REPETIBILIDADE (A) E A 
REPRODUTIBILIDADE (B) 
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4.2.4 Efeito de Espécies Concomitantes 

 

O biochar apresenta uma elevada capacidade em adsorver e interagir 

com diferentes espécies, principalmente inorgânicas. Desta forma, a presença de 

íons metálicos pode interferir no sinal de resposta do níquel, por interação 

competitiva com grupos superficiais do biochar, na etapa de pré-concentração, 

suprimindo ou sobrepondo-se ao sinal do níquel. Para este estudo, algumas 

substâncias potencialmente interferentes foram avaliadas, pois poderiam estar 

presentes, mesmo em baixas concentrações, nas amostras de etanol combustível 

ou de água de descarte. Foram avaliados os íons Pb(II), Cu(II), Fe(III), Cd(II) e 

BA
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Zn(II) separadamente e combinados em uma solução multicomponente. Estas 

espécies foram adicionadas à solução de pré-concentração em três níveis de 

concentração de 1,0; 10 e 100 μmol L-1, contendo 10 μmol L-1 de íons Ni (II). A 

FIGURA 37 mostra a relação entre as intensidades de corrente anódica obtidas 

para o Ni(II) na presença das espécies concomitantes, em concentrações de 1,0 e 

10 μmol L-1. 

 
FIGURA 37 – CORRENTES DE PICO RELATIVAS OBTIDAS NA PRESENÇA DE ESPÉCIES 

CONCOMITANTES EM CONCENTRAÇÕES DE 1,0 E 10 μmol L-1 PARA A DETERMINAÇÃO DE 
ÍONS Ni(II) 
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Com base nos resultados obtidos, não foram verificadas influências 

significativas de sinal quando na presença das espécies avaliadas em 

concentrações menores e iguais à concentração de Ni(II), com exceção da 

presença de íons Pb(II) em concentração de 10 μmol L-1, que apresentou uma 

interferência de -15 %. Neste caso, a presença deste íon pode ter causado a 

inibição da adsorção de íons Ni(II) na superfície do eletrodo, competindo e 

ocupando os sítios ativos do biochar [295]. Uma interferência significativa no sinal 

de resposta para a solução multielementar, em concentração de 100 μmol L-1 

(não mostrado) foi observada. É importante destacar que normalmente a 

concentração de compostos inorgânicos encontrados em combustíveis e águas é 

menor do que 100 μmol L-1 [169, 174]. Contudo, levando em conta que algumas 

substâncias poderiam causar variações nos sinais de resposta para a 

determinação de Ni(II), pôde-se empregar o método de adição de analito, visando 

diminuir e/ou inibir o efeito de possíveis interferências. 
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4.2.5 Determinação de íons Ni(II) em Amostras de Bioetanol e Água Residuária 

 

A validação da metodologia para a determinação de níquel foi realizada 

em amostras de bioetanol combustível e de água residuária fortificadas com 

solução de padrão de íons Ni(II), empregando o método de adição de padrão. A 

amostra de bioetanol foi fortificada com 10 μmol L-1 de Ni(II). A amostra de água 

natural foi fortificada com 17 μmol L-1 de Ni(II), concentração média da curva 

analítica, e também metade da concentração máxima permitida pela Resolução 

do CONAMA 430/2011 para Padrões de Descarte de Efluentes. Os resultados 

obtidos com a curva de adição de padrão e os voltamogramas correspondentes a 

estas adições para a amostra de bioetanol são apresentados na FIGURA 38.  

 
FIGURA 38 – VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS E CURVA DE ADIÇÃO DE PADRÃO (INSERIDA) 

OBTIDOS PARA A DETERMINAÇÃO DE NÍQUEL NA AMOSTRA DE BIOETANOL 
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De posse dos valores de concentrações adicionados e recuperados foi 

possível calcular as quantidades de Ni(II), com percentuais de recuperação de 

103 e 109 % para as amostras de bioetanol e água, respectivamente. Isto 

demonstra que o método proposto foi eficiente para a quantificação de níquel em 

amostras reais enriquecidas com Ni(II), com valores de recuperação concordantes 

com a concentração a adicionada, em um nível de confiança de 95 % (teste 

estatístico t-Student). Além disso, com estes resultados obtidos, é possível 

constatar que a determinação de níquel nestas amostras não sofreu efeitos de 

matriz, ou seja, as substâncias estudadas como possíveis interferentes, e que 
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poderiam estar presentes nas amostras, não afetaram de maneira significativa a 

sensibilidade do dispositivo proposto. O que sugere que a presente proposta pode 

ser utilizada como uma metodologia alternativa para a determinação de níquel em 

matrizes de águas e combustíveis, ou similares.  

 

4.2.6 Conclusões Parciais para a Determinação de Níquel 

 

Esta estratégia propôs uma metodologia alternativa para a determinação 

de íons Ni(II), a partir do monitoramento do par redox Ni(OH)2/NiOOH. Estes 

processos são verificados em potenciais mais brandos em comparação ao 

processo de redução de íons Ni(II), convencionalmente relatado em outros 

trabalhos. O método proposto mostrou-se viável, uma vez que conseguiu 

estabelecer uma relação entre a intensidade de corrente registrada com a 

concentração de íons Ni(II) em solução. Além disso, destaca-se que para este 

método não houve a necessidade de se utilizar agentes complexantes para a pré-

concentração do analito, sendo que o biochar apresenta uma elevada capacidade 

de interação com íons metálicos, e que pôde ser favorecida com os tratamentos 

de ativação química, conforme evidenciado em comparação ao EPC e EPCM-BC. 

Vale considerar que tanto os eletrodos de pasta de carbono, quanto o modificador 

biochar, apresentam-se como plataformas simples e de baixo custo, possibilitando 

determinações de maneira menos onerosa e com respostas voltamétricas 

significativas. O método proposto apresentou ainda um bom desempenho 

analítico, com limites de detecção e quantificação na faixa de milimolar, o que 

permitiu a determinação de íons Ni(II) em amostras fortificadas de bioetanol 

combustível e água residuária de maneira efetiva, com percentuais de 

recuperação satisfatórios e sem interferências de matriz.  

 



 

 

 
 

4.3 DETERMINAÇÃO DE ÁCIDO CAFEICO EM AMOSTRAS 
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4.3.1 Comportamento Eletroquímico do EPCM-N2 

 

A avaliação da potencialidade analítica do EPCM-N2 foi realizada após a 

pré-concentração espontânea de 1,0 x 10-3 mol L-1 de ácido cafeico em solução 

de tampão fosfato pH 4,0. As medidas foram realizadas em solução de tampão 

fosfato pH 5,0. A FIGURA 39 apresenta os voltamogramas cíclicos obtidos de 0,0 

V a 0,8 V, com velocidade de varredura de 50 mV s-1, para o eletrodo proposto 

(EPCM-N2), em comparação a um eletrodo não modificado (EPC) e um eletrodo 

modificado com biochar precursor (EPCM-BC). 

 
FIGURA 39 – VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS OBTIDOS COM OS ELETRODOS EPC (—), 

EPCM-BC (—) E EPCM-N2 (—) APÓS PRÉ-CONCENTRAÇÃO NA PRESENÇA DE 1,0 x 10-3 mol 
L-1 DE ÁCIDO CAFEICO. ν: 50 mV s-1 
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Pelos resultados apresentados na Figura 39 foi possível verificar a 

capacidade de pré-concentração do analito sobre os três eletrodos avaliados, 

evidenciada pelos voltamogramas obtidos com boa definição dos sinais 

faradaicos. Os processos redox são relacionados à oxidação do ácido cafeico 

para a sua orto-quinona respectiva (ácido acrílico (2E)-3-(3,4-dioxociclohexa-1,5-

dienil)), que ocorre em uma reação reversível, envolvendo 2 prótons e 2 elétrons 

[296], conforme apresentado a seguir na Reação (10). Estes processos foram 

observadas em potenciais de pico em torno de 0,36 V para a oxidação e 0,29 V 

para redução, em relação a um eletrodo de referência Ag/AgCl KCl 3,0 mol L-1. 
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(10) 

 

Variações em relação às intensidades dos sinais de resposta foram 

observadas para cada eletrodo, segundo a ordem: EPC < EPCM-BC < EPCM-N2. 

Este comportamento foi similar aos resultados observados anteriormente para a 

pré-concentração de outras espécies orgânicas (pesticidas), conforme 

apresentado na seção 4.1.9. Neste caso, o eletrodo modificado com biochar 

ativado apresentou os melhores resultados, com maior intensidade de sinais (Ipa e 

Ipc), de aproximadamente 3,0 e 1,5 vezes superior em comparação aos eletrodos 

EPC e EPCM-BC, respectivamente. A melhora dos sinais associado ao EPCM-N2 

tem relação com a maior interação que o biochar possui com o ácido cafeico. Isto 

também está relacionada com a maior quantidade de grupos funcionais presentes 

na superfície do biochar quando comparados ao eletrodo contendo apenas grafite 

(EPC).  

As interações que ocorrem entre o ácido cafeico e a superfície do biochar 

podem ocorrer de diversas maneiras, não somente devido à presença de grupos 

funcionais neste material, mas também por interações do tipo π-π que acontecem 

entre o anel aromático do ácido cafeico e do biochar (interações hidrofóbicas) 

[297-299]. Além disso, levando em conta que o biochar é um material altamente 

adsorvente, pode ocorrer concomitantemente a adsorção física (fisiossorção) do 

analito nos poros e/ou cavidades do biochar. Esta adsorção ocorre por meio de 

ligações mais fracas e que podem ser reversíveis [300]. Em virtude da melhor 

definição e magnitude de sinal, o processo anódico (oxidação) foi escolhido para 

monitorar a presença do ácido cafeico nos estudos subsequentes. 
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4.3.2 Otimização dos Parâmetros Experimentais para a Determinação de Ácido 

Cafeico 

 

A fim de avaliar o tempo suficiente para uma eficiente pré-concentração 

do ácido cafeico à superfície do biochar, foi avaliada a influência do tempo de 

imersão do eletrodo com a solução de pré-concentração, realizada em tampão 

fosfato pH 4,0 contendo 1,0 x 10-3 mol L-1 de ácido cafeico. As medidas foram 

realizadas por voltametria cíclica, após a pré-concentração em tempos que 

variaram de 1,0 a 20 minutos (n=3). Os resultados obtidos em função da 

intensidade de corrente (Ipa) são apresentados na FIGURA 40. 

 
FIGURA 40 – VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS (A) E CORRELAÇÃO ENTRE A INTENSIDADE DE 
CORRENTE DE PICO ANÓDICA (N=3) PARA O ÁCIDO CAFEICO E A VARIAÇÃO DO TEMPO 

DE PRÉ-CONCENTRAÇÃO (B) 
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Com base na correlação obtida, foi possível observar um aumento dos 

sinais de resposta do ácido cafeico com o aumento do tempo de pré-

concentração do analito, até 5,0 minutos. Isso foi devido ao maior tempo de 

contato existente entre o eletrodo e a solução contendo o ácido cafeico, 

permitindo que mais espécies pudessem ser pré-concentradas na superfície do 

EPCM-N2. Após 5,0 minutos de pré-concentração, não foram verificadas 

variações significativas na intensidade de corrente. Esse comportamento pode ser 

explicado pela saturação dos sítios ativos do biochar, e que não estão mais 

disponíveis para interação com o ácido cafeico após esse período de tempo, 

A B 
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alcançando-se uma condição de equilíbrio nesta concentração de analito 

avaliado.  

O segundo parâmetro avaliado foi a quantidade de modificador (biochar) 

presente na pasta de carbono. Para essa análise, foram construídos seis 

eletrodos com diferentes quantidades de biochar em sua composição, na 

ausência de modificador (EPC) até 30 % (m/m), mantendo as demais condições 

constantes. A FIGURA 41 ilustra o desempenho do eletrodo em função das 

diferentes quantidades de biochar presentes na pasta de carbono. 

 
FIGURA 41 – VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS (A) E INFLUÊNCIA DA INTENSIDADE DE 

CORRENTE DE PICO ANÓDICA (N=3) PARA O ÁCIDO CAFEICO COM A VARIAÇÃO DA 
PROPORÇÃO DE BIOCHAR NA PASTA DE CARBONO (B) 
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Os resultados obtidos evidenciam que o aumento da quantidade do 

modificador no eletrodo proposto promoveu a melhora do sinal de resposta. O 

aumento da intensidade de sinal pode estar correlacionado com a maior 

quantidade de sítios funcionalizados e poros disponíveis para pré-concentrar o 

analito. O valor máximo de corrente é constatado com o EPCM confeccionado 

com 20 % (m/m) de biochar ativado, após isso é observada uma sutil diminuição 

dos valores de corrente de pico. O decaimento do sinal pode ser consequência da 

perda de condutividade do sensor, devido à diminuição do grafite (condutor) na 

pasta de carbono, para a adição de biochar, que não é um material condutor. 

Resultados semelhantes foram também observados em trabalhos anteriores que 

relatam o uso de biochar como modificador de eletrodos, sendo que os melhores 

resultados foram registrados com EPCM com proporções de biochar entre 15 e 25 

% (m/m) [60, 301]. 

A B 
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Em seguida, foram realizadas medidas para avaliar a influência do pH da 

solução de pré-concentração na resposta voltamétrica do ácido cafeico, mais 

precisamente na capacidade sortiva do eletrodo. A solução avaliada foi tampão 

fosfato 0,01 mol L-1, utilizada para a pré-concentração do analito e para as 

medidas voltamétricas (eletrólito suporte). A seguir serão apresentados os 

resultados obtidos para a avaliação do pH da solução de pré-concentração, 

investigada de pH 2,0 a 6,0, conforme mostrado na FIGURA 42-A.  

 
FIGURA 42 – CORRELAÇÃO ENTRE AS CORRENTES DE PICO ANÓDICO OBTIDAS PARA O 
ÁCIDO CAFEICO EM FUNÇÃO DOS DIFERENTES VALORES DE pH DA SOLUÇÃO DE PRÉ-
CONCENTRAÇÃO (A). GRÁFICO DE DISTRIBUIÇÃO DE ESPÉCIES DO ÁCIDO CAFEICO (B) 
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Um aumento de sinal de resposta foi constatado para os valores de pH de 

2,0 a 4,0, onde a intensidade de corrente atinge seu máximo. Acima de pH 4,0, 

ocorreu o decaimento dos sinais de resposta. Isso pode ser explicado com base 

no gráfico de distribuição de espécies obtida para o ácido cafeico (FIGURA 42-B). 

Em valores de pH abaixo de 4,0 há predominância da forma neutra da molécula. 

Já acima deste valor, ocorre a desprotonação do ácido cafeico com o surgimento 

de moléculas carregadas negativamente. Acredita-se que estas moléculas menos 

protonadas são menos atraídas pelo biochar, em decorrência da menor 

quantidade de ligações de hidrogênio disponíveis por molécula. Outro fator que 

pode contribuir para a maior ou menor interação entre biochar e ácido cafeico é o 

ponto isoelétrico do biochar tratado, que é em torno de 4,9. Ou seja, em pH 

inferior a 4,9 o biochar se encontra mais protonado, tendo mais afinidade com as 

moléculas carregadas negativamente. Em pH 4,0 aproximadamente 90 % das 

moléculas de ácido cafeico se encontram na forma desprotonada, com uma carga 
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negativa. Acima deste valor, a superfície do biochar está carregada 

negativamente, e o grupo carboxila (–COOH) do ácido cafeico apresenta 

propriedades aniônicas, praticamente 100 % carregado negativamente [302]. 

Logo, para valores de pH a partir de 5,0 haverá menor afinidade eletrostática 

entre a superfície do biochar e o ácido cafeico. Assim, a solução de tampão 

fosfato 0,01 mol L-1 com valor de pH ajustado em 4,0 foi a escolhida por ter 

apresentado o melhor desempenho para a pré-concentração de ácido cafeico.  

Após a otimização dos parâmetros experimentais, foram obtidas as 

condições de compromisso para a determinação de ácido cafeico, conforme 

apresentado na TABELA 16. 

 
TABELA 16 – PARÂMETROS EXPERIMENTAIS OTIMIZADOS PARA A DETERMINAÇÃO DE 

ÁCIDO CAFEICO 

Parâmetro Condições de Compromisso 

Tempo de pré-concentração 5,0 min 

Proporção de biochar no EPCM 20 % (m/m) 

Solução de pré-concentração Tampão fosfato 0,01 mol L-1 pH 4,0 

Eletrólito suporte Tampão fosfato 0,01 mol L-1 pH 5,0 

Velocidade de varredura 75 mV s
-1

 

 

4.3.3 Desempenho Analítico do EPCM-N2 

 

O desempenho analítico do EPCM-N2 para a determinação de ácido 

cafeico, nas condições de compromisso determinadas, foi verificado pelas 

medidas em diferentes concentrações que variaram de 1,0 x 10-6 a 7,0 x 10-3 mol 

L-1. A FIGURA 43-A mostra os voltamogramas cíclicos obtidos na faixa de 

concentração de 1,0 x 10-6 a 3,0 x 10-3 mol L-1 e a curva analítica respectiva. Na 

FIGURA 43-B é possível observar a ampliação dos voltamogramas obtidos na 

região de concentração de 1,0 x 10-6 a 3,0 x 10-4 mol L-1.  
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FIGURA 43 – VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS E CURVA ANALÍTICA OBTIDOS DE 1,0 x 10-6 mol
L-1 A 3,0 x 10-3 mol L-1 DE ÁCIDO CAFEICO (A). AMPLIAÇÃO DE 1,0 μmol L-1 A 0,30 mmol L-1 

(B). ν = 75 mV s-1 
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A curva analítica obtida mostrou uma correlação linear (R2 = 0,9998) na 

faixa de concentração de 1,0 x 10-6 a 3,0 x 10-3 mol L-1 com sensibilidade de 11,0 

μAL mmol-1, com base na seguinte equação que rege esta correlação: I (μA) = 

11,06 CHAC (mmol L-1) + 0,0270. Empregando as Equações (2) e (3), descritas na 

seção 4.2.3, foram obtidos os limites de detecção e de quantificação de 30,9 e 

103 nmol L-1, respectivamente.  

O desempenho analítico do EPCM-N2 mostrou-se comparável com outros 

trabalhos relatados na literatura para a determinação de ácido cafeico, conforme 

pode ser visualizado na TABELA 17. É possível destacar que o método utilizado 

no presente trabalho, utilizou-se de técnicas e procedimentos mais simples, desde 

a confecção do eletrodo. Explorando a capacidade sortiva do biochar, foi possível 

utilizar uma técnica de redissolução (stripping), e realizar a pré-concentração 

espontânea da espécie orgânica. Além disso, utilizando uma técnica voltamétrica 

menos sensível, como a voltametria cíclica, o EPCM-N2 apresentou uma ampla 

região linear de trabalho, além de elevadas sensibilidade e detectabilidade, 

comparáveis com os demais trabalhos. 
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TABELA 17 – DESEMPENHO ANALÍTICO PARA A DETERMINAÇÃO VOLTAMÉTRICA DE ÁCIDO 
CAFEICO EM AMOSTRAS DE VINHO 

b: Sensibilidade. a: Dados não fornecidos. SPE-IrC: Eletrodo impresso com irídio e carbono. GCE-
Laccase: Eletrodo de carbono de vidro com enzima lacase. CPME-Fc-CNT: Eletrodo de pasta de 
carbono modificado com ferroceno e nanotubos de carbono. GCE-CNT: Eletrodo de carbono de vidro 
com nanotubos de carbono. GCE-PG: Eletrodo de carbono vítreo modificado com poli (ácido glutâmico). 
NDC/GCE: Eletrodo de carbono vítreo modificado com carbono dopado com nitrogênio. RGO@PDA: 
Eletrodo de carbono vítreo modificado composto de óxido de grafeno e polidopamina reduzido. GCE-
MoS2: Eletrodo de carbono de vidro com nanotubos de MoS2 e PANI. LV: voltametria linear. 

 

Em seguida, estudos para avaliar a repetibilidade e reprodutibilidade do 

eletrodo proposto (FIGURA 44) foram conduzidos mediante medidas consecutivas 

realizadas na presença de 1,0 x 10-3 mol L-1 de ácido cafeico, nas mesmas 

condições usadas na obtenção da curva analítica. Os valores de intensidade de 

corrente de pico relativa obtidos para cada medida foram comparados à média de 

todas as medidas (Ipa = 7,51 μA), onde foi observado que as medidas não 

apresentaram diferenças significativas entre si. Os eletrodos construídos 

apresentaram boa repetibilidade e reprodutibilidade, com RSD de ± 2,31 e ± 5,06 

%, respectivamente.  

 

Amostra Eletrodo Técnica LDR 
(μmol L˗1) 

b 
(μA L mmol˗1) 

LOD 
(μmol L˗1) Ref. 

Vinhos branco, 
rose e tinto EPCM-N2 CV 1,0‒3000 11,06 0,031 Este 

trabalho 

Vinho branco SPE-IrC CV 0,0‒139 19,2 a [303] 

Vinhos branco, 
rose e tinto 

GCE-
Laccase FIA 0,0056‒0,56 a 0,004 [304] 

Vinhos branco e 
tinto 

CPME-Fc-
CNT Amp. 0,33‒383 0,98 0,11 [305] 

Vinho branco GCE-CNT Amp. 9,2‒160 0,081 2,80 [306] 

Vinho tinto GCE-PG LV 
SWV 

a = 9,0‒40 
b = 4,0‒30 

a = 0,283 
b = 1,08 

a = 3,91 
b = 1,25 [307] 

Vinho tinto NDC/GCE DPV 0,01‒350 20,9 0,0024 [308] 

Vinho tinto RGO@PDA CV 
DPV 

a = 50‒300 
b = 0,005‒450 

a = 2,35 
b = 0,13 0,0012 [309] 

Vinho tinto GCE-MoS2 DPV a = 0,2‒110.5 
b = 110,5‒482 

a = 1,13 
b = 0,28 0,76 [310] 
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FIGURA 44 – VALORES DE CORRENTE RELATIVA OBTIDOS PARA MEDIDAS 
CONSECUTIVAS DE ÁCIDO CAFEICO PARA AVALIAR A REPETIBILIDADE (A) E A 

REPRODUTIBILIDADE (B) 
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4.3.4 Efeito de Espécies Concomitantes 

 

Com o intuito de realizar a determinação de ácido cafeico em amostras de 

vinho, o estudo de possíveis interferências foi realizado na presença de algumas 

espécies em concentrações médias tipicamente encontradas nesta matriz [240, 

241]. As concentrações e as espécies avaliadas foram as seguintes: 2,84 x 10-4 

mol L-1 de ácido ascórbico (AA), 5,64 x 10-6 mol L-1 de ácido clorogênico (AC), 

1,47 x 10-3 mol L-1 de ácido gálico (AG), 5,16 x 10-4 mol L-1 de catequina (CATQ), 

8,27 x 10-5 mol L-1 de quercetina (QUER) e 8,75 x 10-5 mol L-1 de resveratrol 

(RESV). A concentração média de ácido cafeico encontrada em amostras de 

vinho e avaliada neste estudo foi de 1,10 x 10-4 mol L-1. A FIGURA 45 apresenta 

os resultados obtidos em função das correntes relativas (Ipa) registradas. 

 
FIGURA 45 – CORRENTES DE PICO RELATIVAS OBTIDAS NA PRESENÇA DE ESPÉCIES 

CONCOMITANTES PARA A DETERMINAÇÃO DE ÁCIDO CAFEICO 
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Com os resultados obtidos, foi possível observar que a maioria das 

espécies avaliadas ocasionou em variações no sinal de resposta do ácido cafeico, 

principalmente em relação à diminuição do sinal. A maior interferência foi 

observada quando na presença da solução multielementar (Multi), contendo todas 

as espécies concomitantes, que apresentou interferência de -21 %. Estas 

interferências podem estar relacionadas com a interação que o biochar apresenta 

com os outros compostos fenólicos avaliados. Estas espécies apresentam 

estruturas moleculares semelhantes e, consequentemente, podem apresentar 

afinidade com o biochar. Desta maneira, quanto mais espécies presentes em 

solução, maior poderá ser a concorrência e interferência com ácido cafeico. No 

entanto, uma forma de contornar estas possíveis interferências é a realização da 

determinação de ácido cafeico em amostra de vinhos por adição de padrão.  

 

4.3.5 Determinação de Ácido Cafeico em Amostras de Vinho 

 

A eficiência do método proposto foi avaliada na determinação do ácido 

cafeico em amostras reais de vinhos branco, rosé e tinto. Contudo, visando 

contornar possível interferência de matriz, o método de adição de padrão foi 

também utilizado nesta determinação. Assim, as amostras foram enriquecidas 

com ácido cafeico em três níveis de concentração, de 5,0; 10 e 15 μmol L-1. 

Comparativamente, foram também realizadas medidas para os três tipos de 

vinho, empregando o método espectroscópico de Folin-Ciocalteu, visando a 

validação do método voltamétrico proposto (TABELA 18).  

Os vinhos apresentam concentrações variáveis de compostos fenólicos, 

tal como o ácido cafeico, e que podem ser alteradas devido ao tipo de uva 

utilizada no processo de fermentação, por exemplo, além de condições 

ambientais e de armazenamento [240]. Assim, comparando os resultados obtidos, 

o vinho branco apresentou concentrações mais baixas de compostos fenólicos, e 

no vinho tinto foram determinadas concentrações superiores aos outros tipos de 

vinho avaliados, o que já era esperado.  
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TABELA 18 – CONCENTRAÇÕES DE ÁCIDO CAFEICO ENCONTRADO EM AMOSTRAS DE 
DIFERENTES VINHOS, PELOS MÉTODOS DE FOLIN-CIOCALTEU E VOLTAMÉTRICO, E 

VALORES DE RECUPERAÇÃO PARA AMOSTRAS FORTIFICADAS (N = 3) 

Amostra 
Encontrado (mol L-1) Adicionado 

(mol L-1) 
Recuperado 

(%) Folin-Ciocalteu Voltamétrico 

Vinho Branco 1,79 x 10‒3 1,67 x 10‒5  

± 6,39 x 10‒7 

5,00 x 10‒6 116 
1,00 x 10‒5 107 
1,50 x 10‒5 105,3 

Vinho Rose 2,74 x 10‒3 2,54 x 10‒5  

± 3,77 x 10‒6 

5,00 x 10‒6 108  
1,00 x 10‒5 90,6 
1,50 x 10‒5 91,9 

Vinho Tinto 1,80 x 10‒2 1,56 x 10‒4  

± 6,52 x 10‒6 

5,00 x 10‒6 99,2 
1,00 x 10‒5 108 
1,50 x 10‒5 118 

 

O método proposto também apresentou valores concordantes com 

método comparativo de Folin-Ciocalteu, e as concentrações determinadas para 

ambos os métodos foram proporcionais entre os tipos de vinho avaliados, 

demonstrando que o método proposto é comparável ao método espectroscópico. 

As concentrações determinadas pelos dois métodos foram utilizadas para calcular 

as razões entre os tipos de vinho, sendo obtidos os seguintes valores: 1,5 para os 

vinhos rose e branco; 6,5 para tinto e rose; e 10 para tinto e branco. É importante 

ressaltar que o método de Folin-Ciocalteu considera o teor total de polifenóis, e 

não apenas a presença do ácido cafeico. No entanto, utilizando a determinação 

voltamétrica e as relações mencionadas acima, foi possível predizer o teor de 

compostos fenólicos presentes nas diferentes amostras de vinho. Para as 

amostras de vinho enriquecidas, o método voltamétrico também apresentou 

valores satisfatórios de recuperação de 90,6 a 118 % para os três níveis de 

concentração avaliados. Isso demonstra que o método proposto foi eficiente na 

determinação de ácido cafeico em amostras reais e fortificadas.  
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4.3.6 Conclusões Parciais para a Determinação de Ácido Cafeico 

 

Com os resultados obtidos neste capítulo, foi possível constatar a 

potencialidade analítica do EPCM-N2 também para a pré-concentração 

espontânea e determinação de um composto orgânico, o ácido cafeico. O 

dispositivo apresentou resultados superiores em comparação a um EPC e EPCM-

BC, demonstrando que para esta estratégia a ativação do biochar também 

corroborou para a melhora dos sinais de resposta para o ácido cafeico. Uma 

ampla faixa de região de trabalho foi obtida, com elevadas sensibilidade, 

detectabilidade e reprodutibilidade, o que evidencia o uso do sensor proposto. 

Além disso, o método mostrou-se comparável ao método espectroscópico (Folin-

Ciocalteu), apresentando relações similares para a determinação de ácido cafeico 

em três amostras reais de vinhos distintos (branco, rosé e tinto). Isso sugere que 

a estimativa de compostos fenólicos totais poderia ser realizada em função da 

determinação voltamétrica do ácido cafeico. Além disso, o método apresentou 

boa recuperação para as determinações após a fortificação das amostras de 

vinho.  
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4.4.1 Comportamento Eletroquímico do EPCM-NiN2 Acoplado ao μTED 

 

Na seção 4.2 foi verificada a potencialidade do EPCM com biochar ativado 

em pré-concentrar íons Ni(II), e posteriormente em quantificar o analito 

monitorando o par redox Ni(II)/Ni(III), pela formação de NiOOH em meio básico. 

Partindo desta premissa, para esta estratégia o EPCM-N2, contendo NiOOH como 

mediador redox, foi empregado como um sensor não-enzimático (EPCM-N2Ni) 

para a determinação de glicose. O sistema de detecção utilizado nesta etapa foi um 

sistema microfluídico baseado em fios têxteis (μTED).  

O ancoramento da espécie eletrocatalítica (NiOOH) foi realizada de 

maneira semelhante ao apresentado anteriormente, pela pré-concentração e 

síntese. Inicialmente, o comportamento voltamétrico do eletrodo proposto foi 

verificado empregando dois arranjos de eletrodos distintos, constituídos por um 

contra-eletrodo de grafite cilíndrico (Ø = 2,0 mm) e o EPCM-N2 como eletrodo de 

trabalho. Quanto ao eletrodo de referência, o primeiro arranjo foi composto por um 

eletrodo de Ag/AgCl KCl 3,0 mol L-1, e o segundo por um pseudo-eletrodo de 

referência de grafite cilíndrico (mesmo empregado como contra-eletrodo). Desta 

forma, os dois arranjos de eletrodos foram avaliados, e a FIGURA 46 apresenta os 

voltamogramas cíclicos obtidos em função da diferença entre os potenciais 

desenvolvidos por ambos os eletrodos, em solução de KOH 0,01 mol L−1. 

 
FIGURA 46 – VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS OBTIDOS COM OS ELETRODOS DE REFERÊNCIA 

DE Ag/AgCl KCl 3,0 mol L-1 (―) E GRAFITE CILÍNDRICO (―). ν: 50 mV s-1 
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Observou-se que ambos os arranjos de eletrodos apresentaram um 

comportamento voltamétrico muito semelhante referentes ao par redox Ni(II)/Ni(III). 

Isso indica que a diferença do tipo de eletrodo utilizado (eletrodo auxiliar e 

referência) não altera o comportamento voltamétrico, uma vez que se utilizou o 

mesmo eletrodo de trabalho em ambos os arranjos. A única diferença observada foi 

o deslocamento dos potenciais de pico para potenciais menos positivos, de 

aproximadamente 110 mV, utilizando o eletrodo de referência de grafite. Neste 

caso, o eletrodo de grafite se comporta como um pseudo-eletrodo de referência, e 

não apresenta um potencial eletrodo/solução constante, diferentemente do eletrodo 

de Ag/AgCl com KCl 3,0 mol L-1, que apresenta um sistema fechado, contendo uma 

solução interna com concentração constante. Como um pseudo-eletrodo de 

referência não apresenta esta configuração, pode ser suscetível às variações de 

potencial dependentes da solução externa [311]. Contudo, isto não impede a 

utilização do grafite como eletrodo de referência, pelo fato da natureza físico-

química do eletrodo de trabalho não ser alterada com o emprego de diferentes 

eletrodos de referência. Assim, a configuração envolvendo o pseudo-eletrodo de 

referência de grafite foi a escolhida para compor o sistema de detecção do 

dispositivo μTED. 

A seguir, para verificar a influência do efeito catalítico do níquel para a 

reação de oxidação da glicose, medidas de voltametria cíclica foram realizadas 

empregando o EPCM-N2Ni acoplado ao dispositivo μTED, na ausência e na 

presença de 0,10 mmol L-1 de glicose (FIGURA 47-A).  

 
FIGURA 47 – VOLTAMOGRAMAS OBTIDOS COM O EPCM-N2Ni NA AUSÊNCIA E NA 

PRESENÇA DE 0,10 mmol L-1 DE GLICOSE (A). ESQUEMA REPRESENTATIVO DAS REAÇÕES 
QUE OCORREM APÓS A ADIÇÃO DE GLICOSE (B) 
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Após a injeção de glicose, foi observado o aumento do sinal de oxidação, 

para formação de NiOOH. Isto pode ser atribuído ao efeito catalítico do par redox 

Ni(OH)2/NiOOH para a oxidação da glicose, seguindo a Reação (11).  
 

Glicose + NiOOH → Ácido glucônico + Ni(OH)2 (11) 
 

O esquema representado na FIGURA 47-B, ilustra a reação de oxidação da 

glicose catalisada pela presença de NiOOH na superfície do eletrodo, em que o 

níquel apresenta estado de oxidação +3 e é altamente reativo com a glicose. Após 

a reação de oxidação da glicose, o NiOOH é regenerado a Ni(OH)2 (Ni(II)). 

Contudo, o potencial aplicado sob o eletrodo ainda se apresenta positivo o 

suficiente para converter, novamente, o Ni(OH)2 em NiOOH, esta espécie reage 

novamente com a glicose, promovendo um ciclo reacional, que levou ao aumento 

significativo da corrente de oxidação Ni(II)/Ni(III). Paralelo a isso, ocorreu a 

diminuição da intensidade de corrente do pico de redução, relacionado ao consumo 

de espécies de NiOOH durante a catálise de glicose, uma vez que há menos 

espécies de NiOOH para serem reduzidas a Ni(OH)2 [89]. 

O comportamento eletroquímico do eletrodo proposto EPCM-N2Ni foi 

comparado a um eletrodo não modificado (EPC) e um EPCM com biochar 

precursor (EPCM-BCNi), em que todos foram submetidos ao mesmo procedimento 

de formação do NiOOH. Após a pré-concentração de íons Ni(II), foram obtidos os 

voltamogramas cíclicos para os três eletrodos de trabalho (FIGURA 48-A). Em 

seguida, conforme mostrado na FIGURA 48-B, foram obtidas as curvas analíticas 

empregando a técnica de amperometria, com injeções de glicose em 

concentrações de 50 a 800 μmol L-1 (n=3), e potencial aplicado de 0,60 V, para 

cada eletrodo de trabalho acoplado ao dispositivo μTED. 
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FIGURA 48 – VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS OBTIDOS PARA O PAR Ni(II)/Ni(III) (A) E CURVAS 
ANALÍTICAS OBTIDAS POR AMPEROMETRIA (n=3) (B) EMPREGANDO OS ELETRODOS EPC, 
EPCM-BCNi E EPCM-N2Ni. ADIÇÕES DE GLICOSE: 50 A 800 μmol L-1. POTENCIAL APLICADO: 

0,60 V 
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Com este estudo foi possível observar que os três eletrodos apresentaram 

sinais faradáicos para o par redox Ni(II)/Ni(III), com variações em relação as 

intensidades dos sinais. Sendo que o eletrodo modificado com biochar ativado 

apresentou os sinais faradáicos com maior intensidade de corrente, seguido pelo 

eletrodo modificado com biochar não ativado, e por fim, o eletrodo de pasta de 

carbono não modificado. Assumindo que a maior intensidade de corrente é em 

decorrência da maior quantidade de NiOOH formado na superfície do eletrodo, os 

resultados sugerem a maior eficiência do EPCM-N2Ni na formação do NiOOH.  

Paralelo a isso, observando as curvas analíticas obtidas pelas adições de 

glicose (FIGURA 48-B), nota-se uma tendência em relação à resposta linear 

(sensibilidade) de cada eletrodo e as respectivas intensidades de correntes de 

oxidação (NiOOH), observadas na FIGURA 48-A. Sendo que os eletrodos EPC e 

EPCM-BCNi apresentaram sensibilidades menores, de 4,0 (R2 = 0,942) e 4,7 μAL 

μmol-1 (R2 = 0,981), respectivamente, em comparação ao EPCM-N2Ni. O eletrodo 

proposto apresentou o melhor desempenho analítico, com melhor linearidade (R2 = 

0,996) e sensibilidade de 13,1 μAL μmol-1. A melhor sensibilidade obtida para este 

eletrodo pode ser atribuída a maior quantidade de NiOOH presente 

superficialmente. Esta maior quantidade de níquel pode ser relacionada a maior 

quantidade de sítios disponíveis para a pré-concentração presentes no biochar 

ativado. Isso demonstra que o dispositivo apresentou potencialidade analítica para 

a determinação não-enzimática de glicose. 

A B 
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4.4.2 Otimização dos Parâmetros Experimentais para Determinação de Glicose 

 

Inicialmente foi avaliada a vazão do dispositivo μTED, a partir da pesagem 

do reservatório de saída em função do tempo. Os valores de massa foram 

convertidos em volume, sendo possível obter os resultados apresentados na 

FIGURA 49.  

 
FIGURA 49 – AVALIAÇÃO DA VAZÃO DO SISTEMA μTED CONTENDO O EPCM-N2Ni, 

REALIZADA DE 0 A 30 MINUTOS 
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A FIGURA 49 apresenta a relação linear (R2 = 0,9998) obtida entre os 

volumes registrados e o tempo, de 0 a 30 minutos. A elevada linearidade indica que 

o sistema apresentou uma vazão constante, ou seja, de forma confiável e precisa 

mesmo após 30 minutos. A partir do coeficiente angular da relação entre volume e 

tempo foi obtida a vazão do dispositivo μTED de 1,11 μL s-1. Este valor mostrou-se 

comparável com outras vazões relatadas na literatura para sistemas microfluídicos 

[122, 312].  

Alguns parâmetros experimentais relacionados ao par redox Ni(II)/Ni(III) 

avaliados e otimizados anteriormente para a determinação direta de níquel foram 

também utilizados para esta estratégia, sendo estes: solução de KOH como 

eletrólito suporte (solução transportadora); potencial e tempo de condicionamento 

de 0,70 V e 90 s, respectivamente; e velocidade de varredura de 50 mV s-1.  
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Para a determinação de glicose, foram avaliadas as condições 

relacionadas ao sistema de detecção e ao funcionamento do dispositivo μTED. 

Para cada parâmetro foram realizadas medidas amperométricas aplicando 

potencial fixo de 0,60 mV, injeções de 0,5 a 5,0 mmol L-1 de glicose e volume de 

injeção de 2,0 μL. A melhor condição, ou condição de compromisso, foi 

determinada pela maior inclinação da curva de correlação entre I e CGLU. 

Primeiramente, foi estudada a influência do número de ciclos na formação 

do par redox Ni(II)/Ni(III), por voltametria cíclica. Foram avaliados os valores de 0 a 

50 ciclos, após a pré-concentração de 50 mmol L-1 de íons Ni(II). Na FIGURA 50-A 

é mostrada a correlação entre a sensibilidade (b) e o número de ciclos. Observou-

se que com o aumento do número de ciclos ocorreu o aumento da sensibilidade, 

até 25 ciclos. Depois disso, não foi observada diferença significativa no valor de 

sensibilidade. Este comportamento também pode ser correlacionado à maior 

quantidade de NiOOH formada na superfície do eletrodo. Os maiores valores de 

sensibilidade foram obtidos para 25 e 50 ciclos, não havendo diferença significativa 

entre ambos os valores de sensibilidade. Isso sugere que a sensibilidade não é 

mais limitada pelo número de ciclos após o valor de 25 ciclos, sendo este valor 

suficiente para a formação de NiOOH e estabilização do eletrodo, e este foi o valor 

escolhido para este parâmetro avaliado.  

 
FIGURA 50 – CORRELAÇÃO ENTRE A SENSIBILIDADE (N=3) OBTIDA NA PRESENÇA DE 

GLICOSE COM A VARIAÇÃO DO NÚMERO DE CICLOS PARA A FORMAÇÃO DE NiOOH (A) E 
DA CONCENTRAÇÃO DE KOH (ELETRÓLITO SUPORTE) (B) 
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Em seguida, foi verificada a influência da concentração da solução 

transportadora (eletrólito suporte), foram avaliadas as concentrações de 20 a 80 

mmol L-1 de KOH. A FIGURA 50-B apresenta o aumento da sensibilidade de 20 a 

30 mmol L-1 de KOH, sendo que o aumento da concentração de íons OH– favorece 

a formação de NiOOH. A concentração de KOH de 30 mmol L-1 foi escolhida 

devido à melhor resposta observada. Acima desta concentração foi observada a 

estabilização da sensibilidade. Além disso, com o aumento da concentração de 

KOH, nenhuma variação foi observada nos sinais faradáicos para o par redox 

Ni(II)/Ni(III), sugerindo a saturação da superfície do biochar pela formação de 

espécies de níquel. 

Após a avaliação do eletrólito suporte, foi investigado o efeito do potencial 

aplicado para as medidas amperométricas na presença de glicose. Foram 

escolhidos os valores de potencial que variaram de 0,50 a 0,75 V, considerando o 

potencial de pico (Epa vs. Grafite) da reação de oxidação Ni(II)/Ni(III). Os resultados 

são mostrados na FIGURA 51. 

 
FIGURA 51 – CORRELAÇÃO ENTRE A SENSIBILIDADE (N=3) OBTIDA NA PRESENÇA DE 

GLICOSE COM A VARIAÇÃO DO POTENCIAL APLICADO NAS MEDIDAS AMPEROMÉTRICAS 
(B) 
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De acordo com os resultados da FIGURA 51, foi observado o aumento da 

sensibilidade com o aumento do valor de potencial aplicado até 0,65 V. Isso está 

relacionado com a melhor taxa de conversão de Ni(II) em Ni(III), 

consequentemente, uma maior quantidade de elétrons está envolvida no ciclo 

eletrocatalítico para oxidação da glicose e regeneração eletroquímica de Ni(II) em 

Ni(III). Sendo assim, com a aplicação do potencial de 0,65 V tem-se a melhor 

condição de trabalho, escolhida para os estudos posteriores. Acima deste valor, 

para o potencial de 0,75 V, observou-se a diminuição da sensibilidade, que pode 

estar relacionada com alguma possível alteração da estrutura do eletrodo de 

trabalho, tanto da pasta de carbono quanto do modificador, em decorrência do 

potencial elevado, como também observado para a avaliação do potencial de 

condicionamento realizada na seção 4.2. Outro fator que inviabilizou a utilização de 

potenciais acima de 0,65 V, foi o alargamento dos sinais transientes, que não é 

interessante para as determinações amperométricas devido ao maior tempo de 

análise e, consequentemente à diminuição da frequência analítica. 

A fim de verificar a influência da composição da pasta de carbono sobre a 

resposta amperométrica para a glicose, eletrodos com diferentes proporções dos 

componentes da pasta de carbono foram preparados e avaliados. Foram avaliadas 

as proporções de biochar que variaram de 5,0 a 30 % (m/m). Cada eletrodo foi 

submetido à etapa de formação de NiOOH, e posteriores medidas amperométricas 

na presença de glicose. Os resultados obtidos são apresentados na FIGURA 52-A. 

 
FIGURA 52 – CORRELAÇÃO ENTRE A SENSIBILIDADE (N=3) OBTIDA NA PRESENÇA DE 

GLICOSE COM A VARIAÇÃO DA PROPORÇÃO DE BIOCHAR NA PASTA DE CARBONO (A). 
CORRELAÇÃO ENTRE O VOLUME DE INJEÇÃO DE GLICOSE (■) E A FREQUÊNCIA ANALÍTICA 

(●) (B). INJEÇÃO DE GLICOSE: 0,5 A 5,0 mmol L-1  
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Com o aumento da quantidade de biochar na pasta de carbono, foi 

observado o aumento do sinal de resposta da glicose até o valor de 25 % (m/m), o 

que pode ser atribuído ao aumento da quantidade de sítios disponíveis para a 

adsorção de íons Ni(II) na superfície do eletrodo. Com uma maior quantidade de 

NiOOH, após a etapa de síntese, a reação catalítica da glicose pode ser 

favorecida, conforme a maior magnitude de corrente observada. Acima deste valor, 

observa-se uma diminuição da sensibilidade, o que pode ser explicado pela 

substituição de grafite por biochar (um material não condutor) na pasta de carbono, 

e isso provavelmente comprometeu a capacidade de transferência eletrônica do 

eletrodo. Assim, a melhor resposta foi observada com o EPCM-N2Ni com 

composição de 25 % de óleo mineral, 50 % de grafite e 25 % de biochar. 

Outro parâmetro avaliado, e que pode influenciar na resposta voltamétrica, 

foi o volume de injeção da solução de glicose no sistema microfluídico. Para isso, 

foram investigados diferentes volumes de injeção, de 0,5 a 3,0 μL, em 

concentrações de glicose de 0,5 a 5,0 mmol L-1. A FIGURA 52-B mostra o aumento 

do sinal de resposta com o aumento do volume injetado, de 0,5 até 2,5 μL. Esse 

comportamento deve-se a menor dispersão da solução de glicose nos microcanais 

quando volumes maiores são injetados, em que a quantidade de glicose, que 

passa pelo detector é maior. No entanto, para maiores volumes de solução de 

glicose adicionadas, há um maior tempo de contato do analito com o detector, o 

que promoveu um alargamento dos sinais transientes [313]. Para o maior volume 

de injeção de 3,0 μL, também foram constatados problemas de vazamento da 

solução dos microcanais, o que ocasionou em uma ligeira diminuição da 

sensibilidade.  

Em relação à frequência analítica do dispositivo μTED, observou-se uma 

diminuição deste fator para volumes de injeção acima de 2,0 μL, diretamente 

relacionado com a largura dos sinais de resposta. Sendo que com este volume 

obteve-se uma maior frequência analítica de 61 injeções por hora, o que está em 

concordância com outros dispositivos microfluídicos relatados na literatura [246, 

314]. Com isso, o volume de injeção de 2,0 μL foi escolhido para os experimentos 

subsequentes. 
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A TABELA 19 relaciona todos os parâmetros experimentais avaliados com 

as condições otimizadas para determinação não-enzimática de glicose. As 

condições ótimas foram escolhidas de acordo com os melhores sinais de resposta, 

e também visando a melhor frequência analítica para as medidas amperométricas 

de determinação de glicose. 

 
TABELA 19 – PARÂMETROS EXPERIMENTAIS AVALIADOS PARA A DETERMINAÇÃO NÃO-

ENZIMÁTICA DE GLICOSE 

Parâmetro Condições de Compromisso 

Proporção de biochar 25 % (m/m) 

Tempo de pré-concentração íons Ni(II) 5,0 segundos 

Número de ciclos (Formação de NiOOH) 25 ciclos 

Potencial aplicado 0,65 V 

Eletrólito suporte KOH 30 mmol L-1 

Volume de adição de glicose 2,0 μL 

Vazão 1,11 μL s-1 

 

4.4.3 Desempenho Analítico do EPCM-N2-Ni Acoplado ao μTED 

 

Após a otimização dos parâmetros experimentais, foram realizadas 

medidas amperométricas para verificar o desempenho analítico do método 

proposto. Injeções de 2,0 μL de glicose foram realizadas na faixa de concentração 

de 5,0 x 10-6 a 5,0 x 10-3 mol L-1 (n=3), no sentido crescente e decrescente de 

concentração. Os amperogramas e as curvas analíticas respectivas às adições de 

glicose são apresentados na FIGURA 53. A curva analítica apresentou uma 

correlação linear (R2 = 0,995) entre a concentração de glicose e o sinal de resposta 

em uma faixa de concentração de glicose, de 5,0 x 10-6 a 1,0 x 10-3 mol L-1: I (μA) = 

19,4 CGLU (mmol L-1) + 1,46. Além disso, não foi observado nenhum efeito de 

memória significativo ao se realizar a curva analítica, uma vez que as intensidades 

dos sinais transientes obtidos no sentido crescente foram equivalentes as 

intensidades dos sinais obtidos no sentido decrescente de concentração. Foram 

obtidos os valores de sensibilidade de 19,4 e 18,2 μAL mmol-1 para as respectivas 

injeções. 
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FIGURA 53 – AMPEROGRAMAS OBTIDOS PARA INJEÇÕES DE GLICOSE (n=3) NA FAIXA DE 
CONCENTRAÇÃO 5,0 x 10-6 A 1,0 x 10-3 mol L-1. INSERIDO: CURVA ANALÍTICA OBTIDA A 

PARTIR DE ADIÇÕES DE GLICOSE EM CONCENTRAÇÕES CRESCENTES (A), E AUMENTO 
DOS SINAIS TRANSIENTES (B). ELETRÓLITO SUPORTE: KOH 30 mmol L-1. VOLUME DE 

INJEÇÃO: 2,0 μL 
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Os parâmetros obtidos com a curva analítica demonstraram que a etapa de 

limpeza dos microcanais, pela passagem do eletrólito suporte, foi efetiva e não 

foram verificados problemas de “envenenamento” pela constante passagem do 

analito. Os limites de detecção (LOD) e de quantificação (LOQ) foram calculados a 

partir da sensibilidade em função do desvio padrão do branco, conforme descrito 

anteriormente, utilizando as Equações (2) e (3). Assim, foram obtidos os valores de 

LOD de 1,37 x 10-7 e LOQ de 4,58 x 10-7 mol L-1.  

O desempenho analítico do dispositivo proposto mostrou-se comparável a 

outros sensores não-enzimáticos baseados em níquel para a determinação de 

glicose, conforme sumarizado na TABELA 20. Nota-se que a LDR apresentada 

pelo método proposto neste trabalho é comparável ou superior que a região 

observada em outros trabalhos. Além disto, esta região compreende uma ampla 

faixa de concentração, de micro a milimolar. Levando em consideração que a 

glicose é determinada na faixa de milimolar em amostras de fluídos biológicos [206, 

315], isso permite que a determinação de glicose possa ser realizada diretamente 

na amostra, ou pela diluição destas, visando a minimização de efeitos de matriz. 

Paralelo a isso, o LOD e a sensibilidade determinados também encontram-se 

compatíveis com outros relatos da literatura.  

10

20A B 
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TABELA 20 – DESEMPENHO ANALÍTICO DE SENSORES NÃO-ENZIMÁTICOS A BASE DE 
NÍQUEL PARA A DETERMINAÇÃO DE GLICOSE 

aSensores não aplicados em amostras. bUnidade de sensibilidade: mA mM-1 cm-2.  
Ni/POAP/EPC: Partículas de níquel dispersas em uma película de poli(o-aminofenol); Ni@PSi-EPC: 
Nanopartículas de níquel suportadas em silício poroso; Ni(OH)2-NND: Eletrodo de nanodiamantes 
incorporado com nitrogênio modificado com hidróxido de níquel; NanoNi/Ti: Eletrodo de níquel em 
nanoescala suportado por titânio; NiONP/EPC: Nanopartículas de óxido de níquel; NiO-MFs/FTO: 
Microfibras de óxido de níquel imobilizadas em óxido de flúor e estanho; NiS/ITO: NiS-nano 
eletrodepositado em ITO; GC/MWCNT/NiO: Eletrodo de carbono vítreo com nanotubos de carbono de 
paredes múltiplas e óxido de níquel (II). 

 

O método proposto também apresentou baixos desvios relativos para 

injeções consecutivas (n=10), realizadas em um mesmo dia com o mesmo 

dispositivo (repetibilidade) e montando diferentes sistemas de medida em 10 dias 

diferentes (reprodutibilidade). Com base nos resultados observados na FIGURA 54, 

foram obtidos os valores de desvio padrão relativo (RSD) de ± 3,84 e ± 6,38 %, 

para os dois estudos, respectivamente. Esses resultados demonstram que a 

utilização do método é adequada e confiável para a determinação de glicose, com 

ausência de oscilações nas medidas em fluxo, além de um bom controle no 

processo de montagem do sistema microfluídico. 

 

Amostra Eletrodo LDR 
(μmol L-1) 

LOD 
(μmol L-1) 

Sensibilidade 
(μAL mmol-1) Ref. 

Soro sanguíneo 
e Saliva EPCM-NiN2 5,0–1000 0,140 19,4 Este 

trabalho 

NaOHa Ni/POAP/EPC 100–2700 90,0 38,0 [69] 

Soro sanguíneo Ni@PSi-CPE 2,0–5000 0,200 30,6 [75] 

NaOHa Ni(OH)2-NND a: 20–1000 
b: 1000–9000 1,20 a: 3,20b 

b: 1,41b [89] 

Suco NanoNi/Ti 50–600 1,20 7,32b [316] 

NaOHa NiONP/EPC 1,0–110 0,160 43,9 [317] 

NaOHa NiO-MFs/FTO 1,0–270 0,033 1,78b [318] 

Soro sanguíneo NiS/ITO 5,0–45,0 0,320 7,43b [319] 

NaOHa GC/MWCNT/NiO 200–12000 160 13,7 [320] 
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FIGURA 54 – VALORES DE CORRENTE RELATIVA OBTIDOS PARA MEDIDAS CONSECUTIVAS 
DE GLICOSE PARA AVALIAR A REPETIBILIDADE (A) E A REPRODUTIBILIDADE DO SISTEMA 

(B). ELETRÓLITO SUPORTE: KOH 30 mmol L-1. VOLUME DE INJEÇÃO: 2,0 μL 
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4.4.4 Efeito de Espécies Concomitantes 

 

A resposta amperométrica de 1,0 mmol L-1 de glicose foi avaliada em 

função da presença de espécies concomitantes encontradas em amostras 

biológicas, isoladamente e também em uma solução multicomponente (Multi). 

Foram avaliadas as seguintes substâncias: ácido ascórbico (AA), ácido lático (LA) e 

ureia (UR). Os resultados obtidos para os valores de corrente relativa são 

apresentados na FIGURA 55. 

 
FIGURA 55 – CORRENTES DE PICO RELATIVAS OBTIDAS NA PRESENÇA DE ESPÉCIES 

CONCOMITANTES PARA A DETERMINAÇÃO NÃO-ENZIMÁTICA DE GLICOSE 
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Para este estudo, também considerou-se como não interferente as 

substâncias que não ultrapassassem ± 10 % dos sinais de resposta para a glicose. 

Assim, nenhuma influência significativa foi observada para os sinais de resposta da 

glicose na presença das espécies avaliadas, tanto isoladamente, quanto na 

solução multicomponente. Isto significa que não houve efeitos de matriz 

significativos, e o método proposto pode ser aplicado com eficiência para a 

determinação de glicose em amostras biológicas sem interferências da amostra.  

 

4.4.5 Determinação Não-enzimática de Glicose em Amostras de Saliva e Soro 

Sanguíneo Humano 

 

Em geral, a glicose pode ser encontrada em concentrações que variam de 

0,02 a 0,2 mmol L-1 em amostras de saliva [206] e de 2,0 a 20 mmol L-1 em soro 

sanguíneo humano [315], para pessoas não diabéticas e diabéticas. A 

determinação de glicose foi realizada para as amostras reais e fortificadas com 

solução padrão de glicose, em concentrações de 0,30 e 0,50 mmol L-1. Os 

resultados obtidos podem ser visualizados na TABELA 21.  

 
TABELA 21 – CONCENTRAÇÕES DE GLICOSE ENCONTRADA E RECUPERADA, PELO 

MÉTODO NÃO-ENZIMÁTICO, PARA AS AMOSTRAS DE SALIVA E SORO SANGUÍNEO (N = 3) 

Amostra Encontrado Adicionado Recuperado 
(mmol L-1) (mmol L-1) (mmol L-1) (%) 

Saliva 0,282±0,061 
0,300 0,607±0,031 108±2,56 

0,500 0,784±0,034 100±2,09 

Soro 
sanguíneo 2,84±0,085 

0,300 3,18±0,07 113±2,85 

0,500 3,37±0,03 106±1,67 
 

Concentrações de 0,282 mmol L-1 (5,08 mg dL-1) e 2,84 mmol L-1 (51,2 mg 

dL-1) de glicose foram encontradas nas amostras de saliva e soro, respectivamente, 

e que são concordantes com as concentrações normalmente presentes nessas 

amostras [206]. Após as adições de glicose, valores de recuperação entre 100 a 

113 % foram obtidos, concordantes com a concentração a adicionada, em um nível 

de confiança de 95 % (teste estatístico t-Student). Tais resultados indicam que 

excelentes resultados analíticos podem ser obtidos pela utilização dos sensores 

não enzimáticos, sem a presença de efeitos significativos de matriz. 
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4.4.6 Método Verde (Eco-Escala) 

 

A presente metodologia foi avaliada em função da possibilidade de ser 

classificada como um método analítico verde. Para isso, foi realizado o cálculo de 

Eco-Escala (Eco-Scale), utilizando o procedimento adaptado por Gałuszka e 

colaboradores [134]. A TABELA 22 mostra os Pontos de Penalidade (PPs) 

calculados e associados aos reagentes utilizados, consumo de energia e resíduos 

gerados para o desenvolvimento da metodologia proposta. Resumidamente, um 

método verde ideal tem uma pontuação de 100 pontos na escala ecológica e o 

valor real de Eco-Escala para um método é calculado pela subtração da soma de 

PPs do valor ideal (Eco-Escala = 100 ‒ ∑PPs).  

 
TABELA 22 – PONTOS DE PENALIDADE (PPs) OBTIDOS PARA O MÉTODO PROPOSTO PARA 

A DETERMINAÇÃO NÃO-ENZIMÁTICA DE GLICOSE 

REAGENTES 

Reagente Pictogramas Sinal PPs 

Ácido nítrico (50%) 2,0 Perigo 4,0 
Acetato de sódio 

(0,10 mol L-1) 0,0 - 0,0 

Hidróxido de níquel 
(0,003 mol L-1) 2,0 Perigo 4,0 

Hidróxido de potássio 
(0,01 mol L-1) 1,0 Perigo 2,0 

D(+)-Glicose 0,0 - 0,0 

 ∑10 

INSTRUMENTAÇÃO 
Técnica Observação PPs 

Voltamétrica e 
Amperométrica Energia usada < 0,10 kWh por amostra 0,0 

Aquecimento 400 ºC, 1,0 ha 2,0 

Filtração simples  0,0 

Condições especiais Coleta e armazenamento de amostra 2,0 

Risco ocupacional Processo de hermetização 0,0 

Resíduos > 10 mL 5,0 

 ∑9,0 
Pontos de Penalidade Total ∑19 

Eco-Escala Analítica Total ∑81 
aObtenção de biochar pelo processo de pirólise. 
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De acordo com a Eco-Escala, o valor calculado para o método proposto foi 

de ∑81, o que classifica o método como um excelente procedimento verde, 

caracterizado com pontuação ∑ > 75 pontos [321]. Nesse sentido, os principais 

objetivos dos métodos analíticos considerados verdes foram alcançados, sendo 

estes a redução de reagentes, o consumo de energia e a geração de resíduos 

[133]. O sistema microfluídico (μTED) usufrui de pequenas quantidades de 

soluções e amostras e não requer nenhum sistema de propulsão, uma vez que a 

solução é transportada por capilaridade e força gravitacional ao longo de canais 

microfluídicos. Outro ponto a ser destacado está associado ao uso de técnicas 

eletroquímicas que podem ser consideradas promissoras técnicas analíticas 

verdes. Também é relatado que a etapa menos verde no processo analítico é a 

preparação da amostra [135]. Neste caso, a única etapa de preparação da amostra 

de saliva foi a diluição com solução de KOH, não penalizando pontuação. Já a 

amostra de soro sanguíneo exigiu procedimentos adicionais, sendo estes a etapa 

de separação por centrifugação e o armazenamento em refrigerador. Estes 

procedimentos promovem um maior consumo de energia, contudo, a determinação 

de glicose nesta amostra ainda foi considerada conveniente do ponto de vista dos 

procedimentos verdes. Finalmente, destaca-se que o uso do biochar como 

modificador dos eletrodos permitiu a utilização de uma matéria-prima renovável, 

economicamente e ecologicamente viável, o que deve ser levado em consideração 

de acordo com os princípios da química verde. 
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4.4.7 Conclusões Parciais para a Determinação Não-enzimática de Glicose 

 

A partir dos resultados expostos, notou-se que o biochar ativado se 

apresentou como uma excelente plataforma para suportar NiOOH, demostrando 

estabilidade, sensibilidade e detectabilidade suficientes para a determinação não-

enzimática de glicose em amostras reais de fluidos biológicos. O uso do EPCM-

N2Ni acoplado ao sistema μTED proporcionou um bom desempenho analítico, 

destacando a facilidade de construção, o uso de impressoras 3D e de materiais de 

baixo custo para a construção do dispositivo. Somado a isso, por se tratar de um 

sistema microfluídico, apresentou baixo consumo de reagentes e insumos, baixo 

volume de injeção, frequência analítica comparável a outros dispositivos 

microfluídicos relatados na literatura. Devido ao uso de fios têxteis como caminho 

analítico, e a diferença de altura entre os reservatórios, este dispositivo também 

dispensa o uso de bombas ou sistemas mecânicos de bombeamento. Com isso, o 

método proposto foi considerado um procedimento analítico verde pelo cálculo de 

Eco-Escala, atingindo os principais objetivos dos procedimentos verdes. 

Por fim, a aplicação do EPCM-N2Ni acoplado ao sistema μTED, 

apresentou elevada potencialidade de aplicação para a determinação não-

enzimática de glicose em amostras biológicas reais, com recuperação satisfatória, 

evidenciando a viabilidade da proposta e também o seu caráter inovador. Além 

disso, devido a capacidade de portabilidade, o sistema também apresenta a 

possibilidade de ser facilmente transportado, e utilizado como um dispositivo point-

of-care por exemplo. 
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4.5.1 Comportamento Eletroquímico do Biossensor EPCM-N2-PB-GOx 

 

Nesta etapa, inicialmente, foi avaliada a pré-concentração de íons Fe(III) 

no EPCM-N2. Visando a avaliação desta etapa, foi realizado um mapeamento 

químico por EDS, da superfície do EPCM-N2 contendo íons Fe(III) pré-

concentrados. A superfície da pasta de carbono foi analisada por EDS, sendo 

obtida uma imagem representativa de MEV e os mapeamentos químicos 

correspondentes aos elementos carbono, oxigênio, nitrogênio, silício e ferro 

(FIGURA 56).  

 
FIGURA 56 – IMAGEM DE MEV, COM AUMENTO DE 1500 VEZES (A) E MAPEAMENTO 

QUÍMICO OBTIDO POR EDS PARA A SUPERFÍCIE DO EPCM-N2 CORRESPONDENTE AOS 
ELEMENTOS: CARBONO (B), OXIGÊNIO (C), NITROGÊNIO (D), SILÍCIO (E) E FERRO (F)  
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Pela região analisada foi possível constatar a presença de espécies 

comumente encontradas no biochar. A presença de ferro foi confirmada pelo 

mapeamento químico mostrado na FIGURA 56-F e pelo espectro de EDS obtido 

para a linha de energia atribuída ao ferro (Fe Lα), região laranjada. Além disso, a 

presença de ferro foi verificada em regiões concomitantes a presença de oxigênio 

(O Kα), região azul clara, e também a uma pequena quantidade de nitrogênio     

(N Kα), região verde. Isso sugere que a pré-concentração de íons Fe(III) no 

biochar está correlacionada aos grupos funcionais presentes no material, 

principalmente de grupos oxigenados.  

Após a pré-concentração de íons Fe(III), foi realizada a etapa de síntese 

do Azul da Prússia (PB) na superfície do EPCM-N2, a partir de varreduras 

consecutivas de potencial, na região de -0,30 a 1,2 V, durante 30 ciclos, na 

presença de 2,5 mmol L-1 de K3[Fe(CN)6] em PBS 0,10 mol L-1 pH 3,0. A FIGURA 

57 apresenta os voltamogramas obtidos. 

 
FIGURA 57 – VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS OBTIDOS PARA A FORMAÇÃO DO AZUL DA 

PRÚSSIA (PB). ELETRÓLITO SUPORTE: K3[Fe(CN)6] EM PBS 0,10 mol L-1 pH 3,0. NÚMERO DE 
CICLOS: 30. ν: 50 mV s-1 
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Foi observada a presença de quatro processos faradaicos, respectivos às 

reações redox das espécies PB e Branco da Prússia (PW), e PB e Verde de 

Berlin (BG). A oxidação do PW a PB foi registrada em potencial de pico de 0,33 V, 

já o processo de redução do PB novamente a PW foi observado em 0,16 V. A 

redução do PB ocorre mediante a transferência de elétrons do eletrodo para o PB, 

o que é compensado pelo aprisionamento de cátions na estrutura, tal como K+, 

conforme mostrado na Reação (12). Também foram registrados os processos 

redox relacionados à reação de oxidação de PB em BG ou Amarelo de Berlin, no 

estado totalmente oxidado, em 0,93 V, e a reação reversa de redução, em 0,80 V, 

seguindo a Reação (13) [72, 97, 322]. 

De acordo com os voltamogramas obtidos para a etapa de síntese, 

também foi observado o aumento da intensidade dos picos de formação do PB 

(FeHCF) com o aumento do número de ciclos. Isso sugere o crescimento 

constante de um filme de PB, ancorado ao eletrodo, a partir da presença de íons 

Fe(III) previamente adsorvidos ao biochar e K3[Fe(CN)6] em solução de PBS pH 

3,0. Imagens de MEV da superfície do EPCM após a formação do PB são 

apresentadas nas FIGURAS 58 e 59. Com isso, foi possível comprovar a 

presença de um filme na superfície do biochar, conforme observado pela região 

mais clara correspondente ao modificador na pasta de carbono. O filme de PB 

aderido ao biochar foi também comprovado pelo espectro de EDS (FIGURA 58-B) 

correspondente à imagem de MEV (FIGURA 58-A). 

 
FIGURA 58 – IMAGEM DE MEV (A) COM AUMENTO DE 1000 VEZES E ESPECTRO DE EDS 

(B) OBTIDOS PARA A SUPERFÍCIE DO EPCM-N2 APÓS A FORMAÇÃO DE AZUL DA PRÚSSIA 
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FIGURA 59 – IMAGENS DE MEV COM AMPLIAÇÃO DE 10 k VEZES, UTILIZANDO DETECÇÃO 
DE ELÉTRONS RETROESPALHADOS (C) E SECUNDÁRIOS (D)  

  
 

Após a etapa de crescimento, o eletrodo foi lavado e submetido a 

varreduras de potencial para avaliar a estabilidade do PB formado. As medidas 

foram realizadas em solução de 0,10 mol L-1 de PBS na ausência de K3[Fe(CN)6], 

durante 5,0 ciclos, e com velocidade de varredura de 50 mV s-1. Com base nos 

voltamogramas obtidos antes e após a etapa de crescimento de PB (FIGURA 60-

A), foi verificado que a síntese eletroquímica foi eficiente e que permitiu a 

formação de PB no EPCM-N2. 

 
FIGURA 60 – VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS OBTIDOS APÓS A FORMAÇÃO DO PB EM PBS 

0,10 mol L-1 pH 7,0. ν: 50 mV s-1 (A). ESQUEMA REPRESENTATIVO DAS REAÇÕES QUE 
OCORREM APÓS A ADIÇÃO DE GLICOSE (B) 

-0,4 0,0 0,4 0,8 1,2

-30

0

30

 EPCM-N2
 EPCM-N2-PB

I 
/ 

A

E / V (vs Ag/AgCl KCl 3 mol L-1)  
 

 

 

EP
CM

-N
2 PB

PW

GLU

Ácido
glucônicoe-

O2

H2O2

A B 

5 μm 

A B 

5 μm 



156 

C. Kalinke  4. Resultados e Discussões 

 
 
 

Verificada a eficiência na formação do PB e posterior etapa de 

incorporação da enzima GOx sobre este mesmo eletrodo, foi possível realizar o 

monitoramento da presença de glicose em solução, onde o PB reduzido (PW) 

atua como um mediador redox desta reação [323, 324]. O mecanismo envolvido 

nas reações que ocorrem na superfície do biossensor na presença de glicose 

pode ser ilustrado pelo esquema representativo apresentado na FIGURA 59-B. A 

GOx possui elevada estabilidade e especificidade com a glicose. Assim, a glicose 

interage com o sítio ativo da GOx, formando um complexo enzima-substrato (ES).  

Durante a reação enzimática, a GOx catalisa a reação de oxidação da 

glicose em glucolactona e peróxido de hidrogênio, na presença de oxigênio 

molecular. Esta reação ocorre em duas etapas, conforme mostrado nas Reações 

(14) e (15). A glicose posteriormente é hidrolisada em ácido glucônico (reação 

não-enzimática). Por fim, o PB presente na superfície eletródica, com aplicação 

de um potencial suficientemente negativo, é reduzido a PW (Branco da Prússia). 

O PW reage quimicamente com o H2O2, reduzindo-o à OH‒ e, consequentemente, 

o PW é oxidado a PB (Reação (16)). No entanto, o potencial se mantém suficiente 

para regenerar o PB em PW, o que leva a formação de um ciclo reacional e ao 

ganho de corrente do processo faradaico referente à redução do PB em PW. 

Desta forma, a determinação voltamétrica é realizada em função do sinal de 

resposta obtido pelo peróxido de hidrogênio formado, proporcional à concentração 

de glicose em solução [72, 324-326].  

 

GOx(ox) + Glicose → GOx(red) + Glucolactona (14) 

GOx(red) + O2 → GOx(ox) + H2O2 (15) 

PW + H2O2 + 2e‒ → PB + 2OH‒ (16) 

 

Este mecanismo foi comprovado após medidas amperométricas 

realizadas com o EPCM proposto, após adição de concentrações conhecidas e 

crescentes de glicose, de 1,0 a 4,0 mmol L-1. Este eletrodo (PB-EDC/NHS-GOx) 

apresentou a incorporação do par EDC/NHS e de GOx, após a formação de PB. 

Além deste eletrodo, foram também avaliados diferentes configurações do 

biossensor, construídas com o EPCM-N2 baseado em biochar ativado. O eletrodo 
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com acrônimo PB diz respeito ao EPCM-N2 com pré-concentração de íons Fe(III) 

e posterior formação de PB, na ausência de EDC/NHS e da enzima GOx. 

Também foram confeccionados e avaliados os eletrodos Fe-GOx e PB-GOx, 

correspondentes aos eletrodos submetidos à pré-concentração de íons Fe(III), 

sem e com formação de PB respectivamente, sem EDC/NHS e contendo a 

enzima. A FIGURA 61 mostra os amperogramas obtidos para cada eletrodo com 

aplicação de potencial de -0,10 V, tal como a correlação entre a sensibilidades 

obtidas para cada curva analítica.  

 
FIGURA 61 – AMPEROGRAMAS (A) E INFLUÊNCIA DA SENSIBILIDADE EM FUNÇÃO DO TIPO 
DE ELETRODO (B). ELETRÓLITO SUPORTE: PBS 0,10 mol L-1 pH 7,0. POTENCIAL APLICADO: 

-0,10 V 
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Os resultados obtidos evidenciam que a maior sensibilidade foi observada 

após a formação do PB, e na presença do par EDC/NHS para ancorar a enzima 

GOx. É fato que a presença do PB é necessária, devido a se tratar de uma 

espécie capaz de catalisar a reação de redução do H2O2, e que permite a 

determinação indireta da glicose. Sem a formação do PB, utilizando apenas a 

incorporação de íons Fe(III), a conversão das reações não ocorreu de maneira 

significativa, com sinais de resposta pouco mensuráveis. Outra configuração 

explorada foi com o EPCM-N2-PB, que também não apresentou resultados 

significativos para a determinação de glicose, devido à ausência da enzima GOx 

no sensor. Desta forma, foi comprovado que a utilização do par EDC/NHS 

permitiu a incorporação da enzima de maneira mais efetiva, covalentemente à 

superfície do biochar, conforme o esquema proposto apresentado na FIGURA 62, 

melhorando a capacidade de catalisar a oxidação da glicose.  

A B 



158 

C. Kalinke  4. Resultados e Discussões 

 
 
 

FIGURA 62 – ESQUEMA DE INCORPORAÇÃO DA ENZIMA GOX NA SUPERFÍCIE DO 
BIOCHAR ATIVADO, UTILIZANDO O PAR EDC/NHS 

 
FONTE: O autor (2019). 

 

Esta estratégia é amplamente reportada na literatura e, basicamente, 

consiste no tratamento da superfície do eletrodo com EDC/NHS para aumentar a 

eficiência da imobilização enzimática. Primeiramente, o EDC interage com os 

grupos carboxílicos presentes no biochar. Em seguida, esta espécie permite a 

incorporação de NHS por um mecanismo de substituição. O NHS forma um bom 

grupo abandonador que é substituído por grupos amina da enzima GOx. Assim, a 

enzima é incorporada a superfície eletródica de maneira estável por ligações 

covalentes com os grupos carboxílicos do biochar [327, 328].  

 

4.5.2 Otimização dos Parâmetros Experimentais para Determinação Enzimática 

de Glicose  

 

O primeiro estudo realizado diz respeito à etapa de crescimento do PB na 

superfície do eletrodo, onde foi avaliada a influência do número de ciclos 

utilizados, de 1 a 100 ciclos, empregando voltametria cíclica, com velocidade de 

varredura de 50 mV s-1. De acordo com os resultados apresentados na FIGURA 

63, foi observado o aumento dos sinais faradaicos, proporcional ao aumento do 

número de ciclos. Após a utilização de 50 ciclos, não foram observadas variações 

significativas em relação à magnitude do sinal de redução do azul da Prússia para 

branco da Prússia, registrado em 0,16 V. Isso demonstra a estabilização do 

crescimento do PB na superfície do eletrodo, proporcionada pela limitação da 
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quantidade de íons Fe(III) adsorvidos ao biochar. Assim, o número de ciclos de 50 

foi escolhido e utilizado paras os demais estudos. 

 
FIGURA 63 – FORMAÇÃO DE AZUL DA PRUSSIA NA SUPERFÍCIE DO EPCM-N2 EM FUNÇÃO 
DO NÚMERO DE CICLOS (NO DETALHE). ELETRÓLITO SUPORTE: PBS pH 3,0. ν: 50 mV s-1.  
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Outro parâmetro avaliado foi o potencial aplicado durante as medidas 

amperométricas na presença de glicose, que foi estudado de -0,20 a 0,20 V, 

levando em consideração o potencial de pico associado à redução do PB. Para 

isso, as medidas foram realizadas a partir de adições de glicose na faixa de 

concentração de 1,0 a 4,0 mmol L-1. Curvas analíticas foram construídas para 

cada valor de potencial, em seguida, foi possível obter os valores de sensibilidade 

para a glicose em função do potencial aplicado (FIGURA 64).  

 
FIGURA 64 – INFLUÊNCIA DAS SENSIBILIDADES OBTIDAS EM FUNÇÃO DA VARIAÇÃO DO 

POTENCAL APLICADO DURANTE AS MEDIDAS AMPEROMÉTRICAS PARA A GLICOSE. 
ADIÇÕES DE GLICOSE: 1,0 A 4,0 mmol L-1 
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Conforme os resultados da FIGURA 64 foi observado o aumento da 

sensibilidade registrada para a presença de glicose, com a diminuição dos valores 

de potencial de 0,20 até 0,00 V. Com o potencial de 0,00 V obteve-se o maior 

sinal de resposta, o que permitiu a melhor redução do PB a PW, para promover a 

redução do H2O2. Para menores valores de potencial aplicado ocorreu a 

diminuição significativa da sensibilidade, uma vez que o potencial não é mais 

suficiente para promover a mediação da reação de redução. Pode-se supor que 

com a aplicação destes potenciais provavelmente ocorreu também a redução do 

próprio solvente, constante independentemente da quantidade de glicose 

adicionada, o que pode ter levado a diminuição da sensibilidade [64]. 

A imobilização da enzima é umas das etapas cruciais no desenvolvimento 

de um biossensor. O método deve ser compatível com a enzima, com a superfície 

do eletrodo (modificador) e com o meio de trabalho, pois pode afetar a 

estabilidade ou atividade da enzima, tornando os seus sítios ativos menos 

acessíveis. Além disso, a velocidade da reação enzimática pode ser variada 

alterando a concentração da enzima, por isso, a quantidade de enzima 

imobilizada no eletrodo foi avaliada, de 10 a 100 un de GOx, em solução de PBS 

0,10 mol L-1 com pH ajustado em 7,0 (FIGURA 65).  

 
FIGURA 65 – INFLUÊNCIA DAS SENSIBILIDADES OBTIDAS EM FUNÇÃO DA QUANTIDADE 

DE ENZINA IMOBILIZADA NO ELETRODO. ADIÇÕES DE GLICOSE: 1,0 A 4,0 mmol L-1. 
POTENCIAL APLICADO: 0,00 V 
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Com o aumento da quantidade GOx, foi observado um aumento dos 

sinais de resposta para a glicose, até a quantidade de 50 un de GOx. Isso pode 

ser explicável pela maior quantidade de sítios ativos disponíveis no eletrodo para 
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interagir com a glicose, o que aumenta a taxa da reação enzimática. Acima de 50 

un de GOx foi constatada a diminuição do sinal, o que pode estar relacionado ao 

“bloqueio” da superfície do eletrodo, devido a grande quantidade de enzima 

imobilizada, e que pode interferir na condutividade elétrica do biossensor [329, 

330]. Por isso, a quantidade de 50 un de GOx foi escolhida para a imobilização no 

biossensor. 

Outro parâmetro estudado, relacionado à imobilização da enzima, foi o 

tempo de incorporação, que foi avaliado de 5,0 a 60 min, conforme os resultados 

mostrados na FIGURA 66. Neste estudo a sensibilidade aumentou com o 

aumento do tempo de incorporação até 30 minutos, demonstrando que o maior 

tempo de imobilização pode promover uma incorporação mais efetiva da enzima 

com o a superfície do eletrodo. Com o tempo superior, de 60 minutos, foi 

observado um ligeiro decréscimo do sinal de resposta, o que pode estar 

associado à saturação da superfície do biossensor. Ou seja, a quantidade de 

enzima imobilizada é determinada pela quantidade de sítios disponíveis para sua 

interação no eletrodo. Outra possibilidade também pode estar relacionada à 

diminuição da condutividade do eletrodo pela maior quantidade de GOx 

imobilizada. Deste modo, para os demais estudos, a imobilização da enzima foi 

realizada com GOx 50 un, durante 30 minutos.  

 
FIGURA 66 – INFLUÊNCIA DAS SENSIBILIDADES OBTIDAS EM FUNÇÃO DO TEMPO DE 
IMOBILIZAÇÃO DA ENZIMA NO ELETRODO. ADIÇÕES DE GLICOSE: 1,0 A 4,0 mmol L-1. 
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Por fim, foi avaliado o pH da solução de pré-concentração contendo íons 

Fe(III) em concentração de 2,5 mmol L-1. Vale ressaltar que apenas o pH da 

solução de pré-concentração foi avaliado. Para a síntese do PB utilizou-se PBS 

com pH ajustado em 3,0, de acordo com outros relatos da literatura [331]. Assim, 

este estudo foi realizado com o intuito de avaliar a melhor condição para a 

formação de PB no eletrodo, cujos resultados são apresentados na FIGURA 67. 

 
FIGURA 67 – INFLUÊNCIA DAS SENSIBILIDADES OBTIDAS EM FUNÇÃO DO pH DE PRÉ-

CONCENTRAÇÃO DE ÍONS Fe(III) NO BIOCHAR. ADIÇÕES DE GLICOSE: 1,0 A 4,0 mmol L-1. 
POTENCIAL APLICADO: 0,00 V 

2 3 4 5 6
0,04

0,08

0,12

0,16

b 
/ 

A
L 

m
m

ol
-1

pH de pré-concentração  
 

Conforme apresentado na FIGURA 67, o aumento do pH da solução 

promoveu um aumento significativo da sensibilidade obtida na presença de 

glicose, até o valor de pH igual a 5,0. Este comportamento pode ser embasado 

pela melhor capacidade de sorção que o biochar apresenta em valores de pH 

próximos a 5,0, o que foi comprovado pela avaliação do Potencial Zeta, 

apresentado na seção 4.1.8.  

Com isso, a TABELA 23 sumariza todos os parâmetros experimentais 

que foram estudados com suas respectivas condições de compromisso 

escolhidas para a determinação enzimática de glicose, utilizando o EPCM-N2-

EDC/NHS-GOx.  
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TABELA 23 – PARÂMETROS EXPERIMENTAIS OTIMIZADOS PARA A DETERMINAÇÃO 
ENZIMÁTICA DE GLICOSE 

Parâmetro Condições de Compromisso 

Número de ciclos (formação do PB) 50 

Potencial aplicado 0,00 V 

Quantidade de GOx 50 un 

Tempo de imobilização da GOx 30 min 

pH de pré-concentração de íons Fe(III) 5,0 

 

4.5.3 Desempenho Analítico do EPCM-N2-PB 

 

Utilizando os parâmetros otimizados, o desempenho analítico do método 

foi avaliado a partir da adição de concentrações crescente de glicose, realizadas 

na faixa de 1,0 x 10-5 a 8,0 x 10-3 mol L-1. Para uma concentração fixa de enzima 

imobilizada no eletrodo, a velocidade da reação enzimática aumenta com o 

aumento da concentração do substrato (glicose). Com isso, foi obtida uma região 

linear (R2 = 0,9985) entre 5,0 x 10-5 e 5,0 x 10-3 mol L-1 de glicose, conforme 

apresentado na FIGURA 68, seguindo a equação: I (μA) = 0,192 CGLU (mmol L-1) 

‒ 0,0125.  

 
FIGURA 68 – AMPEROGRAMAS E CURVA ANALÍTICA (INSERIDA) OBTIDOS PARA ADIÇÕES 

DE GLICOSE NA FAIXA DE CONCENTRAÇÃO 5,0 x 10-5 A 5,0 x 10-3 mol L-1 (N=3) 
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Com a sensibilidade obtida de 0,192 μA L mmol-1, os limites de detecção e 

quantificação puderam ser calculados utilizando as Equações (2) e (3), sendo 

obtidos os valores de 0,938 e 2,05 μmol L-1, respectivamente. Estes limites foram 

considerados bastante satisfatórios, considerando a determinação de glicose em 

amostras biológicas. Além disso, deve-se considerar a complexidade atrelada ao 

desenvolvimento de um biossensor baseado em pasta de carbono. Em seguida, 

foi avaliada a afinidade enzima-substrato, pela constante cinética aparente de 

Michaelis-Menten ( app
MK ). Utilizando a equação da reta obtida a partir da curva 

analítica e a Equação (1) adaptada de Lineweaver-Burk, foram obtidos os termos 

1/is e 1/CGLU, sendo obtida a Equação (4). Assim, a constante app
MK  foi calculada 

pela multiplicação entre o coeficiente angular da reta e a corrente máxima imax, 

sendo obtido o valor de 4,16 mmol L-1.  

 

GLUs C
x

i
100426,04702,01

 (4) 

 

Paralelo a isso, o desempenho analítico do dispositivo proposto pôde ser 

comparado a outros biossensores, contendo Azul da Prússia e GOx, para a 

determinação enzimática de glicose, de acordo com os dados expostos na 

TABELA 24. O método proposto apresentou potencialidade analítica para a 

determinação enzimática de glicose, com região linear, limite de detecção e 

sensibilidade comparáveis ao demais trabalhos apresentados na literatura. Isso 

permitiu evidenciar a sua aplicação para a determinação em amostras reais de 

fluídos biológicos. Em relação a constante app
MK  calculada, notou-se que o valor 

obtido também foi concordante e próximo a maioria dos valores reportados nos 

trabalhos supracitados, sendo que quanto menor o valor de app
MK , maior será a 

afinidade enzima-substrato [339]. Assim, pode-se dizer que há uma boa afinidade 

existente entre a enzima GOx e a glicose (substrato), em comparação aos 

trabalhos citados, o que facilitou as reações subsequentes, permitindo a 

determinação de glicose.  
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TABELA 24 – DESEMPENHO ANALÍTICO DE SENSORES ENZIMÁTICOS A BASE DE AZUL DA PRÚSSIA E 
GOx PARA A DETERMINAÇÃO DE GLICOSE 

aSensores não aplicados em amostras. bUnidade de sensibilidade: μA mM-1 cm-2. *Dados não fornecidos.  
CS-PB-G: Eletrodo de grafite modificado com azul da Prússia e uma membrana de quitosana. PoPD-GA-PB-
Au: Eletrodo de carbono vítreo modificado com ouro e azul da Prússia, com filme de poli(o-fenilenodiamina) e 
glutaraldeído. PB-CNT-CS: Eletrodo compósito a base de nanotubos de carbono e azul da Prússia com 
quitosana. PBNP-GE: Eletrodo de grafite modificado com nanopartículas de azul da Prússia. PB-CS-Au: 
Eletrodo de ouro modificado com quitosana e azul da Prússia. GNPs-PbNW: Eletrodo de platina modificado 
com nanofios de azul da Prússia decorados com nanopartículas de ouro. PB-SPCE: Eletrodo impresso 
modificado com azul da Prússia. PCPB-Pt: Eletrodo de platina modificado com compósito de carbono poroso e 
azul da Prússia. 

 

Além disso, comparando os biossensores empregados pelos referidos 

métodos, foi observado que são raros os eletrodos a base de pasta de carbono 

utilizados. Sendo que a boa reprodutibilidade dos resultados obtidos com este tipo 

de eletrodo provém em grande parte da boa homogeneização dos componentes 

da pasta. Neste sentido, o método foi também avaliado em função da 

repetibilidade e reprodutibilidade, para medidas consecutivas utilizando um 

mesmo biossensor e após a construção de 10 sensores diferentes, 

respectivamente (FIGURA 69).  

 

Amostra Eletrodo LDR 
(mmol L−1) 

LOD 
(μmol L−1) 

Sensibilidade 
(μAL mmol−1) 

app
MK  

(mmol L-1) 
Ref. 

Saliva e soro 
sanguíneo EPCM-N2-PB 0,05–5,0 0,94 0,192 4,16 Este 

trabalho 

Soro Sanguíneo CS-PB-G 0,03–1,0 10 641b * [332] 

PBSa PoPD-GA-PB-Au 0,05–10 8,0 1,25 19,6 [333] 

Soro sanguíneo 
bovino PB-CNT-CS 0,025–1,3 7,5 15,2b 3,67 [334] 

PBSa PBNP-GE 0,18–1,1 65 1,59b 0,73 [335] 

Soro sanguíneo PB-CS-Au 0,002–0,4 0,40 2,57 3,73 [336] 

PBSa GNPs-PbNW 0,005–2,2 2,0 135,5b 4,58 [337] 

Suplemento 
energético e de 

reidratação 
PB-SPCE 0,25–2,0 10 2,14 * [338] 

Soro sanguíneo PCPB-Pt 0,10–2,0 100 50,63b 3,49 [339] 
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FIGURA 69 – VALORES DE SENSIBILIDADE RELATIVA OBTIDOS PARA MEDIDAS 
CONSECUTIVAS DE GLICOSE PARA AVALIAR A REPETIBILIDADE (A) E A 

REPRODUTIBILIDADE (B) 
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Os resultados obtidos para este estudo apresentaram valores de desvio 

padrão relativo (RSD) de ± 2,51 e ± 6,21 %, para repetibilidade e 

reprodutibilidade, respectivamente. Isso demonstra que o método enzimático para 

determinação de glicose também se mostrou confiável, sem variações 

significativas em relação aos sinais de reposta, mesmo após a construção de 

biossensores diferentes. Os baixos valores de RSD obtidos sugerem que o 

biossensor não sofre alterações significativas durante medidas consecutivas, o 

que poderia ser sido afetado por condições ambientais, por exemplo. Além disso, 

tais resultados também podem estar relacionados à boa homogeneização da 

pasta de carbono e controle nos parâmetros envolvidos no processo de 

construção do biodispositivo.  

A seguir, a estabilidade do biossensor EPCM-N2-PB-GOx também foi 

avaliada em função do período de armazenamento, onde foi mantido em solução 

de PBS 0,10 mol L-1 pH 7,0 e temperatura de 4,0 ºC. Para isso, medidas 

amperométrica foram realizadas na presença de glicose em concentrações de 1,0 

a 4,0 mmol L-1. As sensibilidades obtidas a partir destas medidas foram 

investigadas durante 20 dias (FIGURA 70).  

 

1B 1A 
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FIGURA 70 – VALORES DE CORRENTE RELATIVA OBTIDOS PARA MEDIDAS 
AMPEROMÉTRICAS NA PRESENÇA DE 1,0 mmol L-1 DE GLICOSE PARA AVALIAR A 

ESTABILIDADE EM FUNÇÃO DO TEMPO 
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Os resultados obtidos indicam que o biossensor apresentou uma 

diminuição progressiva e constante nos sinais de resposta de 59,3±9,8 %, durante 

20 dias. Esse comportamento sugere que o biossensor apresentou influência 

negativa em função do tempo de utilização, o que pode ser relacionado à 

estabilidade da enzima, ou ao início de sua desnaturação. Este fator é 

diretamente influenciado pela variação de temperatura, podendo levar a perda de 

funcionalidade do biossensor. Contudo, esta diminuição da resposta do sensor 

não exime a sua utilização, e pode ser contornada pela sua calibração diária 

previamente a cada medida realizada em amostras contendo glicose. 

 

4.5.4 Efeito de Espécies Concomitantes 

 

Assim como apresentado anteriormente para a determinação não-

enzimática de glicose, para esta avaliação, o efeito de espécies concomitantes foi 

avaliado a partir de adições de algumas espécies comumente encontradas em 

amostras biológicas. Foram adicionadas as seguintes substâncias: 0,13 mmol L-1 

de ácido ascórbico (AA), 22 mmol L-1 de ácido lático (LA) e 10 mmol L-1 de ureia 

(UR). Também foi estudada a potencial interferência de uma solução 

multielementar (Multi) de tais substâncias. As espécies foram avaliadas em 

função do sinal de resposta obtido na presença de 1,0 mmol L-1 de glicose. Os 

resultados obtidos são apresentados na FIGURA 71. 
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FIGURA 71 – AMPEROGRAMAS (A) CORRENTES DE PICO RELATIVAS (B) OBTIDOS NA 
PRESENÇA DE ESPÉCIES CONCOMITANTES PARA A DETERMINAÇÃO ENZIMÁTICA DE 

GLICOSE 
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A partir dos resultados mostrados, foi observada uma variação pouco 

significativa em relação ao sinal de resposta registrado para a glicose após a 

adição de ácido lático e ureia, sendo verificadas as variações de + 7,68 e + 2,83 

%, respectivamente. Estes valores foram considerados aceitáveis. No entanto, 

variações do sinal de resposta maiores do que 10 % foram registrados na 

presença de ácido ascórbico, e também para a solução multielementar. Assim, 

visando contornar possíveis problemas de interferência da matriz, o método de 

adição de padrão foi utilizado para a determinação de glicose em amostras 

biológicas. 

 

4.5.5 Determinação Enzimática de Glicose em Amostras de Saliva e Soro 

Sanguíneo 

 

A aplicação do método enzimático foi realizada na determinação de 

glicose em amostras de saliva e soro sanguíneo humano, de maneira semelhante 

a apresentada anteriormente para a determinação não-enzimática. As medidas 

foram realizadas inicialmente nas amostras reais, após simples diluição, e em 

seguida, nas amostras fortificadas com glicose em dois níveis de concentração. 

Os resultados obtidos podem ser observados na TABELA 25. 
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TABELA 25 – CONCENTRAÇÕES DE GLICOSE ENCONTRADA E RECUPERADA PELO 
MÉTODO ENZIMÁTICO, PARA AS AMOSTRAS DE SALIVA E SORO SANGUÍNEO (N = 3) 

Amostra Encontrado Adicionado Recuperado 
(mmol L-1) (mmol L-1) (mmol L-1) (%) 

Saliva 0,326 ± 0,03 
0,300 0,576 ± 0,074 92,0 ± 1,18 

0,500 0,789 ± 0,015 90,7 ± 2,11 

Soro 
sanguíneo 2,20 ± 0,04 

0,300 2,62 ± 0,04 105 ± 1,47 

0,500 2,77 ± 0,07 103 ± 2,72 

 

De acordo com as concentrações determinadas, de 0,326 mmol L-1 (5,87 

mg dL-1) e 2,20 mmol L-1 (39,6 mg dL-1), foi possível constatar que as amostras 

apresentaram valores condizentes com as concentrações de glicose relatadas na 

literatura [243, 244]. Visando comprovar os valores adicionados, foram realizadas 

adições de glicose em dois níveis de concentração, sendo que estes 

apresentaram valores satisfatórios de recuperação, com erros relativos menores 

do que 10 %, em um nível de confiança de 95 %. Assim, pode-se concluir que o 

método analítico para a determinação enzimática de glicose foi tão efetivo quanto 

o método não enzimático, permitindo a aplicação de ambos com confiabilidade. 
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4.5.6 Conclusões Parciais para a Determinação Enzimática de Glicose 

 

O biochar ativado mostrou-se uma plataforma interessante também para 

o ancoramento de azul da Prússia (hexacianoferrato de ferro) e enzima GOx, 

visando a determinação enzimática de glicose. O dispositivo proposto EPCM-N2-

PB-GOx apresentou resultados eficientes em comparação a outros eletrodos, 

EPC e EPCM-BC, demonstrando que a presença de maiores quantidades de 

grupos funcionais no biochar ativado também foram significativas para esta 

estratégia. Além disso, comprovou-se que a presença do par EDC/NHS foi 

necessária para a melhor incorporação da enzima à superfície do biochar, 

melhorando os resultados obtidos para a determinação de glicose, em função do 

monitoramento da redução do H2O2. A afinidade enzima-substrato também foi 

avaliada, e mostrou resultados satisfatórios e comparáveis com outros trabalhos, 

de acordo com o cálculo da constante aparente de Michaelis-Menten.  

O dispositivo apresentou uma ampla faixa de região linear, com boa 

sensibilidade e reprodutibilidade. O método pode ser aplicado com sucesso na 

determinação enzimática de glicose em amostras reais e fortificadas de fluídos 

biológicos (saliva e soro sanguíneo). Por fim, pode concluir que o método 

enzimático apresentou resultados semelhantes e tão satisfatórios quanto os 

obtidos com o método não-enzimático, empregando NiOOH suportado em biochar 

ativado. Isso enfatiza a versatilidade do uso de biochar ativado em aplicações 

eletroanalíticas, o que permitiu explorar diferentes estratégias de determinação. 

Neste caso, o presente método também poderá ser aplicado em um sistema 

microfluídico (μTED), visando a minimização de reagentes, amostras e resíduos. 

 

 



 

 

 
 

4.6 DETERMINAÇÃO DE COMPOSTOS FENÓLICOS 
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4.6.1 Caracterização Morfológica e Eletroquímica dos Eletrodos 

 

Inicialmente foi realizada a caracterização morfológica dos materiais 

carbonáceos e das superfícies dos eletrodos, por MEV e composição elementar 

por espectroscopia de energia dispersiva (EDS). Imagens de MEV do grafite, dos 

nanotubos de carbono e do biochar ativado foram obtidas com aumento de 

50.000 vezes, conforme mostrado nas FIGURAS 72-A-C, respectivamente. Já as 

imagens das superfícies dos respectivos eletrodos foram obtidas com aumento de 

1.000 vezes, e podem ser visualizadas nas FIGURAS 72-D-F. 

A FIGURA 72-A apresenta estruturas características de grafite, que 

podem ser descritas como camadas paralelas de anéis hexagonais, formando as 

chamadas folhas de grafite [340, 341]. A Figura 72-B apresenta imagens típicas 

de nanotubos de carbono de paredes múltiplas, que apresentou estruturas de 

tamanho médio de 10 a 30 nm de diâmetro e comprimento de 1,0 a 15 μm. Já a 

imagem para o biochar ativado apresentou uma superfície distinta, com estrutura 

carbonácea irregular e porosa (FIGURA 72-C). Isso pode ser relacionado aos 

tratamentos térmico e químico (ativação), que promoveram o aumento de grupos 

funcionais e de porosidade no biochar, modificando a sua superfície [61, 247]. A 

superfície dos eletrodos de pasta de carbono revelou que essas três diferentes 

estruturas de carbono promoveram variações morfológicas aos seus respectivos 

eletrodos.  
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FIGURA 72 – IMAGENS DE MEV OBTIDAS PARA O GRAFITE (A), NANOTUBOS DE CARBONO 
(B) E BIOCHAR ATIVADO (C) COM AUMENTO DE 50.000 VEZES E PARA SUPERFÍCIES DOS 

ELETRODOS EPC (D), EPCM-NTC (E) E EPCM-N2 (F) COM AUMENTO DE 1.000 VEZES 
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Além disso, a partir de resultados obtidos por EDS (FIGURA 73), também 

foram observadas variações de composição entre os materiais. O EPC foi 

preparado apenas com grafite e óleo mineral e mostrou uma superfície 

homogênea, com uma composição baseada apenas em carbono. Para o EPCM-

NTC, a presença de nanotubos de carbono não interferiu na composição da 

pasta, uma vez que a estrutura dos nanotubos é composta por carbonos sp2, 

como o grafite [342]. Contrariamente, o EPCM-N2 apresentou uma superfície 

morfológica distinta, devido à presença do biochar, onde a presença de grafite foi 

verificada pela região mais escura e o biochar foi distinguido pela região mais 

clara. Conforme já explorado anteriormente em outras seções, o biochar 

apresenta composição majoritária, em carbono, além de exibir menores teores de 

nitrogênio, oxigênio e outros minerais. Essas espécies são provenientes da 

matéria-prima e provavelmente permaneceram após o tratamento de ativação [8]. 

 
FIGURA 73 – ESPECTROS DE EDS OBTIDOS PARA EPC, EPCM-NTC E EPCM-N2, NA 

REGIÃO DE 0,0 A 4,0 keV, E COMPOSIÇÃO ELEMENTAR OBTIDA A PARTIR DOS 
ESPECTROS 
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Para investigar as propriedades eletroquímicas dos eletrodos de pasta de 

carbono construídos, medidas de voltametria cíclica foram realizadas em solução 

contendo 5,0 mmol L-1 de K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6], em velocidade de varredura 

de 10 mV s-1. Os resultados obtidos com este estudo são apresentados na 

FIGURA 74-A.  
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FIGURA 74 – VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS (A) E DIAGRAMAS DE NYQUIST (B) OBTIDOS 
PARA OS ELETRODOS EPC, EPCM-NTC E EPCM-N2 NA PRESENÇA DE 5,0 mmol L-1 DE 

K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6]. ν: 10 mV s-1 
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Conforme apresentado nos voltamogramas obtidos foram observados 

processos redox relacionados à reação [Fe(CN)6]˗3 + e˗  [Fe(CN)6]˗4 para os 

três eletrodos avaliados. Neste sentido, o eletrodo não modificado (EPC) 

apresentou as maiores intensidades de corrente de pico, com uma separação de 

potenciais de pico de aproximadamente 100 mV. O eletrodo modificado com 

nanotubos de carbono (EPCM-NTC) mostrou um comportamento voltamétrico 

similar ao EPC. Já para o eletrodo modificado com o biochar ativado (EPCM-N2) 

foi observado um decréscimo nos sinais de resposta e um aumento na separação 

dos picos para os potenciais anódico e catódico. A maior variação entre os picos 

(∆Ep) pode sugerir que o EPCM-N2 apresenta uma maior dificuldade de 

transferência eletrônica, o que pode estar relacionado à baixa condutividade 

elétrica do modificador. Isso também pode ser associado à carga superficial 

negativa, associada à presença de grupos funcionais superficiais do biochar, tal 

como de ácidos carboxílicos. Assim, os perfis voltamétricos observados estão de 

acordo com o esperado, levando em consideração os materiais que compõe os 

sensores, sendo que EPC e EPCM-NTC apresentam materiais com elevada 

condutividade elétrica (grafite e nanotubos de carbono), em comparação ao 

eletrodo preparado com biochar. 

Em seguida, medidas de impedância eletroquímica (EIS) foram realizadas 

visando avaliar a transferência de carga dos respectivos sensores. As medidas 

foram realizadas em solução contendo 5,0 mmol L-1 de K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6], 

com aplicação de potencial de 0,17 V (vs. Ag/AgCl), relacionado ao potencial de 

A 
5

B 
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oxidação do par redox [Fe(CN)6]˗3/[Fe(CN)6]˗4. Com isso foram obtidos os gráficos 

de Nyquist para os eletrodos propostos (FIGURA 74-B). O circuito equivalente de 

Randles (inserido) foi proposto para ajustar os dados experimentais, o qual é 

composto por uma resistência em série (Rs) com um capacitor (Cs) paralelo a 

outra resistência (Rct) e a chamada impedância de Warburg (W), resultante da 

difusão das espécies [343]. Com isso, foi possível obter os parâmetros elétricos 

correspondentes a resistência da solução (Rs), relacionada aos eletrodos de 

referência e de trabalho; a resistência de transferência de carga (Rct), relacionada 

à reação redox K3[Fe(CN)6]/K4[Fe (CN)6]; e a capacitância da dupla camada 

elétrica da superfície do eletrodo (Cs) (TABELA 26). 

 
TABELA 26 – PARÂMETROS ELÉTRICOS OBTIDO POR MEDIDAS DE EIS PARA EPC, EPCM-

NTC E EPCM-N2, NA PRESENÇA DE 5,0 mmol L-1 DE K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] (N=3). 

Eletrodo Rs (Ω) Rct (Ω) Cs (F) 

EPC 92,7 ± 0,58 839 ± 17,9 92,7 ± 7,18 

EPCM-NTC 95,7 ± 1,30 856 ± 18,4 128 ± 6,15 

EPCM-N2 97,9 ± 1,10 970 ± 12,6 134 ± 0,45 

 

A partir dos diagramas de Nyquist é possível observar o aumento do 

semicírculo ao comparar o EPC com os eletrodos modificados. Paralelo a isso, foi 

observado um aumento dos valores de transferência de carga (Rct) de 839 para 

856 e 970 Ω, em comparação ao EPC e os eletrodos modificados EPCM-NTC e 

EPCM-N2, respectivamente. Isso indica que a presença dos modificadores 

(nanotubos de carbono e biochar) promoveu um bloqueio da reação de 

transferência de elétrons, diminuindo a cinética do processo redox [344]. Com 

isso, as componentes capacitiva (Z) e resistiva (Z’) do sistema foram alteradas.  

Este comportamento foi concordante com os resultados voltamétricos 

obtidos, e consistentes com os resultados de EIS verificados em outros trabalhos 

que também utilizaram eletrodos modificados com materiais carbonáceos [345]. 

Por exemplo, Dong e colaboradores [346] demonstraram que a presença de 

biochar influenciou na resistência de transferência de carga do eletrodo não 

modificado. Neste trabalho, os autores constataram que as amostras de biochar 

produzidas em temperaturas moderadas (300-600 ºC) apresentaram aumento de 
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Rct em comparação ao EPC, sendo que um aumento significativo de 495 para 

3987 Ω foi verificado para após a modificação do EPC com biochar obtido a 400 

ºC, na presença de [Fe(CN)6]3/4-. Estes resultados podem ser explicados pelas 

propriedades do modificador, sendo que o biochar obtido em temperaturas 

moderadas (~400 ºC) apresenta uma quantidade maior de carbonos 

desordenados, ainda remanescentes dos compostos celulósicos da biomassa e 

que não são condutores [347].  

 

4.6.2 Comportamento Eletroquímico do Arranjo de Sensores 

 

Para a determinação simultânea dos compostos fenólicos catecol (CAT), 

4-etilcatecol (4-EC) e 4-etilguaiacol (4-EG), utilizou-se um arranjo composto de 

três sensores: um eletrodo de pasta de carbono não modificado (EPC), e dois 

eletrodos modificados com biochar ativado (EPCM-N2) e nanotubos de carbono 

de paredes múltiplas (EPCM-NTC). Inicialmente, as medidas de voltametria 

cíclica foram realizadas após a pré-concentração espontânea dos analitos 

individualmente, em concentração de 1,0 x 10-4 mol L-1. Nesta estratégia, as 

medidas foram realizadas utilizando parâmetros experimentais e instrumentais já 

avaliados e otimizados em trabalhos anteriores [247, 348], conforme apresentado 

na TABELA 27.  

 
TABELA 27 – PARÂMETROS EXPERIMENTAIS UTILIZADOS PARA A APLICAÇÃO DA ET NA 

DETERMINAÇÃO DE COMPOSTOS FENÓLICOS 

Parâmetro Condições de Compromisso 

Proporção de biochar na pasta 20 % (m/m) 

Tempo de pré-concentração 5,0 min 

Solução de pré-concentração PBS 5,0 mmol L-1 pH 5,0 

Eletrólito Suporte PBS 5,0 mmol L-1 pH 7,4 

Velocidade de varredura 50 mV s-1 

Limpeza eletroquímica PBS 5,0 mmol L-1 pH 7,4                     
-0,50 a 1,2 V; ν = 100 mV s-1 

 

De posse destes parâmetros, foram obtidos os voltamogramas cíclicos 

referentes às medidas realizadas com cada sensor e para cada composto 

fenólico, conforme apresentado na FIGURA 75. 
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FIGURA 75 – VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS OBTIDOS COM OS ELETRODOS EPC (A), EPCM-
N2 (B) E EPCM-NTC (C) PARA OS COMPOSTOS CAT (―), 4-EC (―) E 4-EG (―). ELETRÓLITO 

SUPORTE: PBS 5,0 mmol L-1 pH 7,4. ν: 50 mV s-1 

  

 
 

 

A partir dos voltamogramas obtidos foi possível verificar que todos os 

eletrodos foram eficientes para a pré-concentração de catecol (CAT), 4-etilcatecol 

(4-EC) e 4-etilguaiacol (4-EG). Além disso, sinais voltamétricos com perfis 

distintos foram observados para cada eletrodo, o que contribui para a 

discriminação e quantificação destes compostos, características desejáveis para a 

aplicação do arranjo de sensores em uma língua eletrônica. 

De acordo com os voltamogramas obtidos, o catecol (CAT – 1,2-di-

hidroxibenzeno) mostrou um sinal de resposta reversível, relacionado à reação 

redox de formação da o-quinona (1,2-benzoquinona), conforme exemplificado 

pela Reação (17) [349]. Para o catecol, o eletrodo modificado com nanotubos de 

carbono apresentou maior magnitude de sinal, picos anódicos e catódicos foram 

observados nos potenciais de 0,16 e 0,00 V, respectivamente, demonstrando uma 

maior reversibilidade da reação redox. Já os eletrodos EPC e EPCM-N2 

apresentaram um deslocamento dos potenciais de pico anódicos para 0,24 e 0,46 

CAT 4-EC 

4-EG 

EPCM-N2 EPC A 

C EPCM-NTC 

B 



179 

C. Kalinke  4. Resultados e Discussões 

 
 
 

V, respectivamente. Além disso, o EPCM-NTC apresentou um aumento dos sinais 

de resposta anódica de 1,5 e 3,0 vezes, em comparação com os eletrodos EPCM-

N2 e EPC, respectivamente.  

Para os fenóis voláteis 4-EC e 4-EG também foram observados 

processos bem definidos e mensuráveis. As reações redox para estes processos 

foram propostas considerando a oxidação dos compostos fenólicos para suas 

respectivas quinonas, conforme apresentado nas Reações (18) e (19), para 4-EC 

e 4-EG, respectivamente. Para estes dois compostos, o eletrodo modificado com 

biochar apresentou os melhores sinais de resposta, seguindo a ordem:       

EPCM-N2 > EPCM-NTC > EPC. Para o 4-EC, o EPCM-N2 apresentou 

aproximadamente o dobro do sinal de resposta em comparação aos outros 

eletrodos avaliados.  

 

 

(17) 

 

(18) 

 

(19) 

 

Estes resultados sugerem que o biochar possuiu maior afinidade para 

interagir e pré-concentrar os fenóis voláteis, o que pode estar atribuído a menor 

polaridade destes compostos, em comparação ao catecol. Conforme já discutido 

anteriormente, as interações entre o biochar e as espécies orgânicas podem 

ocorrer por meio de um mecanismo misto, tanto por fisiossorção, quanto por 

quimiossorção. O mecanismo de interação mais considerado ocorre entre 

ligações do tipo π-π entre a superfície carbonácea e os anéis aromáticos dos 

compostos fenólicos [61, 350, 351].  
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Assim, após comprovada a capacidade dos eletrodos em pré-concentrar 

os compostos fenólicos, observou-se que os analitos adsorvidos não foram 

completamente removidos da superfície do eletrodo, promovendo um “efeito de 

memória”. Para contornar este feito, uma etapa de limpeza eletroquímica (Etapa 
3) foi realizada. Os eletrodos foram submetidos a varreduras de potencial de -0,30 

a 1,2 V, empregando voltametria cíclica, em solução de PBS pH 7,4, com 

velocidade de varredura de 100 mV s-1, durante 10 ciclos. Os resultados obtidos 

com este estudo são apresentados na FIGURA 76.  

 
FIGURA 76 – VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS OBTIDOS PARA O EPC (A), EPCM-NTC (B) E 
EPCM-N2 (C) NA AUSÊNCIA (BRANCO) (―) E NA PRESENÇA DE 1,0 x 10-4 mol L-1 DOS 
COMPOSTOS FENÓLICOS (―), E APÓS A ETAPA DE LIMPEZA ELETROQUÍMICA (―). 

-0,3 0,0 0,3 0,6 0,9 1,2
-20

-10

0

10

20

I 
/ 

A

E / V (vs Ag/AgCl KCl 3 mol L-1)

 Branco
 Medida 
 Após limpeza

 
-0,3 0,0 0,3 0,6 0,9 1,2

-30

0

30

60
I 

/ 
A

E / V (vs Ag/AgCl KCl 3 mol L-1)  

-0,3 0,0 0,3 0,6 0,9 1,2

-100

-50

0

50

100

I 
/ 

A

E / V (vs Ag/AgCl KCl 3 mol L-1)  
 

Conforme observado nos voltamogramas, após a etapa de limpeza não 

foram mais observados sinais faradaicos relativos aos compostos fenólicos. Isso 

demonstra que a etapa de limpeza eletroquímica foi efetiva para a remoção dos 

analitos da superfície dos eletrodos, evidenciando a ausência de qualquer efeito 

de memória.  
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4.6.3 Estudo de Reprodutibilidade 

 

Com o intuito de garantir um bom desempenho analítico dos sensores 

propostos para o desenvolvimento da língua eletrônica, foi realizado um estudo de 

reprodutibilidade das medidas na presença dos compostos fenólicos. Para isso, 

25 diferentes superfícies eletródicas (após a renovação da superfície) foram 

avaliadas, seguindo o procedimento experimental relatado anteriormente. A 

FIGURA 77 apresenta as correntes de pico anódicas relativas, obtidas com os 

três eletrodos em função das medidas realizadas.  

 
FIGURA 77 – VARIAÇÃO DAS CORRENTES DE PICO ANÓDICAS RELATIVAS OBTIDAS A 
PARTIR DE MEDIDAS CONSECUTIVAS (N=25) EMPREGANDO EPC (A), EPCM-NTC (B) E 

EPCM-N2 (C) NA PRESENÇA DOS COMPOSTOS FENÓLICOS 
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Com o estudo de reprodutibilidade, observou-se que as correntes de pico 

apresentaram uma distribuição aleatória durante as 25 medidas, para os três 

eletrodos avaliados, indicando que não há uma resposta tendenciosa após 

medidas consecutivas. As correntes de pico obtidas para cada medida foram 

comparadas à média das medidas calculadas para cada eletrodo.  
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A partir disso, pelos três gráficos apresentados foi possível notar que as 

medidas obtidas para diferentes superfícies não apresentaram variação maior do 

que ± 10,0 % entre si (linha tracejada vermelha). Foram obtidos valores de RSD 

de 6,87; 3,74 e 7,15 % para os eletrodos EPC, EPCM-NTC e EPCM-N2, 

respectivamente. Estes desvios demonstraram que o método apresentou boa 

reprodutibilidade analítica para 25 medidas sucessivas, permitindo a aplicação do 

arranjo de sensores possam em uma língua eletrônica voltamétrica com menores 

erros atrelados às medidas consecutivas.  

 

4.6.4 Desempenho Analítico do Arranjo de Sensores 

 

Para verificar o desempenho analítico dos eletrodos, medidas de 

voltametria cíclica foram realizadas após a pré-concentração espontânea de cada 

analito. Para isso, diferentes faixas de concentração para cada composto fenólico 

foram avaliadas pelos três eletrodos individualmente: de 10,0 a 600 mmol L−1 para 

CAT; de 0,100 a 400 μmol L−1 para 4-EC e de 0,100 a 250 μmol L−1 para 4-EG. 

Com isso, foram obtidas as curvas analíticas para EPC, EPCM-NTC e EPCM-N2, 

para cada composto fenólico, conforme apresentado a seguir na FIGURA 78. 

 
FIGURA 78 – CURVAS ANALÍTICAS OBTIDAS POR VOLTAMETRIA CÍCLICA COM OS 
ELETRODOS EPC (A), EPCM-NTC (B) E EPCM-N2 (C) PARA OS COMPOSTOS FENÓLICOS 
CAT (■), 4-EC (●) E 4-EG (♦). ELETRÓLITO SUPORTE: PBS 5,0 mmol L-1 pH 7,4. ν: 50 mV s-1 
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Algumas diferenciações puderam ser constatadas com as curvas 

analíticas obtidas, não somente entre os sensores, mas também entre os analitos 

avaliados, principalmente em relação à faixa de região linear e à sensibilidade, 

sendo que estes e outros parâmetros analíticos obtidos a partir das curvas 

analíticas podem ser verificados na TABELA 28.  

 
TABELA 28 – PARÂMETROS ANALÍTICOS OBTIDOS PARA A DETERMINAÇÃO DE CAT, 4-EC 

E 4-EG UTILIZANDO OS ELETRODOS EPC, EPCM-NTC E EPCM-N2 

Eletrodo Composto 
Fenólico 

LDR 
(μmol L-1) R2 Sensibilidade 

(μA L mmol-1) 
LOD LOQ 

(μmol L-1) 

EPC 

CAT 30,0–540 0,9968 43,5 2,47 8,24 

4-EC 10,0–350 0,9965 78,4 0,282 0,939 

4-EG 1,00–210 0,9992 328 0,111 0,371 

EPCM-NTC 

CAT 30,0–540 0,9987 92,8 1,37 4,58 

4-EC 10,0–350 0,9965 91,9 0,184 0,613 

4-EG 1,00–60,0 0,9992 340 0,106 0,353 

EPCM-N2 

CAT 30,0–540 0,9997 67,2 1,86 6,16 

4-EC 0,200–350 0,9983 187 0,0863 0,288 

4-EG 1,00–120 0,9984 359 0,0937 0,312 

 

A partir dos resultados apresentados, observa-se que as curvas analíticas 

obtidas para os três sensores avaliados mostraram uma ampla região linear de 

30,0 a 540 μmol L-1 para o catecol. Valores de sensibilidade de 4,35; 9,28 e 6,72 

μA L mmol-1 e limites de detecção de 2,47; 1,37 e 1,86 μmol L-1 foram verificados 

para os eletrodos EPC, EPCM-NTC e EPCM-N2, respectivamente. Para as 

determinações de 4-EC e 4-EG, o EPCM-N2 apresentou melhor desempenho 

analítico com sensibilidades de 18,7 e 35,9 μA L mmol-1 e limites de detecção de 

86,3 e 93,7 nmol L-1, respectivamente. Considerando a diferença entre as 

sensibilidades obtidas para eletrodos e analitos, é possível supor que o arranjo de 

eletrodos de pasta de carbono possa ser adequado para realizar a discriminação 

dos compostos fenólicos, para construir e predizer o modelo de resposta. 
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4.6.5 Análise de Componentes Principais 

 

Para confirmar se o arranjo de sensores proposto seria capaz de realizar 

a identificação dos compostos fenólicos, os dados voltamétricos obtidos pelas 

curvas analíticas foram verificados a partir de análises de componentes principais 

(PCA). Com isso, foram obtidos os gráficos de PCA em relação aos scores e aos 

pesos (loadings), conforme apresentados na FIGURA 79. 

 
FIGURA 79 – GRÁFICOS DE SCORES (A) E LOADINGS (B) OBTIDOS A PARTIR DE ANÁLISE 

DE PCA DAS DUAS PRIMEIRAS COMPONENTES (PC1 E PC2), PARA OS COMPOSTOS 
CATECOL, 4-ETILCATECOL E 4-ETILGUAIACOL, EMPREGANDO OS ELETRODOS EPC, 

EPCM-NTC E EPCM-N2 (N=3) 
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Primeiramente, observou-se que a primeira componente principal (PC1) 

levou em conta a maioria das informações obtidas (96,9 %), sendo que para as 

duas primeiras componentes, a variância explicada acumulada chegou a 100 %, 

indicando que a variância contida na informação original pode ser representada 

apenas pelas duas primeiras coordenadas. Os dados obtidos mostraram uma 

relativa dispersão em relação aos diferentes quadrantes, isso sugere que cada 

sensor apresentou desempenho distinto para a detecção dos compostos, esta é 

uma condição desejável para a aplicação dos sensores na ET.  

Confrontando os gráficos de scores e de loadings, foi possível prever as 

relações entre a discriminação e detecção dos compostos fenólicos pelos 

sensores empregados. Notou-se que os dados gerados para o catecol, por 

exemplo, se encontram no quadrante respectivo ao EPCM-NTC. Isso significa que 

este composto apresenta sinais e padrões característicos e que são melhor 

discriminados por este sensor [140]. Além disso, o EPCM-N2 apresentou maior 
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capacidade para discriminar o composto 4-EC e o EPC para o 4-EG. Tais 

resultados são comparáveis e concordantes com o desempenho analítico 

apresentado por estes sensores, conforme mostrado anteriormente na TABELA 

28. Assim, foi possível concluir que os eletrodos apresentaram capacidade de 

discriminar as espécies avaliadas, viabilizando a aplicação da língua eletrônica 

para este método. 

 

4.6.6 Aplicação da Língua Eletrônica Voltamétrica 

 

Em seguida, foi feita a modelagem dos dados, empregando o modelo de 

ANNs, que foi mais adequado ao sistema proposto. Este modelo foi construído 

por um subconjunto de treinamento e o seu desempenho foi avaliado por um 

subconjunto de teste, para três compostos fenólicos nas concentrações previstas 

(5,0 x 10-5, 7,0 x 10-5 e 1,0 x 10-4 mol L-1). A FIGURA 80 mostra a relação de 

concentrações previstas e esperadas para os três analitos.  

 
FIGURA 80 – MODELAGENS OBTIDAS POR ANN PARA AS CONCENTRAÇÕES ESPERADAS 
E OBTIDAS COM O CONJUNTO DE TREINAMENTO (♦) E DE TESTE (---) PARA O CATECHOL 

(A), 4-ETILCATECOL (B) E 4-ETILGUAIACOL (C). LINHA TEÓRICA (---) 
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Para o subconjunto de treinamento, obteve-se uma tendência satisfatória, 

com uma regressão linear (linha sólida azul) muito semelhante à linha teórica, 

representada pela linha tracejada preta (R2 = 1,000). Isso pode ser observado a 

partir dos valores de coeficientes de correlação obtidos, que apresentaram R2 > 

0,9940, para os compostos fenólicos avaliados. Paralelo a isso, os valores de 

sensibilidade também foram considerados satisfatórios, sendo que para este 

subconjunto a quantificação de 4-EG apresentou maior sensibilidade e também 

valores de concentração obtidos mais próximos aos valores esperados. Os 

resultados de regressão linear obtidos a partir da aplicação da língua eletrônica, 

utilizando ANN, podem ser visualizados a seguir na TABELA 29.  

 
TABELA 29 – RESULTADOS OBTIDOS A PARTIR DA APLICAÇÃO DA LÍNGUA ELETRÔNICA 
COM O MODELO DE ANN PARA OS SUBCONJUNTOS DE TREINAMENTO E DE TESTE EM 

RELAÇÃO AOS COMPOSTOS FENÓLICOS AVALIADOS 

Composto Fenólico R² Sensibilidade 
(μA L μmol-1) 

Intercept 
(μmol L-1) 

Subconjunto de Treinamento 
CAT 0,9940 0,880±0,157 8,77±1,19 
4-EC 0,9978 0,885±0,0371 8,58±2,72 

4-EG 0,9987 0,938±0,0220 4,80±1,72 

Subconjunto de Teste 
CAT 0,8672 0,972±0,0750 3,08±2,16 
4-EC 0,8292 0,713±0,142 2,22±1,56 

4-EG 0,9898 0,966±0,0411 5,82±3,57 

 

Para o subconjunto de teste, os pontos obtidos deram origem à linha 

tracejada, cujos resultados lineares também foram considerados aceitáveis no 

intervalo de concentração avaliado, com R2 > 0,9898. Estes coeficientes de 

correlação mais baixos em relação ao conjunto de treinamento podem estar 

relacionados às medições aleatórias realizadas, contudo, foram considerados 

consistentes com as concentrações esperadas e obtidas. Este subconjunto 

também é utilizado para validação e comparação externa do método [352]. Neste 

sentido, o método não foi aplicado para a determinação em amostras reais, 

porém, de acordo com os resultados obtidos, pode-se prever que este apresenta 

potencialidade analítica para tal aplicação.  
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4.6.7 Conclusões Parciais para a Determinação de Compostos Fenólicos 

empregando uma Língua Eletrônica Voltamétrica 

 

Nesta última etapa avaliou-se a aplicabilidade de um EPCM-N2 no 

desenvolvimento de uma língua eletrônica voltamétrica para a distinção e 

determinação de compostos fenólicos. O arranjo de sensores foi composto por 

eletrodos de pasta de carbono constituídos de diferentes formas de carbono. 

Curvas analíticas foram obtidas após a pré-concentração espontânea dos 

compostos fenólicos, e apresentaram amplas faixas de região linear, e distinções 

entre as sensibilidades e os perfis voltamétricos. Estes dados foram analisados 

qualitativamente por PCA, em que a variância contida na informação original pode 

ser representada apenas pelas duas primeiras coordenadas, sendo possível a 

discriminação dos compostos avaliados e viabilizando a aplicação da língua 

eletrônica para esta estratégia. A ET foi aplicada em três níveis de concentração 

para os três compostos fenólicos, e a modelagem quantitativa de dados foi 

realizada utilizando redes neurais artificiais. O arranjo de sensores proposto 

apresentou potencialidade analítica permitindo a distinção e determinação de 

CAT, 4-EC e 4-EG utilizando processamentos quimiométricos. Considerou-se que 

o método mostrou resultados satisfatórios em relação a reprodutibilidade, 

sensibilidade e linearidade, tanto para o subconjunto de treinamento, quanto de 

teste. Assim, pode-se concluir que a estratégia proposta permitiu a aplicação de 

um EPCM com biochar ativado em conjunto com outros EPC, em uma língua 

eletrônica voltamétrica.  
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Neste trabalho foram investigadas diferentes estratégias de ativação de 

biochar com HNO3 e/ou H2O2. Foram observadas que os diferentes tratamentos 

químicos de ativação acarretaram em variações das propriedades físico-químicas 

destes materiais, principalmente em relação a características morfológicas e 

estruturais. A amostra de biochar ativado N2 (tratada com HNO3 50 % (v/v), a 60 

ºC por 3,0 h) se destacou por apresentar maior quantidade de defeitos 

superficiais, promovidos pela maior quantidade de grupamentos funcionais 

oxigenados. Isso promoveu a melhor capacidade de pré-concentração e 

quantificação de espécies orgânicas e inorgânicas avaliadas, empregando o 

EPCM-N2 em comparação a outros eletrodos modificados com amostras de 

biochar precursor e ativadas. Esta amostra foi então empregada para o 

desenvolvimento das demais estratégias abordadas neste trabalho.  

Um método analítico alternativo foi desenvolvido para a determinação de 

íons Ni(II), monitorando o par redox Ni(II)/Ni(III) em meio básico. As interações 

entre o biocarvão e o analito ocorrem, principalmente, nos sítios oxigenados do 

carbonáceo e possibilitam a pré-concentração do cátion Ni(II). A determinação foi 

realizada em solução alcalina empregando o sinal Ni(II)/Ni(III) sem a necessidade 

de se utilizar agentes complexantes. O método proposto foi aplicado com sucesso 

para a determinação de íons Ni(II) em amostras fortificadas de etanol combustível 

e água residuária  

Neste mesmo contexto, o eletrodo proposto foi também avaliado na pré-

concentração e determinação de uma espécie orgânica, o ácido cafeico. Este 

dispositivo também apresentou resultados efetivos em comparação a outros 

eletrodos demonstrando que a superfície modificada oferece um ambiente 

adequado para acumulação do analito por possibilitar interações de hidrogênio 

com os grupos fenólicos, interações do tipo -  entre o anel aromático e a 

superfície do modificador, e possíveis interações eletrostáticas originadas das 

cargas superficiais positivas e no ácido cafeico desprotonado em solução. Esse 

efeito permitiu a determinação do composto fenólico com boa sensibilidade e 

detectabilidade. O método analítico foi aplicado na determinação de ácido cafeico 

em amostras naturais e fortificadas de vinhos branco, rosé e tinto, e apresentou 

bons valores de recuperação. Além disso, foi comparado ao método 

espectroscópico, sendo obtidas razões semelhantes entre as determinações para 



190 

C. Kalinke  5. Conclusão 

 
 
 

cada tipo de vinho, o que sugere que a quantificação de ácido cafeico poderia ser 

utilizada para indicar a quantidade de compostos fenólicos totais nesta matriz. 

Um excelente desempenho analítico foi encontrado com o eletrodo 

contendo níquel e biochar na determinação não-enzimática de glicose. Nessa 

etapa, o eletrodo modificado foi combinado com um dispositivo μTED que é de 

facil construção e utiliza materiais de baixo custo. O sistema microfluídico 

apresentou baixo consumo de reagentes e insumos, baixo volume de injeção e 

frequência analítica comparável a outros dispositivos microfluídicos relatados na 

literatura. Além disso, o método pode ser considerado “Excelente” na 

classificação de métodos verdes, pelo cálculo da Eco-Escala. O EPCM-N2-Ni 

acoplado ao sistema μTED apresentou elevada potencialidade de aplicação para 

a determinação de glicose em amostras de fluídos biológicos de saliva e soro 

sanguíneo, evidenciando a viabilidade do método verde proposto e também seu 

caráter inovador. 

A potencialidade do biochar ativado em ancorar espécies biológicas 

também foi avaliada visando o desenvolvimento de um biossensor baseado no 

EPCM-N2 com azul da Prússia e enzima GOx imobilizados superficialmente. O 

dispositivo mostrou-se resultados satisfatórios, com boa afinidade enzima-

substrato, reprodutibilidade, sensibilidade e detectabilidade. O método foi também 

aplicado na determinação amperométrica de glicose em amostras reais e 

fortificadas de saliva e soro sanguíneo, apresentando bons resultados de 

recuperação.  

Por fim, o EPCM-N2 em conjunto com um EPC e EPCM-BC, foram 

aplicados em uma língua eletrônica voltamétrica, visando a pré-concentração e 

determinação de catecol, 4-etilcatecol e 4-etilguaiacol. Os sensores apresentaram 

bons resultados em relação a região linear de trabalho, sensibilidade, 

detectabilidade e reprodutibilidade. Além disso, diferenciações entre as 

sensibilidades, os perfil voltamétricos obtidos para os compostos, e os resultados 

obtidos por PCA permitiram prever a aplicação do arranjo de sensores na língua 

eletrônica. Assim, os sensores apresentaram capacidade de distinguir e 

determinar os três compostos fenólicos, com boa linearidade entre as 

concentrações esperadas e obtidas, para os subconjuntos de treinamento e de 

teste. 
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ANEXO 1 – DISCIPLINAS CURSADAS 
 

A TABELA 30 apresenta a relação das disciplinas cursadas durante o 

período de doutorado, com os respectivos créditos e conceitos obtidos. Sendo 

totalizados 18 créditos. 

 
TABELA 30 – DISCIPLINAS CURSADAS DURANTE O DOUTORADO, COM OS RESPECTIVOS 

CRÉDITOS E CONCEITOS OBTIDOS 

Disciplina Professor Créditos / 
Carga Horária Conceito 

Tópicos Especiais em Química II 
Eletroquímica e Interfaces 

Marcio E. Vidotti 
Miyata 4 / 60 h A 

Métodos Eletroquímicos* Haroldo A. Ponte 4 / 60 h A 

Tópicos Especiais em Química II 
Metodologia Científica e Redação 

Acadêmica/Científica 
Elisa S. Orth 4 / 60 h A 

Seminários C Marcio P. de Araújo 1 / 15 h A 

Práticas de Docência em Química Márcio F. Bergamini 1 / 15 h A 

Tópicos Especiais em Química II 
Validação de Métodos Analíticos Andrea P. de Oliveira 4 / 60 h A 

Calibração Multivariada em Química 
Analítica** Noemi Nagata - - 

*Disciplina realizada no Programa de Pós-Graduação em Engenharia e Ciência dos Materiais (PIPE) da 
UFPR.  
**Disciplina cursada como ouvinte. 
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