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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um dispositivo multiplex,
integrando eletrodos impressos de baixo custo preparados com tintas lab-made de carbono
para a determinacao de acido ascorbico, glicose e carbendazim em amostra de suco
comercial. As tintas condutoras empregadas para a preparacdo dos eletrodos foram
formuladas a partir da combinagao de po de grafite e esmalte de unha, homogeneizadas com
acetato de etila. A demonstragdo da versatilidade dessa abordagem inclui a integragdo de trés
tipos distintos de eletrodos, um convencional ndo modificado para determinagdo direta de
acido ascorbico, um biossensor para quantificacdo de glicose e eletrodo modificado para
detec¢do de carbandazim. Esses eletrodos foram construidos em uma plataforma unica, todos
derivados de uma superficie eletrodica comum. A avaliacdo dos eletrodos convencionais
envolveu a determinagdo direta de acido ascorbico empregando voltametria ciclica,
apontando parAmetros analiticos, como uma regido linear de resposta entre 10 umol L' e 1,0
mmol L', sensibilidade de 3,55 pA L mmol’!, e limites de detecgdo (LOD) e quantificagdo
(LOQ) de 0,712 pmol L' € 2,37 umol L-!, respectivamente. A constru¢do do biossensor para
determinagdo de glicose, consistiu na associa¢do da enzima glicose oxidase, imobilizada
sobre um eletrodo impresso modificado com hexacianoferrato de ferro (azul da Prassia), que
atua como mediador redox. Esse sistema permitiu a determinacgdo indireta da glicose
utilizando a técnica de amperometria em potencial de -0,3 V vs. (Ag/AgCl 3,0 mol L' KCI).
Nessas condi¢des, foram obtidos uma faixa de resposta linear entre 0,10 € 2,50 mmol L,
com LOD de 8,50 umol L' e LOQ de 28,30 umol L. A terceira metodologia empregada
para a construcao dos eletrodos impressos consistiu na modificacdo com hidroxidos duplos
delaminados (dHDLs). Esse modificador foi adicionado diretamente a tinta condutora, e
posterior empregado para na determinacao do fungicida carbendazim. Os parametros
analiticos foram obtidos através da técnica de voltametria de onda quadrada, a qual permitiu
a obtencdo de uma regido linear para a deteccdo de carbendazim na faixa de concentragdo
entre 1,0 ¢ 10,0 umol L', com sensibilidade de 0,168 pA L pmol' ¢ LOD e LOQ de 66,63
e 222,11 nmol L', respectivamente. A metodologia proposta foi aplicada na determinagdo
de acido ascorbico, glicose e carbendazim em suco de laranja comercial, utilizando uma
dilui¢do comum de 250 vezes. Os valores médios de recuperagdo para acido ascorbico,
glicose e carbendazim na amostra de suco de laranja foram muito proximos a 100%,
demostrando a versatilidade da plataforma proposta.

Palavras-chave: eletrodos impressos; dispositivo eletroquimico multiplex; acido ascorbico;
glicose; carbendazim.



ABSTRACT

The objective of this study was to develop a cost effective multiplex device using
custom-made carbon inks, aiming to print low-cost screen-printed electrodes. The device
was designed for the simultaneous determination of ascorbic acid, glucose, and carbendazim
in a commercial juice sample. The conductive inks employed for electrode fabrication were
formulated by blending graphite powder and nail polish, homogenized with ethyl acetate.
The versatility of this method was shown through the use of three different electrode types:
an unmodified conventional electrode for direct determination of ascorbic acid, a biosensor
for quantifying glucose, and a modified electrode for detecting carbendazim. These
electrodes were constructed on a single platform, all derived from a common electrode
surface. The assessment of conventional electrodes included the direct determination of
ascorbic acid using cyclic voltammetry. The obtained analytical parameters indicated a
linear response range from 10 pmol L' to 1.0 mmol L}, a sensitivity of 3.55 pA L mmol!,
and detection (LOD) and quantification (LOQ) limits 0of 0.712 pmol L' and 2.37 umol L,
respectively.The biosensor, for glucose determination, was constructed by immobilizing
glucose oxidase enzyme on a iron hexacyanoferrate (Prussian blue) modified electrode,
which acts as a redox mediator. This system enabled the indirect determination of glucose
using the amperometry technique at a potential of -0.3 V vs. (Ag/AgCl 3.0 mol L' KCI).
Under these conditions, a linear response range between 0.10 and 2.50 mmol L' was
obtained, with LOD of 8.50 pmol L' and LOQ of 28.30 umol L. The third methodology
employed for the construction of printed electrodes involved the modification with
delaminated double layer hydroxides ({HDLs). This modifier was directly incorporated into
the conductive ink and subsequently utilized for the detecting the fungicide carbendazim.
Analytical parameters were derived from data obtained through square wave voltammetry,
and shown linear response of current and concentration ranging from 1.0 to 10.0 pmol L,
with sensitivity of 0.168 pA L umol! and LOD and LOQ of 66.63 and 222.11 nmol L,
respectively. The proposed methodology was applied to measure ascorbic acid, glucose, and
carbendazim concentrations in commercial orange juice, using a common 250-fold dilution.
The average recovery values for ascorbic acid, glucose, and carbendazim in the orange juice
sample were very close to 100%, demonstrating the versatility of the proposed platform.

Keywords: screen-printed electrodes; multiplex electrochemical device; ascorbic acid;
glucose; carbendazim.
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1 INTRODUCAO
1.1 SISTEMAS DE DETECCAO MULTIPLEXADOS

Analises quimicas, de modo geral, desempenham um papel importante na sociedade
moderna. Nesse sentido, a tomada de decisdes mediada por uma ferramenta analitica
proporciona maior assertividade em diversos campos. A definicio de um diagnostico
médico, a libera¢do ou embargo de lotes de producao de alimentos ou mesmo a investigagao
da qualidade da agua, sdo exemplos basicos do cotidiano. Entretanto, o crescente
desenvolvimento social sobrecarrega laboratorios de analises, gerando uma demanda por
testes mais rapidos, simples e de baixo custo para a populag¢do’. Sob esta dptica, nos tltimos
anos vem crescendo a tendéncia na criacdo de novos dispositivos analiticos miniaturizados
e descartaveis, que viabilizem a portabilidade para o usuario e o desenvolvimento de
metodologias rapidas sem perda de eficiéncia, a fim de descentralizar as andlises e garantir
acessibilidade?. Tendo isso em vista, um exemplo de ferramenta que atende essa demanda

sdo o uso de dispositivos multiplexados.

Os dispositivos multiplexados sdo ferramentas que permitem em uma Unica
plataforma, conseguem obter sinais analiticos associados a diferentes componentes presentes
na amostra. Essa medida pode ocorrer de forma simultdnea ou sequencial, permitindo a
analise de multiplos analitos em um Unico compartimento. Com a implementa¢ao desses
dispositivos, observa-se uma significativa reducdo no tempo de andlise, bem como no
volume de amostra e reagentes envolvidos, contribuindo para atender as demandas por testes

mais eficientes e acessiveis?.

Diferentes técnicas derivadas da quimica analitica podem ser empregadas no
desenvolvimento de metodologias que utilizam sensores multiplex para a deteccao dos
analitos, como por exemplo, o uso de sensores multiplex para deteccao de metais toxicos em
amostras de aguas*®. O método colorimétrico descrito por Devadhasan et al.* foi empregado
para a deteccao simultanea de ions Ni(II), Cr(VI) e Hg(II) em amostras de agua, utilizando

um dispositivo multiplex preparado em papel cromatografico (FIGURA 1).



20

FIGURA 1 — ESQUEMA REPRESENTATIVO DO MULTIPLEX COLORIMETRICO. GRUPOS
FUNCIONAIS IMOBILIZADOS NAS ZONAS DE DETECCAO NA DETECCAO DE METAIS PESADOS.
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FONTE: Adaptagio de Devadhasan et al.#

Nesse dispositivo, os reagentes seletivos sao impregnados em papel em diferentes
regides, a amostra ¢ adicionada ao suporte e, por capilaridade, ¢ levada até o local da reacao.
Cada zona de deteccdao foi funcionalizada com uma espécie que reage para formar um
composto colorido que permite a determinacdo colorimétrica dos metais em avaliacdo. No
processo de detec¢do, a amostra de 4gua, previamente enriquecida com padroes dos analitos,
percorreu um caminho através do canal hidrofilico até atingir a zona de detecgdo, onde
formou um complexo de ions metalicos. A correlacao entre concentragdo e escala de cor foi
realizada, e os resultados foram comparados com as solu¢des padrao por meio do software

Imagel.

O uso de estratégias eletroquimicas de detec¢ao também ¢ explorado na literatura e
apresenta grande potencial de aplicagdo para diversos fins. O estudo conduzido por
Dungchai et al.” resultou no desenvolvimento de um dispositivo microfluidico multiplex
eletroquimico em papel, que permitiu a determinag¢do simultdnea de glicose, lactato e acido
urico em amostras bioldgicas. Este sistema utilizou enzimas especificas (glicose oxidase,

lactato oxidase e urease) para promover a detec¢do dos analitos. Os eletrodos de trabalho do
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dispositivo foram impressos por meio da técnica de serigrafia, empregando tinta de carbono
modificada com azul da Prussia, que desempenhou papel de mediador redox na deteccao de
H>0,, produto gerado nessas reagdes enzimaticas. Cada eletrodo de trabalho possuiu um
eletrodo auxiliar de carbono e um eletrodo de referéncia de prata, conforme exemplificado

na FIGURA 2.

FIGURA 2 - ELETRODOS IMPRESSOS EM PAPEL POR MEIO DA TECNICA DE SERIGRAFIA PARA
DETECCAO DE BIOMOLECULAS

FONTE: Adaptagdo de Dungchai et al.”

Uma vez aplicadas as enzimas em sua respectiva zona de deteccdo, o papel foi
deixado para secar naturalmente por 10 minutos. O processo de deteccdo foi iniciado com a
adicao de 5 uL de solugdo padrao ou de amostra, direcionados para as respectivas zonas de
teste, onde ocorrem reagdes enzimaticas independentes. Demonstrando a viabilidade do uso

de dispositivos multiplexados em diagnosticos médicos.

Além da combinacdo dos aspectos microfluidicos do papel e a deteccio
eletroquimica, outros sistemas vém sendo propostos com configuragdes diferentes. No
trabalho reportado por Morawski et al.® os pesquisadores desenvolveram uma célula
eletroquimica completa, de pequeno volume, em um dispositivo multiplexado 3D para a
deteccao de trés biomarcadores associados a COVID — 19 (proteinas N, proteina Srgp € anti-
Srep) em saliva e soro. Pela FIGURA 3 observa-se o esquema representativo do dispositivo

desenvolvido.
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FIGURA 3 - CELULA ELETROQUIMICA IMPRESSA EM 3D PARA DETECCAO DE
BIOMARCADORES DA COVID-19.

5 gap prote in
anti-Sgpn CE
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N protein 250 pL of electrolyte

FONTE: Adaptagdo de Morawski et al.®

O sistema apresentado explora a impressdo 3D como estratégia principal para
construgdo completa do dispositivo. A fabricagdo dos eletrodos de trabalho 3D foi conduzida
utilizando um filamento condutivo de dcido polilactico/negro de fumo, sendo posteriormente
modificado com o6xido de grafeno para facilitar a ligagdo de proteinas. A técnica de
voltametria ciclica foi empregada para explorar o comportamento eletroquimico do sistema

multiplex.

Adicionalmente, ¢ relevante destacar que amostras das mais variadas origens
demandam a determinacdo de diversos analitos como parametros de qualidade, assim, os
sensores multiplexados podem desempenhar um papel crucial nessas andlises. Dentre os
interesses podemos citar a industria de alimentos. Essa relevancia decorre da importancia
significativa para a satde da populacdao, uma vez que o estado de saude esta diretamente
ligado a qualidade alimentar que uma determinada comunidade recebe. A capacidade desses
sensores de realizar a detec¢do de multiplos analitos em amostras alimentares ¢ fundamental
para assegurar a identificagdo eficiente de potenciais contaminantes ou componentes
indesejados, contribuindo assim para a garantia da seguranca alimentar e, por conseguinte,

para a preservagao da satde publica.

r

Um exemplo amplamente utilizado ¢ em deteccdes rapidas, especialmente em
cenarios de campo, destinadas a identificagdo de pesticidas em amostras suscetiveis a
contaminag¢do. Um estudo conduzido por Wang et al.” descreveu o desenvolvimento de uma
plataforma eletroquimica baseada na abordagem multiplex para a detecgao simultanea de
profenofos (PFF) e diazinon (DZN) em vegetais, como repolho e couve-chinesa, utilizando

um eletrodo de carbono vitreo. A construcdo desse dispositivo se deu através do uso de
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aptameros, fragmentos de DNA com alta capacidade de reconhecimento, afinidade e
especificidade para os alvos selecionados, neste caso, PFF e¢ DZN. Poudyal et al'®
descreveram a construcao de um dispositivo eletroquimico multiplex para a detec¢do de
pesticidas, Glifosato (Glyp) e Clorpirifos (Chlp), também em matrizes alimentares. A
plataforma de detec¢dao de dois alvos, baseada em imunoensaio, foi construida utilizando
anticorpos especificos para o Glifosato de um lado e anticorpos para o Clorpirifos do outro
em eletrodos de ouro. Para além dos pesticidas, existem estudos que exploram a abordagem
multiplex na detec¢do de residuos de antibidticos em amostras de leite e peixes'!, bem como

na identificagdo de micotoxinas em amostras de milho!>!3,

Esses estudos evidenciam a versatilidade proporcionada pela plataforma multiplex,
permitindo a constru¢do de diferentes sensores mediante a incorporacdo de diversas
estratégias de deteccdo. Considerando as amplas aplicagdes potenciais para os analitos,
abrangendo areas como diagnosticos, alimentos, firmacos € meio ambiente, conforme
enfatizado ao longo deste texto, o desenvolvimento de dispositivos multiplexados pode ser
concretizado por meio de diversas estratégias construtivas em plataformas 2D e 3D, que

podem variar desde arranjos mais simples até os mais sofisticados e elaborados'*.

Nesse contexto, considerando essas possibilidades, os eletrodos impressos (SPE, do
inglés screen-printed electrodes) surgem como uma escolha vantajosa no desenvolvimento
de dispositivos eletroquimicos multiplex, uma vez que atendem a requisitos como
miniaturizacdo do sistema, descartabilidade ¢ ainda oferecem alto desempenho

eletroanalitico, além de um custo de producdo geralmente mais baixo.

1.2 ELETRODOS IMPRESSOS

Os SPEs, em termos gerais, sdo constituidos por um conjunto de eletrodos que
possibilita seu uso como uma célula eletroquimica miniaturizada. Neste dispositivo, o
eletrodo de trabalho, referéncia e contra-eletrodo sdo impressos na mesma base em um
arranjo bidimensional, conforme ilustrado na FIGURA 4. Essa abordagem representa uma
proposta economicamente € ambientalmente mais sustentdvel em comparagdo com os
dispositivos convencionais, os quais empregam células eletroquimicas tradicionais
compostas por trés eletrodos distintos e separados. A vantagem dessa nova abordagem esta

na significativa redu¢do no consumo de amostra/reagente, resultando na minimizagao dos
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residuos gerados e descartados. Além disso, ela evita custos adicionais associados ao uso de

maiores volumes de materiais, alinhando-se as demandas de sistemas multiplexados.

FIGURA 4 - ILUSTRACAO DE UM SPE.
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FONTE: A autora.

Comercialmente, sdo encontradas diversas marcas comerciais de eletrodos
impressos, como DropSens® e BVT®, com diferentes possibilidades de plataforma e
eletrodos, que variam de acordo com o tipo de tinta condutora empregada na confec¢ao
(baseadas em carbono, ouro, prata, platina, entre outros), além de possibilitarem a
modificagdo quimica de suas superficies. Essa diversidade de possibilidades garante
versatilidade de aplicagdo, uma vez que permite modular a superficie de trabalho de acordo

com a necessidade/demanda.

Diante da facilidade de construgido e do desempenho que esses eletrodos fornecem,
muitos grupos de pesquisa passaram a direcionar estudos visando a constru¢ao de SPEs do
tipo lab-made, com o intuito de reduzir custo e aumentar as possibilidades de novos
dispositivos, com diferentes tipos de tintas e modificadores. Em geral, a construcao desses
eletrodos ¢ realizada através de técnicas de impressdo, como por exemplo, através da

1718 ou serigrafia!®,

impressdo por microcontato!®, litografia'®, impressdo por jato de tinta
sendo esta ultima técnica também conhecida como “silk-screen”. Trata-se de um processo
de impressao 2D originalmente utilizada como técnica de impressao de telas em tecidos. O
mecanismo da serigrafia consiste no arraste de uma fina camada de tinta com o auxilio de
uma espatula sob um esténcil (ou mascara) que permite a passagem de tinta para um
substrato abaixo dela.

Dentro das particularidades da construcao de eletrodos por serigrafia, alguns fatores
mostram-se decisivos para um processo de impressao apropriado e reprodutivel: o substrato

onde serd depositada a tinta, por exemplo, deve apresentar rugosidade apropriada para

incorporagao da tinta em sua superficie e ser economicamente viavel, sendo os suportes mais



25

comumente empregados o ceramico, vidro, papel e/ou plastico. A tinta, por sua vez, deve
apresentar algumas propriedades basicas para aplicagdo, como alta condutividade elétrica,
viscosidade adequada para o processo de impressdo, além de baixo custo e facilidade de
manuseio. Baseado nisso, tintas obtidas a base de carbono sdo as mais empregadas na
prepara¢io dos SPEs!. Comercialmente, existe uma gama de tintas a base de carbono
disponiveis.

Oliveira et al.?° utilizam essas tintas de carbono comerciais no desenvolvimento de
um dispositivo eletroquimico em papel (ePAD) para determinagdes multiplexadas de
paracetamol (PAR), cafeina (CAF) e 4cido ascorbico (AA) em medicamentos (FIGURA 5).
O sistema era composto por dois compartimentos de células eletroquimicas (CE), separados
por barreiras hidrofobicas de cera, e eletrodos serigrafados (SPEs) depositados diretamente
sobre a superficie do papel de filtro. No ePAD, cada célula eletroquimica contém uma matriz
de 4 eletrodos de trabalho, permitindo até 4 replicatas em uma tnica medi¢cdo. Ambas as
CEs compartilham um eletrodo de referéncia e um eletrodo auxiliar, permitindo a analise
simultanea de multiplos analitos. Sendo que o PAR e CAF foram detectados em uma amostra
usando uma CE, ¢ AA foi detectado, em uma amostra diferente, na outra CE, ambos sem

modifica¢des quimicas nos eletrodos de trabalho.
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FIGURA 5 - ETAPAS GERAIS EMPREGADAS NA PREPARACAO DO MULTIPLEX. (A) RECORTE DA
MASCARA ADESIVA; (B) IMPRESSAO DA TINTA CONDUTORA E DE PRATA; (C) SPE PRONTO

COM ESQUEMA ILUSTRATIVO DE APLICACAO.
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FONTE: Adaptacio de Oliveira et al.?

Apesar de muito uteis, as tintas condutoras comerciais apresentam algumas
limitagdes, como o custo elevado, dificuldade de compra/importagio e sigilo dos
componentes presentes na tinta. Tentando contornar as desvantagens do uso de tintas
condutoras comerciais, as tintas condutoras caseiras ou homemade inks (HMIs) sao uma
alternativa atrativa para a confeccdo dos eletrodos impressos?.

Santos et al.? reportaram a constru¢do e o uso de eletrodos impressos utilizando
uma metodologia simples baseada em serigrafia. Os materiais empregados para a preparacao
das tintas foram o negro de fumo e o acetato de celulose. A melhor composi¢ao foi

encontrada para eletrodos impressos preparados com 75% (m/m) de negro de fumo, 25%
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(m/m) de acetato de celulose e uma mistura de acetona e ciclohexanona. Os dispositivos
foram empregados na determinacdo cronoamperométrica de acido ascorbico e de ions
chumbo e cadmio utilizando a voltametria de redissolugao anddica. Os autores obtiveram
um LOD de 0,31 pmol L' e desvios relativos inferiores a 1,9 % para a determinagéo de acido
ascorbico e faixas lineares de resposta de 0,8 a 32 umol L' ¢ 1,0 a 63 pmol L' para ions
cadmio e chumbo, respectivamente. Os eletrodos desenvolvidos para quantificagdo de ions
chumbo e cadmio apresentaram faixa de resposta dentro dos limites estipulados pela
resolucdo do CONAMA 430/2011 para langamento de efluentes.

Dessa forma, ao combinar a técnica de impressao por serigrafia com o uso de tintas
caseiras, ¢ possivel obter uma metodologia de impressao de baixo custo. Além das vantagens
econOmicas, essa técnica oferece versatilidade para o design de células eletroquimicas,
permitindo a criacdo de eletrodos com diversas formas, tamanhos e arranjos. Essa
flexibilidade ¢ especialmente util na construgdo de sistemas multiplex. Utilizando a
serigrafia, ¢ possivel produzir eletrodos personalizados para diferentes aplicacdes,

adaptando-se as necessidades especificas de cada experimento ou dispositivo eletroquimico.

Nessa perspectiva, o principal objetivo deste trabalho ¢ desenvolver uma estratégia
para a fabricacdo de eletrodos impressos a base de carbono, produzidos a partir de tintas
condutoras /ab-made, visando a criagdo de um dispositivo multiplex por meio da integracao
desses eletrodos em uma tunica plataforma. A proposta abrange o desenvolvimento de um
sistema versatil que inclui um eletrodo convencional (com tinta a base de esmalte/grafite),
um eletrodo para aplicagdo de biossensor e um eletrodo utilizando a tinta condutora lab-
made com adicdo de um modificador. Este modelo integra trés eletrodos de trabalho
distintos, cada um com caracteristicas especificas para o analito correspondente, além de
eletrodos de referéncia e auxiliar, essenciais para a formacdo de uma cela eletroquimica
completa, delimitados por uma méscara hidrofobica. Para explorar a potencialidade analitica
do dispositivo proposto, serdo empregados diferentes analitos, tais como acido ascorbico
(AA) para o eletrodo convencional, glicose (GLI) para o biossensor e o fungicida
carbendazim (CBZ) para o eletrodo modificado. Essa selecao diversificada de analitos torna-
se particularmente relevante para estudos em alimentos, dada a presenca comum de
antioxidantes, agucares ¢ possiveis contaminantes, sendo o suco de laranja uma amostra
plausivel para avaliacdo. Essa abordagem promissora permitira a producao de dispositivos
portateis, de baixo custo e capazes de determinar multiplos analitos em uma unica

plataforma.
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1.3 ANALITOS
1.3.1 Acido Ascérbico

O AA (FIGURA 6) também usualmente conhecido como vitamina C ¢ encontrado
naturalmente em uma ampla gama de frutas, vegetais e legumes?!. O AA ¢é uma molécula
hidrossoluvel, sendo facilmente eliminada e pouco armazenada pelo organismo humano.
Além disso, ndo ¢ sintetizado no corpo humano devido a auséncia da enzima L-

gulonolactona oxidase, que tem que o papel de transformar a GLI do sangue em AA??,

FIGURA 6 - ESTRUTURA MOLECULAR DO AA.
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Fonte: A autora.

A vitamina C ¢ um potente antioxidante pois atua na neutralizacdo dos radicais
livres, espécies quimicas que possuem um ou mais elétrons desemparelhados, sendo os
derivados do oxigénio e do nitrogénio a classe mais significativa de radicais gerados em
sistemas vivos?. As espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen Species)
e de nitrogénio (RNS, do inglés Reactive Nitrogen Species) sdao produzidas principalmente
pelos mecanismos celulares e, quando em excesso, podem causar danos ao organismo. No
entanto, existem outros fatores que aumentam a produgdo desses radicais livres, como
polui¢do, radiagcao UV, alimenta¢do inadequada, obesidade, inflamagdes, entre outros. Esses
radicais livres em excesso podem levar ao desenvolvimento de doengas graves, como o

cancer?*.

Devido a estes fatores a suplementacao desse nutriente através de alimentos, sucos
e suplementos vitaminicos ¢ importante para o funcionamento e manutengio do organismo?>.
No Brasil, a ingestao diaria recomendada (IDR) regulamentada pela ANVISA ¢ de 45,55 ¢

70 mg para adultos, gestantes € lactantes, respectivamente®®. De acordo com estudos na
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literatura, niveis de AA abaixo de 3 mg L' ou 17 mmol L' indicam deficiéncia no
organismo, enquanto valores acima de 6 mg L' ou 34 mmol L' sdo considerados
satisfatorios?’-?8. Nos laudos laboratoriais do Brasil, a faixa de referéncia comumente
encontrada de AA no sangue é de 4,6 a 15,0 mg L' 239 Assim, o monitoramento desse
composto, em amostras alimenticias, suplementos vitaminicos ¢ fluidos biologicos, ¢
essencial para garantir que a ingestdo desse nutriente esteja adequada, a fim de evitar

problemas oriundos da deficiéncia de vitamina C.

Varias técnicas estdo disponiveis para determinagdo do antioxidante, como
cromatografia’!, espectrometria®?-*3 e fluorescéncia*>>. No contexto da avaliagdo de AA em
sucos e preparados, a Association of Official Agricultural Chemists (AOAC), uma das
principais autoridades internacionais na padroniza¢do de métodos analiticos para alimentos
¢ bebidas, recomenda a titulacdo com o indicador 2,6-diclorofenol-indofenol, conhecido
como reagente de Tillmans*®. No entanto, esse método enfrenta alguns desafios, uma vez
que se baseia em titulagdes classicas. Um desses desafios ¢ a defini¢do do ponto final da
titulagdo, frequentemente determinada visualmente pelo analista. Essa abordagem pode
resultar em sérios erros de precisdo e exatiddo do método, especialmente em casos
envolvendo amostras de intensa coloracdo. Além disso, esse procedimento requer o uso de
grandes volumes de reagentes, o que ndo ¢ apenas economicamente custoso, mas também

prejudicial ao meio ambiente.

Nesse sentido, a ado¢do de métodos eletroanaliticos para a determinagdo do AA se
mostra como uma alternativa viavel, em virtude da simplicidade na determinacao
eletroquimica desse antioxidante. Além da praticidade no processo analitico, essa
abordagem oferece resultados rapidos e confidveis e a instrumentacdo da técnica
desempenha um papel importante na minimiza¢do de problemas relacionados a precisdo e

exatiddo frequentemente encontrados nos métodos classicos.

Em resumo, a determinacao eletroquimica do AA se destaca como uma abordagem
interessante ¢ amplamente adotada para quantificar esse antioxidante com rapidez, baixo
custo, facilidade de uso e alta sensibilidade. A utilizagdo de sensores eletroquimicos
proporciona informagdes sobre os niveis de AA em diversas amostras, desempenhando um
papel fundamental no monitoramento da ingestdo adequada de vitamina C e na prevengao

de deficiéncias nutricionais.
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1.3.2 Glicose

A glicose (GLI), também chamada de dextrose, ¢ um carboidrato simples do tipo
monossacarideo (FIGURA 7), e representa a principal fonte de energia dos seres vivos,
sendo um dos principais produtos da fotossintese e responsavel por iniciar o processo de

respiracdo celular em seres procariontes e eucariontes®’.

FIGURA 7 - ESTRUTURA MOLECULAR DA GLL
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Fonte: A autora

Em organismo humanos, a GLI ¢ majoritariamente obtida por meio da alimentacao,
e sua quantidade no sangue (glicemia) ¢ regulada pela acdo de dois hormonios que agem de
maneira contraria: a insulina e o glucagon. A insulina ¢ o hormdnio produzido pelo pancreas
e responsavel por regular os niveis de GLI no sangue e facilitar a entrada da GLI nas células,
para que ela seja utilizada como fonte de energia e mantenha o equilibrio metabdlico do
organismo’®. O glucagon, no entanto, apresenta uma agdo contraria, atua permitindo que a

reserva de GLI seja quebrada (glicogénio) e os seus niveis no sangue aumentem?’.

Apesar da sua importancia para o fornecimento de energia, uma dieta com alta
ingestdo desse carboidrato pode acarretar no desenvolvimento de doengas, como a diabetes
mellitus, que vem sendo apontada como uma das doengas que mais crescem nos ultimos
anos*®. Dessa forma, o monitoramento dos niveis desse agucar tanto no sangue como em
alimentos ¢ importante para o controle e prevencao de doengas associadas a uma alta taxa
de GLI no organismo. Nesse contexto, o uso de sensores eletroquimicos se torna uma
alternativa bastante atraente, pois consegue conciliar aspectos como baixo -custo,

portabilidade e resultados precisos*' 3.

Tradicionalmente, o automonitoramento, ou triagem, ¢ realizado através de um
glicosimetro, que se utiliza de um método eletroquimico para detec¢do enzimatica da GLI.

O dispositivo apresenta facilidade de manuseio e entrega de resultados confidveis e rapidos
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sem a necessidade de recorrer a laboratérios de analises. A mesma abordagem pode ser

transposta para deteccdo em alimentos.

Como o processo de oxidagdo eletroquimica da GLI ndo ocorre em condi¢des
brandas de potencial, sua deteccdo pode ser realizada através de métodos enzimaticos ou nao
enzimaticos. Os métodos nao enzimaticos consistem obrigatoriamente na utilizagdo de
mediadores redox, que atuam catalisando a oxidagao da GLI, em condi¢des de menores
valores de potencial. Um exemplo dessa abordagem consiste na utilizagdo de um sistema
catalitico envolvendo niquel em meio bésico para formacio de espécies Ni** que sdo capazes
de oxidar a GLI*!. Os dispositivos enzimaticos utilizam enzimas especificas para GLI, como
a glicose oxidase (GOx|) e a glicose desidrogenase, que conferem alta sensibilidade e
seletividade aos sensores. A GOx catalisa a oxidacdo da GLI utilizando oxigénio, enquanto

a glicose desidrogenase usa coenzimas especificas sem necessidade de oxigénio na reagao.

Os sensores baseados na reagao de conversao da GLI pela enzima GOx apresentam
um processo que resulta na producdo de acido gluconico e, simultaneamente, a reducdo do
oxigénio gera peroxido de hidrogénio, conforme demonstrado Equacio (1)*. Devido aos
desafios da determinagdo direta da GLI, a detec¢ao pode ser realizada de maneira indireta,
através do consumo de oxigénio ou pela deteccdo do perdxido de hidrogénio produzido.

Nesse caso, atuando como um biossensor de primeira geragao.

glicose
oxidase

Glicose + 0, ——— ¥ H,0, + Acido Glucénico Equacio 1

Quando o monitoramento ¢ feito através do perdxido, sua deteccdo ocorre em
potenciais proximos de -0,5 V vs (Ag/AgCl 3,0 mol L' KCI). Nesse potencial, a
possibilidade de interferéncia devido a espécies concomitantes advindas da matriz, que
contenha GLI, ¢ alta, podendo acarretar em problemas na analise®’. Nesse sentido, o uso de
mediadores redox na superficie desses eletrodos, em associagao sinérgica com a enzima, €
uma estratégia empregada para reduzir a possibilidade de interferéncia de outras espécies.
Destaque para o hexacianoferrato de ferro (azul da Prussia), o qual ¢ empregado com a
finalidade de mediar a reducdo de peroxido de hidrogénio. O mediador possui uma formula
molecular de Fes[Fe(CN)s] e os centros metalicos de Fe(Il) e Fe(IIl) sao capazes de mediar

¢/ou catalisar reagdes redox, em especial H,O,. Nesse contexto, o azul da Prussia é usado
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como mediador redox seletivo para detectar o perdxido gerado na oxidagdo da GLI,

permitindo predizer, de maneira indireta, a concentragdo de GLI.

Diversos trabalhos relatam o desenvolvimento e aplicacdo de metodologias analiticas
para a determinagdo enzimatica de GLI utilizando o azul da Prissia como mediador redox*®
48 A obten¢do do complexo pode ser realizada por diferentes rotas sinteticas*-°. Outra
forma amplamente utilizada ¢ através da sintese eletroquimica, na qual o filme de azul da
Prissia pode ser formado eletroquimicamente por meio de diferentes técnicas de
eletrodeposi¢do, como voltametria ciclica®!, galvanostatica’? e potenciostatica®?, mostrando-
se uma alternativa consolida para monitoramento de GLI através dos pares redox branco/azul

da Prussia.

1.3.3 Carbendazim

O carbendazim (CBZ), metil-2-benzimidazolio-carbamato (FIGURA 8), faz parte
dos fungicidas sist€émicos do grupo dos benzimidazdis e apresentaram grande destaque na
agricultura a partir da década de 1960. No Brasil, os benzimidazois sdo aplicados em culturas
de algodao (sementes), citros (folhas), feijao (sementes e folhas), soja (sementes e folhas),
trigo (folhas) e numa grande variedade de frutas e vegetais®*. Dentre essas culturas, uma das
que mais se destaca no estado do Parand ¢ a cultura de laranja, ocupando atualmente o

terceiro lugar na produg¢do nacional, de acordo com dados do IBGE?S.

FIGURA 8 - ESTRUTURA MOLECULAR DO CBZ.
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Fonte: A autora.

O CBZ ¢ um fungicida que atua inibindo proteinas especificas, conhecidas como a e

[ tubulinas, responsaveis pela formagao do citoesqueleto dos fungos. O citoesqueleto ¢ uma
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estrutura fundamental para a manutencao celular, desempenhando um papel essencial na
divisdo celular. Quando essas proteinas sdo inibidas, a divisdo celular ¢ impedida, resultando
em células fungicas multinucleadas e, eventualmente, levando o fungo a morte’*. O
fungicida apresenta classificagdo toxicologica de nivel III, considerado moderadamente

toxico, apresentando potencialidade carcinogénica>®.

O Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos PARAS,
estabelecia como limite maximo de residuos (LMR) 2 mg kg'. Em conformidade, a

-158 Entretanto,

Organiza¢ao Mundial da Satide (OMS) determinava um LMR de 5 mg kg
em junho do ano de 2022, a ANVISA>® determinou a suspensdo cautelar da importagio,
fabricagdo, comercializacdo e distribui¢do do ingrediente ativo CBZ, até¢ a conclusdo da
reavaliacdo toxicoldgica do ativo. A decisao foi norteada pelos resultados de estudos de
mutagenicidade in vivo, realizados em células germinativas de mamiferos. A conclusdo do

estudo acarretou na classificacdo do CBZ como presumidamente mutagénico para células

germinativas humanas (Categoria 1B)%°.

Devido a proibigao e ao uso desse ativo de maneira ilicita, a fiscalizagdo desse
fungicida se torna ainda mais crucial. O monitoramento ¢ a detec¢do de CBZ pode ser
realizada por diversos métodos, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia®!,
espectroscopia de fluorescéncia molecular®®%, espectroscopia UV-Vis®* e métodos
eletroquimicos® %8, Entre as técnicas mencionadas, os sensores eletroquimicos destacam-se
por sua acessibilidade, simplicidade técnica e custo reduzido, proporcionando analises
simples, sensiveis e rapidas, muitas vezes dispensando etapas de tratamento de amostras.
Como o CBZ ¢ um analito eletroativo, que apresenta processo de oxidagdo irreversivel em
condi¢des de velocidade de varredura ndo muito rapidas e muito bem reportado na literatura,

o uso das técnicas eletroquimicas se torna adequada para sua determinagao.

Devido a toxicidade do CBZ e sua proibi¢ao de uso subsequente, a presencga desse
composto em amostras contaminadas deve resultar em concentragdes baixas, tornando
necessario o emprego de métodos analiticos altamente sensiveis. Uma estratégia eficaz para
a melhoria abrangente do desempenho do sensor na detec¢do de CBZ ¢ a modificacdo do
eletrodo. Essa abordagem implica alteragdes na superficie do eletrodo para aprimorar suas
propriedades fisicas ou quimicas. Essas modificagdes podem incluir a incorporacao de
materiais especificos, aplicacdo de tratamentos quimicos ou utilizagdo de revestimentos,

todos destinados a otimizar o desempenho do eletrodo em aplicagdes®’.
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1.4 HIDROXIDOS DUPLOS LAMELARES (HDL)

O uso de hidroxidos duplos lamelares (HDL) vem sendo reportado na literatura
como um material com diferentes aplica¢des’®’!. Os HDLs como os representados na
FIGURA 9, fazem parte de uma classe de materiais inorganicos que possuem uma estrutura
lamelar composta por camadas de hidroxidos metalicos e que apresentam formula geral [M 2
1M (OH )2 J(A™)xn.yH20, onde M3 e M?* representam cations passiveis de ocuparem

sitios octaédricos € A™ corresponde a um anion de carga n-".

FIGURA 9 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DOS HDLS DE ZN/AL E Na,SO,.

2
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Fonte: A autora, adaptado de Goh et al.”.

Esse material pode amplificar a deteccao do fungicida devido sua adsorcdao a
superficie do material. A maioria dos trabalhos que utilizam os HDLs como modificadores
de eletrodo, destacam sua capacidade como material adsorvente, majoritariamente via
interacdes eletrostaticas, permitindo promover a pré-concentragdo espontanea do analito

alvo’+7.

Tcheumi et al.”® desenvolveram um sensor eletroquimico para a determinag¢do do

herbicida isoproturon, um poluente perigoso amplamente utilizado na agricultura, cujos
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residuos sdo distribuidos no ambiente aquoso por meio do escoamento superficial e
lixiviagao do solo. O dispositivo foi criado através da modificacdo de um eletrodo de pasta
de carbono com HDL/NiAl. Por meio de um estudo sobre a propor¢ao do modificador na
pasta de carbono, foram exploradas composi¢des variando de 2,5% a 15% (m/m) do
material. Observou-se que, entre os valores de 2,5% a 10%, houve um aumento na corrente
elétrica a medida que mais HDL era adicionado a pasta, atingindo o valor maximo de
corrente com 10% (m/m), seguido de uma diminui¢@o do sinal para maiores concentragoes
do modificador na pasta. Esse aumento na corrente elétrica esta associado ao incremento no
numero de sitios de adsor¢ao, que aumentam na interface eletrodo-solugao. Ja a reducao do
sinal elétrico observado em valores acima de 10% (m/m) ocorre devido ao fato de que os
LDHs sao materiais fracamente condutores, o que compromete a condutividade do eletrodo.
ApoOs as otimizagdes, o desempenho analitico do eletrodo modificado com HDL foi
comparado ao eletrodo de pasta de carbono nao modificado, revelando um aumento de 2,6
vezes no sinal do herbicida ap6s etapa de pré concentragdo, destacando sua contribui¢ao na

deteccao de poluentes.

Além do uso dos HDL na sua forma integra, esse material pode ainda ser esfoliado
em solventes adequados devido as fracas forcas de interacdo entre as lamelas. Essa
delaminacdo do material resulta em um aumento significativo de sua area superficial,
proporcionando uma maior capacidade de adsor¢do do material’”’. A delaminac¢do na fase
liquida ¢ a maneira mais pratica de obter lamelas 2D a partir de materiais lamelares. Nesse
procedimento, o material lamelar ¢ disperso em um solvente, geralmente organico, cujo
tamanho molecular ¢ suficientemente pequeno para intercalar entre as lamelas. A
delaminacdo acontece apos a intercalagdo de moléculas desse solvente, o que resulta no
aumento da distdncia interlamelar. Esse processo enfraquece a adesdo entre as lamelas,

diminuindo, por consequéncia, a barreira de energia para a delaminagio.”®.

Nesse contexto, a deteccao eletroquimica do CBZ, utilizando eletrodos impressos
modificados com HDLs de Zn/Al submetido a processo de delaminagdo (dHDL), se

apresenta como uma metodologia interessante, viavel e promissora.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS

Construir um sistema multiplex empregando eletrodos impressos preparados por serigrafia
utilizando tintas caseiras (Home Made Inks (HMI)) para quantificagdo de &cido ascorbico

(AA), glicose (GLI) e carbendazim (CBZ) em amostras de sucos de laranja.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Preparar a tinta condutora a ser empregada no substrato (PVC) para confecgdo do
eletrodo impresso;

2. Construir e caracterizar eletrodos impressos, considerando o formato, o processo de
impressdo, a morfologia e o comportamento eletroquimico;

3. Investigar o comportamento eletroquimico, por voltametria, empregando uma sonda
redox (ions ferricianeto) para verificar o desempenho dos eletrodos construidos;

4. Planejar e construir um sistema multiplex, considerando a disposi¢ao dos eletrodos
e o processo de impressao; verificar o desempenho do multiplex, utilizando uma
caixa multicanal;

5. Preparar a tinta condutora modificada com dHDL para ser empregada no substrato
(PVC) para confeccao do eletrodo impresso modificado para deteccao do CBZ;

6. Avaliar a capacidade de imobilizacdo de biomoléculas (enzima GOXx) na superficie
dos SPE para o desenvolvimento de biossensores;

7. Desenvolver e aplicar método analitico para a determinac¢io de AA e GLI e CBZ em

amostras de sucos naturais.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 REAGENTES

Os materiais utilizados na constru¢do dos eletrodos, nas caracterizagdes

eletroquimicas e avaliagdes dos analitos se encontram na TABELA 1.

TABELA 1 - LISTA DE REAGENTES E SUA PROCEDENCIA.

Reagente Procedéncia Grau de Pureza
Acetado de Sodio Exodo Cientifica® P.A.
Acetato de etila Synth® P.A.
Acido Ascorbico Impex® P.A.
Acido Boérico Dinamica® P.A.
Acido Cloridrico J.T.Baker® 36,5 —38%
Acido Fosférico Synth® 85%
Adesivo Vinilico Imprimax® -
Albumina do soro bovino Cedido pelo Instituto de -
Biologia Molecular do Parana
(IBMP)
Brometo de Cetrimonio Exodo Cientifica® -
(CTAB)
Carbendazim Sigma-Aldrich® 97%
Cloreto de Ferro Synth® P.A.
Cloreto de Potassio Exodo Cientifica® P.A.
Esmalte de unha Risque® -
Etanol Exodo Cientifica® P.A.
Ferricianeto de Potassio Vetec® P.A.
Formamida BioPack® P.A.
Glicose oxidase Tokio Chemical Industry Co. 77 u/mg
(de Aspergilllus niger)
Glutaraldeido Sigma-Aldrich® 25%
Grafite em po Fisher Scientific® -
HDL - Zn/Al Sintetizado pelo LAQMA -
Hidroxido de Sédio Neon® P.A.
Impressora 2D (Silhoutte Silhoutte® -

Cameo 3)
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Microscopio Digital NovaDigital® -
Nafion® Sigma-Aldrich® 5%
Nitrato de Potéassio Exodo Cientifica® P.A
Perclorato de Sédio Dindmica® P.A.

PVC fosco (0,6 mm de Actos® -

espessura)
Silicone Cascola® -
Suco de Laranja Marca Comercial -

3.2 DELAMINACAO DO HDL Zn/Al

As amostras de HDL de Zn/Al (intercalado com Na»S0Oj4) foi fornecido pelo prof. Dr.
Fernando Wypych, do laboratério Quimica de Materiais Avancados (LAQMA). A
delaminag¢io do HDL foi adaptada com base no método relatado por Perez-Barrado et al.”.
As amostras foram dispersas em formamida a uma concentrag¢do de 1 mg mL-!. O processo
de delaminagdo foi conduzido em um banho de ultrassom a temperatura ambiente, com
ciclos de 60 minutos de ultrassonicacdo seguidos de 50 minutos em repouso. Foram

realizados oito ciclos para obtencdo do material delaminado. Por fim, o material separado

por centrifugacao a 4000 rpm por 15 minutos seguido de secagem a 60 °C, em estufa.

3.3 ELETRODOS IMPRESSOS CONSTRUIDOS POR SERIGRAFIA
3.3.1 Preparacdo das Tintas Condutoras

A tinta condutora utilizada (homemade ink - HMI), foi preparada no laboratorio de
pesquisa seguindo a metodologia descrita e otimizada por Gevaerd et al®’. Essa metodologia
envolve a confec¢do da tinta condutora utilizando grafite, esmalte de unha incolor e acetato
de etila. Conforme relatado, a proporcao entre grafite e esmalte foi de 70% para grafite e
30% para esmalte (em massa). Para produzir 1,00 g de tinta, determinou-se que a quantidade

ideal de acetato de etila foi de 700 uL, a fim de se obter a viscosidade desejada.

3.3.2 Preparacao das Tintas Condutoras Modificadas

A modificagdo da tinta condutora foi realizada utilizando tanto o HDL Zn/Al integro

como o HDL Zn/Al delaminado (dHDL). Diferentes propor¢des de dHDL (5%, 10% e 15%)
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foram estudadas. A massa correspondente ao modificador foi subtraida da proporcao de
grafite (70% - x%) e a proporcao de esmalte foi mantida em 30%. Para o HDL Zn/Al integro,
foi estudada uma proporcao de 15% do modificador, 55% de grafite e 30% de esmalte. Para
produzir 1,00 g de tinta, determinou-se que a quantidade ideal de acetato de etila é de 700

uL, a fim de obter a viscosidade desejada.

3.3.3 Confec¢ao do Eletrodo Impresso

A fabricacdo de eletrodos impressos envolve varias etapas que resultam em um
dispositivo completo para uso como sensor eletroquimico. Nesse sentido, as etapas
envolvidas no processo de construcdo dos sensores reportados nesse trabalho estdo

apresentadas na FIGURA 10.

FIGURA 10 - FABRICACAO DOS ELETRODOS IMPRESSOS (A) ESQUEMA REPRESENTATIVO DAS
ETAPAS DA CONSTRUCAO DOS ELETRODOS IMPRESSOS POR SERIGRAFIA. (B) CARTELA COM
CINCO ELETRODOS IMPRESSOS PRONTO E SEU TAMANHO RELATIVO A UMA MOEDA DE
R$1,00.
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A primeira etapa da confec¢do dos eletrodos envolveu o recorte das mascaras
adesivas. Utilizou-se a impressora de recorte Silhouette Cameo 3 e o molde para a impressao
foi preparado com o auxilio do software de desenho Silhouette Studio® 4.4 (Silhouette
America Inc, USA). Ap6s a impressdao, em adesivo vinilico com espessura de 0,12 mm, os
negativos da impressdao foram removidos. Em seguida, foi realizado o preparo do substrato
(folha de PVC) lavando-o com dgua e sabao neutro, utilizando uma esponja suave para evitar
ranhuras em sua superficie. Apds a lavagem e secagem, aplicou-se alcool etilico em toda a

placa de PVC como etapa final de higienizagao.

Neste projeto, foram avaliados dois tipos de substratos a base de PVC, um com
superficie fosca e outro com superficie brilhante. Apds a limpeza, o molde impresso foi
colado na folha e a tinta produzida foi vertida sobre o PVC e espalhada com o auxilio de
uma espatula, formando uma fina camada sobre o substrato. Antes de secar completamente,
o molde de adesivo vinilico foi removido. Para delimitar a area do eletrodo de trabalho,
isolou-se o eletrodo com silicone neutro, que foi aplicado na placa da mesma forma que a
tinta, deixando livre a area do eletrodo de trabalho e o contato elétrico. Apds a secagem
completa do silicone, os eletrodos foram recortados individualmente ¢ embalados a vacuo

para armazenamento.

3.3.4 Confeccao do Eletrodo Impresso Modificado com HDL

A etapa de impressdo dos eletrodos modificados seguiu uma abordagem semelhante
a descrita anteriormente, porém foi dividida em duas partes distintas. Na primeira, procedeu-
se com a impressao da regido de contato dos eletrodos, utilizando tinta convencional. Na
segunda etapa, focou-se na impressao da regido circular do eletrodo, também conhecida
como area de trabalho, empregando a tinta modificada. Por fim, o isolamento da 4rea seguiu

da mesma maneira com o uso do silicone neutro.

3.3.5 Confec¢do do Sistema Multiplex

A montagem do sistema multiplex foi realizada de forma semelhante as impressodes
mencionadas anteriormente. Apos a criagdo de um molde apropriado, o processo seguiu as

mesmas etapas de impressdo, as quais estdo resumidamente apresentadas na FIGURA 11.
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FIGURA 11 - ETAPAS DE IMPRESSAO DO DISPOSITIVO MULTIPLEX.

Molde da Mascara (mm)
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Eletrodos de Trabalho

Eletrodo Auxiliar
Eletrodo de Referéncia

FONTE: A Autora.

Apo6s a conclusao da impressdo do dispositivo, as medidas eletroquimicas foram
conduzidas com o auxilio de um controlador analdgico para estabelecer o contato elétrico
entre os eletrodos do multiplex e o potenciostato. A utilizacdo do controlador analdgico
facilitou a selecao dos eletrodos de trabalho, permitindo uma aplicacdo de potencial tinica

ou simultinea entre os eletrodos. Esse arranjo esta ilustrado na FIGURA 12.
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FIGURA 12 - DISPOSITIVO MULTIPLEX. A) MULTIPLEX PRONTO. B) MULTIPLEX COM 100 puL
DE SOLUCAO Ks[Fe(CN)s] 5 mmol L', C) MULTIPLEX CONCECTADO A CAIXA MULTICANAL.

FONTE: A autora.

3.4 CARACTERIZACOES

3.4.1 Caracterizacdo por imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e de

Transmissao (MET)

Para a caracterizagdo da tinta condutora, foi utilizada a Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) para a avaliacdo das caracteristicas morfoldgicas dos sistemas
desenvolvidos. As micrografias foram obtidas com o Microscopio Eletronico de Varredura
de Alta Resolu¢do FEI, modelo Quanta 450 (Hillsboro, Oregon, USA), com fonte de elétrons
FEG (field emission gun), aceleracao de voltagem entre 100 V e 30 kV, e resolugdo de 1 nm.

As imagens de microscopia eletronica de transmissdo (MET) realizadas no
microscopio JEOL, modelo JEM 1200, do centro de microscopia eletronica da UFPR. As
imagens foram obtidas com ampliacao de 5 kx, 10 kx, 20 kx 30 kx e 50 kx. O material foi

previamente disperso em agua e adicionado ao porta amostras do MET — grid.
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3.4.2 Medidas de Angulo de Contato

Para a medida do angulo de contato, foi utilizada uma caixa de papelao para criar um
ambiente escuro e as imagens foram capturadas utilizando um microscopio digital da marca
NovaDigital®. Nos testes, adicionou-se 20 pL de dgua destilada sobre a regido do eletrodo
de trabalho, e o angulo de contato foi mensurado utilizando a ferramenta "Contact Angle"

do programa Imagel.

3.4.3 Medidas Eletroquimicas

As caracterizacdes eletroquimicas foram realizadas utilizando um potenciostato-
galvanostato do tipo pAutolab Tipo III, controlado pelo software NOVA 2.1.3. Na
caracterizacdo e otimizacao dos eletrodos, empregou-se eletrodos impressos individuais,
associados a um eletrodo de referéncia externo (Ag/AgCl 3,0 mol L' KCI) e um eletrodo
auxiliar de platina, dispostos em uma cela eletroquimica de 10 mL. Os resultados obtidos
foram processados utilizando o software OriginPro® 8.5. O desempenho eletroquimico do
dispositivo foi avaliado por meio de CV, na faixa de potencial de -0,5 V a 0,8 V, com
velocidade de varredura de 50 mV s!. A solugdo utilizada como sonda eletroquimica
consistiu em Ks[Fe(CN)s] na concentragio de 5,0 mmol L' ¢ KCI 0,1 mol L, como

eletrolito suporte.

As medidas de EIS foram realizadas com pardmetros instrumentais de frequéncia
variando de 0,05 Hz a 100 kHz, potencial equivalente ao potencial de meia onda da sonda
eletroquimica (Ks[Fe(CN)s] 1,0 mmol L' em KCI 0,1 mol L') € 10 mV de amplitude de

potencial.

3.4.3.1 Tratamento Eletroquimico da Superficie dos Eletrodos Impressos

Para avaliar potenciais melhorias no desempenho eletroquimico mediante o
tratamento da superficie do eletrodo por ciclagem em NaOH 0,1 mol L', foram realizados

estudos sob diversas condi¢des de tratamento, conforme detalhado na TABELA 2.
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TABELA 2 - TIPOS DE TRATAMENTO ELETROQUIMICO AVALIADOS E SUAS RESPECTIVAS
CONDICOES ELETROQUIMICAS.

Tratamento Aplicagio de Quantidade de  Tempo de aplicagiio

Potencial / V Ciclos de potencial / s
CvV -1,5al1,5V 5,10, 15¢20 -
CV Anodica 0alsSV 15 -
CV Catodica -1,5a0V 15 -
A .
mperometria 1,5V i 30, 60 ¢ 90
Anddica
Amperometria 1,5V ; 30, 60 ¢ 90
Catoddica

Depois da etapa de tratamento, os parametros da corrente de pico anodica, corrente
de fundo capacitiva e a variagdo de potencial de pico (AE) da sonda eletroquimica
Ks[Fe(CN)s] 5,0 mmol L' em KCI 0,1 mol L' foram utilizados como indicadores para

avaliar a eficdcia das diferentes condi¢des de tratamento.

3.5 AVALIACAO DO ELETRODO CONVENCIONAL PARA DETECCAO DE ACIDO
ASCORBCIO

3.5.1 Medidas Eletroquimicas para detec¢do de Acido Ascorbico

A potencialidade do eletrodo impresso foi avaliada em relagdo ao AA por meio da
aplicacdo da técnica de CV, através de analises diretas. O intervalo de potencial utilizado foi
de -0,2a 1,0 V (vs. Ag/AgCl 3,0 mol L' KCI), com taxa de varredura de 50 mV s’! com o
objetivo de examinar os processos faradaicos associados ao AA em uma concentragdo de
0,25 mmol L' em solu¢do de eletrolito suporte tampdo acetato pH 5,0. A curva analitica
feita por CV utilizou os mesmos parametros instrumentais e foi obtida a partir de adi¢des

crescente de AA que variaram entre 10 umol L' a 0,25 mmol L.
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3.6 AVALIACAO DO BIOSSENSOR PARA DETECCAO DE GLICOSE
3.6.1 Formacgao do Filme de Azul da Prussia.

A formacao do filme de azul da Prussia sobre a superficie do eletrodo foi feita por
via eletroquimica conforme reportada por Lowinsohn®!. A eletrodeposicdo foi realizada por
CV a partir de varreduras consecutivas de potencial, na regido de -0,50 a 1,3 V, com
velocidade de 50 mV s! durante 15 ciclos em uma solu¢do contendo 0,6 mmol L' de
K3[Fe(CN)s], 0,6 mmol L' de FeCls, 0,1 mol L' de KCl e CTAB 1,0 mmol L', em pH de

aproximadamente de 1,7.

3.6.2 Imobilizacao do Enzima Glicose Oxidase

A imobilizagdo da enzima GOx sobre a superficie do eletrodo foi realizada por reagao
de ligagdo cruzada, cuja metodologia foi adaptada do artigo reportado por Ricci et al®?. Para
o preparo de 150 pL da mistura, foram combinados 20 pL de glutaraldeido (2,5% v/v diluido
em agua) e 30 uL de Nafion (5% v/v em etanol) com 100 puL de uma solucao contendo 40
mg de BSA e 10 mg de enzima, previamente solubilizados em 1,0 mL de tampdo acetato

0,05 mol L' + KC1 0,1 mol L, pH 5.5.

Em seguida, 5 uL. da mistura foram adicionados a area do eletrodo de trabalho e seco
45 minutos a temperatura ambiente. Sequencialmente, os eletrodos foram lavados com 4gua
e submetidos ao bloqueio dos sitios residuais, utilizando uma solugdo de glicina 0,1 mol L-!
por 30 minutos. Apos a conclusao dessas etapas do procedimento experimental, os eletrodos

estavam prontos para uso.

3.6.2.1 Estudo da alteragdo da metodologia na imobilizagdo do Enzima Glicose Oxidase

Com o objetivo de aprimorar o desempenho analitico do biossensor, foram realizadas
algumas modificacdes na metodologia inicial para a imobilizagdo da enzima GOX.
Inicialmente, a Alterag¢do I envolveu a imobilizacao sem a adigao de BSA. O restante do

procedimento foi conduzido de maneira idéntica ao original.

A Alteragao II consistiu na imobiliza¢ao sem a adig¢do de glutaraldeido e na auséncia

da lavagem com glicina na etapa final.
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Por fim, a Alteracgao III consistiu na imobilizagao apenas com nafion e a enzima. Os
reagentes empregados, bem como aqueles que ndo foram utilizados em cada modificagao,

foram resumidos na TABELA 3.

TABELA 3 - REAGENTES UTILIZADOS EM CADA ALTERACAO DA ETAPA DE IMOBILIZACAO

ENZIMATICA.
Reagente I 11 I
BSA Nao Sim Nao
Glutaraldeido Sim Nao Nao
Enzima Sim Sim Sim
Nafion Sim Sim Sim
Glicina Sim Nao Nao

3.6.3 Potencialidade para detec¢ao de H>O» e Glicose

O filme de azul da Prassia foi estudado como mediador redox para a reducdo de
peroxido de hidrogénio por meio da técnica de CV a uma velocidade de varredura de 50 mV
s'. O intervalo de potencial de -0,3 a 0,4 V (vs. Ag/AgCl 3,0 mol L-' KCI) foi utilizado para
obter os sinais resultantes dos processos faradaicos ap6s a adi¢ao de concentragdes de 1,0 e
2,0 mmol L' de H,0,. Essas medidas foram realizadas em meio de solucdo de eletrolito
suporte com uma proporgdo de 1:10 de Na,SO4 0,1 mol L' e tampdo acetato a pH 5,5. Para
a avaliacdo da imobilizacdo da enzima GOx, os mesmos parametros instrumentais foram

utilizados com a adi¢do de concentra¢des de 10,0 € 20,0 mmol L' de GLI.

3.6.4 Curva Analitica para detec¢ao indireta de Glicose

As curvas analiticas destinadas a detec¢do de GLI foram obtidas por meio da técnica
de amperometria, tanto em abordagens estaticas quanto dindmicas, com o suporte de um
agitador magnético. Em ambas as curvas, o potencial aplicado foi fixado em -0,3 V. No
método estatico, o potencial foi aplicado por um periodo de 30 segundos, avaliando uma
faixa de concentra¢do de 0,1 a 4,0 mmol L' de GLI em um tampao acetato com pH 5,0. Ja
no método dindmico, a faixa de concentracdo avaliada foi de 0,1 a 2,5 mmol L' de GLI,

também em tampao acetato com pH 5,0.

3.7 AVALIACAO DO ELETRODO MODIFICADO COM dHDL PARA DETECCAO DE
CARBENDAZIM
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3.7.1 Potencialidade de detecgdo do eletrodo impresso para Carbendazim

Por fim, a potencialidade do eletrodo impresso foi avaliada em relagdo ao CBZ por
meio da aplicacdo da técnica de CV, através de analises diretas. O intervalo de potencial
utilizado foi de 0,6 a 1,1 V (vs. Ag/AgCl 3,0 mol L-! KCI), com velocidade de varredura de
50 mV s! com o objetivo de examinar os processos faradaicos associados a0 CBZ em uma
concentra¢do de 10,0 umol L' em solugdo de eletrolito suporte 1:10 NaxSO4 0,1 mol L' ¢

tampao acetato pH 5,5.

3.7.2 Avaliagao da propor¢ao de modificador e tempo de pré concentragao

O estudo das diferentes propor¢des de modificador e tempos de pré-concentracao foi
conduzido por meio da pré-concentragdo espontdnea de CBZ (1,0 pmol L) em diferentes
intervalos de tempo (1, 2 e 5 minutos). O sinal analitico foi entdo avaliado através da técnica
de voltametria por onda quadrada (SWYV), com uma faixa de potencial entre 0,3 ¢ 1,2 V (vs.
Ag/AgCl1 3,0 mol L' KCI), frequéncia de 30 Hz e amplitude de pulso de 30 mV. O eletrolito
suporte utilizado foi uma solu¢do composta por tampao Britton-Robinson (BR) pH 7,0 em

uma propor¢do de 1:10 com Na>SO4 0,1 mol L.

3.7.3 Estudo de pH do eletrélito suporte e padrao

Foram preparadas solu¢des de tampao BR, abrangendo uma faixa de pH entre 3,0 e
10,0. O sinal analitico foi avaliado por meio da técnica de SWV, utilizando uma faixa de
potencial entre 0,3 € 1,2 V (vs. Ag/AgCl 3,0 mol L! KCI), uma frequéncia de 30 Hz ¢ uma
amplitude de pulso de 30 mV e o valor de pH ideal foi determinado com base no incremento

de sinal registrando.

3.7.4 Curva Analitica para deteccao de Carbendazim

A solugio estoque de CBZ 1,0 mmol L foi preparada em metanol, armazenada e
refrigerada até o momento de utilizagdo. Diluigdes em tampao acetato pH 5,0, com
concentra¢des variando de 1 a 20 pmol L-!, foram preparadas imediatamente antes das

analises. O comportamento voltamétrico do fungicida foi entdo avaliado por meio da técnica
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de SWV, no intervalo de potencial de 0,6 a 1,2 V (vs. Ag/AgCl 3,0 mol L! KCI), com uma
frequéncia de 30 Hz e uma amplitude de pulso de 30 mV.

3.8 PREPARO DE AMOSTRA DE SUCO DE LARANJA

A amostra de suco de laranja foi inicialmente centrifugada por 1 minuto a uma
rotacdo média de 7200 rpm para separar grumos maiores que poderiam interferir no processo
de pipetagem. Apds a centrifugagdo, o sobrenadante foi diluido em varias proporcdes (10,
50, 100, 250, 500 e 1000 vezes) em tampao acetato pH 5,0, preparando-se assim as amostras

para as analises.

As amostras diluidas foram empregadas para os ensaios de recuperagdo sendo
adicionados diferentes concentracdes dos alvos a célula. O AA foi investigado entre 0,1 e
0,5 mmol L', a GLI entre 0,5 ¢ 1,5 mmol L' ¢ 0 CBZ entre 2,5 ¢ 7,5 umol L. Os valores

das concentracdes dos alvos foram determinados pelo uso de adi¢do de padrao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA
4.1.1 Avaliagao do Substrato para Impressao dos Eletrodos

Neste estudo, foram analisados diferentes tipos de PVC com espessura de 0,6 mm,
incluindo PVC fosco e PVC brilhoso, com e sem polimento. O PVC brilhoso apresentava
uma superficie lisa tanto na frente quanto no verso. Por outro lado, o PVC fosco apresentava
superficies com texturas e rugosidades diferentes na frente e no verso. O polimento foi
realizado utilizando uma lixa fina com o proposito de tornar a superficie do substrato mais
rugosa, promovendo assim uma melhor aderéncia entre a tinta e o material. A TABELA 4

lista todos os substratos utilizados no estudo.

TABELA 4 - TIPOS DIFERENTES DE SUBSTRATOS AVALIADOS E SUAS RESPECTIVAS

NOMENCLATURAS.
Substrato Nomenclatura

PVC brilhoso 0,6 mm com polimento Brilho Polido

PVC brilhoso 0,6 mm sem polimento Brilho
PVC fosco 0,6 mm (frente) com polimento Fosco Polido (1)
PVC fosco 0,6 mm (frente) sem polimento Fosco (1)
PVC fosco 0,6 mm (verso) com polimento Fosco Polido (2)
PVC fosco 0,6 mm (verso) sem polimento Fosco (2)

Diante dessas possibilidades, um teste foi conduzido para avaliar o tamanho e a
variagdo da area geométrica do eletrodo de trabalho apds a secagem da tinta. A area projetada
do eletrodo foi de 0,071 cm? (@ = 0,3 cm). A estimativa da area experimental dos eletrodos
nos diferentes substratos foi obtida utilizando o programa ImageJ, conforme ilustrado na

FIGURA 13.
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FIGURA 13 - AREA GEOMETRICA OBTIDA POR CADA SUBSTRATO APOS A SECAGEM DA

TINTA CONDUTORA.
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Com base na area geométrica calculada pelo programa ImageJ, foi observado que o
substrato fosco (2) apresentou area real calculada mais proxima da area projetada (0,071
cm?), com um valor médio de 0,068 cm?. Em seguida, foram realizados testes eletroquimicos
para avaliar a interacdo da tinta com o substrato. Foi utilizada a técnica de CV e uma solucdo
de Ks[Fe(CN)s] como sonda eletroquimica. Nesse estudo, foram comparadas diferentes
superficies, algumas sem tratamento eletroquimico e outras com a aplicagdo desse
tratamento. O objetivo do tratamento eletroquimico foi expor uma maior area eletroativa na
superficie do eletrodo partir da remogéao parcial do aglutinante. O tratamento utilizado foi
adaptado da literatura, conforme descrito por Gevaerd et al.?°, e posteriormente estudado e

otimizado.

Inicialmente, os eletrodos impressos foram submetidos a varreduras de potencial de
-1,5 a +1,5 V, empregando CV, em solugdo de NaOH 0,1 mol L', com velocidade de
varredura de 50 mV s°!, durante 20 ciclos. Os resultados obtidos em solu¢do contendo ions
ferricianeto concentra¢do encontram-se na FIGURA 14. Neste estudo, foram considerados
como parametros de avaliagdo as correntes de pico anodico € a separagdao entre os picos
anddico e catddico (AE). Todos os substratos sem a aplicagdo do tratamento eletroquimico

apresentaram resultados eletroquimicos considerados estatisticamente iguais. Dessa forma,



51

os resultados para os substratos nao tratados estdo agrupados no grupo denominado “Sem

Tratamento™.

FIGURA 14 - CORRENTE DE PICO ANODICO COM OS SUBSTRATOS SEM TRATAMENTO (n=18) E
CORRENTE PARA CADA SUBSTRATO TRATADO AVALIADO (n=3). B) VARIACAO DO AE DOS
PICOS EM RELACAO AOS TIPOS DE SUBSTRATOS ESTUDADOS COM E SEM A APLICACAO DO
TRATAMENTO (n=3).
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A partir da analise dos dados obtidos, pode-se afirmar que o efeito do substrato em
relagdo ao perfil eletroquimico € mais proeminente apos a etapa de tratamento eletroquimico.
Antes disso, o comportamento dos eletrodos ¢ muito semelhante, evidenciando a importancia
dessa etapa. Em (A) ¢ possivel observar que em todos os casos o tratamento conferiu um
aumento de pelo menos trés vezes em relagdo a corrente do pico de oxidagdo nos eletrodos
sem tratamento. Além disso, em (B) foram avaliados a variacdo dos AE dos picos, onde
também ¢ observado uma diminui¢do apds a etapa de tratamento, sugerindo uma melhora na
velocidade transferéncia de carga do processo redox. Diante desses resultados, optou-se pelo
uso do substrato de PVC fosco 0,6 mm (verso) sem polimento (Fosco 2) para confecgao dos
eletrodos, uma vez que, apresentou uma area geométrica mais fiel ao planejado, bom sinal
de corrente do sinal anddico, menor valor AE e a eliminac¢dao de uma etapa no processo que
¢ o polimento da superficie. Além disso, a etapa de polimento garantiu uma maior adesao do
adesivo vinilico ao substrato causando uma maior dificuldade mecanica na sua retirada.
Tendo em vista que o efeito do tratamento eletroquimico afeta diretamente a resposta do

sensor, foram também avaliadas as condi¢des de tratamento superficial.
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4.1.2 Avaliacdo de Diferentes Tratamentos Eletroquimicos

Para fins de comparagao, também foi realizado um tratamento nao eletroquimico nos
eletrodos, no qual os eletrodos foram colocados em contato com uma solu¢ao de NaOH 0,1
mol L por 24 horas, e em seguida, o perfil voltamétrico da sonda redox foi avaliado. Os

resultados obtidos estao ilustrados na FIGURA 15.

FIGURA 15 - A) PERFIL DO VOLTAMOGRAMA CICLICO DA SONDA ELETROQUIMICA. ONDE, Ipa
= SINAL DE CORRENTE ELETRICA REFERENTE AO PROCESSO DE OXIDACAO, Ipc = SINAL DE
CORRENTE REFERENTE AO PROCESSO DE DE REDUCAO E AE = DIFERENCA DE POTENCIAL. B)
COMPARATIVO DO PERFIL VOLTAMETRICO DO ELETRODO SEM TRATAMENTO E APOS
DIFERENTES TRATAMENTOS SUPERFICIAIS PARA O SUBSTRATO FOSCO (2).
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A partir da andlise dos dados voltamétricos, representados na FIGURA 15 (B), ¢
possivel observar que o simples contato com a solugdo alcalina resulta em uma leve melhora
do sinal redox da sonda, em comparagdo ao eletrodo sem tratamento. Isso pode ser atribuido
a possivel remocao do aglutinante da superficie do eletrodo. No entanto, esse efeito ¢ pouco
significativo quando comparado ao efeito combinado da solu¢do alcalina e do tratamento
eletroquimico. Nesse caso, pode-se observar sinais de oxirredu¢ao mais definidos, com um
aumento no valor da corrente elétrica e uma diminui¢ao na diferenca entre os potenciais de
oxidacao e reducdo, indicando maior reversibilidade do processo, o que estd associado a uma

melhora cinética.

Tendo em vista a melhora significativa da superficie eletrodica apds o tratamento
eletroquimico, foram avaliadas diferentes condigdes eletroquimicas (voltamétricas e
amperométricas), conforme ilustrado na FIGURA 16. Esses tratamentos visaram maximizar

o desempenho dos eletrodos, levando a uma melhora das respostas eletroquimicas.
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FIGURA 16 - VOLTAMOGRAMAS CICLICOS USANDO Ki[Fe(CN)j COMO SONDA
ELETROQUIMICA (5 mmol L' EM KC1 0,1 MOL L, v=50,0 mV s"') APOS DIFERENTES CONDICOES
DE TRATAMENTO ELETROQUIMICO EM SOLUCAO DE 0,1 mol L' DE NaOH. A) DIFERENTES
QUANTIDADES DE CICLOS VOLTAMETRICOS. B) DIFERENTES FAIXAS DE POTENCIAL DE
VARREDURA (SENTIDO POSITIVO E NEGATIVO). C) POTENCIAL FIXADO EM -1,5 V EM
DIFERENTES TEMPOS. D) POTENCIAL FIXADO EM +1,5 V EM DIFERENTES TEMPOS.
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Inicialmente, foi estudado a resposta deste tratamento utilizando quantidades
diferentes de ciclos conforme demostrado na FIGURA 16 (A). A partir da analise dos
voltamogramas, € possivel observar um aumento nas correntes de pico com o aumento do
nuamero de ciclos. Entretanto, também ¢é observada uma tendéncia ligeiramente mais
capacitiva, observada pelo aumento da corrente de fundo, a medida que a quantidade de
varreduras aumenta. A corrente capacitiva ¢ dependente do acimulo de carga de ions
presentes eletrolito dado um potencial aplicado, dessa forma, ndo representando
proporcionalidade com a concentragio de analito, prevista pela lei de faraday®. Esse efeito
afeta a corrente faradaica, mascarando o sinal, e pode acarretar em problemas nos ensaios
eletroanaliticos que visam baixos limites de deteccdo®. Além disso, outro ponto

desfavoravel para esse tratamento foi o tempo de execucdo, cerca de 20 minutos. Assim,
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devido a estas limitagdes, outras opcdes de tratamentos eletroquimicos foram exploradas a

fim de reduzir tempo de tratamento e melhorar do perfil eletroquimico.

O segundo tratamento estudado (FIGURA 16 (B)) foi a ciclagem variando a faixa
de varredura, tanto no sentido positivo (0 a 1,5 V) como no sentindo negativo (0 a -1,5 V).
Nao se observa uma diferenca significativa entre os valores de corrente de pico nos diferentes
sentidos de varredura; no entanto, a varredura no sentido catédico ¢ responsavel pelo
aumento do perfil capacitivo do eletrodo. Por fim, foram avaliados os tratamentos utilizando
aplicagdo de potencial constante (FIGURA 16 (C) e (D)). Os potenciais foram fixados em -
1,5 Ve 1,5V em intervalos entre 30 e 90 segundos. Nesse caso, o tempo de execucao foi
reduzido consideravelmente quando comparado aos tratamentos por CV, que variava entre

15 e 20 minutos.

A partir dessa avaliagdo foi possivel observar que a aplicacdo constante do potencial
de -1,5 V (FIGURA 16 (C)) houve um aumento nas correntes de pico acompanhado de um
aumento no carater capacitivo do eletrodo, também observado nos tratamentos voltamétrico
catodicos demostrado em FIGURA 16 (B). Por fim, no tratamento realizado a potencial
constante de +1,5 V (FIGURA 16 (D)), a aplicagao do potencial durante intervalos maiores
que 30 s ndo afetou significativamente a resposta do eletrodo e apresentou o melhor perfil
eletroquimico quando comparado aos outros tratamentos, conferindo: picos bem definidos e
menor separacgao entre eles (AE menor). Além disso, o efeito capacitivo foi minimizado,
houve incremento no sinal de corrente elétrica, em relacdo ao eletrodo sem tratamento, ¢
menor tempo de tratamento (30 segundos). Assim, o tratamento eletroquimico realizado em
potencial constante (aplicagdo de potencial fixo +1,5 V por 30 segundos) foi adotado nos
estudos posteriores. Esses efeitos podem ser atribuidos a uma possivel perda do aglutinante
presente na superficie do eletrodo, o que poderia resultar em uma melhoria na transferéncia
de carga do eletrodo, em funcdo de uma maior exposi¢do do material condutor. Devido a
esta hipotese, estudos mais aprofundados e relacionados a esse topico serao abordados em

secdes subsequentes.

4.1.2.1 Estudo da Area Eletroativa do Eletrodo

Como mencionado anteriormente, a area geométrica dos eletrodos ¢ de 0,07 cm?.
Entretanto, apenas uma parte dessa area geométrica, denominada area eletroativa, participa

do processo de transferéncia de elétrons. Nesse sentido, a etapa de tratamento eletroquimico,
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visa remover o aglutinante presente na superficie do eletrodo, resultando no aumento da area
eletroativa. Em sistemas reversiveis com transferéncia de massa controlada por difusdo
ocorre uma relacdo entre a area eletroativa ¢ a corrente elétrica do sinal analitico. Essa
relagdo pode ser calculada através da equacdao de Randles-Sevcik (Equac¢ao 2) que possui

comportamento linear ¥,

I, = (2,69.10"%)n%/2.4.C.DY/2.v1/2  Equagio 2
Onde:
I, = Corrente elétrica do pico (Ampére); n = Numero de eletrons envolvidos na rea¢do redox
(adminesional); A = Area eletroativa do eletrodo; C = Concentracio (mol cm?®); D =

Coeficiente de difusdo (cm?s') e v = Velocidade de varredura (V s™).

Para verificar se o tratamento eletroquimico de fato resulta em um aumento da area
eletroativa no eletrodo, um estudo comparativo entre a area eletroativa antes e apds essa
etapa foi realizado. Neste estudo foi utilizada como sonda eletroquimica ions [Fe(CN)s]*
(1,0 mmol L' em KC1 0,1 mol L"). Para este sistema, o valor das varidveis sio:n=1,C =
1 x 10°°mol cm?, e o coeficiente de difusdo (D) de 7,20 x 10 cm? s”!, conforme reportado
na literatura®. Para obter as curvas, foram variadas diferentes velocidades de varredura (5,
10, 25, 50, 75 ¢ 100 mV s'). A FIGURA 17, mostra a compara¢io entre a area eletroativa

dos eletrodos antes e apds tratamento eletroquimico otimizado.

FIGURA 17 - DEPENDENCIA LINEAR DAS CORRENTE DE PICO EM FUNCAO DA RAIZ
QUADRADA DA VELOCIDADE DE VARREDURA. (A) RETAS PRETAS E VERMELHAS
REPRESENTAM OS PICOS DE OXIDACAO E REDUCAO, RESPECTIVAMENTE, PARA ELETRODOS
QUE NAO RECEBERAM TRATAMENTO ELETROQUIMICO. (B) RETAS PRETAS E VERMELHAS
REPRESENTAM OS PICOS DE OXIDACAO E REDUCAO, RESPECTIVAMENTE, PARA ELETRODOS
APOS O TRATAMENTO ELETROQUIMICO.
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A Equacio 2 foi ajustada de modo que, o valor de 271,80 mol cm? s é o produto
das constantes e dos valores experimentais empregados para esse experimento. Assim, a
partir da reta obtida ¢ possivel estimar a area eletroativa do eletrodo diretamente pelo
coeficiente angular. Para os eletrodos sem tratamento eletroquimico prévio, o valor do
coeficiente angular encontrado para os processos de oxidacao e reducdo foi de 0,017 e -
0,016, respectivamente, resultando em um valor médio de area eletroativa de 0,016 cm?. Ja
para os eletrodos ap6s o tratamento eletroquimico, o valor do coeficiente angular obtido para
os processos de oxidagdo e redugao foi de 0,033 e -0,027, respectivamente, resultando em
um valor médio de area eletroativa de 0,030 cm?. Portanto, os resultados deste estudo
confirmaram um aumento de cerca de 100% na area eletroativa do eletrodo, decorrente do
tratamento eletroquimico otimizado. Isso sustenta a hipotese de que essa etapa ¢ capaz de
efetivamente remover o aglutinante da superficie do eletrodo por meio da evolugdo do gas

oxigénio, o que resulta em uma exposi¢ao maior da superficie grafitica.

4.1.2.2 Caracterizagao Morfologica do Eletrodo

Para avaliar o efeito do tratamento eletroquimico sobre a morfologia da superficie
eletrodica foi realizada a caracterizagao por microscopia eletronica de varredura (MEV).
Imagens representativas para os eletrodos, sem e com tratamento, estdo representadas na

FIGURA 18.

FIGURA 18 - IMAGENS REPRESENTATIVAS OBTIDA POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA DOS ELETRODOS IMPRESSOS. (A) SEM TRATAMENTO. (B) APOS TRATAMENTO
ELETROQUIMICO.
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A comparacdao entre as imagens (A) e (B) indicam uma perda superficial do
aglutinante da tinta (esmalte de unha) ap6s o tratamento eletroquimico, gerando um aspecto
morfologico com pequenos sitios aglomerados e dispersos (B). Essa perda do aglutinante ¢
possivelmente desencadeada pela evolugao de gas oxigénio, levando a um processo fisico

de lixiviagdo superficial e expondo uma maior area de superficie grafitica eletroativa.

4.1.2.3 Analise do Angulo de Contato

Com o objetivo de investigar se o tratamento eletroquimico adotado afeta a tinta
condutora, possivelmente removendo o esmalte superficial, foram realizadas medidas do
angulo de contato usando o software ImageJ em diferentes momentos: apenas no substrato
higienizado (I), substrato com uma camada de esmalte (II) e nos eletrodos ap6s a conclusdo,
com (III) e sem tratamento (IV). O angulo de contato pode ser definido como um indicador
do carater hidrofobico/hidrofilico de uma superficie, dependendo da interagao da superficie

em contato com o liquido®’.

Neste sentido, o angulo de contato de 90° é o ponto de divisdo tedrico para a
defini¢do de hidrofobicidade da superficie para um determinado liquido, sendo que um maior
angulo de contato confere uma maior hidrofobicidade e um menor angulo de contato, uma
menor hibrofobicidade®®. Dessa forma, foi possivel avaliar a alteracdo na superficie apoOs
tratamento eletroquimico. Inicialmente foi mensurado o valor de angulo de contato da
superficie do substrato e o valor encontrado foi de 71,90°, ap6s a adigdo de uma fina camada
de esmalte o angulo de contato calculado foi de 67,30°. Apresentando uma variagdo de 5,4°,
a diminui¢do do valor de angulo de contato indica que o filme de esmalte gera uma superficie
menos hidrofoébica quando comparada a superficie do substrato higienizado. Apos a
mensuracdo desses valores “brancos” foram avaliados eletrodos diferentes (n=3) antes e apds
o tratamento eletroquimico para posterior comparagao dos angulos de contatos. As imagens
comparativas se encontram na FIGURA 19. A aparente diferenga no tamanho das gotas esta

associada a distancia focal da camera.
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FIGURA 19 - IMAGEM OBTIDA COM MICROSCOPIO DIGITAL PARA OB TENCAO DO ANGULO DE
CONTATO. GOTA DE 20 mL DE AGUA DEIONIZADA SOB A SUPERFICIE DO ELETRODO I ANTES
E APOS O TRATAMENTO ELETROQUIMICO OTIMIZADO.

Sem Tratamento Com Tratamento

Para os trés eletrodos avaliados, observou-se um aumento médio de 7,20° no angulo
de contato apos o tratamento eletroquimico. Essa mudanca indica um aumento na
hidrofobicidade. Esse resultado corrobora a hipdtese de remocdo parcial dos agentes
aglutinantes (nitrocelulose e tosilamida), componentes que conferem caracteristica
hidrofilica a superficie. Uma vez que a superficie grafitica presente na tinta condutora fica

mais exposta, devido ao tratamento, € possivel verificar um aumento do angulo de contato.

A fim de confirmar se essa diferencga ¢ estatisticamente significativa, realizou-se
um teste-t pareado (intervalo de confianca de 95%). Como cada eletrodo pode apresentar
uma pequena variagdo na resposta devido ao processo de construgdo, essa estratégia foi
adotada utilizando as medidas antes e apds o tratamento®. O valor de teaiculado pode ser
calculado pela Equacdo 3 e comparado com o valor teriico (tabelado) para verificacao da
hipotese. Nessa equacdo, D ¢é a diferenca média entre cada eletrodo (antes e apds), Sp € o

desvio padrao para as diferengas de angulo observado e N o nimero de pares observagoes.

t= SDD Equacao 3
VN

O valor de tcalculado (4,58) foi maior que o valor de teritico (4,30) 0 que indica que ha
uma diferenca significativa entre os valores observados antes e apos o tratamento. Portanto,
podemos concluir que a etapa de tratamento eletroquimico resultou em uma mudanga

significativa na hidrofobicidade da superficie eletrddica. Isso esta de acordo com a teoria de
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que mais grafite fica exposto na superficie apos o tratamento melhorando a transferencia

eletronica e aumentando o carater hidrofoébico da superficie.

4.1.3 Repetibilidade e Reprodutibilidade do Eletrodo

Visando avaliar a estabilidade dos sinais faradaicos dos eletrodos propostos, medidas
voltamétricas foram realizadas em solugdo de Ks;[Fe(CN)s] como sonda eletroquimica. Os
resultados da variagdo de corrente de pico anddica obtidos (n = 10) utilizando uma mesma
superficie eletrodica (repetibilidade) e diferentes eletrodos (reprodutibilidade). O valor de
referéncia (100%) foi obtido através do célculo da média de todas as medidas realizadas. Os

resultados estdo representados na FIGURA 20 (A) e (B), respectivamente.

FIGURA 20 - VARIACAO DAS CORRENTES DE PICO ANODICA RELATIVAS PARA O Ks[Fe(CN)]
50 mmol L' EM KCl 0,1 mol L' COMO ELETROLITO SUPORTE PARA AVALIAR A
REPETIBILIDADE (A) E REPRODUTIBILIDADE (B) (n=10).

5 6 2 3 4 5 6 7 8 9
Medida Eletrodo

As intensidades de corrente do processo anodico obtidas para cada voltamograma
foram comparadas entre si e a variagdo percentual destes valores permitiram calcular o
desvio padrdo entre as medidas de cada estudo. Os eletrodos construidos apresentaram boa
repetibilidade e reprodutibilidade, com RSD de +6,07 e £3,28 %, respectivamente. Isso
demonstra que os eletrodos construidos podem ser empregados com confiabilidade para

medidas sucessivas, sem perda de sinal analitico.
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4.1.4 Comparacdo com Eletrodos Impressos Comerciais

Com o objetivo de avaliar o desempenho analitico dos eletrodos desenvolvidos neste
trabalho, foram realizados testes comparativos em relacdo a outros dois dispositivos
disponiveis no mercado. Eletrodos comerciais produzidos no laboratorio do Professor Dr.
Craig Banks na Universidade Metropolitana de Manchester, Reino Unido e os eletrodos
comerciais da Metrohm® (DropSens®). O ensaio consistiu no comparativo das respostas

eletroquimicas, corrente e potencial de pico, da sonda Ks[Fe(CN)s] através da técnica de CV.

No experimento, foram avaliados apenas os eletrodos de trabalho dos dispositivos,
isolando a influéncia dos eletrodos de referéncia e auxiliar. As correntes elétricas foram
transformadas em densidade de corrente para comparacdo, considerando as diferentes areas
geométricas dos eletrodos de trabalho. Além disso, os valores de (AE) foram comparados.
O dispositivo desenvolvido neste trabalho foi testado apds o tratamento eletroquimico, parte
do protocolo estabelecido. Em contraste, os outros dispositivos ndo passaram por tratamento
prévio, pois os fornecedores afirmam que estdo prontos para uso. Os resultados obtidos estiao

apresentados na FIGURA 21.

FIGURA 21 - (A) VOLTAMOGRAMAS DA VARIACAO DE DENSIDADE DE CORRENTE (J) PARA
DIFERENTES ELETRODOS IMPRESSOS NA PRESENCA DE Ki[Fe(CN)s] 5,0 mmol L' EM KC1 0,1 mol
L. (B) VARIACAO DE AE DOS PICOS EM RELACAO AOS DIFERENTES ELETRODOS IMPRESSOS
ESTUDADOS.
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A partir da andlise dos voltamogramas, ilustrados na FIGURA 21 (A), observou-se

que o perfil voltamétrico dos trés dispositivos testados apresentou semelhangas. Em todos
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0s casos, as reagoes redox ocorreram em potenciais de pico proximos a 0,3 V para a oxidagao
e 0,1 V para a redugdo, em rela¢do ao eletrodo de referéncia (Ag/AgCl KCl1 3,0 mol L-).
Além disso, os dispositivos apresentaram valores de densidade de corrente elétrica
semelhantes. Com base na FIGURA 21 (B), constatou-se que a diferenca de potencial entre
os picos de oxidagao e reducdo (AE) também mostrou semelhangas entre os dispositivos,
com uma variagao inferior a 100 mV entre eles, sendo o eletrodo impresso SPE — LabSense
aquele com menor diferenga nos potenciais de oxirredugao.

Considerando essas variaveis analisadas, é possivel afirmar que o dispositivo
demonstra um desempenho eletroquimico comparavel aos produtos disponiveis no mercado.
Além disso, possui a vantagem adicional de ter um custo extremamente acessivel, de apenas
R$ 0,10 por eletrodo, levando em consideragdo para a base de calculo apenas o custo dos
materiais e reagentes. Essa relacao custo-beneficio favoravel torna o dispositivo uma op¢ao
promissora e economicamente viavel para aplicagdes futuras.

Por fim, a espectroscopia de impedancia eletroquimicia (EIS) foi utilizada como
um estudo complementar para verificar os processos relacionados a resisténcia a
transferéncia de cargas (Re) dos eletrodos estudados. A comparacdo por EIS esta

representada na FIGURA 22.

FIGURA 22 - DIAGRAMA DE NYQUIST PARA CADA ELETRODO AVALIADO NA PRESENCA DE
Ks[Fe(CN)s] 5,0 mmol L' EM KC1 0,1 mol L"'. DETALHE: CIRCUITO ELETRICO DE RANDLES, NA
QUAL R, E A RESISTENCIA DO ELETROLITO, Ry E A RESISTENCIA A TRANSFERENCIA DE
CARGA, Z IMPEDANCIA WARBURG E Cyqi E A CAPACITANCIA DE DUPLA CAMADA.
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A partir da analise dos diagramas de Nyquist, foi possivel observar perfis
semelhantes entre os trés eletrodos avaliados, nos quais foi realizada uma avaliagao do raio
dos semicirculos. O raio do semicirculo est4 diretamente relacionado ao valor da resisténcia
a transferéncia de carga (Rc). Os valores médios de R¢; foram obtidos através do circuito de
Randles e apresentaram valores de 3,20 kQ para os SPE - LabSense, 4,00 kQ para os
eletrodos disponibilizados pelo professor Dr. Banks e 3,40 kQ para os eletrodos produzidos
pela Metrohm (Dropsens), demonstrando diferencas sutis na R entre eles. Entdo, os
resultados obtidos através da EIS corroboram aqueles obtidos via CV e evidenciam o bom
desempenho do eletrodo proposto em relagdo a outros eletrodos utilizados e comercializados
no mercado. Essa constatagdo reforca a relevancia do eletrodo desenvolvido neste trabalho

como uma op¢ao promissora para sua aplicacdo em sensores eletroquimicos.

4.1.5 Desenvolvimento do dispositivo Multiplex

A construc¢ao do dispositivo multiplex foi conduzida de forma analoga ao processo
de construcdo dos eletrodos impressos unitarios, que foram previamente utilizados para a
otimizagao da metodologia. A geometria dos eletrodos de trabalho no multiplex foi mantida
com o mesmo tamanho dos eletrodos unitarios, apresentando uma area de trabalho
geométrica de 0,07 cm?. Dado que o dispositivo € uma impressao 2D e ¢ importante manter
uma distancia equidistante entre o eletrodo de referéncia e os eletrodos de trabalho, foi
optado pela construgdo geométrica de um eletrodo de referéncia retangular a uma distancia
comum dos eletrodos de trabalho. O contra-eletrodo foi confeccionado com a mesma
geometria do eletrodo de referéncia, mas posicionado entre o eletrodo de trabalho e o de

referéncia, evitando assim interferéncias no processo de transferéncia eletronica.

ApOs a fabricagdo dos eletrodos multiplex, foi realizado um estudo para explorar a
influéncia de diferentes eletrodos de referéncia e examinar as variagdes nos potenciais de
pico, utilizando a sonda Ks[Fe(CN)s] em concentragdo de 5,0 mmol L', em KNOs a 0,1
mmol L' como eletrolito suporte. Diversos eletrodos de referéncia foram utilizados neste
estudo, abrangendo um eletrodo fabricado a partir da tinta de grafite/esmalte, preparada em
laboratorio e com composi¢ao idéntica aquela empregada nos eletrodos de trabalho, outro
revestido com tinta de prata comercial, e um terceiro utilizando um eletrodo de referéncia
externo, (Ag/AgCl1 3,0 mol L' KCI). Os voltamogramas comparativos correspondentes estio

disponiveis para visualizacdo na FIGURA 23.
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FIGURA 23 - VOLTAMOGRAMAS COMPARATIVOS DE ELETRODOS SEM TRATAMENTO
EMPREGANDO Ks[Fe(CN)s] COMO SONDA ELETROQUIMICA (5 mmol L™ EM KNOs 0,1 mol L™),
VARIANDO OS ELETRODOS DE REFERENCIA UTILIZADOS.
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A funcdo primordial do eletrodo de referéncia em um sistema eletroquimico ¢
fornecer um potencial elétrico constante e conhecido, possibilitando o monitoramento das
variagoes no potencial do eletrodo de trabalho. Nesse contexto, a escolha de um eletrodo de
referéncia fabricado com tinta condutora a base de esmalte/grafite, dispensando o uso de
prata, torna-se atrativa, nao apenas pela economia no processo de preparacao, mas também
pela simplificacao na etapa de fabricacao. Considerando que o deslocamento de potencial
apresentado pelo eletrodo de referéncia a base de tinta caseira ndo interfere nas analises, este

foi selecionado para o desenvolvimento dos dispositivos multiplex.

Além disso, o estudo ndo apenas ilustrou o deslocamento de picos associado ao uso
de diferentes eletrodos de referéncia, mas também buscou determinar o valor de potencial
correspondente a +1,5V a ser aplicado nos eletrodos durante a etapa de tratamento
eletroquimico. Os resultados revelaram que o conjunto com o eletrodo de referéncia de
esmalte/grafite apresentou um deslocamento de potencial mais pronunciado para o sentido
negativo (300 mV) em comparagao com o eletrodo de referéncia externo (Ag/AgCl 3,0 mol
L' KCI). Enquanto isso, o eletrodo com tinta comercial de prata exibiu um deslocamento
intermediario (200 mV) em relagdo ao eletrodo de referéncia externo (Ag/AgCl 3,0 mol L!
KCI). Com base nessas observagdes, o valor de potencial a ser aplicado na etapa de

tratamento foi estabelecido em 1,2 V para os eletrodos com referéncia de esmalte/grafite
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Posteriormente, como ilustrado na FIGURA 24, foi avaliado o perfil entre os
eletrodos de trabalho compostos no dispositivo multiplex, além de avaliar a caixa analdgica
multicanal. Foram avaliados os eletrodos de trabalho de forma individual e simultaneamente

na caixa multicanal.

FIGURA 24 - VOLTAMOGRAMAS DOS TRES ELETRODOS DE TRABALHO DO DISPOSITIVO
MULTIPLEX APOS TRATAMENTO ELETROQUIMICO UTILIZANDO Ks[Fe(CN)s] COMO SONDA
ELETROQUIMICA (5 mmol L' EM KNOs 0,1 mol L), QUANDO PLUGADOS INDIVIDUALMENTE
NO CONTROLADOR ANALOGICO E SIMULTANEAMENTE.
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Apos a andlise dos voltamogramas, constatou-se que a corrente média de pico de
oxidac¢do e reducao foi de 39,3 pA e 40,1 pA, respectivamente. O desvio entre os trés
eletrodos componentes foi de apenas 3,08% para os picos de oxidagao e 1,23% para os picos
de reducdo. Esses resultados indicam uma notavel semelhanca nos perfis, evidenciando a
reprodutibilidade do sinal. Essa consisténcia ¢ crucial para o eficiente funcionamento do
multiplex, assegurando um desempenho confidvel em aplicagdes sequenciais e/ou

simultaneas.

Ao conectar todos os eletrodos de trabalho simultaneamente, através da caixa
multicanal, os valores experimentais de corrente elétrica foram de 110 pA para o pico de
oxidacdo e 118 pA para o pico de redugdo. Esses resultados apresentaram um desvio de
7,19% em relacdo ao esperado, considerando trés vezes a média unitaria para o pico de
oxidacdo, e 1,50% para o pico de reducdo. Evidenciando que os eletrodos de trabalho
possuem boa precisdao e que o controlador analdgico € apto para sua aplicacdo em conjunto

com o multiplex.
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Depois de verificados os aspectos referentes a construgdo do sistema e ao
comportamento voltamétrico foi investigada a aplicabilidade desse sistema multiplex. Nesse
sentido, a potencialidade analitica do dispositivo foi testada visando a determinacdo de trés
analitos, sendo eles, AA, GLI e CBZ. Essa abordagem multifacetada apresenta a interessante
possibilidade de desenvolver um dispositivo versatil e eficiente, empregando um sistema
portatil com potencial de aplicacdo em diversos setores. Além disso, vale ressaltar que esse

dispositivo necessita de apenas 100 uL de solugdo para preencher toda a célula.

Os resultados alcancados até essa etapa evidenciam que ¢ possivel o
desenvolvimento de uma plataforma contendo trés eletrodos de trabalhos independentes
derivados de uma superficie eletrodica comum constituida de esmalte de unhas e p6 de
grafite. Os proximos estudos se destinaram a avaliar diferentes estratégias de uso para esses
eletrodos de trabalho. A primeira abordagem de forma convencional, ou seja, utilizando o
eletrodo n3o modificado para a determinagdo voltamétrica de acido ascorbico.
Posteriormente, eletrodos modificados superficialmente, através da formacdo de azul da
Prissia e do ancoramento da enzima glicose oxidase para constru¢do do biossensor
amperométrico para determinagao de glicose e finalmente, adicionando um modificador, um
hidroxido lamelar duplo, a matriz da tinta condutora para quantificagdo de carbendazim.

Inicialmente foram avaliados os trés analitos de maneira individual, iniciando-se pelo AA.

42 AVALIACAO DOS ELETRODOS PREPARADOS PARA DETERMINACAO DE
ACIDO ASCORBICO

4.2.1 Perfil Voltamétrico e desempenho analitico na determinacio de Acido Ascorbico

Para avaliar o comportamento voltamétrico do AA nos eletrodos labmade
preparados, foram conduzidas medidas de CV tanto na auséncia quanto na presenca do AA.
O eletrélito utilizado foi uma solugdo de tampéo acetato com pH 5,0. E importante ressaltar
que os estudos com os trés tipos de eletrodos (AA, GLI e CBZ) foram conduzidos em
paralelo, e ajustes relacionados ao eletrolito foram realizados conforme os resultados eram
obtidos para o CBZ. Nesse sentido, em alguns estudos os eletrdlitos sofrem alteracdes, que
serdo discutidas em seus respectivos topicos. Os resultados referentes ao perfil voltamétrico

do AA estdo exibidos na FIGURA 25.
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FIGURA 25 - PERFIL VOLTAMETRICO DO PROCESSO DE OXIDACAO DO AA NA
CONCENTRACAO DE 0,25 mmol L. VELOCIDADE DE VARREDURA: 50 mV s'. ELETROLITO
SUPORTE: TAMPAO ACETADO pH 5,0.
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A FIGURA 25 apresenta o voltamograma ciclico do branco da solucdo (eletrolito
suporte) representado em preto e o perfil voltamétrico do AA em vermelho. E possivel
observar o pico de oxidagdo do AA na regidao de potencial proximo a 0,50 V, sendo o perfil
voltamétrico concordante com os relatados na literatura®®!. A reacdo de oxidagdo do AA
para o 4acido dehidroascorbico envolve a perda 2 protons e 2 elétrons e o perfil usualmente
observado nos voltamogramas ciclicos apresenta apenas o pico de oxidagao, devido a rapida
reagdo de hidrolise do acido dehidroascérbico levando a formacao do acido 2,3-

dicetogulonico, conforme demostrado na FIGURA 26.

FIGURA 26 - REACAO DE OXIDACAO DO AA A ACIDO DEHIDROASCORBICO E DE HIDROLISE
DESTE ULTIMO AO ACIDO 2,3-DICETOGULONICO.
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FONTE: A autora

A proposta do presente trabalho ¢ desenvolver uma plataforma multiplex para uso

combinado dos eletrodos para a determinacao dos trés alvos investigados com o minimo de
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alteragdes experimentais. Levando isso em consideragdo, ¢ importante que as condigdes
adotadas com relacdo ao eletrdlito de suporte e o pH sejam as mesmas para evitar que sejam
necessarias modificagdes para cada eletrodo de trabalho utilizado. Assim, ndo houve maiores

investigacoes sobre esses aspectos para o AA.

Apos avaliar a viabilidade do eletrodo na detec¢ao de AA, procedeu-se a construgao
de uma curva analitica para investigar o desempenho do eletrodo. Esse estudo permitiu a
obtencao de dados quantitativos sobre a resposta do eletrodo em diferentes concentracdes de

AA. Os voltamogramas obtidos para cada concentra¢do encontram-se na FIGURA 27.

FIGURA 27 - (A) VOLTAMOGR AMAS CICLICOS OBTIDOS DE 10 pmol L' A 1,0 mmol L' DE AA. (B)
AMPLIACAO DE 10 mmol L' A 0,25 mmol L'. VELOCIDADE DE VARREDURA: 50 mV s’.
ELETROLITO SUPORTE: TAMPAO ACETADO pH 5,0.
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O desempenho analitico dos eletrodos impressos para a determinacao de AA, nas
condi¢des determinadas, foi verificado pelas medidas com o incremento das concentragdes
do analito. A FIGURA 27 (A) mostra os voltamogramas ciclicos obtidos na faixa de
concentra¢do de 10 pmol L' a 1,0 mmol L-'. Na FIGURA 27 (B) é possivel observar a
amplia¢do dos voltamogramas obtidos na regido de concentragdo de 10 umol L' a 0,25
mmol L. Os resultados obtidos por CV foram sumarizados na forma de curva de regressdo

linear e esta representado na FIGURA 28.
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FIGURA 28 - CURVA ANALITICA DO AA OBTIDA POR CV COM FAIXA DE CONCENTRACAO DE
10 uyMOL L' A 1,0 mmol L'! (n = 5).
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A curva analitica representada na FIGURA 28, apresentou um coeficiente de
determinacdo (R? = 0,9951), indicando um bom ajuste no modelo de regressdo linear, com
uma regido linear de resposta entre 10 pmol L' e 1,0 mmol L', onde houve uma correlagio
direta entre a concentracdo do analito e o sinal analitico detectado, apresentando uma
sensibilidade de 3,55 pA L mmol, com base na seguinte equacao que rege esta correlacao: I
(uA) = 3,55 Caa (mmol L) + 2,34 x 102. No entanto, acima desses valores, observou-se
uma saturacdo da superficie do sensor. Para realizar os calculos do limite de detec¢ao (LOD),
utilizou-se a formula da razdo de trés vezes o desvio padrao do branco dividido pela
sensibilidade. Da mesma forma, para o limite de quantifica¢do (LOQ), aplicou-se a formula
da razio de dez vezes o desvio padrdo do branco pela sensibilidade®”. Os valores obtidos
foram um LOD de 0,712 umol L' e um LOQ de 2,37 umol L'!. A partir dessas informagdes,
os valores dos parametros analiticos de mérito da metodologia proposta foram comparados
com os de outros trabalhos reportados na literatura que utilizaram eletrodos impressos. Os

resultados estdo apresentados na TABELA 5.
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TABELA 5 - COMPARACAO ENTRE DIFERENTES TRABALHOS REPORTADOS DE ELETRODOS
IMPRESSOS PARA DETERMINACAO DE AA.

Sensor Método LDR/molL' LOD/umolL' S/pAL mmol!' Ref
5 -
SPE/3D-1GO pgy 10x107aloxio 3.4 15 93
CuO 4 3 94
nanoneedles/SPEs AM Ix10%a8x10 88 73
B-CD/rfGO/SPE DPV 2x10%*a2x1073 67,00 4,63 %
SPE -LabSense CV 1x10%a1x1073 0,712 3,55 *

Three-dimensional graphene oxide/ Screen-Printed Electrode (SPE/3D-rGO); Copper Oxide nanonecedles/
Screen-Printed Electrode (CuO nanoneedles/SPEs); B-cyclodextrin/ Reduced graphene oxide/ Screen-Printed
Electrode (B-CD/rGO/SPE)

LSV — Linear Sweep Voltametry; AM — Amperometry; DPV — Differential Pulse Voltametry; CV — Cyclic
Voltametry; LDR — Linear Dynamic Range; S -sensibilidade; LOD — Limit of detection; *Esse trabalho

O método proposto demonstrou potencial analitico para a determinagdo de AA,
apresentando uma faixa linear, LOD e sensibilidade comparaveis e, por vezes, melhores aos
demais estudos relatados na literatura. E relevante destacar que os dispositivos
desenvolvidos com esta metodologia ndo foram alterados com a adicio de nenhum
modificador em sua composi¢do; apenas uma modificacdo superficial foi realizada por meio
do tratamento eletroquimico. Essa abordagem contrasta com outros sensores revisados, ja
que todos eles incorporam algum tipo de modificador em sua estrutura. Esses resultados
evidenciam a eficacia do dispositivo desenvolvido e sua viabilidade para futuras aplicagdes

em analises de amostras alimentares.

A analise da curva analitica permitiu também a determinagdo da precisdo
intermediaria do método, um pardmetro que avalia a concordancia entre varias medidas
realizadas em uma mesma amostra. Como cada ponto da curva analitica foi feito em
quintuplicada, foram utilizados os valores de corrente elétrica obtidos para a concentragao de
0,5 mmol L' de AA. O valor de referéncia (100%) foi obtido através do calculo da média de

todas as medidas realizadas. Os resultados estdo representados na FIGURA 29.
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FIGURA 29 - VARIACAO DAS CORRENTES DE PICO RELATIVAS PARA O AA 0,5 mmol L' EM
TAMPAO ACETATO pH 5,0 PARA AVALIAR A PRECISAO INTERMEDIARIA.

Eletrodo

Pelo grafico de barra, pode-se observar que as réplicas apresentaram valores entre 90
e 110% em relacdo ao valor médio de corrente elétrica obtida (100%), apresentando um desvio
padrdo relativo de +6,98%, indicando que o método proposto apresenta confiabilidade nos

resultados.

Dessa forma, como parte do desenvolvimento do sistema multiplex, o proximo
analito estudado foi a GLI, por meio do desenvolvimento de um biossensor. Para isso, foram
realizados estudos com o objetivo de imobilizar a enzima GOx associada a um filme Prussia,
utilizado para detectar o peroxido de hidrogénio gerado durante a reagdo enzimatica com a

GLL

4.3 AVALIACAO DOS ELETRODOS PARA A DETERMINACAO ENZIMATICA DE
GLICOSE

4.3.1 Formacgao do Filme de Azul da Prussia

Inicialmente, a metodologia para a formagdo e crescimento do filme de azul da
Prussia foi estudada. De acordo com o item "3.3.2.1 Formagao do Filme de Azul da Prussia",
foi empregado um procedimento potenciodindmico de 15 ciclos. Esse procedimento foi
realizado em uma solugdo contendo ions ferricianeto e ferro (III), juntamente com o

surfactante CTAB, conforme descrito na metodologia proposta por Lowinsohn®. Os
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voltamogramas que representam o crescimento do filme podem ser visualizados na FIGURA

30.

FIGURA 30 - VOLTAMOGRAMAS CICLICOS OBTIDOS A PARTIR DA SOLUCAO PREPARADA
PARA ELETRODEPOSICAO DO AZUL DA PRUSSIA (15 CICLOS). (B) VOLTAMOGRAMA DO 15°
CICLO DO FILME DE AZUL DA PRUSSIA. B.P: BRANCO DA PRUSSIA. A.P: AZUL DA PRUSSIA.
V.B: VERDE DE BERLIM.
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Pelos voltamogramas mostrados na FIGURA 30, durante a etapa de crescimento do
filme de azul da Prussia foi observada a presencga de quatro processos faradaicos, respectivos
a reagOes redox das espécies azul da Prussia/branco da Prussia e azul da Prussia/verde de
Berlim, em acordo com os resultados apresentados na literatura®’. Essas etapas sdo descritas

pelas Equagdes 4 e 5%,

KFe'[Fe'l(CN)] + K* + e~ = K,Fe![Fe'(CN);] Equagio 4

AP BP

KFel'[Fe((CN),] = Fe[Fe'(CN) ] + K™+~ Equagio 5
AP VB

A oxidagao do branco da Prussia a azul da Prussia foi observada em potencial de pico
de 0,27 V, ja o processo de redugdo do azul da Prussia novamente a branco da Prussia foi
observado em -0,08 V. Também foram registrados os processos redox relacionados a rea¢ao
de oxidacao do azul da Prussia em verde de Berlim, em 0,96 V, e a reagdo reversa de redugao,

em 0,78 V. Devido ao branco da Prussia apresentar atividade catalitica para a redu¢do do
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perdoxido de hidrogénio em meio acido a formacgao do filme ocorre em baixos valores de pH.
No entanto, a enzima GOx necessita de meios onde o valor de pH sejam mais brandos para
uma atividade 6tima, o que compromete a estabilidade do filme de azul da Prussia. Nesse
sentido, o emprego do CTAB ¢ indicado na literatura®-'°! para garantir essa estabilidade do
filme que tende a ser afetado pelo pH do meio. Desse modo, foi optado pela metodologia

com o uso do surfactante para crescimento do filme por eletrodeposigao.

4.3.2 Avaliagao do eletrodo impresso com Azul da Prissia na deteccao do H>O»

Uma das abordagens convencionais para a determina¢do de GLI utilizando
biossensores eletroquimicos ¢ a deteccao do perdxido de hidrogénio gerado na reacao
enzimatica da GLI. Filmes de azul da Prussia em sua forma reduzida (branco da Prussia)
podem ser oxidados quimicamente pelo perdxido de hidrogénio, gerando azul da Prassia que
pode ser reduzido novamente ao branco, em condi¢des favoraveis de potencial e pH (acido),
fornecendo um sinal proporcional ao H>O» presente. Essa sequéncia de etapas ¢ comumente
classificada como um mecanismo eletroquimico-quimico (EC") pois, envolve inicialmente
areacao eletroquimica (E) para formag¢ao do branco da Prussia e, posteriormente, uma reacao
quimica (C) entre ele e o perdxido de hidrogénio regenerando o azul da Prassia. As reagdes
que ocorrem na superficie do biossensor na presenca de GLI pode ser ilustrado pelo esquema

representativo apresentado na FIGURA 31.

FIGURA 31 - ESQUEMA ILUSTRATIVO DAS ETAPAS NA DETERMINACAO DE GLI
EMPREGANDO UM BIOSSENSOR ELETROQUIMICO.
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FONTE: A autora.

Assim, foi estudado o comportamento eletroquimico desse filme frente a reducao de
peroxido de hidrogénio, com énfase aos processos branco e azul da Prussia. Os resultados
mostrados na FIGURA 32 sdo referentes a voltametrias ciclicas obtidas para o eletrodo

modificado na auséncia e com duas adi¢oes sucessivas de peroxido de hidrogénio em solu¢ao



73

0,1 mol L' de Na,SO4 e tampdo acetato pH 5,5 (pH dentro da faixa de atividade maxima da
enzima livre!??). O Na,SOj4 foi incorporado como eletrélito suporte neste estudo, pois, nesta
fase, ainda estava sendo avaliado o uso do HDL ou dHDL como modificador. Como o
material lamelar apresentava ions SO4> no espago interlamelar, era necessario a presenga

desses ions na solucdo de eletrolito suporte.

FIGURA 32 - VOLTAMOGRAMAS CICLICOS OBTIDOS APENAS NO ELETROLITO SUPORTE (1:10
TAMPAO ACETATO pH 5,5 E SOLUCAO DE Na,SO, 0,1 mol L") E APOS ADICOES DE SOLUCOES
DE 1 E 2 mmol L'! DE H,0,. VELOCIDADE DE VARREDURA: 50 mV s’
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Na FIGURA 32, apo6s as adigdes de peroxido de hidrogénio pode-se observar um
aumento sucessivo da corrente elétrica na regido de potencial relacionada a reducdo do azul
da Pruassia a branco da Prassia, assim como diminui¢do no valor da corrente de oxidac¢ao do
branco da Prassia a azul da Prussia. Quando a varredura atinge valores de potencial que
favorece a formag¢ao do branco da Prussia, ele ¢ consumido quimicamente pelo peroxido de
hidrogénio e regenera o azul da Prassia. Sendo o potencial aplicado favoravel a redugdo, o
azul da Prussia ¢ reduzido novamente levando a um aumento da corrente catodica quando
comparado & auséncia do H,O,. E uma resposta tipica para um processo de mediagio redox,
indicando que o peroxido de hidrogénio pode ser reduzido pelo branco da Prussia em
potenciais abaixo de -0,1 V, e evidenciando que o uso do filme de azul da Prussia ¢ viavel

para promover a redugdo de perdxido de hidrogénio e, consequentemente, a detecgao de GLI.
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4.3.3 Potencialidade Analitica para a Deteccdao de Glicose

Apb6s a avaliagao do filme de azul da Prssia como mediador redox viavel para a
detecdo de peroxido de hidrogénio, procedeu-se a avaliagdo da imobiliza¢dao proposta para a
enzima GOx, conforme descrito no item “3.4.3 Imobilizacdo da Enzima Glicose Oxidase”.
A 1imobilizagdo foi realizada por meio de ligagdo cruzada, formando ligagdes
intermoleculares entre a enzima e reagentes, tornando-a insolivel no meio reacional.
Agentes de reticulagdo sao moléculas que possuem pelo menos duas extremidades reativas
que se ligam a grupos especificos de aminodcidos da enzima, sendo nesse caso, O
glutaraldeido o agente reticulador da ligagdo cruzada no biossensor'®. O nafion tema fungdo
de formar um filme estavel sobre a superficie do eletrodo, auxiliando no ancoramento da
enzima. O BSA se reticula com a enzima, tornando-a mais estavel e menos soluvel, enquanto
a glicina tem a funcdo de bloquear sitios remanescentes que nao foram ocupados pela
enzima'%*. Uma vez concluida a imobiliza¢io, foram adicionadas concentragdes sucessivas
de GLI para avaliar a eficacia da metodologia proposta para a detecgdo indireta de GLI. Os

resultados obtidos foram apresentados na FIGURA 33.

FIGURA 33 - VOLTAMOGRAMAS CICLICOS OBTIDOS APENAS NO ELETROLITO SUPORTE (1:10
TAMPAO ACETATO pH 5,5 E Na,SO4 0,1 mol L) E APOS ADICOES DE SOLUCOES DE 10 E 20 mmol
L' DE GLI. VELOCIDADE DE VARREDURA: 50 mV s

— Branco
—— 10 mM Glicose
10 -{ — 20 mM Glicose

I/uA

-10

-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6

E / V (vs. Ag/AgCl 3,0 mol L™ KCl)

Conforme previsto, apds as adigoes de GLI, foi possivel observar um incremento

sucessivo da corrente elétrica relacionada a redugao do azul da Prussia a branco da Prussia,
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bem como uma diminui¢ao no valor da corrente de oxidacao do branco da Prussia a azul da
Priissia. E importante destacar que esse incremento foi inferior ao observado com a adicio
de peroxido de hidrogénio, mas isso ja era esperado devido ao fato da producao de peroxido
de hidrogénio passar a depender de fatores externos, como concentragoes, atividade da

enzima, difusdo dentro do filme, entre outros.

Contudo, os resultados obtidos indicam que a enzima foi efetivamente ancorada a
superficie do eletrodo impresso através da imobilizagao proposta, e o filme de azul da Prussia
desempenhou seu papel de mediador redox na reducao do perdxido de hidrogénio em
potenciais proximos a -0,05 V. Esses resultados validam a metodologia proposta para a
detec¢do indireta de GLI, evidenciando seu potencial para o desenvolvimento de

biossensores.

Com o intuito de aprimorar a etapa de imobiliza¢dao e reduzir o efeito capacitivo
observado no eletrodo, foram exploradas diversas modificagcdes nesse procedimento,
conforme descrito na TABELA 3. O estudo para determinar o procedimento mais adequado
para a imobilizagdo envolveu a realizacao de uma curva analitica investigativa para GLI ao
longo de um periodo de dois dias. Uma curva analitica foi construida utilizando a
cronoamperometria, aplicando um potencial de -0,3V por 30 segundos, com uma faixa de
concentra¢io de 1 a 6 mmol L' de GLI. Para a andlise, foram avaliados a sensibilidade da
curva, o valor da corrente elétrica correspondente a menor concentragdo de GLI e a

estabilidade de um dia para o outro. Os resultados obtidos estdo apresentados na TABELA

6.

TABELA 6 - COMPARATIVO DE SENSIBILIDADE E VALOR DE CORRENTE ELETRICA PARA A
MENOR CONCENTRACAO DE GLI.

Sensibilidade Dia1  Sensibilidade Dia2  Corrente (1 mM GLI

Procedimento / nA L mmol™ / pA L mmol™ (dia 1)) / pA
| 1,69 1,50 2,13 uA
11 1,03 0,10 1,04 uA
I 1,05 0,51 0,97 uA

Com base na TABELA 6, nota-se que o procedimento I demonstrou maior
sensibilidade e uma menor perda de sensibilidade ao longo do dia em compara¢ao com os
outros métodos. Além disso, para a menor concentragio de GLI estudada (1,0 mmol L), o

procedimento I apresentou praticamente o dobro da corrente elétrica em relacdo aos demais,
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indicando uma maior sensibilidade e menores valores de LOD e LOQ. Essa diferenca pode
estar relacionada ao BSA, uma vez que, por ser uma proteina de grande tamanho, pode

interferir no processo de transferéncia de carga na superficie do eletrodo.

Além disso, procedimento II e Il ndo contam com o glutaraldeido, que ¢ responsavel
pela ligacao cruzada da enzima ¢ a superficie eletrodica. Se a liga¢ao entre enzima/eletrodo
ndo ocorre eficientemente, ocorrera naturalmente a lixiviacdo da enzima. Com uma
quantidade reduzida de enzima, a conversao de glicose diminui, resultando em um sinal
gerado menor. Assim, a imobilizagdo da enzima GOx foi realizada por meio da modificag¢ao

do procedimento original, removendo o BSA da composicao.

Ap0s a otimizacdo da etapa de imobilizagdo, foram realizadas imagens de MEV da
superficie do eletrodo ap6s a formagao do filme de Azul da Prussia e imobilizagdo da enzima,

as quais estdo apresentadas na FIGURA 34.

FIGURA 34 - IMAGENS REPRESENTATIVAS OBTIDAS POR MICROSCOPIA ELETR(A)NICA’ DE
VARREDURA DO BIOSSENSOR. (A, B E C) CRISTAIS DE AZUL DA PRUSSIA SOBRE A SUPERFICIE
ELETROQUIMICA. (D, E E F) FILME POLIMERICO COM ENZIMA SOBRE O FILME DE AZUL DA
PRUSSIA.
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As imagens das FIGURA 34 (A, B e C), confirmam a presenca do azul da Prussia
eletrodepositado na superficie do eletrodo, como sugerem os perfis voltamétricos obtidos.
Isso ¢ evidenciado pela presenca de cristais cubicos de azul da Prussia, visiveis na regido
mais clara das imagens. Na FIGURA 34 (D), observa-se o filme polimérico correspondente
ao ancoramento da enzima GOx na superficie eletroédica e nas FIGURA 34 (E e F) € possivel

observar os cristais de azul da Prussia sob o filme com proteina.

4.3.4 Desempenho Analitico na determinagdo de Glicose

Com base nos pardmetros otimizados, a avaliacdo do desempenho analitico do
método foi conduzida mediante a adicdo de concentracdes crescentes de GLI, utilizando a
técnica de cronoamperometria tanto com agitacao (dindmica) quanto sem agitagao (estatica),
aplicando um potencial constante de -0,3 V vs. (Ag/AgCl 3,0 mol L' KCI). Esses ensaios
foram realizados apenas para comparagdo do desempenho do biossensor. Os resultados da

curva analitica amperométrica estatica se encontra na FIGURA 35.

FIGURA 35 - (A) CRONOAMPEROGRAMAS OBTIDOS NA FAIXA DE 0,1 mol L A 4,0 mmol L' DE
GLI, COM POTENCIAL APLICADO DE -0,3 V. ELETROLITO SUPORTE: TAMPAO ACETATO pH 5.0.
(B) CURVA ANALITICA CORRESPONDENTE (n=5).
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A curva analitica apresentou regido linear de trabalho de 0,1 a 4,0 mmol L,
coeficiente de correlagdo de 0,9985, sensibilidade de 1,80 pA L mmol-! e equagio de reta
representada por: I (pA) = -1,81 Cgii (mmol L) + 9,87 x 108, Com base nesses parimetros,
os limites de detec¢ao e quantificagao para este sensor foram determinados como 18,9 € 63,0

umol L', respectivamente.
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A partir da curva analitica, o estudo de precisdo intermedidria do método foi
realizado. Os valores de corrente elétrica para a concentragdo de 2,0 mmol L-! de GLI foram
utilizados. O valor de referéncia (100%) foi calculado a partir da média de todas as medidas

realizadas. Os resultados estao ilustrados na FIGURA 36.

FIGURA 36 - VARIACAO DAS CORRENTES DE PICO RELATIVAS PARA A GLI 2,0 mmol L™ EM
TAMPAO ACETATO pH 5,0 PARA AVALIAR A PRECISAO INTERMEDIARIA.
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Todas as réplicas avaliadas apresentaram um valor de corrente elétrica dentro da
faixa de 10% de variagdo em relagao ao valor de referéncia de 100%. Por meio do céalculo
do valor médio da corrente elétrica e do desvio padrdo entre as replicatas, foi possivel
determinar um desvio padrao relativo de +5,72%. Esses resultados indicam que a
metodologia apresenta um comportamento eletroquimico com pouca flutuacdo nos valores
de corrente elétrica para a determinag¢do da concentracdo de GLI. Para a curva analitica

amperometria dinamica os resultados estdo dispostos na FIGURA 37.

FIGURA 37 - (A) AMPEROGRAMAS OBTIDOS NA FAIXA DE 0,1 mmol L' A 2,5 mmol L™ DE GLI,
COM POTENCIAL APLICADO DE -0,3 V. ELETROLITO SUPORTE: TAMPAO ACETATO pH 5,0. (B)
CURVA ANALITICA CORRESPONDENTE (n=3).
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Observa-se um aumento linear na resposta de corrente em fung¢do do aumento da
concentragio de GLI na faixa de 0,1 a 2,5 mmol L-!, com uma sensibilidade de 4,04 pA L
mmol™'. A técnica dinAmica exibe uma maior sensibilidade em comparagio com a estatica,
devido a contribui¢do do transporte de massa por convecgdo. Isso resulta em valores mais
baixos para o LOD e LOQ, que foram determinados como 8,50 umol L' e 28,30 umol L-!,

respectivamente.

De forma analoga as outras curvas analiticas reportadas neste documento, foi
conduzido um ensaio de precisao intermedidria do método, empregando os valores de
corrente elétrica associados a concentragdo de 1 mmol L' de GLI. Como a construgio dessa
curva analitica foi realizada em triplicata, o resultado reflete a variacdo dessas trés medidas

e esta representado na FIGURA 38.

FIGURA 38 - VARIACAO DAS CORRENTES DE PICO RELATIVAS PARA A GLI 1,0 mmol L™ EM
TAMPAO ACETATO pH 5,0 PARA AVALIAR A PRECISAO INTERMEDIARIA.

1 2 3
Eletrodo

Apesar de a quantidade de replicatas para esse ensaio ndo ser ideal, este estudo
demonstra a tendéncia de reprodutibilidade entre os eletrodos utilizados nesta metodologia.
Por meio dos calculos necessarios, o valor do desvio padrao relativo foi de +6,92%,

indicando novamente confiabilidade dos resultados da metodologia aplicada.

Por fim, os resultados obtidos tanto pela técnica de cronoamperometria estatica
quanto dindmica foram comparados com o desempenho analitico de outros eletrodos
impressos modificados com azul da Prussia para detec¢do de GLI, e estdo apresentados na

TABELA 7.
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TABELA 7 - COMPARACAO ENTRE DIFERENTES TRABALHOS REPORTADOS DE ELETRODOS
IMPRESSOS MODIFICADOS COM AZUL DA PRUSSIA PARA DETERMINACAO DE GLL

LOD/  S/pAL

Sensor Método LDR / mol L! 1 1 Ref
pmol L mmol
Paper-based/PB- -\ e rometria 2.5x10422.0x10° 1,0 x10 2,13 105
SPCE
Gr/PANI/AuNPs
DPV 2.0x104a1,12x102 1,0 x102 4.58 106
/GOD/SPCE LRI A LIsx s :
GOx/AuNPs/Pty/ Amperometria 1.0 x10% 2 1,0 x10° 1.00 421 107
PB/SPCE em Fluxo
SPE -LabSensE “MPETOMEMId 1 6 10424.0x10° 1,89 x10 1,80 *
Estatica
SPE -LabSensE  IPCTOMEUId ) (1042055100 8.50 4,04 *
Dinamica

Paper-based/Prussian Blue/Screen-Printed Carbon Electrode (Paper-based/PB-SPCE)
Graphene/polyaniline/Au nanoparticles/GOD/Screen-Printed Electrode (Gr/PANI/AuNPs/GOD/SPCE)
Glucose oxidase/gold nanoparticles/polytyramine layer/Prussian Blue/Screen-Printed Carbon Electrode
(GOx/AuNPs/Pty/PB/SPCE)

Os resultados obtidos revelam semelhangas no desempenho analitico com outros
sensores que empregam eletrodos impressos de carbono modificados com azul da Prussia,
conforme relatado na literatura. A metodologia desenvolvida e posteriormente aplicada
destaca-se pela sua simplicidade, dispensando qualquer outra forma de modificagdo
eletroquimica, com excec¢ao da eletrodeposi¢ao do azul da Prussia, contrastando com as

demais metodologias mencionadas na tabela.

Por fim, realizou-se a avaliagdo do ultimo componente, o CBZ, integrante da
proposta do multiplex. Os estudos relacionados ao CBZ tinham como objetivo principal
avaliar a potencialidade dos eletrodos impressos desenvolvidos para sua determinacao e

futura aplicag@o no sistema multiplex.
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44 AVALIACAO DOS ELETRODOS MODIFICADOS COM dHDL Zn/Al PARA
DETERMINACAO DE CARBENDAZIM

4.4.1 Perfil Voltamétrico do Carbendazim

Inicialmente, para avaliar o comportamento voltamétrico do CBZ foram utilizados
os eletrodos impressos sem modificagao. Para o estudo, foram realizadas medidas de CV ao
longo de uma faixa de potencial de 0,6 a 1,1 V na auséncia e na presenga de 10 pmol L' do

fungicida. Os resultados constam na FIGURA 39.

FIGURA 39 - VOLTAMOGRAMAS CICLICOS OBTIDOS COM ELETRODOS IMPRESSOS NAO
MODIFICADO NA AUSENCIA E NA PRESENCA DE 10 umol L' DE CBZ. VELOCIDADE DE
VARREDURA: 50 mV s”'. ELETROLITO SUPORTE: 1:10 TAMPAO ACETADO pH 5.5 E Na,SO,4 0,1 mol
L.
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E / V (vs. Ag/AgCl 3,0 mol L™ KCl)

A FIGURA 39 apresenta o voltamograma ciclico do branco da solucdo (eletrolito
suporte) representado em preto e o perfil voltamétrico do CBZ em vermelho. O
voltamograma ciclico sugere um processo quasi-reversivel, onde € possivel observar um
pico de oxidacdo proximo a 0,90 V e reducdo proximo de 0,77 V. Para um processo
totalmente reversivel € necessario que o valor da corrente elétrica do pico de oxidacao seja
igual ao valor da corrente elétrica do pico de redugdo independente da velocidade de
varredura'%®. Entretanto, no caso do voltamograma estudado, percebe-se que as correntes
elétricas dos picos de oxidacdo e reducdo sdo diferentes, indicando um certo grau de

irreversibilidade.
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Nesse contexto, a oxidacao do CBZ, ilustrada na

FIGURA 40, ocorre por meio de um processo de transferéncia de 2 elétrons e 2
protons, resultando em um radical instavel de benzimidazol heterociclico e metilcarbamato.
Os radicais instaveis de benzimidazol heterociclico reagem completamente para formar um

dimero, que ¢ entdo reduzido para proporcionar o alcool correspondente a 0,7 V (pico 2).

FIGURA 40 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA OXIDAGAO ELETROQUIMICA DO CBZ NA
SUPERFICIE DO ELETRODO IMPRESSO.
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Devido a suspensao desse analito pela ANVISA, a concentragdo do CBZ, se presente
em amostras, deve ser baixa. Para atingir um LOD compativel com concentragdes
usualmente encontradas antes da proibicdo da ANVISA, adotaram-se estratégias, como a
modificagdo do eletrodo em associacdo sinérgica com a técnica pulsada SWV. Nesse

sentido, foi caracterizado a delamina¢do do HDL Zn/zAl por MET.

4.4.2 Caracterizagao do dHDL

A delamina¢ido do HDL foi realizada conforme descrito por Perez-Barrado et al.”®,
baseado na sonicacao do material na presenca de formamida como solvente. O dHDL foi
avaliado através de imagens de MET, com a finalidade de avaliar a morfologia e tamanho

médio de particulas. As imagens obtidas estdo representadas na FIGURA 41.

FIGURA 41 - IMAGENS DE MET OBTIDAS DO dHDL: (A), (B), (C), (D), (E) E (F), NAS
AMPLIACOES DE 5, 10, 50, 30, 20 E 30KX RESPECTIVAMENTE.
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Com base nas imagens obtidas por MET, apresentadas na FIGURA 41, as particulas
de dHDL exibem uma geometria irregular (circular), em contraste com a geometria
hexagonal tipica do HDL. Essa alteracdo geométrica era esperada e estd em consonancia
com estudos previamente relatados na literatura’'°. E observado em certas regides de
aglomerados (A), a presenca de particulas com a geometria caracteristica do HDL, sugerindo
que, em algumas regides, a delaminacao pode nao ter sido completa de forma uniforme em
toda a extensao da amostra. Contudo, as imagens em associacao com os estudos de adsorcao

e voltamétricos sugerem a delaminagao devido a melhora das caracteristicas.

Nesse contexto, o estudo posterior teve como objetivo a comparagao do desempenho
eletroquimico do modificador (forma delaminada e integra) para a pré concentragdo do CBZ

e investigar as proporc¢des adequadas de modificador para as futuras analises.

4.4.3 Potencialidade Analitica dos Eletrodos Impressos Modificados com HDL Zn/Al

Como mencionado anteriormente, os hidroxidos duplos lamelares (HDLs) possuem
propriedades adsortivas, o que lhes permite a pré-concentragao ex situ do CBZ na superficie
do eletrodo, resultando em um aumento do sinal analitico. Nesse contexto, foram avaliados
trés diferentes tempos de pré-concentragdo. Devido ao CBZ apresentar um comportamento
quasi-reversivel, na condi¢ao de velocidade de varredura nos ensaios com CV, estudos
subsequentes foram conduzidos utilizando SWYV, visando melhorar a sensibilidade da
metodologia. Neste estudo, foram examinados tanto os eletrodos impressos sem
modificac¢do, como aqueles modificados com HDL em uma proporcao de 15% (m/m). Além
disso, foram analisados eletrodos modificados com diferentes propor¢des de HDL

delaminado (dHDL). Os resultados estdao dispostos na FIGURA 42.
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FIGURA 42 - INTENSIDADES DE CORRENTE DE PICO ANODICO OBTIDAS PARA O CBZ EM
FUNCAO DOS DIFERENTES TEMPOS DE PRE-CONCENTRACAO E DIFERENTES PROPORCOES DE
HDL. ELETROLITO SUPORTE: 1:10 TAMPAO BR pH 7,0 E Na,SO,4 0,1 mol L.
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Os resultados evidenciaram que a presen¢a do modificador no eletrodo proposto
promove uma melhora em relagao ao sinal de resposta quando comparado ao eletrodo ndo
modificado. Para o HDL nao delaminado, nao foram obtidas melhoras tao expressivas frente
ao eletrodo convencional, embora exista uma variagao do sinal com o tempo de acumulagao.
Por outro lado, a medida em que a propor¢dao de dHDL foi aumentada, foi observado um
incremento substancial na intensidade de sinal, o que pode estar em acordo com aumento de
area ativa capaz de adsorver o analito. O valor maximo de corrente foi gerado quando no
eletrodo impresso confeccionado com 10 % (m/m) de dHDL, apds isso o valor comeca a
diminuir. O decaimento do sinal pode ser consequéncia da perda de condutividade do sensor,
como o modificador ndo se trata de um condutor elétrico, a medida que o grafite (condutor)
¢ substituido pelo dHDL, em maiores propor¢des, o carater isolante do material modificador
prevalece e, nesse caso, ¢ observada a queda da corrente registrada. Assim, optou-se pelo
uso de eletrodos modificados com dHDL na proporc¢ao de 10% (m/m) e com um tempo de
pré concentragao de 2 minutos. O incremento no sinal elétrico observado para o tempo de
pré-concentragdo de 5 minutos ndo apresenta uma melhoria expressiva suficiente para

compensar o aumento do tempo dedicado a essa etapa do processo.

Adicionalmente, com a opg¢ao pelo uso do dHDL, a necessidade de incorporar
Na2SO4 no eletrdlito suporte, devido a possiveis trocas idnicas entre os ions presentes no

eletrolito e no espago interlamelar do material (HDL), foi eliminada. Os estudos foram entao
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conduzidos apds essa otimizacgdao, sem a adicdo de Na,SO4 na composi¢do do eletrélito

suporte.

Por fim, ¢ importante considerar um estudo sobre o efeito do pH durante a etapa de
pré-concentragdo e leitura, a fim de otimizar o sinal analitico. Com essas informagdes, sera

possivel aprimorar as condi¢des experimentais para analises futuras.

4.4.4 Estudo de pH de pré-concentracao e leitura

Foi realizado um estudo a fim de se verificar a influéncia do pH exercida sobre a
resposta do sensor. O mesmo eletrolito suporte estudado foi utilizado tanto na etapa de pré-
concentracdo como na etapa de leitura. Para o estudo foram preparadas solugdes tampao
(BR), no intervalo de pH de 3,0 a 10,0, as quais foram empregadas para pré-concentrar uma
solugdo de CBZ 10 pmol L' e também para a medida eletroquimica em tampdo. Os

resultados obtidos estdo apresentados na FIGURA 43 .

FIGURA 43 - VOLTAMOGRAMAS DE SWV (A) E INTENSIDADES DE CORRENTE DE PICO
ANODICO OBTIDAS PARA O CBZ EM FUNCAO DOS DIFERENTES VALORES DE pH DE PRE-
CONCENTRACAO E LEITURA COM VALOR DE SLOPE OBTIDO DE POTENCIAL vs pH (B) (n=3).
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Os resultados demonstram que o sinal analitico aumenta a medida que o pH diminui,
alcancando o valor maximo em pH 4,0. No entanto, observou-se uma maior dispersao entre
as replicatas nesse ponto. Esse comportamento sugere que a interacao entre o CBZ e o dHDL
possa ser de natureza eletrostatica, uma vez que o pKa do analito ¢ em torno de 4,53, levando
a um aumento na concentracdo do CBZ carregado positivamente (protonado) em regides
proximas ao pH 4,0°*. Por outro lado, o sinal analitico diminui em pH mais baixos, como em
pH 3,0, o que pode ser explicado por uma possivel degradacao do dHDL devido a uma reacao

acido-base. Nessas condi¢des mais acidas, o dHDL pode ndo ser estavel, resultando em uma
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redugdo do sinal analitico. Além disso, em valores de pH muito baixos, ha um excesso de
ions H" presentes na solu¢do, os quais podem competir com o CBZ pelos sitios disponiveis

na superficie do modificador.

No que diz respeito aos potenciais de pico, verificou-se que o potencial de oxidacao
se desloca para valores mais positivos a medida que o pH diminui. A inclinagao da curva
revelou um valor de 58,14 mV pH™!, indicando que a reag¢do envolve um nimero igual de
elétrons e protons. A reacdo sugerida por Periyasamy et al.'” segue o comportamento

observado sendo descrita com dois elétrons e dois préton durante a oxidagdo do CBZ.

Portanto, considerando os resultados, o pH 5,0 foi definido como adequado para as
analises, pois aproxima-se dos valores de pH utilizados para analisar os outros analitos desse
dispositivo, visando o sistema multiplex. Além disso, essa condicdo de pH favorece a
adsor¢do do fungicida na superficie do eletrodo sem a degradacdo do modificador. Nesse
contexto, para a proxima etapa de desenvolvimento do sensor, foi explorado o desempenho
analitico do sensor desenvolvido através da elaboracdo de uma curva analitica para a

detec¢dao de CBZ.

4.4.5 Desempenho Analitico para determinacao do Carbendazim

Com as otimizagdes feitas, obteve-se a melhor condi¢do de compromisso e uma curva
analitica pode ser construida, o método foi aplicado na determinacdo de CBZ em diferentes
valores de concentracdo. A FIGURA 44 apresenta os voltamogramas de onda quadrada e a

curva analitica obtidos (n=5) para este estudo.

FIGURA 44 - (A) VOLTAMOGR AMAS DE SWV OBTIDOS NA FAIXA DE 1,0 umol L' A 10,0 pmol L
DE CBZ, APOS PRE — CONCENTRACAO DE 2 MINUTOS. ELETROLITO SUPORTE: TAMPAO
ACETATO pH 5,0. (B) CURVA ANALITICA CORRESPONDENTE.
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A curva analitica apresentou uma regido linear na faixa de concentracdo entre 1,0 e
10 pumol L' de CBZ com sensibilidade de 0, 168 pA L pmol!. Esta relagio linear ¢ expressa
pela equagdo: 1 (nA) = 0,168 Ccpz (umol L) + 6,75 x 108, com LOD e LOQ de 66,63 ¢
222,11 nmol L, respectivamente. A eficacia da metodologia foi comparada com outros
estudos presentes na literatura que empregam eletrodos impressos a base de carbono para a

determinac¢do de CBZ, sendo os resultados sumarizados na TABELA 8.

TABELA 8 - COMPARACAO ENTRE DIFERENTES TRABALHOS REPORTADOS DE ELETRODOS
IMPRESSOS PARA DETERMINACAO DE CBZ.

Sensor Método LDR/molL! LOD/pmol L' S/pALpmol! Ref

7
secek pey  OXO 0,06 0,095 1
CT'f(j' 8,0 X10_7 a 112
cwspce SV 2,8 x10* 0,02 0,089
6
Gr/SPCE ~ SWV 25’62")3100_53 2,61 0,046 s
SPE - 1,0 x10%a .
LabSense SWV 1,0 x1073 0,06 0,163

Screen-Printed Electrode/ Kraft Paper (SPCE/K)
Chitosan-Functionalized Carbon Nanofiber/ Cu Nanoparticles/Screen-Printed Electrode (CT-fC-Cu/SPCE)
Graphene/ Screen-Printed Electrode (Gr/SPCE)

A TABELA 8 exibe diferentes sensores eletroquimicos que empregam eletrodos
impressos a base de carbono para a deteccdo de CBZ em diversas amostras, como cascas de
frutas e vegetais, agua e solo. Todos os sensores mencionados na tabela derivaram de
modificagdes eletroquimicas visando aprimorar o desempenho analitico do dispositivo. O
sensor destacado neste estudo demonstrou um LOD comparavel aos demais trabalhos
citados, além de exibir uma sensibilidade superior, evidenciando um desempenho analitico

solido em comparag¢ao com outros métodos.
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Finalmente, realizou-se um ensaio de precisao intermediaria do método, utilizando
os valores de corrente elétrica associados a concentragio de 7,5 pmol L' de CBZ, conforme

ilustrado na FIGURA 45.

FIGURA 45 - VARIACAO DAS CORRENTES DE PICO RELATIVAS PARA O CBZ 7,5 pmol L™ EM
TAMPAO ACETATO pH 5,0 PARA AVALIAR A PRECISAO INTERMEDIARIA.

Eletrodo

Todas as réplicas analisadas demonstraram uma corrente elétrica situada dentro de
uma margem de varia¢do de 10%, em relacdo ao valor de referéncia estabelecido em 100%.
A obteng¢@o do valor médio da corrente elétrica e do desvio padrao entre as réplicas permitiu
a determinagao de um desvio padrdo relativo de £7,54%. Estes resultados evidenciam que a
abordagem utilizada exibe um comportamento eletroquimico com minima flutua¢do nos

valores de corrente elétrica durante a analise da concentracao de CBZ.

Com base em todas as otimizac¢des e estudos realizados ao decorrer deste documento,
0 proximo topico trata sobre a validacao do sistema em uma amostra de suco de laranja de

marca comercial.

4.5 ESTUDOS SOBRE O EFEITO DE MATRIZ E AVALIACAO DOS ELETRODOS
PARA DETERMINACAO DE AA, GLI E CBZ EM AMOSTRAS DE SUCO DE
LARANJA

Inicialmente, investigou-se a presenga de efeito de matriz na faixa de trabalho entre

50 umol L' e 750 pmol L' em diferentes niveis de dilui¢io. Apos a etapa de centrifugacio,
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o suco foi diluido em proporg¢des de 10, 50 e 100 vezes, sendo fortificado com padrao de AA
para alcancar os mesmos niveis de concentragdo utilizados na constru¢do da curva de
calibracdo, mas desta vez na presenca da matriz. Os resultados comparativos para cada
concentracao, em relagdo aos obtidos na auséncia da matriz, sdo apresentados na FIGURA

46.

FIGURA 46 - COMPARACAO DAS CURVAS DE CALIBRACAO CONSTRUIDAS NA AUSENCIA E
NA PRESENCA DA MATRIZ DE SUCO DE LARANJA DE MARCA COMERCIAL PARA AA.

3,01 B Curva Ext
® 1:100
2,5 - A 1:50
v 1:10
2,0 -
i 1,5
S~
= 1,0/
0,5 -
o,o =

o0 o1 02 03 04 05 06 07 08
-1
CM/ mmol L

A analise das curvas analiticas obtidas evidencia diferencas, essa observacdo ¢é
confirmada quando as inclinagdes das retas sdo comparadas, considerando os valores de
sensibilidade obtidos para cada uma delas: 3,55 uA L mmol!, 2,96 uA L mmol, 2,59 pA
L mmol! e 2,31 uA L mmol™, para as curvas externas, 1:100, 1:50 e 1:10, respectivamente.
Os resultados mostram que hd um maior efeito de matriz para amostra com menor diluigio,
o que ¢ esperado uma vez que ha uma maior concentragdo dos concomitantes da amostra na
célula, mesmo com uma diluigao de cem vezes. Adicionalmente, realizou-se um teste-t para
duas médias independentes, empregando um intervalo de confianga de 95%. Em todos os
casos comparativos, o valor de tealculado fO1 superior ao valor de tibelado (ttabelado = 3,182).
Portanto, os valores de sensibilidade ndo podem ser considerados estatisticamente iguais,
indicando que o efeito de matriz é significativo ¢ deve ser considerado nas analises

subsequentes. E importante ressaltar que ha boa linearidade para as curvas obtidas com
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coeficiente linear proximo a origem, o que demonstra que, mesmo com algum efeito de
matriz, ¢ possivel realizar a quantificacdo do analito empregando o método de adigdo de
padrao (calibracdo interna).

Por fim, foi conduzido um estudo de adi¢@o e recuperacao para a amostra fortificada
com trés concentragdes do analito, com o objetivo de avaliar a exatidao do método. Os

resultados desse estudo estdo exibidos na TABELA 9.

TABELA 9 — RESULTADOS DOS ENSAIOS DE ADICAO E RECUPERACAO DO AA EM DIFERENTES
NIVEIS DE CONCENTRACAO E DILUICAO.

Recuperaciao Recuperacio Recuperacao Recuperacgao

AA adicionado
Dilui¢so 1:100  Diluicao 1:50 Diluigao 1:10 Média
pmol L-!
1% 1% 1% 1%
100 100,4 86,4 90,9 93+7,
250 97,6 100,5 95,2 98+2,7
500 88,2 93,7 91,6 91 £23
Rec. média % 95+ 6,4 93+7, 93+2;

Os resultados apresentados na TABELA 9 mostram, em geral, bons valores de
recuperagao, condizentes com aqueles adicionados a amostra com uma recuperagao média
proxima de 100%. Portanto, o procedimento proposto pode ser considerado adequado,
também em termos de exatiddo, para a determinagdo de AA em sucos de laranja adotando a
quantificag¢do por adig¢do de padrdo. Nesse sentido, foram realizados ensaios analogos tanto
para a GLI quanto para o CBZ, seguindo uma abordagem semelhante ao que foi descrito
para o AA.

Os estudos iniciais de recuperagao para a glicose (GLI) foram realizados nas mesmas
condi¢des de dilui¢do descritas para o acido ascorbico (entre 10 e 100 vezes). Porém,
observou-se que devido a sua concentragao mais elevada na matriz analisada em comparagao
com o AA, as diluigdes inicialmente investigadas para o AA ndo forneceram resultados
adequados para a detecg¢do de GLI. Diante disso, a GLI foi examinada em maiores diluigdes
(1:1000, 1:500 e 1:250). Como descrito anteriormente para o AA, forma construidas curvas
analiticas para o analito na presenga da amostra em diferentes diluigdes. Os parametros

obtidos na curva de calibragao (linearidade e sensibilidade) foram comparados e analisados.
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Os resultados comparativos das curvas, tanto na auséncia quanto na presen¢a da amostra,

estdo apresentados na TABELA 10.

TABELA 10 - COMPARACAO DE CURVAS ANALITICAS PARA A DETERMINACAO DE GLI: COM
E SEM AMOSTRA, DESTACANDO SUAS RESPECTIVAS SENSIBILIDADES.

Curva Sensibilidade/ pA L mmol™! R?

Externa 4,04 0,999
1:1000 3,69 0,998
1:500 2,39 0,999
1:250 1,95 0,999

Os resultados sugerem um comportamento semelhante ao observado para a
determinagdo de AA. As curvas analiticas obtidas com diferentes dilui¢des da amostra para
a determinagdo de GLI apresentam variacdes nos valores de coeficiente angular
(sensibilidade) em relacdo aquela construida na auséncia da amostra (calibracdo externa).
Notar-se-4 um decréscimo na sensibilidade a medida que o grau de dilui¢cdo diminui,
seguindo a mesma tendéncia observada para o AA, o que sugere um menor efeito de matriz
a medida que a amostra ¢ mais diluida. Importante reforcar que, mesmo alterando o
coeficiente angular (sensibilidade) da curva, ¢ observada uma boa linearidade para os dados
da calibracao sugerindo que o método da adigao de padrao € a estratégia mais adequada para
realizar a quantificacdo desse alvo na amostra.

Os dados obtidos das curvas analiticas construidas em diferentes dilui¢des foram
entdo submetidos a uma andlise estatistica empregando teste-t para comparacao dos
resultados, ao nivel de confianca de 95%. os valores de sensibilidade (coeficiente angular)
das curvas obtidas para as amostras diluidas foram avaliadas e comparadas a curva externa.
Os valores de tcalculado para todas as dilui¢des investigadas foram superiores ao valor de tiabelado
de 2,306, indicando diferengas significativas nos valores de sensibilidade e,
consequentemente, um efeito de matriz.

Por fim, foi conduzido um estudo de adi¢@o e recuperacdo para a amostra fortificada
com trés concentracdes do analito, com o objetivo de avaliar a exatiddo do método. Os

resultados desse estudo estdo exibidos na TABELA 11.



93

TABELA 11 - RECUPERACAO DE GLIEM DIFERENTES NiVEIS DE CONCENTRACAO E DILUICAO.

GLI Recuperacao Recuperacao Recuperacio Recuperacao
adicionado Diluicao 1:1000  Diluicao 1:500 Diluicao 1:250 Média
mmol L1 1% 1% 1% 1%
0,5 90,0 107,8 99,2 99 + 8,9
1,0 104,2 107,9 102,9 105+ 2,
1,5 99.0 97,9 102,1 99+2,
Rec. média % 98+ 7, 104+ 5, 101 £ 1,

Os dados apresentados na TABELA 11 mostram valores de recuperacao condizentes
com aqueles adicionados a amostra, resultando em uma recuperagdo média proxima de
100%. Esses resultados indicam que a metodologia proposta ¢ adequada para a determinagao
de GLI, apesar do efeito de matriz observado anteriormente.

Como ndo foi possivel estabelecer inicialmente uma dilui¢do comum entre o acido
ascorbico (AA) e a glicose (GLI) para uma boa recuperacao, foi necessario ajustar essa
condi¢do em comum entre os trés analitos alvos para o sistema multiplex e avaliar o efeito
de matriz a e recuperacao nessas condigoes.

Assim, a dilui¢do de 250 vezes foi avaliada novamente para o AA para os mesmos
valores de concentracdo investigados anteriormente. Além disso, os estudos realizados para
a determinacdo de CBZ empregaram a amostra diluida na mesma condi¢do (250 vezes)
fortificada com concentragdes de 2,5, 5,0 ¢ 7,5 umol L. Com isso, os resultados das
recuperagdes dos trés analitos em uma diluicdo de 250 vezes foram sumarizados na

TABELA 12.

TABELA 12- RECUPERACAO DO AA, GLI E CBZ EM DIFERENTES NiVEIS DE CONCENTRACAO
NA DILUICAO OTIMIZADA DE 250 VEZES.

Recuperacao Recuperacao Recuperacao
Concentracao
AA 1:250 /% GLI 1:250 /% CBZ 1:250 /%
Minima 108,0 99,2 106,6
Média 101,7 102,9 924
Maxima 97,4 102,1 96,2

Rec. média % 102i5,3 101 + 1,9 98 +7
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Mais uma vez, os resultados obtidos por adicao de padrao apresentaram bons
valores de recuperac¢ao, evidenciando a eficiéncia da abordagem proposta para determinacao
dos trés analitos avaliados neste trabalho. Pelos estudos apresentados fica claro que, embora
o sistema sofra efeito de matriz, ¢ possivel obter bons resultados analiticos empregando uma
dilui¢ao adequada e realizando a quantifica¢dao pelo método da adi¢ao de padrao. Com base
nos valores de recuperacao obtidos para os trés analitos, sob uma mesma condi¢ao de
diluicao (1:250), evidencia-se a viabilidade do uso dessa metodologia para a determinagao
dos analitos através do sistema multiplex. Isso demonstra uma abordagem de baixo custo,

facil manuseio e com resultados satisfatorios em termos de precisdo e exatidao do método.
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5 CONCLUSAO

Neste estudo, foi realizado com sucesso o desenvolvimento ¢ a caracterizacao de
eletrodos impressos do tipo labmade, utilizando reagentes e materiais acessiveis, como
esmalte de unha, grafite em p6 e folhas de PVC. O custo médio unitario desses eletrodos foi
de R$ 0,10, tornando-os economicamente vantajosos. Essa abordagem de impressdo foi
aplicada no desenvolvimento de um dispositivo eletroquimico multiplex, integrando trés
eletrodos de trabalho distintos (um convencional nao modificado, um biossensor ¢ um com
o modificador incorporado a tinta) em um mesmo arranjo. A preparagao desses eletrodos de
base simples e acessiveis revelou-se como uma estratégia de alta versatilidade. Apds uma
rapida etapa de tratamento eletroquimico em solugdo alcalina, observou-se uma melhora
significativa no desempenho eletroquimico do sensor, equiparando-se a outros eletrodos
impressos comercialmente disponiveis. Esses eletrodos foram empregados na determinagao
de acido ascorbico (AA) glicose (GLI) e carbendazim (CBZ) em amostras de suco de laranja.
Utilizando o eletrodo impresso convencional (sem modificagdes), foi possivel realizar a
determinagdo direta do AA utilizando a voltametria ciclica (CV), obtendo figuras de mérito
analitico comparaveis ou até superiores aos trabalhos relatados na literatura. O biossensor
amperométrico para a GLI demonstrou ser uma plataforma viavel para ancorar o filme de
azul da Prussia eletrodepositado em sua superficie, atuando como mediador redox na
oxidag¢do quimica do analito. Foi observado um bom desempenho analitico em comparacao
com outros estudos relatados. Além disso, a tinta labmade proposta neste trabalho mostrou-
sereceptiva a incorporagao de modificadores, como a incorporagao de um hidroxido lamelar
duplo (dHDL) em uma propor¢ao de 10% (m/m), exibindo alta sensibilidade e baixo LOD.
Empregando diferentes dilui¢des da amostra de suco foi observado efeito de matriz para
todos os eletrodos de trabalho avaliados, porém com boa resposta linear em todos os casos.
Utilizando uma dilui¢do comum de 250 vezes, alcangou-se valores de recuperacdes entre 98
e 105 % para todos os alvos, o que pode ser considerado adequado para a aplicacdo do
dispositivo multiplex em amostras de suco de laranja. O controlador analdgico desenvolvido
para direcionar o eletrodo de trabalho para a medida mostrou-se uma abordagem interessante
para determinagdes sequenciais sem grande manipulacao do sistema eletroquimico. Também
permite o uso simultdneo dos eletrodos de trabalho controlando os trés ao mesmo tempo,
possibilitando que eles sejam submetidos, se necessario, a um processo de ativacao
eletroquimica a0 mesmo tempo. Com relacdo a plataforma, outras estratégias de
construgdo/modificagdo dos eletrodos poderdo ser investigadas para outros alvos de interesse

ambiental, farmacéutico e de diagndstico clinico, por exemplo. Para tornar as medidas mais
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abrangentes e rapidas, outras disposigdes com mais eletrodos de trabalho poderdo ser
investigadas e acopladas a potenciostatos multicanais para medidas simultineas. Esses
resultados destacam a viabilidade e a eficacia dos eletrodos impressos desenvolvidos, assim
como a versatilidade do dispositivo eletroquimico proposto para diversas aplica¢des

analiticas futuras.
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