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RESUMO

No presente trabalho foi investigado o efeito de diferentes tratamentos quimicos
sobre a estrutural de nanotubos de carbono (CNT) empregando condi¢des alcalinas
(hidroxido de s6dio) (CNT-TB) e acidas/oxidante (&cido nitrico/acido sulfurico) (CNT-
TA). Ambos os tratamentos foram realizados sob refluxo, com a finalidade de formagao
de grupos funcionais oxigenados. Avaliou-se o efeito destes tratamentos, quanto a
aspectos estruturais, morfologicos e eletroquimicos, Os resultados obtidos por medidas
de espectroscopia Raman mostraram que ambos os tratamentos promoveram a
destrui¢io parcial dos carbonos do tipo sp® pela oxidagdo quimica das paredes mais
externas dos nanotubos. Resultados obtidos por FTIR revelaram uma maior quantidade
de grupos funcionais oxigenados para os materiais submetidos aos tratamentos
confirmando a efetividade dos tratamentos na formacao de grupos funcionais
superficiais nos CNT. Imagens de microscopia eletronica de transmissdao mostraram que
apds reacao com os agentes quimicos fortes, a morfologia dos CNT sofre pequenas
alteragoes. Os CNT ativados foram também utilizados na construcdo de sensores
eletroquimicos para a determinagao do pesticida metil paration (MP). Eletrodos de
carbono vitreo modificados (CGE/CNT-TA e GCE/CNT-TB) apresentaram um efeito
catalitico para a reducdo eletroquimica do MP. Sob condi¢gdes otimizadas, foi obtida
uma faixa de resposta linear para valores de concentragdo de 1,0 x 107 a 3,4 x 10° mol
L', com limites de detec¢do (LD) de 3,3 x 10® mol L' e 3,5 x 10® mol L™, para
GCE/TA e GCE-TB respectivamente. Os sensores foram aplicados para a determinagao
de MP em amostras suco de manga enriquecidas com MP com valores de recuperagao
entre 80 e 111%. Os eletrodos modificados com CNT tratados também foram utilizados
como suporte de incorporagdo de fons Ni** (para a formagdo da espécie NIOOH), para a
constru¢do de um sensor ndo enzimatico para glicose. Nesta etapa, um eletrodo
impresso de carbono foi modificado com nanotubos de carbono e ions niquel(II)
(SPE/CNT-Ni1) e usado como detector amperométrico no dispositivo microfluidico
(LTED). Os parametros de méritos analiticos adquiridos com as medidas
amperométricas mostraram uma faixa linear de resposta de 0,1 a 1,0 mmol L', com LD
e LQ 0,28 umol L' e 0,96 pmol L™ respectivamente. O eletrodo acoplado ao sistema
LTED foi aplicado para a determinacdo em amostra de plasma sanguineo enriquecida
com glicose. Nos estudos de adi¢do e recuperacdo, foi possivel obter uma recuperacao
de 95, 20% do padrdo de glicose adicionado. A oxidacdo quimica de CNT pode
produzir nanomateriais com caracteristicas de superficie distintas, que influenciam
diretamente na resposta eletroquimicas dos analitos avaliados, apresentando uma
melhora significativa nas respostas de corrente e potencial, utilizando um método
simples, rapido e facil.

Palavras chaves: Nanotubos de Carbono; Sensores Eletroquimicos; metil paration;
glicose.



ABSTRACT

The present work reports the effect of different chemical treatments on the
structural integrity surface of carbon nanotubes (CNT) after alkaline (CNT-TB) and
acid/oxidant treatment (CNT-TA). Chemical treatment was performed under reflux in
order to create oxygenated functional groups. After that, structure, morphology and
electrochemical behavior of CNT were investigated. The results obtained by
measurements of Raman spectroscopy showed that both treatments promoted a partial
destruction of the sp2 carbons by chemical oxidation of external walls of nanotubes.
Results obtained by FTIR revealed an elevate amount of oxygenated functional groups
for materials submitted to treatments confirming an effective functional groups
formation in CNT surface. TEM images showed that after reaction with strong chemical
agents, the morphology of CNT is slightly altered. The activated CNTs were also used
in the construction of electrochemical sensors for determination of methyl parathion
(MP). Modified carbon glassy electrodes (CGE/CNT-TA and GCE/CNT-TB) showed a
catalytic effect on electrochemical reduction of MP. Under optimized conditions, a
linear dynamic range (LDR) of 1.0 x 107 to 3.4 x 10 mol L™ and limit of detection
(LOD) of 3.3 x 10® and 3.5 x 10® mol L, for GCE/CNT-TA and GCE/CNT-TB
respectively. The sensors were applied for MP determination in mango juice samples
spiked with MP with a recovery range of 80 to 111%. The treated CNT were also used
as support for incorporation of Ni* jons (for formation of NiOOH species) in order to
prepare a non-enzymatic glucose sensor. In this step a screen printed carbon electrode
was modified with CNT and nickel(Il) ions (SPE/CNT-Ni) and used as an
amperometric detector in the microfluidic device (WTED). Figures of merit parameters
obtained with the amperometric measurements showed a linear response range of 0.1 to
1.0 mmol L', LOD and LOQ of 0.28 umol L™ and 0.96 pmol L' respectively. The
electrode coupled to the pn'TED device was applied for determination in a sample of
blood plasma enriched with glucose. In addition and recovery studies, it was possible to
obtain a recovery of 95.2% of the added glucose standard. Chemical oxidation of CNT
can produce nanomaterials with distinct surface characteristics, which directly influence
the electrochemical response of evaluated analytes, presenting a significant
improvement in current and potential responses, using a simple, fast and easy method.

Keywords: Carbon Nanotubes; Electrochemical Sensors; methyl parathion; glucose.
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1 INTRODUCAO

Quimica Analitica ¢ um dos ramos da Quimica que permite a combinagdo de
diferentes areas para o desenvolvimento metodologias de baixo custo que sdo aplicaveis
para os mais diversos fins, como a interpretacdo de um mecanismo de uma reacao
eletroquimica, a identificacdo e quantificacao de espécies de interesse, € na deteccdo de
algumas doengas, entre outros. Para cada finalidade, a utilizacdo de técnicas
eletroanaliticas, associadas a quimica de nanomateriais, nos permitem construir
dispositivos com alta sensibilidade e elevada seletividade. Dentro deste contexto,
nanomateriais carbonaceos, sdo amplamente empregados na construcdo de tais
dispositivos com grande sucesso.

Dos diversos nanomateriais carbondceos os nanotubos de carbonos (CNT),
descobertos ha quase trés décadas, sdo largamente explorados devido a sua versatilidade
em atuar de diferentes formas. Entre as vantagens associadas a estrutura nanométrica
esta o enorme ganho de propriedades mecanicas, elétricas, térmicas, oticas, estruturais e
da reatividade quimica quando os CNT estdo combinados com outros materiais. Os
CNT sao capazes de melhorar as propriedades de outras substancias, bem como criar
propriedades diferentes, tais como a alta estabilidade quimica e condutividade. Muitos
dispositivos eletroquimicos tém sido construidos, com as mais variadas configuracdes,
para a determinagdo de farmacos, pesticidas, hormonios, metais, entre outros, nas mais
diversificadas matrizes.

A busca pela miniaturizacdo de sistemas de analises bem como a construgdo de
dispositivos com matérias-primas de facil acesso tem impulsionado o desenvolvimento
de dispositivos analiticos microfluidicos de baixo custo. Aliada a isso, a utilizagdo de
sensores eletroquimicos descartaveis, como os eletrodos impressos por tela (SPEs), tem
sido amplamente explorada, pois podem ser dispostos como um arranjo de eletrodos, e
tem compatibilidade com microssistemas, uma vez que em um Unico eletrodo, esta
disposta a configura¢do completa de uma célula eletroquimica com os trés eletrodos.

A presente tese de doutorado explora a construcdo de sensores eletroquimicos
baseados em Nanotubos de Carbono para a determinacdo de metil paration e

determinagdo ndo enzimatica de glicose, em um sistema microfluidico.
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1.1 Sensores Eletroquimicos

Um sensor funciona como um dispositivo capaz de fornecer informagdes sobre a
espécie de interesse, através da medida de alguma propriedade fisica ou quimica
causada pela presenca dessa espécie. Sensores eletroquimicos, de acordo com a IUPAC,
sdo um tipo especifico de sensor quimico que transformam a interagdo entre o analito e
um sitio de reconhecimento presente na superficie de um eletrodo em um sinal
eletroquimico analiticamente util [1, 2]. Eles sdo regidos pelos principios gerais da
eletroanalitica, podendo divididos em trés classes: sensores
amperométricos/voltamétricos, que medem a corrente elétrica; sensores
potenciométricos, que medem um potencial elétrico e sensores condutométricos, que se

baseiam na medida de condutividade ou resistividade [3, 4].

Atualmente, os mais empregados sdo os amperométricos, que utilizam aplicacao
de um potencial controlado para causar oxidacao ou reducao de espécies eletroativas o
que gera uma corrente mensuravel. De maneira geral, estes dispositivos possuem
caracteristicas peculiares que os distinguem de métodos instrumentais de largo porte,
como a portabilidade, facilidade de automacao, possibilidade de miniaturizacdo e baixo
custo [1, 2]. Os sensores amperométricos funcionam por aplicacao de uma diferenca de
potencial entre um eletrodo de trabalho e um eletrodo de referéncia, o que proporciona a
oxidacao ou reducdo da espécie eletroativa sobre o eletrodo de trabalho e possibilita a
medida da corrente resultante, a qual ¢ proporcional a concentragao do analito. Desta

forma, torna-se possivel quantificar a espécie de interesse [3, 4].

Estes sensores ainda podem ser utilizados como eletrodos ndo modificados tendo
a sua seletividade discriminada pela aplicacdo de um potencial adequado para promover
a oxidacdo ou redug¢do apenas do analito. Além disso, podem ser construidos
empregando uma camada de uma espécie quimica sobre a superficie do eletrodo, que
interage seletivamente com o analito e isola a resposta de sua vizinhan¢a imediata,
promovendo uma conversdo de um sinal de corrente detectavel, em funcdo da aplicagdo
de um potencial. A aplicagdo do potencial pode ser constante durante a medida, no caso
do sensor amperométrico; ou ser realizada empregando-se uma varredura de potencial,
no caso do sensor voltamétrico. A voltametria pode ser definida como um conjunto de
técnicas que fornecem informacdes sobre espécies presentes em solucdo ou na

superficie do eletrodo em termos de corrente em fung¢do do potencial aplicado. Essa
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técnica ¢ dividida em diversas modalidades de acordo com a forma que o potencial ¢

aplicado em fung¢do do tempo [1-4].

Em muitos casos, ¢ possivel realizar uma etapa de pré-concentragao do analito
sobre a superficie do eletrodo, antes da variagdo do potencial, e assim aumentar
significativamente a resposta do sistema para a espécie de interesse, o que reflete em
melhora no limite de deteccdo do método. Resultados muito mais promissores sao

relatados quando a etapa de pré-concentracdo ¢ realizada empregando eletrodos

quimicamente modificados.

1.1.1 Modificacao de Eletrodos

O termo eletrodo ¢ utilizado indistintamente para denominar o material que
compde o condutor eletronico. Quando se aplica uma diferenga de potencial em um
eletrodo através de uma fonte externa, duas situagdes podem ocorrer: a carga acumula-
se na interface eletrodo/solugcdo ou escoar através da interface e ser transferida a uma
espécie na superficie do eletrodo [5]. Os eletrodos convencionais mais utilizados sdo os
eletrodos metalicos (Ag, Au, Pt), eletrodos de carbono vitreo e mais recente, o uso de
eletrodos impressos a base de tinta de carbono. Entretanto, tais eletrodos tem sua
utilizag¢ao limitada devido ao bloqueio gradual da superficie, por adsor¢ao dos produtos
gerados e ainda pela dificuldade de discriminar processos semelhantes. Para contornar
essas limitagcdes o emprego de eletrodos quimicamente modificados tem se destacado
dentro da Quimica Analitica. O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi
introduzido por Moses ¢ colaboradores [6] em 1975, referindo-se a eletrodos que
continham espécies quimicamente ativas, imobilizadas em suas superficies, visando pré-
estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo/solucdo. Tal
modifica¢do na superficie do eletrodo ¢ uma forma de impor e controlar sua reatividade
e/ou seletividade, o que possibilita o desenvolvimento de eletrodos para varios

propositos e aplicacdes.

Os Eletrodos Quimicamente Modificados (EQMs) sdo constituidos por duas
partes: o eletrodo base, o qual ird sofrer a modifica¢do e o modificador, este Ultimo, se
trata de uma espécie quimica que sera incorporada ao eletrodo base. O material

eletrédico base deve apresentar caracteristicas eletroquimicas favoraveis, tal como, ser
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de facil modificagcdo. As formas de modificacdo mais usuais sdo: ligagdo covalente,

formagao de um material compdsito, formagao de filmes poliméricos e adsorcao [7].

A modificacdo por ligacdo covalente consiste em ligar covalentemente o
modificador por meio de reagdes de efetivas entre o eletrodo base e a espécie a ser
incorporada. Esta metodologia tem como vantagem, a formar de fortes ligagdes entre o
eletrodo e o modificador, evitando que ocorra a lixiviagdo do mesmo, contudo o tempo

que demanda para que modificagdo aconteca € relativamente demorado.

O recobrimento com membranas poliméricas consiste na deposi¢ao de um filme
polimérico sobre a superficie eletrodica. O filme polimérico pode ser formado pela
adicao de uma solugdo na qual o polimero esta presente, como consequente evaporagao
do solvente, e ainda baseado na eletropolimerizacdo do mondmero. Este método
possibilita a formacdo de varias camadas sobre o eletrodo, o que pode acarretar na

intensificacao do sinal eletroquimico.

A formacao de materiais compositos consiste na mistura do modificador, uma
fase condutora e uma fase aglutinante, com um contato metalico. Essa metodologia
permite a modificacdo interna do material e ndo apenas uma monocamada superficial,
diferente do que ocorre com os eletrodos solidos convencionais. O eletrodo composito

mais difundido na literatura ¢ o de pasta de carbono (EPC).

Adsorg¢ao, ou mais apropriadamente quimisor¢do, foi o processo pioneiro e € a
maneira mais simples de fixar um modificador ao substrato do eletrodo base. Consiste
na dissolucdo do agente modificador em um solvente apropriado, € na exposi¢do, em
geral por imersdo, do eletrodo a esta solu¢do. Pode também envolver a disposi¢ao desta
solucdo, por exemplo, com o auxilio de uma micropipeta, sobre a superficie a ser
modificada, com posterior evaporagdo do solvente. Embora os primeiros estudos
envolvendo adsorcdo, desenvolvidos por Lane e Hubbard [8] tenham utilizado eletrodos
de platina, a maioria dos trabalhos subsequentes com adsor¢do, foram realizados com
eletrodos de grafite e carbono vitreo. Eletrodos de carbono apresentam uma particular
capacidade de quimisorver reagentes que possuam sistemas de elétrons m extendidos,

como por exemplo, compostos organicos aromaticos [9].
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1.2 Nanotubos de Carbono

A utilizagdo de materiais carbondceos nanoestruturados ¢ um topico
constantemente explorado na quimica analitica. Dentre estes materiais, os nanotubos de
carbono (CNTs) tém atraido muita atengdo, pois, apresentam propriedades estruturais,
mecanicas ¢ elétricas muito interessantes que possibilitam muitas aplicacdes,
especialmente no desenvolvimento de (bio)sensores [10, 11]. A descoberta dos CNTs
ocorreu em 1991 [12], por Sumio Iijima, que observou a formagdo de fulerenos
alongados com didmetro minimo de aproximadamente 0,7 nm e varios micrometros de
comprimento, que mais tarde vieram a ser chamados de nanotubos de carbono.

Os CNTs sao formados por folhas de grafeno enroladas na forma de cilindros,
com hibridizacdo dos dtomos de carbono sp?, dispostas em fortes ligagdes covalentes
[13]. Existem duas estruturas mais importantes, nanotubos de carbono de parede Unica
(SWCNT, do inglés: single wall carbon nanotubes) e nanotubos de carbono de paredes
multiplas (MWCNT, do inglés: multi wall carbon nanotubes). Os SWCNT sao
formados a partir de uma tnica folha de grafeno enrolada, ja os MWCNT sao formados
por varias folhas concéntricas, sendo ambos ilustrados na FIGURA 1 (A) e (B),

respectivamente.

FIGURA 1: ESTRUTURA IDEALIZADA PARA (A) SWCNT E (B) MWCNT

FONTE: O autor (2018).

A construgdo de um tubo de carbono com atomos hibridizados na forma sp? é
possivel a partir do enrolamento de uma camada de grafeno. Dentre as formas de sintese
de CNT existentes, destacam-se os métodos de descarga por arco, ablagdo por laser e

deposicao quimica de vapor. Os dois primeiros métodos consistem na condensagdo de
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atomos de carbono, gerados através da sublimagdo de eletrodos de grafite com alta
pureza, exigindo temperaturas elevadas. O terceiro método consiste na decomposicao de
gases precursores como o metano (CH4), sobre a superficie do catalisador metalico [14].
Todos estes métodos produzem carbono amorfo e impurezas oriundas dos catalisadores,
sendo necessario um processo de purificagdo.

Apesar das muitas propriedades desejaveis, a hidrofobicidade e a inércia quimica
dos CNTs, frequentemente dificultam sua utilizagdo comercial. Para contornar estas
limitagdes, a superficie dos CNTs pode ser adaptada, por meio de tratamentos quimicos
para criar grupos funcionais na superficie dos CNTs, resultando em CNTs
funcionalizados [15]. Atualmente, existem trabalhos sobre a funcionalizacdo com
atomos ou moléculas, através de substituicdes nas paredes do tubo, deformagdes
estruturais ou insercdo de grupos quimicos, como o carboxilico, por exemplo. A
funcionalizacdo pode ser ndo-covalente (sistemas que interagem fracamente com os
nanotubos) e covalente (sistemas que interagem fortemente com os nanotubos de
carbono e geram modificagdes drasticas nas suas propriedades) [14, 16, 17]. A FIGURA

2 ilustra a inser¢ao de grupos carboxilicos em CNTs.

FIGURA 2: ROTA QUIMICA USADA PARA ANEXAR GRUPOS COOH
EM NANOTUBOS DE CARBONO.

Nanotubo de Carbono
HNO,/H,S0,

—

FONTE: O autor (2018).

O principio da funcionaliza¢do covalente ocorre pela oxidagdo das paredes mais
externas dos CNTs com a inser¢do de grupos funcionais por algum reagente, tal como
acido nitrico, acido sulfurico, peroxido de hidrogénio ou permanganato de potdssio. A
compreensdo da distribuicdo de grupos funcionais produzidos pelo processo de

oxidagdo ¢ muito importante para as aplicagdes, bem como, a variedade de grupos
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funcionais formados, sendo os grupos mais comuns carboxilicos (-COOH), carbonilas (-
CO), e grupos hidroxila (-OH) [18-20].

Moraes e colaboradores [21] avaliaram cinco diferentes tratamentos quimicos
(HNO3, H2SO4, H Oz, HNO3 + H2SO4 € HNO3 + HCI) em MWCNT preenchidos com
ferro ou oxido de ferro com o intuito de avaliar o efeito destes tratamentos na
homogeneidade, superficie, estrutura e dispersabilidade em agua dos nanotubos. Os
resultados mostraram que os tratamentos sdo efetivos na remogdo de espécies
carbonaceas diferentes de nanotubos, presentes na amostra. Além de aumentar a
homogeneidade das amostras, os tratamentos também criam grupos carboxilicos e
hidroxilicos superficiais, que afetam diretamente a dispersabilidade destas espécies em
dgua. Dispersdes estaveis de 2,24 x 107! g L'! de nanotubos em 4gua foram obtidas apos
o tratamento com mistura de 4acido sulftirico e acido nitrico.

O tratamento quimico em meios alcalinos consiste em reagdes solido-solido ou
solido-liquido, com oxidagao do carbono, gerando defeitos e modificando a superficie
pela adigao de multiplos grupos hidroxila. Estes grupos funcionais gerados nas paredes
externas dos CNTs podem ser utilizados para ligar moléculas pequenas ou moléculas
bioquimicamente ativas, ou para enrolar cadeias de polimeros na parede lateral dos

CNTs [20].

David e colaboradores [22] desenvolveram biosensores utilizando grafeno (G), e
nanotubos de carbono (CNT) funcionalizados em meios acidos (HNO3) ou basicos
(KOH). Os biossensores foram construidos com quatro arquiteturas diferentes em
substratos de Au, a partir da técnica layer by layer (LbL): as quatro formas de CN
funcionalizado, juntamente com glicose oxidase (GOx), como enzima modelo para
formar os biossensores Au/{chit + (CN + GOx)/PSS™}, para a determinacdo de glicose.
Os melhores resultados, em termos de sensibilidade foram obtidos com os biossensores
de glicose construidos com os CN funcionalizados na seguinte ordem HNO3-CNT,
KOH-G > KOH-CNT > HNO;-G. De acordo com os resultados obtidos os autores
concluiram funcionaliza¢do com 4cido funciona melhor do que o tratamento basico para
os nanotubos de carbono. O tratamento basico ndo confere tanta hidrofilia ao material,
devido a formagdo de aglomerados. Entretanto para o grafeno, o tratamento basico se

apresentou os melhores resultados indicando este ¢ o mais adequado.
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Goulart e colaboradores [23] investigaram a influéncia de diferentes tratamentos
quimicos em MWCNT na determinagao de bisfenol A. Os tratamentos realizados foram
com HNOs 0,5 mol L' e também com uma mistura de HNO3/H>SO4 (3:1). Imagens
obtidas por meio de Microscopia Eletronica de Varredura com Emissdao de Campo
revelaram que o tratamento com &cido nitrico promove uma diminui¢do de 30% no
diametro dos CNT em comparagdo aos CNT ndo tratados. Além disso, observou-se
neste tratamento que as extremidades do CNT foram completamente desbloqueadas.

Resultado similar foi obtido para os CNTs tratados com a mistura sulfonitrica,
entretanto, este Ultimo tratamento promoveu as maiores alteragdes nos CNTs. Para a
determinacdo de bisfenol A, os resultados mais significativos foram obtidos com
funcionalizacdo com sulfonitrica, apresentando uma sensibilidade trés vezes maior que
para os CNTs tratados somente com HNOs, e um limite de detecgdo de 84,0 nmol L.
Tal melhora pode estar relacionada com o aumento da eficdcia na modificacdo da
morfologia dos CNTs pela incorporagao de grupos funcionais € a maior perturbacao dos
planos de borda, em comparacdo a funcionalizagdo em solugdo de HNOs. Os autores
ainda enfatizam que ¢ necessario especificar claramente o tipo de tratamento que foi
realizado para funcionalizar os CNTs quando se usa este material como um sensor

eletroquimico.

Trabalhos apresentados na literatura mostram que CNTs possuem elevado
potencial no desenvolvimento de sensores eletroquimicos para determinacao de
poluentes emergentes, como os pesticidas organofosforados [24-28]. Dong e
colaboradores [29] sintetizaram um novo nanocomposito misto de nanotubo de carbono
de paredes multiplas com CeOz-Au (MWCNTs-CeO2-Au). O sensor proposto se
mostrou eficiente na determinagao voltamétrica de Metil Paration (MP). O
nanocomposito  MWCNTs-CeOz-Au combinou as propriedades individuais dos
MWCNTs (alta condutividade e afinidade de adsorcdo excepcional) com as
nanoparticulas (area superficial elevada e pronunciada atividade catalitica). Além de tais
propriedades, a utilizagdo da técnica de redissolucdo adsortiva acarretou na obtengdo de
um limite de detecc¢do de 3,02 x 10! mol L' para MP, com alta sensibilidade. O sensor

foi empregado com sucesso para a determinacdo de MP em amostras de 4gua e solo.

Os CNTs destacam-se também na determinagdo de moléculas de interesse

biolégico como a glicose (Glu), e podem ser utilizados tanto desenvolvimento de
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biossensores, como também em sensores nao enzimaticos. A glicose ¢ o analito alvo
mais comumente utilizado, uma vez que sua determinacdo ¢ de interesse continuo
devido ao seu significativo indice em diagnosticos clinicos. Neste sentido, Sheng [30] e
colaboradores desenvolveram um sensor nao enzimatico para determinacao de glicose,
baseado em niquel combinado com nanotubos de carbono de paredes multiplas
(MWCNT-N1). O sensor foi aplicado na determinagdo da glicose em amostras de
plasma humano. De acordo com os resultados, o sensor produzido apresentou
recuperagoes na faixa de 98,5-103,6%, indicando que os filmes nano-hibridos de

MWCNT-Ni, possuem grande potencial para andlise de amostras reais.

1.3 Analitos investigados
1.3.1 Metil Paration

O metil paration (FIGURA 3) ¢ comercialmente conhecido no Brasil como
Folidol 600® (Bayer) e Folisuper 600 BR® (Agripec), € um inseticida e acaricida da
classe dos organofosforados e ¢ classificado pela Agéncia de Prote¢ao Ambiental dos
EUA (USEPA) como pesticida de uso restrito, sendo pertencente a classe toxicoldgica I
[31], dos compostos extremamente toxicos, podendo ser utilizado somente por
manipulador autorizado. O MP ¢ utilizado para o controle de uma variedade de insetos
em varias culturas, tais como algodao, milho, soja, cana-de-agucar e frutas (laranja,

limdo e manga).
FIGURA 3: ESTRUTURA DO METIL PARATION (MP)
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O uso indiscriminado desse produto € resultado do desconhecimento dos riscos
associados a sua utilizagdo, bem como do recorrente desrespeito as normas basicas de

segurancga, sendo estes dois fatores os principais geradores do agravamento dos quadros
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de contaminagdo humana e ambiental por essa substincia. Durante ¢ apos a sua
aplicagdo na agricultura, o MP pode ser transportado pelo vento ou pela dgua para o
meio ambiente bioativo [32]. A sua toxicidade depende da inibigdo da atividade das
enzimas que controlam as fungdes do sistema nervoso, principalmente a
acetilcolinesterase, resultando na acumulacdo de acetilcolina nas terminagdes nervosas,
interrompendo a transmissao neural normal, o que leva a paralisia dos musculos e das
principais vias respiratorias [33]. Sendo assim, o desenvolvimento de métodos
analiticos rapidos e simples para a determinacdo de pesticidas como o MP se faz
necessario.

Diversas técnicas analiticas, incluindo a eletroforese capilar [34],
cromatografia gasosa ou liquida [35, 36] e eletroquimicas [25, 33], tém sido aplicadas
para o desenvolvimento de métodos eficazes para analise de amostras contendo residuos
de MP. As técnicas cromatograficas sao as mais empregadas, uma vez que operam com
elevada sensibilidade, precisdo e seletividade. Em contrapartida, etapas de pré-
tratamento da amostra, empregando solventes organicos toxicos, estdo quase sempre
presentes na rotina analitica, implicando em maior tempo de processamento e analise da
amostra, além de insumos com custo elevados, inerentes da técnica cromatografica
empregada [37].

As técnicas eletroquimicas apresentam vantagens que tornam sua utilizacao
bastante atrativa para tal finalidade, como alta sensibilidade, boa seletividade,

instrumentagao de baixo custo e tempo de analises mais rapidas.

Um método eletroquimico foi desenvolvido por Zeng e colaboradores [38] por
meio da técnica de voltametria de pulso diferencial (DPV), para determinar MP. Os
autores utilizaram em eletrodo de carbono vitreo modificado com um nanocompdsito
composto por nanotubos de carbono de paredes multiplas e o polimero poliacrilamida
(MWCNTs-PAAM/GCE). Os resultados experimentais demonstraram que 0 MWCNTs-
PAAM /GCE exibiu elevada adsorcao e forte afinidade para com o MP, em comparacao
com alguns ions metdlicos e compostos nitroaromaticos, que existem em amostras
ambientais. Uma curva de calibracdo linear para MP foi obtida no intervalo de
concentracdo de 5,0 x 10° a 1,0 x 10° mol L', com um limite de deteccdo de 2,0 x 10?
mol L. O método desenvolvido demonstrou ser uma ferramenta de detec¢io adequada

para a determinacdo rapida, sensivel e seletiva de MP em amostras de d4gua ambiental.
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Nanoparticulas de ouro (Au-NPs) foram utilizadas para decorar MWCNT, por
Ma e colaboradores [28], visando desenvolver um sensor -eletroquimico para
determinagdo MP. Voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial foram
empregadas para avaliar e adequar o eletrodo para a determinagdo de MP. Sob as
melhores condicdes, a resposta do eletrodo para MP foi linear no intervalo de
concentracdo de MP de 2,0 x 10° a 6,1 x 10° mol L™, com um limite de detec¢do de 1,9
x 107 mol L', com sensibilidade 4,5 vezes melhor do que o eletrodo contendo somente
os MWCNTs. Outro método que apresenta uma abordagem simples, rapida, eficaz e

sensivel para a determinagao de MP.

Chen e colaboradores [39] relataram a fabricagdo de um biossensor para
deteccao sensivel e especifica de metil paration a partir de nanocompositos preparados
com nanoparticulas de ouro sobre particulas de silica, misturadas com nanotubos de
carbono de multiplas paredes e imobilizacdo covalente subsequente de hidratase de
metil paration para. Um efeito sinérgico significativo dos nanocompositos no
desempenho do biossensor foi observado na determinagdao de metil paration. As
respostas obtidas por medidas de voltametria de onda quadrada, apresentaram picos bem
definidos, linearmente proporcionais as concentragdes de metil paration na faixa de
0,001 png mL"' a 5,0 pg mL™! com um limite de detec¢do de 0,3 ng mL™'. A aplicacdo
deste biossensor na andlise de amostras de alho também foi avaliada. O protocolo
proposto pode ser usado como uma plataforma para a construgao simples e rapida de
biossensores com bom desempenho para a determinagcdo de espécies eletroativas

especificas de enzimas.

Du e colaboradores [40] utilizaram nanotubos de carbono de paredes multiplas
(MWCNT) como um novo sorvente para a extracdo em fase solida (SPE) de pesticidas
organofosforados (OP). A determinacdo de metil paration como modelo incluiu duas
etapas principais: (A) adsorcdo de MP e (B) deteccdo de remocao eletroquimica do MP
adsorvido. A SPE de MP foi monitorada por analise voltamétrica de onda quadrada
(SWV), que resultou em um método eletroquimico rapido, sensivel e seletivo para a
determinagdo de pesticidas OP. Devido a forte afinidlade do MWCNT pelo grupo
fosforico, os compostos OP nitroaromaticos podem se ligar fortemente a superficie do
MWCNT. A microporosidade e heterogeneidade dos MWCNTSs permitem extrair uma
grande quantidade de MP em menos de 5 min. A resposta de remocao foi altamente

linear em relacio a concentragio de MP estudada (0,05-2,0 ug mL™), com um limite de
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deteccdo de 0,005 pg mL™!. A determina¢io de MP em amostras de alho mostrou uma
precisdo aceitavel. A capacidade de extragdo rapida do MWCNT, o torna um sorvente

promissor para varias extracdes em fase solida.

1.3.2 Glicose

A glicose, um monossacarideo, ¢ um dos carboidratos mais importantes quando
se trata de moléculas de interesse biologico, pois ¢ uma das principais fontes de energia,
esta presente no organismo humano e alteragdes de seus niveis de concentracdo podem
acarretar doencas, como a diabetes. Assim, o monitoramento ¢ indispensavel para o
controle no corpo humano [41] e nesse sentido, a comunidade cientifica vem
desenvolvendo ferramentas para monitorar os niveis de glicose no sangue,
especialmente para diagnostico eficientes visando a gestao do diabetes [42].

Os dispositivos mais bem-sucedidos para o monitoramento da glicose sdo os
biossensores baseados em enzimas [43]. Clark e Lyons desenvolveram os primeiros
biossensores para glicose em 1962 [44]. Sob a catalise da glicose oxidase (GOx), a
glicose ¢ oxidada para gliconolactona, liberando perdxido de hidrogénio pelo consumo
de oxigénio. Dois elétrons e protons sdo transferidos durante esta conversao, sendo o

processo de reacdo expresso por:

glicose + O2 — gliconolactona + H2O»

Nos biossensores de glicose de primeira geragdo, o oxigénio ¢ o receptor de
elétrons durante a oxidagdo da glicose. A concentragdo de glicose ¢ medida baseada no
monitoramento do consumo de oxigénio ou producdao de H>O». Entretanto, a utilizagado
de oxigénio como receptor de elétrons estd sujeito a limitacdes, pois a presenca de
oxigénio dissolvido na amostra pode apresentar variagdes na concentragdo real. Em
biossensores de glicose de segunda geragdo, o oxigénio ¢ substituido por receptores
artificiais de elétrons, que sdo utilizados como mediadores redox, e podem estar de duas
maneiras no sistema: livres em solugdo ou imobilizados em conjunto com a enzima. Os
biossensores de glicose de terceira geragdo sdao baseados na transferéncia de elétrons

entre a superficie do eletrodo e a enzima (GOx) imobilizada, catalisando a reagdo [42].
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Contudo, as trés geragdes de biossensores apresentavam limitacdes a serem
contornadas, como procedimentos de imobilizagdo enzimatica complexos, baixa
estabilidade e dependéncia da resposta as condigdes operacionais incluindo o pH, forca
i0nica e a temperatura [45]. A fim de contornar essas limitagdes, sensores
eletroquimicos ndo enzimaticos foram desenvolvidos. Em geral, esses dispositivos
utilizam um mediador redox (MR), que atua diretamente na oxidagao da glicose [46].

Oxidos de metais de transicdo sdo frequentemente utilizados como catalisadores
para a determinagdo de glicose. Kang e colaboradores [47] demonstraram o uso de
nanofios de 6xido de cobalto (Co304) como modificador de eletrodo de carbono vitreo
para a determinacdo de glicose em meio basico, devido a alta atividade catalitica do
(C0304). A determinagao foi realizada por amperometria, aplicando-se um potencial de
0,60 V (vs Ag/AgCl) atingindo-se um limite de detec¢io de 5 umol L.

Salazar e colaboradores [48] desenvolveram um novo eletrodo nanoestruturado
de Cu. Os filmes finos nanocolunares e porosos foram preparadas por deposicao fisica
de vapor (PVD) em uma configuragao angular obliqua e caracterizadas por diferentes
técnicas. Voltametria ciclica e a amperometria foram utilizadas para estudar a
capacidade de detec¢do dos filmes de cobre depositados na ITO para determinar
quantitativamente a glicose e otimizar as condigdes experimentais de deteccdo. A
espectroscopia de fotoelétrons de raio X e Raman, usado para determinar o estado de
oxidagdo de Cu, revelou que uma camada externa de oxi/hidroxido formada em torno
das nanocolunas ¢ a fase ativa responsavel pela deteccao eletrocatalitica da glicose. Em
condigdes otimizadas, o eletrodo CuO/Cu™"P™*/[TO apresentou uma sensibilidade de
1,41 A mol L cm? com um limite de detec¢io de 0,36 umol de dm> e uma
reprodutibilidade de 3,42%. A seletividade do sensor proposto foi verificado utilizando
especies interferéncias, incluindo compostos fisiologicos, diferentes agucares e etanol,
mostrando assim excelentes propriedades anti-interferéncia. O eletrodo CuQ/Cu™"°Porose
/ ITO também foi usado com sucesso para determinar a glicose em amostras de sangue
mostrando um desempenho compardvel ao de um glicosimetro comercial. Uma faixa
linear de trabalho de 1,0 a 5,0 x 10 mol L' foi obtida para esses sensores que,
evidenciaram a possibilidade de aplicagdo para diferentes fins analiticos, incluindo
liquidos agroindustriais.

Utilizando matrizes de nanotubos TiO> (TiO:NTs), modificadas por
nanoparticulas de Ni-Cu, Li e colaboradores [49] desenvolveram sensores para deteccio

de glicose ndo enzimdatica em eletrolito alcalino. O eletrodo contendo as duas
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nanoparticulas apresentaram melhor atividade eletrocatalitica em comparacdo com os
eletrodos Ni/TiO>NTs e Cu/TiO>NTs. Uma sensivel determinacdo amperométrica da
glicose foi alcancado, sob 0,6V vs. Ag/AgCl com alta sensibilidade (1590,9 A mM!
cm?), baixo limite de detecgdo de 5 pM) e ampla faixa linear de 10,0 uM a 3,2 mM.
Além disso, as espécies oxidaveis, como acido ascorbico e 4acido urico, ndo
apresentaram interferéncia significativa na determinacdo da glicose. Os resultados da
experiéncia revelaram uma reprodutibilidade muito boa e alta estabilidade para o
eletrodo Ni-Cu/T102NTs.

Li e colaboradores [50], utilizaram um eletrodo de carbono vitreo modificado
com oxido de grafeno reduzido e o6xido de niquel (NiO) para a determinacao
amperométrica de glicose aplicando-se um potencial de 0,4 V (vs. ECS). O intervalo
linear de resposta obtido foi de 5,0 x 10° a 2,8 x 10* mol L', apresentando um limite
de detecgdo de 1,0 pmol L. O eletrodo foi aplicado para a determinagio de glicose em
urina, com taxas de recuperagdo variando entre 97,5 e 103%.

Chen e colaboradores [51] relatado a determinacdo amperométrica de glicose
utilizando MnO> e nanotubos de carbono de parede multiplas ¢ MnO: foi revestido
homogeneamente em MWCNT verticalmente alinhados por eletrodeposicao. O eletrodo
MnO>/MWCNT apresentou alta atividade eletrocatalitica para a oxidagdo da glicose em
solugdo alcalina, mostrando uma mudanca negativa de 0,30 V no potencial de pico com
oxida¢do a partir de aproximadamente -0,20 V (vs Ag/AgCl (KCIl 3 mol L) em
comparacdo com o eletrodo contendo somente MWCNT. Aplicando potencial de +0,30
V, o eletrodo MnO2/MWCNT exibiu um resposta linear (R = 0,995) na concentracio de
glicose de 10 uM até 28 mM com uma sensibilidade de 33,19 pA mM™' apresentando
alta resisténcia a intoxicacdo por ions de cloreto. Além disso, a interferéncia da
oxidagdo de espécies concomitantes comuns, como acido ascorbico, dopamina e 4cido
urico, € efetivamente evitada.

Lin e colaboradores [52] desenvolveram sensores ndo enzimdticos para a
determinagdo eletroquimica de glicose baseados em nanotubos de carbono de paredes
multiplas decorados com nanoparticulas de niquel e cobre (Ni-Cu-MWCNT). O
eletrodo apresentou uma sensibilidade de 2,633 uA mM™ e um limite de detec¢do de
0,025 uM. O sensor foi aplicado para determinar glicose em amostras de soro de sangue

humano de pacientes diabéticos e pessoas saudaveis. A exatiddo dos resultados foi
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avaliada com experimentos de adi¢do e recuperagdo em amostras de soro e indicaram
que o sensor exibiu uma recuperacao satisfatoria (> 95%).

A partir da necessidade de monitoramento dos niveis de glicose pelos portadores
da doenga, dispositivos miniaturizados, com menor tempo de resposta e de baixo custo
podem substituir andlises laboratoriais, que em geral consomem muito tempo. Nesse
contexto, a versatilidade das técnicas eletroquimicas, principalmente das
amperométricas, pode suprir essas necessidades [53]. A amperometria ¢ uma
modalidade eletroquimica para andlises quantitativas que correlaciona concentracao de
uma substancia de interesse, presente em uma solucao, com a corrente elétrica obtida de
reagOes redox promovidas pela aplicacdo de um potencial controlado. A amperometria €
compativel ndo s6 com sistemas convencionais de analises, mas também com sistemas
miniaturizados, sendo possivel acoplar esta técnica a sistemas microfluidicos [54] sem

perda de sensibilidade.

1.4 Sitemas Microfluidicos

Whitesides [55] define a microfluidica como a ciéncia e a tecnologia dos
sistemas que processam ou manipulam quantidades pequenas (10 a 1078 litros) de
fluidos, usando canais com dimensdes de dezenas a centenas de micrometros. Essa
tecnologia oferece uma série de vantagens tais como a capacidade de usar quantidades
muito pequenas de amostras e reagentes, e para realizar separacdes e deteccdes com alta
resolucdo e sensibilidade, baixo custo e em tempos curtos de andlise [56]. Os primeiros
dispositivos microfluidicos foram fabricados utilizando materiais como silicio e vidro.
Entretanto os dispositivos baseados nestes materiais apresentaram limitagdes, como
processos complexos de formagdo dos microcanais, incompatibilidade com alguns
solventes e a necessidade de utilizagdo de microbombas [57]. Surgiram entdo os
dispositivos microfluidicos baseados em papel (WPADs) [58, 59]. Estes dispositivos sdo
construidos a partir de um desenho de uma configuracdo desejada, feito com um
material hidrofobico, como ceras, polimeros, tintas quimicamente modificadas, entre
outras. O papel, além de ser um material de grande e ficil disponibilidade, apresenta em
sua estrutura microcanais altamente hidrofilicos, o que faz com que o transporte de
fluidos dentro das barreiras hidrofobicas, seja feito por acdo capilar e dispensa o uso de
bombas. Contudo, hé algumas limita¢des relacionadas ao uso dos uPADs, como a baixa

eficiéncia no arraste da amostra, baixa resisténcia mecanica, a necessidade da
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constru¢do de barreiras hidrofobicas e ainda o vazamento das amostras com baixa
tensdo superficial pelos canais [59].

Uma alternativa ao papel para a fabricagdo de microcanais que vém ganhando
destaque sdao os fios téxteis, os quais se assemelham ao papel por serem materiais
porosos e fibrosos. Assim como o papel, os fios téxteis sdo materiais de baixo custo e
altamente disponiveis e também utiliza a capilaridade no transporte do fluido. O efeito
de capilaridade ocorre devido aos espacos presentes entre as fibras que compoe o fio, as
quais atuam como uma bomba passiva e eliminam a necessidade da utilizacdo de
qualquer forca externa para o transporte dos liquidos [60]. Agustini e colaboradores
desenvolveram um dispositivo microfluidico de baixo custo baseado em fios téxteis, o
qual foi chamado de UTED (do inglés micro Thread Electroanalytical Device). O
sistema proposto foi construido utilizando placas de vidro como material para base do
dispositivo e fios de algodao, provenientes de gaze utilizada para fins médicos, como
microcanais por onde ocorre o transporte das solugdes. A regido de detecgao € composta
por eletrodos de grafite escolar, sendo a configuracdo do dispositivo proposto

exemplificado pela FIGURA 4 [61].

FIGURA 4: SISTEMA nTED E SEUS PRINCIPAIS COMPONENTES
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FONTE: O autor (2018).

A solucdo ¢ inserida no microcanal do dispositivo por capilaridade a partir do
reservatorio de entrada e transportada ao longo dispositivo devido a acdo capilar e
diferenca de altura entre os reservatdrios. A inje¢do de um pequeno volume de amostra
¢ realizada (2,0 puL) antes da regido de deteccdo, a aliquota da amostra ¢ transportada

juntamente com o eletrdlito suporte, para a regido de deteccdo. Nesta regido ocorrem as
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reacdes redox, fornecendo o sinal amperométrico transiente. Em seguida, o eletrdlito
suporte e o analito sdo levados para o reservatdrio de saida. O sistema foi proposto
inicialmente para determinacdo de uma acetaminofeno e diclofenaco em amostras
farmacéuticas, os LDs obtidos para o acetaminofeno e diclofenaco foram de 1,4 e 4,7 x
10° mol L', respectivamente e a frequéncia analitica foi de 45 inje¢des por hora, com
um custo de aproximadamente R$1,40 por dispositivo.

Utilizando um sistema semelhante, Ochiai e colaboradores [62] demonstram a
versatilidade do dispositivo eletroanalitico (WTED) utilizando eletrodos impressos de
carbono (do inglés: Screen-Printed Electrodes SPE) modificados com nanotubos de
carbono como detector eletroquimico para a determinacdo amperométrica do hormoénio
estriol em amostras farmacéuticas. Os parametros envolvidos na deteccao
amperométrica e no sistema de microfluxo foram estudados e otimizados, e utilizando-
se as melhores condi¢des experimentais (vazio de 0,50 pL s, 2,0 pL de volume de
injecao e potencial de detecgdo de 0,75 V) uma resposta linear foi obtida no intervalo de
concentragdo de 1,0 a 1000 umol L', com LD e LQ de 0,53 pmol L e 1,77 umol L™,
respectivamente e frequéncia analitica de 32 injeg¢des por hora. A metodologia proposta
foi aplicada em amostras comerciais € os resultados foram comparados com os
fornecidos pelo método espectrofotométrico (metodologia oficial), estando em
concordancia com um nivel de confianga de 95%.

Agustini e colaboradores [63] utilizaram ainda, o dispositivo UWTED para
desenvolver um biossensor de glicose a partir de azul de toluidina (PTB) e glicose-
oxidase (GOx), utilizando grafite como contra eletrodo, pseudo referéncia e eletrodo de
trabalho, este ultimo contendo o filme de PTB-GOx, para a determinagdo de glicose.
Em condi¢cdes otimizadas, o dispositivo apresentou excelente reprodutividade com
desvio de 3,13%, além de alta estabilidade, seletividade, sensibilidade, rapidez na
renovacdo da superficie do eletrodo e baixo limite de detec¢do (22,2 pumol LT1). O
método proposto foi empregado eficientemente na determinagdo de glicose em lagrimas
de voluntarios nao-diabéticos, obtendo uma estreita correlagdo com seus niveis de
glicose no sangue, simplificando e reduzindo os custos das andlises, tornando o
monitoramento de glicose ldgrima mais acessivel para a populagao.

Em uma configuragdo mais elaborada, Carneiro e colaboradores [64],
descreveram a utilizacdo do UTED, cuja estrutura foi impressa por uma impressora 3D

usando o polimero ABS (acronitrilo butadieno estireno) como substrato. Foram
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utilizados fios de algoddao como canais de solucdo e eletrodos de carbono impressos por
tela (SPCE) como detector eletroquimico para a determinacdo amperométrica de
antioxidantes em amostras de vinho. Sob condi¢des otimizadas, o método proposto
apresentou limites de detecco para o 4acido gélico e cafeico correspondem a 1,5 x 10°
mol L' e 8,0 x 107 mol L, respectivamente, com uma frequéncia de injecdo de 62
injecoes por hora. Os resultados obtidos foram comparados o método de Folin-
Ciocaulteu (método comparativo) apresentando boa concordancia em um nivel de
confianga de 95%.

Diante deste contexto, o presente trabalho aborda a aplicagdo de dois diferentes
tratamentos em Nanotubos de Carbono de Parede Multipla, material que depois de
caracterizado, foi utilizado pra constru¢do de um sensor eletroquimico para a
determinagdo de metil paration em amostras de suco. A fim de investigar a versatilidade
dos CNTs, em outra proposta, os mesmos foram empregados na construcdo de um
dispositivo microfuidico para a determinacao nao enzimatica de glicose em amostras de

plasma sanguineo.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo geral desta tese de doutorado € construir, caracterizar e aplicar

sensores eletroquimicos baseados em nanotubos de carbono quimicamente tratados para

determinacao de metil paration e glicose.

2.2 Objetivos especificos:

Funcionalizar os CNT empregando diferentes tratamentos quimicos
(acido e basico),

Caracterizar os CNT quimicamente tratados por espectroscopia Raman;
espectroscopia na regiao do Infravermelho; microscopia eletronica de
transmissao (MET) e por titulagdes potenciométricas para a
quantificagdo dos grupos acidos.

Construir e avaliar sensores eletroquimicos empregando nanotubos de
carbono quimicamente tratados para a determinagdo de metil paration
(MP).

Avaliar a influéncia de parametros quimicos e inerentes a técnica de
Voltametria de Pulso diferencial para determinacao do MP.

Aplicar os procedimentos voltamétricos para a determina¢do de MP em
amostras de suco de manga.

Avaliar a capacidade dos CNTs na incoporagdo de fons Ni**, utilizando o

eletrodo de carbono vitreo;
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Desenvolver um  sensor ndo-enzimatico para  determinagdo
amperométrica de glicose empregando um eletrodo impresso (EI)
modificado com CNT e ions Ni** em um sistema microfluidico.

Aplicar os procedimentos voltamétricos para a determinacdo de Glicose

em plasma sanguineo.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes
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Os reagentes utilizados nos procedimentos experimentais estdo descritos na

Tabela 1.

TABELA 1: REAGENTES UTILIZADOS PARA O DESENVOLVIMENTO

EXPERIMENTAL

Reagente

Procedéncia

Acetato de niquel
Acetato de Sédio
Acetato de Sédio
Acetonitrila
Acido acético
Acido acético
Acido Nitrico
Acido Sulfirico
Bicarbonato de Sodio
Carbonato de Sddio
Glicose
Hidroxido de potassio
Hidréxido de Sédio
Isopropanol
Isopropanol

Metanol
Metil Paration

Tolueno

Carlo erba®
Vetec®
Vetec®
Vetec®
Vetec®

Vetec®
Vetec®

Vetec®
Vetec®
Vetec®

Sigma-aldrich®

Vetec®
Vetec®
Vetec®

Vetec®
Vetec®

Sigma-aldrich®

Vetec®

FONTE: O autor (2018).

Nanotubos de carbono comerciais de paredes multiplas com didmetro externo

menor que 15 nm foram adquiridos da Drop Sense®. As solugdes padrdo foram

preparadas com agua ultrapurificada pelo sistema Milli-Q, com resistividade maior que

18,2 MQ cm’. Solugdes de eletrolito foram preparadas com 4gua destilada. Os

reagentes foram pesados em uma balanca analitica Mettler Toledo, AL204, com



39

precisao de +0,1 mg. As medidas de pH foram realizadas em um pHmetro Metrohm,

780, com eletrodo combinado de vidro Ag/AgCl KCI 3,0 mol L.

3.2 Etapa 1: Tratamentos quimicos dos Nanotubos de Carbono

Para a realiza¢do do tratamento acido, 100 mg de nanotubos de carbono foram
submetidos a refluxo em meio acido, composto por uma mistura de 80 mL de H2SO4 3,0
mol L' e 80 mL de HNOs 3,0 mol L, por 6 horas. Apos, a mistura foi resfriada a
temperatura ambiente e a dispersdo de CNTs foi separada da solu¢do por filtracao a
vacuo utilizando um papel filtro Quantitativo Unifil, realizando sucessivas lavagens
com agua deionizada até atingir o pH 7, conforme ilustra a FIGURA 5. Apds a filtragao,
0os CNTs foram mantidos em estufa em 50° C por 24 horas para secagem efetiva,
obtendo-se o CNT-TA. Para o tratamento alcalino repetiu-se o procedimento, entretanto
o refluxo ocorreu em meio de 160 mL de NaOH 4,0 mol L™, para obtencio do CNT-
TB.

FIGURA 5: ESQUEMA ILUSTRATIVO DO PROCEDIMENTO DE
TRATAMENTO QUIMICOS DOS CNT

FONTE: O autor (2018).

3.2.1 Caracterizacao dos CNT

3.2.1.1 Espectroscopia na regido do Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)
Para verificar a presenca dos grupos funcionais oxigenados oriundos da

funcionalizagdo, realizaram-se medidas através da técnica Espectroscopia na Regido do
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Infravermelho por Transformada de Fourier. As pastilhas foram preparadas com 1 mg
dos CNTs, homogeneizados em almofariz com 200 mg de KBr (grau espectroscopico
FTIR), previamente seco em estufa a 105 °C por 12 horas. Mistura foi inserida no
pastilhador e prensada a uma pressdo de aproximadamente 7 toneladas, formando uma
pastilha limpa e translicida. As medidas foram realizadas em um espectrofotometro
BOMEN, disponibilizado no Departamento de Quimica. Foram feitos 256 scans de
4000 cm™ a 400 cm™.

3.2.1.2 Espectroscopia de fotoelétrons de raios X (XPS-X Ray photoelectron
spectroscopy)
As medidas de espectroscopia de fotoelétrons de raios X (XPS - X Ray

photoelectron spectroscopy) foram realizadas com as amostras solidas dos CNTs
inseridos no porta-amostra e obtidas em um espectoféotometro XPS Ka da Thermo
Fisher Scientific, utilizando uma fonte de raios X de Al monocromatizado (1486,6 eV)
com spot size de 200 pum. Espectros de baixa e alta resolugao foram obtidos utilizando

uma energia de varredura de 200 eV e 40 eV, respectivamente.

3.2.1.3 Espectroscopia Raman
As analises de espectroscopia Raman foram realizadas com as amostras solidas

dos CNTs no espectrofotdmetro Witec® e modelo Alpha 300, disponivel no Centro de
Microscopia Eletronica (CME) da UFPR. Foi utilizado laser verde de comprimento de
onda de 532 nm. Os espectros foram normalizados em relacdo a banda G dos CNTs

funcionalizados, com niimero de onda de 1575 cm’.

3.2.1.4 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)
As imagens de microscopia eletronica de transmissdo (MET) foram realizadas

no microscopio JEOL, modelo JEM 1200, no Centro de Microscopia Eletronica (CME)
da UFPR, e tratadas com o software GatanC®. As amostras foram preparadas
adicionando-se com auxilio de uma micropipeta, uma gota da dispersdo dos CNTs (0,5
mg mL" em isopropanol com 1% de nafion e sonicado por 15 minutos em banho de
ultrassom), sobre grades de cobre recobertas com filme fino de carbono e deixadas em

repouso por duas horas a temperatura ambiente.
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3.2.1.5 Analise termogravimetrica

As medidas de analise térmica (TG) foram realizadas com as amostras na forma de po,
em um equipamento TGA/SDT Q 600, em atmosfera de ar sintético, com uma rampa de

aquecimento de 5 °C min.

3.3 Etapa 2: Construcio e avaliacio sensores eletroquimicos empregando
nanotubos de carbono quimicamente tratados para a determinacio de metil
paration.

3.3.1 Construcio dos Eletrodos

Anterior a modificacdo, a superficie do eletrodo de carbono vitreo (GCE) foi
polida com suspensdes de alumina (0,3 ¢ 0,05 um), lavada com agua e o eletrodo foi
submetido a 60 ciclos voltamétricos, entre -1,3 ¢ 1,5 V com velocidade de varredura de
100 mV s em meio de H2SO4 0,1 mol L™, para remover impurezas. Para a construgio
do sensor, primeiramente foram preparadas dispersoes de concentragdo igual a 0,5 mg
mL!, para cada um dos CNTs estudados neste trabalho (CNT-TA e CNT-TB), em meio
de alcool isopropilico e Nafion 1%, que posteriormente foram mantidos em banho
ultrassonico durante 10 minutos para homogeneizacao. Em seguida, uma aliquota de 6,0
puL da suspensdo desejada foi gotejada na superficie do GCE, aguardou-se até
evaporacao total do solvente, a temperatura ambiente, obtendo-se o sensor
eletroquimico. As medidas eletroquimicas foram realizadas no potenciostato pAutolab®
Type 111, e a coleta de dados foi obtida com auxilio do software NOVA 1.10. Foram
utilizados eletrodos de Ag/AgCl/KCl saturada como eletrodo de referéncia, eletrodo de
platina como eletrodo auxiliar e eletrodos de carbono vitreo modificados com o CNT
como eletrodo de trabalho. Os dados coletados foram tratados utilizando o software
Origin PROS®. A solugio estoque de metil paration foi preparada em acetonitrila/agua

60:40 (v/v) e mantida sob refrigeracdo a 4°C, conforme ilustra a FIGURA 6.
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FIGURA 6: ESQUEMA ILUSTRATIVO DOS PROCEDIMENTOS
ELETROQUIMICOS.

/

Dispersdo de metil-Paration L-J
NTC -
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eletroguimica

Convendonal
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FONTE: O autor (2018).

3.3.2 Determinac¢io de metil paration em amostras de suco de manga

Apbs a avaliagdo e escolha dos parametros que influenciam a resposta dos
eletrodos para deteccao do metil paration foi possivel avaliar o desempenho analitico do
dispositivo desenvolvido construindo uma curva analitica e obtendo as figuras de
mérito. Tal dispositivo foi empregado na determinagao de MP em amostras de sucos de

manga comerciais fortificadas com o analito.

3.3.2.1 Estudo da influéncia de espécies concomitantes presentes nas amostras de
sucos
Foram realizadas medidas empregando os eletrodos modificados com os CNT-

TA e CNT-TB para a determinagdo de MP na presenca de possiveis interferentes (acido
ascorbico, acido citrico, glicose, magnésio e sodio) presentes na composicao dos sucos
de manga. Para verificar a influéncia dessas espécies na resposta do sensor, a
concentracdo de MP foi mantida constante, em 1,0 x 10 mol L' e foram adicionados a

ele os possiveis interferentes em uma quantidade dez vezes maior (1,0 x 10* mol L.

3.3.2.2 Estudo de Adicdao e Recuperagdo

Para verificar a exatiddo dos resultados fornecidos pelo método desenvolvido
foram realizadas medidas de adi¢do e recuperagdo em duas amostras comerciais de suco

de manga (Amostra A e Amostra B). Todas as amostras foram diluidas (1:10) em
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tampao acetato pH 5,0 e foram fortificadas a partir de uma solugio 1,0 x 10~ mol L de
MP. As adigdes foram feitas de maneira a alcangar 3 niveis de concentracdo de pesticida
(1,0 x 107, 1,5 x 10° e 1,0 x 10° mol L) também foram analisadas amostras sem a

fortificacdo de acordo com a FIGURA 7:

FIGURA 7: ILUSTRACAO DO PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL REALIZADO
NOS ESTUDOS DE ADICAO E RECUPERACAO

L—

¥ Nivel Cup/ mol L

1 1,0 x107 1
1,5x10°¢ =

@ 2
3 1,0x10° U

Diluidos em Tampido Acetato
(1:10)

FONTE: O autor (2018).

3.4 Etapa 3: Construcio de um sensor niao-enzimatico para determinacio
amperométrica de glicose empregando um eletrodo impresso (EI) modificado
com CNT e ions Ni** em um sistema microfluidico.

3.4.1 Caracterizacdo Voltamétrica:

Os estudos iniciais foram realizados utilizando o eletrodo de carbono vitreo,
modificado de acordo com o item 3.3.1. O procedimento voltamétrico foi realizado em
3 etapas, conforme o esquema ilustrado na FIGURA 8. Na primeira etapa, o eletrodo ja
modificado com os CNTs foi mergulhado em uma solucdo de ions Ni**, 0,5 mol L™,
durante poucos segundos em circuito aberto, e em seguida foi gentilmente lavado. Na
segunda etapa, o eletrodo foi inserido na célula eletroquimica, e submetido a uma
varredura de potencial no intervalo de 0,0 a 0,7 V, em solugio de KOH 0,01 mol L,

para a formagdo das espécies reativas de Ni*".
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FIGURA 8: ETAPAS DO PROCEDIMENTO VOLTAMETRICO

ETAPA1 ETAPA 2 ETAPA3
Incorporacdo de Formacdo do par Limpeza da
ions Ni?* Redox Ni?*/ Nit+ superficie
Mi* —
~ 11|
Solugdo de Ni®* Solucdo de KOH Solucdo de HCI
0,5 mal L 1,0 x 102 mol L 1,0 x 102 mol L

FONTE: O autor (2018).

Apos os estudos iniciais neste trabalho foram utilizados eletrodos impressos de
carbono (SPE — screen printed electrodes) produzidos no laboratério do Professor Dr.
Craig Banks na Universidade Metropolitana de Manchester, Reino Unido. A impressao
foi realizada utilizando as mascaras apropriadas e uma impressora microdek 1670RS,
sendo que as etapas consistiram na deposicdo de tintas de carbono grafite (para
impressao de ET e EA), Ag/AgCl (ER) e tinta dielétrica (Gwent, Liverpool, Reino
Unido) sobre um substrato de poliester. O ET 0.07 cm? de area [66], foi modificado
com 4 pL de uma dispersio CNT-TA (0,5 mg mL™) pela técnica de “drop casting”
(evaporacdo do solvente). Apos a modificacio com os CNT-TA o SPE foi imerso em
uma solucdo contendo ions Ni** poucos segundos para pré-concentracdo. Realizou-se
uma voltametria ciclica em KOH 0,01 mol L™, no intervalo de potencial de 0,0 a 0,7 V.

A FIGURA 9 apresenta a sequencia de operacdes realizadas.
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FIGURA 9: ETAPAS DO PROCEDIMENTO VOLTAMETRICO COM O SPE.

ETAPA 1 ETAPA 2 ETAPA 3 ETAPA 4
Pré-tratamento Incorporagéo Formagéo do par Limpezada
NTC de ionsMNi%* redox N**/Ni** superficie

Solugéo de Solucéo de Solugéo de Solucéo de
KOH 0,01 mol L NiZ* 0,5 mol L KOH 0,01 mol L''| | HCI 0,1 mol L'

FONTE: O autor (2018).

O eletrodo impresso modificado com CNT e ions Ni*" incorporados (SPE/CTN-

Ni) foi entdo acomodado no sistema microfluidico (WTED).

3.4.2 Construciao, montagem e avaliacio vaziao do microdispositivo (WTED)s
Para a construgdo do dispositivo microfluidico (WTED) foi utilizada uma base

construida com o polimero ABS (Acrilonitrilo-butadieno-estireno) impresso em uma
impressora GTMax3D printer - Graber i3 model (Americana — SP, BraSil), com

tamanho de camada de 0,15 mm e densidade de preenchimento 3. O sistema foi
montado utilizando fita adesiva dupla face, fios de algoddo hidrofilico e eletrodo
impresso de carbono modificado com CNT-Ni. A FIGURA 10 mostra o dispositivo
montado em diferentes angulos

1 - Um pedago de fita adesiva dupla face foi posicionado proximo ao reservatorio
de entrada, no qual o fio de algoddo ¢ fixado em uma altura semelhante ao eletrodo
impresso e outro pedago foi posicionado proximo ao reservatorio de saida, para
acomodacao do eletrodo impresso;

2 - O eletrodo impresso ja modificado ¢ inserido sobre a fita adesiva que foi
fixada proxima ao reservatorio de saida;

3 - Delimitacdo da zona de deteccdo, realizada inserindo dois pedagos da fita

adesiva, nas extremidades do eletrodo impresso.
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4 - Fixacdo dos canais microfluidicos (fios de algoddo hidrofilico) por todo o
dispositivo iniciando no reservatorio de entrada e finalizando no reservatdrio de saida.

FIGURA 10: MONTAGEM DO SISTEMA uTED

FONTE: O autor (2018).

De modo a avaliar a vazao da solu¢do transportadora com o tempo pelo uTED,
o reservatorio de saida foi colocado sobre uma balanga analitica Mettler Toledo AL204
(Columbus, OH, EUA) e o dispositivo mantido a uma distancia aproximada de 26 mm,
com o auxilio de uma garra e um suporte universal. A quantidade de solucdo que fluiu
pelo dispositivo foi monitorada pela diferenca de massa do reservatorio de saida a cada
30 segundos, sendo a pesagem iniciada quando a primeira gota de solugdo foi carregada
pelos microcanais. A temperatura ambiente foi mantida em 20°C durante o periodo em
que os experimentos foram realizados. A cada 60 segundos, a massa do reservatorio de
saida foi registrada, com o auxilio de uma camera, visando melhorar a precisdao das
medidas. Os valores obtidos foram convertidos em volume utilizando a densidade de
solucdo 0,9971 g cm™. O fluxo foi obtido pela razio entre o volume de solucio e tempo.

O eletrodo impresso modificado com CNT e ions Ni*" incorporado (SPE/NTC-Ni) foi
entdo acomodado no sistema microfluidico (WTED) e, na sequéncia, foram dispostos os fios de
algodao do reservatério de entrada até o reservatorio de saida do uWTED. O eletrolito suporte
(KOH 0,01 mol L") foi adicionado no reservatério de entrada, o qual fluia pelo dispositivo
durante todo e tempo de andlise. A solugdo de glicose (preparada em KOH 0,01 mol L) foi
injetada diretamente no canal microfluidico (fio de algoddo) em aliquotas de 2,0 pL a uma

distancia constante da zona de detecgao.

3.4.3 Avaliacdo do potencial aplicado

Apods obtidos dados sobre a estabilidade do fluxo do eletrdlito suporte,

estudou-se diferentes potenciais a serem aplicados no eletrodo de trabalho para a
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realizagdo da cronoamperometria. Assim, variou-se o potencial de 0,35 V a 0,55 V, e

avaliou-se os valores de corrente para o sinal de glicose em triplicata.

3.4.4 Determinacio de glicose em plasma sanguineo

3.4.4.1 Estudo da influéncia de espécies concomitantes presentes nas amostras
plasma.
Amostras naturais de fluidos biologicos sdo matrizes que, possuem acido

ascorbico, dopamina e acido urico juntamente com a glicose. Estas espécies podem
produzir a corrente de oxidacdo comparavel a da glicose causando interferéncia nas
medidas. Os niveis de glicose no sangue sio de 4-5 mmol L, enquanto esses
concomitantes estao presentes em concentragdes aproximadamente 50 vezes menores. A
fim de avaliar o efeito destas espécies preparou-se uma solugio de glicose 1,0 x10* mol
L', e solucdes mistas de glicose, nesta concentragdo, com 1,0 x 10 mol L' das

espécies interferentes separadamente.

3.4.4.2 Estudo de Adi¢ao e Recuperacgio

Para verificar a exatiddao dos resultados fornecidos pelo método desenvolvido
foram realizadas medidas de adigdo e recuperagdo em uma amostra de plasma
sanguineo humano masculino do tipo AB, origem dos EUA, esterilizado, adquirido da
Sigma Aldrich. A amostra foi preparada diluindo 50 pL do plasma em 150 pL. de KOH
0,01 mol L e outra amostra (diluida na mesma proporg¢do) foi fortificada com uma
solucdo de glicose 2,5 x 10 mol L™\, Uma curva analitica foi construida com solugdes
padrio de glicose de 2,5 x10° a 1,0 x 10 mol L, com adi¢do da amostra e amostra

fortificada.
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4 Resultados e discussoes

4.1 Etapa 1: Funcionalizacio e caracterizacio dos CNT.
Depois de realizado os tratamentos, foram obtidos os seguintes materiais:

nanotubos de carbono que receberam o tratamento acido (CNT-TA), os nanotubos de
carbono que receberam o tratamento bdsico (CNT-TB), esses materiais foram
submetidos a algumas técnicas de caracterizagdes e comparados com os nanotubos que
nao receberam tratamento, os chamados nanotubos Pristine (CNT-P), com a finalidade
de analisar as mudancas estruturais e morfoldégicas nos CNT, para verificar se a

funcionaliza¢do depois dos tratamentos realmente ocorreu.

4.2 Caracterizacdes espectroscopicas dos CNTs

4.2.1.1 Espectroscopia na regido do Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)
A espectroscopia na regido do infravermelho foi empregada para avaliar a

intera¢ao da radiacao eletromagnética com a matéria, uma vez que as ligagdes quimicas
das substancias possuem frequéncias de vibragdes especificas, as quais correspondem a
niveis de energia que dependem da forma da superficie de energia potencial da
molécula, da geometria molecular, das massas dos atomos e eventualmente do
acoplamento vibracional [67]. Com o presente estudo, ¢ possivel observar se ha
mudancga nas ligagdes quimicas oriundas da funcionalizacdo. A FIGURA 11 ilustra os
espectros de infravermelho dos CNTs antes (CNT-P) e apds o tratamento acido (CNT-
TA e CNT-TB).

Pode-se observar que os estiramentos em 660, 1196 € 1579 cm™ estdo presentes
em ambos o0s espectros. Isso se deve aos estiramentos caracteristicos nesses
comprimentos de onda (LC-H, vC-C e vC=C (arom) respectivamente), os quais fazem
parte da estrutura dos CNTs [68] tratados e também dos ndo tratados. Entretanto, o
estiramento entre 1729-1735 cm” que sio comprimentos de onda caracteristicos de
grupos funcionais oxigenados [21, 68, 69] estd presente somente para os nanotubos
submetidos aos tratamentos quimicos. A banda em 3443 c¢cm referente vO-H [68],
aumenta significativamente quando os tratamentos sdo realizados. Com o ataque a partir

de oxidantes fortes em elevada concentragdo, as paredes externas dos CNTs sdo
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rompidas e grupos funcionais sdo introduzidos (C=0O, O-H), conforme observado nos

espectros, podendo-se confirmar a funcionalizagdo.

FIGURA 11: ESPECTROS DE FTIR DOS CNT: —CNT-TA, —CNT-TB E
— CNT-P
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FONTE: O autor (2018).

As atribuigdes referentes as ligacdes verificadas no espectro da FIGURA 12

estdo descritas Tabela 2 abaixo:

TABELA 2: ATRIBUICOES DOS ESTIRAMENTOS E DEFORMACOES,
ENCONTRADOS ATRAVES DE MEDIDAS DE FTIR

Atribui¢iio (cm™) Numero de onda (cm™)
LC-H (900-650) 660
vC-C (1220-800) 1196
vC=C(arom) (1600-1400) 1579
vC=0 (1800-1600) 1735
vO-H (3600-3200) 3443

FONTE: O autor (2018).
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E possivel observar uma discrepancia entre os espectros dos nanotubos
quimicamente tratados. Os CNT que receberam o tratamento alcalino apresentam
bandas em 2916 e 2848 cm™ (C-H) e uma banda larga entre 1050 e 1300 cm™ (C-O de
¢teres, alcoois, anidridos, lactonas ou acidos carboxilicos)[70]. Tal fato sugere que o
tratamento acido ancora majoritariamente grupos carboxilicos enquanto que o

tratamento alcalino ancora varios grupos funcionais oxigenados diferentes.

4.2.1.2 Espectroscopia fotoeletronica de raios X
Espectroscopia fotoeletronica de raios X (XPS) ¢ uma das técnicas mais

utilizadas e bem estabelecidas para a caracterizagdo da superficie de varios materiais,
incluindo metais, ceramicas, polimeros e materiais de carbono. Numa analise XPS, as
energias de ligacao (eV) de fotoelétrons emitidos como resultado da irradiacao de raios
X para os elétrons do nucleo das amostras. Esta técnica ¢ util para a elucidagdo
quantitativa das composicoes atdomicas CNT funcionalizados e das composi¢des
quimicas dos atomos desejados [71]. Por exemplo, os estados de ligagdao (incluindo
ligacdes simples/duplas) de atomos de carbono com heteroatomos podem ser estimados
pelos espectros de Cls, que geralmente estdo localizados em torno de um valor de 284,5
eV [72]. Embora a analise quantitativa dos grupos funcionais seja possivel com
medi¢des de XPS, a interpretacao dos espectros pode ser ambigua quando a temperatura
de deconvolugdo ou os niveis de energia de ligagdo dos grupos funcionais sdo
semelhantes [73]. A FIGURA 12 apresenta os espectros na regido do Cls obtidos para

os diferentes nanomateriais.
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FIGURA 12: ESPECTROS DE XPS NA REGIA0O DO CARBONO OBTIDOS
PARA PARA (A) CNT-P, (B) CNT-TA E (C) CNT-TB.

E
< z
= ")
= =
@ o]
3 %
o= g
7)) N
£ =
N
=
L]
280 265 . . 2§0~ 205 280 285 290 295
Energia de ligacio / eV Energia de ligacdo / eV
&
=
~
2]
<=
s
=
‘@
=
L
ot
=
.
280 285 290 295

Energia de Ligacio / eV

FONTE: O autor (2018).

Como os MWCNTs consistem em camadas concéntricas laminadas, os
principais os grupos encontrados sao C=C e C-H, como mostrado. Entretanto a regido
do carbono é composta pelos picos em 284,8 eV, caracteristica de C=C (sp?) da
estrutura do grafeno, em 285,4 atribuido a defeitos na estrutura dos nanotubos C-C
(sp®). Os picos e 287, 288 eV, sdo caracteristicas de CO e COO", respectivamente. Nota-
se a partir dos espectros obtidos, que para os nanomaterias picos de CO e COO" se
sobrepde o que pode estar associado, a interpretacdo dos espectros ambigua ou os niveis
de energia de ligagdo dos grupos funcionais sdo semelhantes, como citado anteriormente
[73]. A regido do oxigénio apresenta picos em 530,70 eV, caracteristico de oxigénio
fisicamente adsorvido ou carbonatos, 531 eV ¢ a regido na qual encontram-se grupos

como OH, C=0, O—C=0. Em todas as amostras tratadas, a quantidade de C=0 (grupos
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carboxilicos e carbonilos) ¢ maior em relacdo amostra de CNT-P. Sabe-se que os acidos
sulfurico e nitrico podem reagir com os carbonos da superficie CNT apds uma oxidacao
sequencial. Este processo comeca primeiro com as ligagdes C=C e C—-H gerando
diferentes grupos oxidados, passando de alcool para carboxilicos. Os resultados de

analise e quantificagdo XPS sdo apresentados na Tabela 3.

TABELA 3: ATRIBUICOES DAS LIGACOES OBTIDAS PELA
DECONVOLUCAODOS ESPECTROS DE XPS.

Pico 1 2 3
BE eV 284,71 285 289
C=0
Atribucao C=C c—C
COO
CNT-P 63,25% 20,08% 16,67%
CNT-TA 42.71% 27,74% 29,55%
CNT-TB 46,45% 29,19% 24.36%

FONTE: O autor (2018).

A TABELA 3 lista as possiveis atribuigdes de banda e as porcentagens atomicas
das espécies oxidadas nas amostras estudadas. E possivel ver que em todos os casos
encontramos as mesmas espécies. No entanto, as intensidades variam em cada amostra, embora
sem correlacdo. Durante o processo de fabricacdo, algumas espécies oxidadas podem ser
formadas, como observados para o CNT-P que apresentou cerca de 17 % de grupos funcionais.
Entretanto comparando-se os tratamentos quimicos, houve um aumento significativamente na

quantidade de grupos carboxilicos e carbonilos.

4.2.1.3 Espectroscopia Raman

A Espectroscopia Raman foi utilizada para observar a presenca de bandas
caracteristicas dos nanotubos de carbono e atribuir algumas varia¢des estruturais
ocorridas em funcdo dos tratamentos quimicos [74]. Todas as amostras apresentaram as
principais bandas caracteristicas de materiais carbonaceos, as bandas D e G. A FIGURA

13 mostra os espectros Raman dos CNTs com e sem tratamento.
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FIGURA 13: ESPECTROS RAMAN DOS DOS CNT: —CNT-TA, —CNT-TBE —
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FONTE: O autor (2018).

A banda situada na regidio de 1340 cm™ ¢ referente a banda D, relacionada com a
presenga de vacancias e/ou defeitos. Os defeitos ocasionam a perda de simetria,
ativando esses modos vibracionais. A banda na regido de 1570 cm™ é referente 4 banda
G que corresponde a vibracdo fundamental (de primeira ordem) chamada de
alongamentos tangenciais [74, 75]. Essa vibracdo corresponde aos modos de
estiramento LC-C destas estruturas. E possivel observar um ombro na banda G na
regido de 1620 cm™. Este pico, ¢ atribuido a banda D’ que, assim como a banda D, esta
associada a desordem na estrutura dos CNT, devido a presenca de defeitos na rede
hexagonal do grafeno . Observou-se ainda a banda G’ em aproximadamente 2650 cm’!
caracteristica de materiais grafiticos e relacionada a organizacdo estrutural no plano
bidimensional. A razdo entre as intensidades das bandas D e G esté relacionada com a
quantidade de defeitos. Quanto maior esta relagdo, maior sera a quantidade de defeitos
dos CNT. A TABELA 4 apresenta as atribuicdes dos estiramentos e deformacdes,

encontrados através de medidas de Raman.
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TABELA 4: ATRIBUICOES DOS ESTIRAMENTOS E DEFORMACOES,
ENCONTRADOS ATRAVES DE MEDIDAS DE RAMAN

Banda D (cm ) Banda G (cm) L/l

CNT-P 1338 1579 0,81
CNT-TA 1342 1575 1,21
CNT-TB 1344 1575 1,15

FONTE: O autor (2018).

De acordo com os dados apresentados na TABELA 4 percebe-se que apds o

tratamento quimico, ocorreu um aumento no valor da razdo I /1. Isto €, decorrente da

perda de simetria dos hexagonos dos grafenos, causada pelos ataques oxidativos,
promovem o aumento na quantidade de defeitos estruturais nas paredes mais externas dos
CNTs. Resultados semelhantes foram encontrados por Datsyuk e colaboradores [69], que
estudaram o efeito da oxidagdo de nanotubos de carbono com diferentes oxidantes
(HNO3s, H>SO4/H20,, NH4OH/H>03) e verificaram a destruicdo da integridade grafitica
dos nanotubos ocasionando um maior numero de defeitos para as amostras avaliadas

quando comparadas com as amostras de nanotubos Pristine.

4.2.2 Caracterizacdes morfologicas dos CNTs

4.2.2.1 Caracterizagdo por Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

Imagens representativas foram obtidas por MET e sdo apresentadas na FIGURA
14 ¢ possivel verificar que os CNTs tratados e Pristine sdo homogéneos e ndo
apresentam material amorfo em sua superficie. E possivel observar ainda que sdo CNTs
de parede multipla, uma vez que consistem de tubos de parede unica empilhados. Estes
sdo nanoestruturas com didmetro exterior de menos de 15 nm e que ndo sdo moléculas

individuais, mas sim, fios de folhas em camadas de grafite.
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FIGURA 14: IMAGENS DE MET DE CNT (A) SEM TRATAMENTO, APOS O
TRATAMENTO (B) ACIDO E (C) BASICO

A partir das imagens foi possivel estimar o didmetro médio das paredes dos
CNTs, em torno de 12 nm para funcionalizados e sem funcionalizagdo. Entretanto
verificou-se diferenca significativa entre as morfologias antes e apds os tratamentos
quimicos. Os CNTs sem tratamento apresentaram-se mais homogéneos e com tubos
mais alongados. Quando o tratamento ¢ realizado, observam-se tubos menores e mais
deformados, indicando que o tratamento promove a formagdo de defeitos nas paredes
dos tubos que s3o mais pronunciados para os CNT-TA, indicando que tal tratamento ¢
mais agressivo. Para ambos os nanotubos foi possivel observar uma dispersio

homogénea, sem aglomerados de carbono amorfo ou impurezas.

4.2.3 Analise Termogravimétrica
A andlise termogravimétrica foi utilizada para acompanhar a perda de massa
com o aumento da temperatura. A Figura 15 mostra as curvas de TGA e a DTG,

coletadas em atmosfera de ar sintético, dos CNT Pristine e tratados.
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FIGURA 15: Curvas de TG E DTG OBTIDOS PARA (A) CNT-TB (B) CNT-
TAE (C) CNT-P
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FONTE: O autor (2018).

De acordo com os termogramas apresentados podemos observar que ocorreu
uma significativa perda de massa em T >400°C, relativa a oxidacdo dos CNT a CO..
Para a amostra ndo tratada, os CNT se decompdem em 554°C decorrente da destruicdo
das paredes dos nanotubos, os CNTs submetidos ao tratamento &cido em
aproximadamente 614°C e os nanotubos submetidos ao tratamento basico em 603°C. As
diferentes temperaturas de queima observadas para as CNTs certamente estdo
associadas a presenca ou nao de impurezas nas amostras. Para o tratamento acido ocorre
um aumento de temperatura no evento decorrente a carboniza¢do. Isso pode estar
atrelado ao fato da exposicdo a 4cidos fortes remover impurezas naturais presentes no
material precursor. O tratamento com base, ndo ¢ tdo eficiente na remocdo das
impurezas, apresentando temperatura de carbonizagdo de aproximadamente 10 °C

menor que o observado para o tratamento acido. Como esperado, a amostra que nao foi
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submetida a nenhum tratamento quimico, apresentou menor temperatura de

carbonizacdo devido a quantidade maior de impurezas.

As caracterizagdes realizadas nos CNTs antes e apds os tratamentos mostraram
que houve alteracdes estruturais e morfolégicas nos nanotubos apds os tratamentos
quimicos. Os resultados de FTIR apresentaram a insercdo de grupos funcionais
oxigenados. Este resultado estd em concordancia com os dos espectros de XPS e
Raman, nos quais foi possivel observar que ocorre um aumento na quantidade de
defeitos na estrutura dos nanotubos de carbono. Os defeitos puderam ser visualizados
pelas imagens de MET, que apresentaram deformagdes e quebras dos tubos. Ainda
Pelas curvas de TG foi possivel observar que o tratamento acido ¢ o que melhor

removeu impurezas que restaram na sintese do CNT-P.

4.3 [Etapa 2: Construcio e avaliacido de um sensor eletroquimico empregando
nanotubos de carbono quimicamente tratados para a determinacio de metil
paration.

4.3.1 Caracterizacao Eletroquimica do metil paration.

Para esta etapa do trabalho, utilizou-se um eletrodo de carbono vitreo como
eletrodo base. A fim de investigar o comportamento eletroquimico e identificar os
processos redox do analito a ser estudado, realizou-se medidas de voltametria ciclica, na
presenca de metil paration. A FIGURA 16 apresenta o voltamograma ciclico do
eletrodo de carbono vitreo na presenca de MP 1,0 x 10 mol L™, na auséncia de Oz no

intervalo de potencial de 0,4 a -1,2 V.
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FIGURA 16: VOLTAMOGRAMA CICLICO DO ELETRODO DE CARBONO
VITREO NA PRESENCA DE MP 1,0 x 10-° mol L', EM ELETROLITO SUPORTE
TAMPAO ACETATO pH = 5,0 COM 50 mV s! DE VELOCIDADE DE
VARREDURA.
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FONTE: O autor (2018).

Como ja descrito na literatura, o MP ¢ uma molécula que apresenta processos
redox bem definidos como pode ser observado na FIGURA 15. A reacdo se inicia em
aproximadamente -0,4 V, neste potencial o grupo nitrofenil sofre um processo de
redugdo irreversivel (R1) formando a hidroxilamina, a reagdo envolve quatro elétrons
em conforme equacdo (1), Ep = -0,54 V (vs. Ag/AgClVKCI saturado). O produto
formado por essa reacdo ¢ oxidado ao correspondente grupo nitroso em Ep = 0,06 V
(indicado como O). Em seguida, o grupo nitroso ¢ reversivelmente reduzido ao

correspondente hidroxilamina Ep = 0,037 V (R2), conforme reacdo (2) [25, 27, 83].

Ph-NO, +4¢ +4H'— Ph-NHOH + H,0 )

Ph-NHOH S Ph-NO +2¢ + 2 H' 3)

Os picos de corrente referentes aos processos reversiveis aumentam, ligeiramente sob
ciclos continuos, enquanto que o pico referente ao processo irreversivel (R1) diminui
significativamente. Este comportamento ja foi observado por Zeng e colaboradores [38],
no qual os autores afirmam que tal diminuicdo da intensidade de pico ocorre devido a

menor disponibilidade das espécies envolvidas na reagdo a reagdo (1) na superficie do
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eletrodo. Caracterizado o perfil voltamétrico do MP, realizou-se a modificagdo do
eletrodo de carbono vitreo com os CNTs tratados quimicamente ¢ o CNT Pristine
(CNT-P). A FIGURA 17 apresenta o perfil voltamétrico obtido com os eletrodos

construidos.

FIGURA 17: VOLTAMOGRAMAS CICLICOS DO ELETRODOS: GCE
(—),GCE/CNT-P (—), GCE/CNT-TA (—) E GCE/CNT-TB (—) NA PRESENCA DE
MP 1,0 x 10° mol L', EM ELETROLITO SUPORTE TAMPAO ACETATO pH=5,0
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FONTE: O autor (2018).

A modificacdo da superficie do eletrodo tem como principal objetivo a
atribui¢do de novas caracteristicas ao eletrodo de base, e dessa forma obter respostas de
maior intensidade em relagdo ao dispositivo ndo modificado. Nos voltamogramas
ciclicos, apresentados na FIGURA 17, foi possivel observar os mesmos processos redox
referentes ao MP, j4 mencionados, para todos os eletrodos avaliados (primeiro ciclo
voltamétrico). Contudo, para os eletrodos modificados observou-se uma maior
magnitude de corrente no processo irreversivel. Para fins analiticos, o pico irreversivel é
mais conveniente de ser monitorado, uma vez que sua forma¢ao nido depende de outros
processos.

Entretanto a utilizacdo da voltametria ciclica tem uma limitagdo em relacdo a
sensibilidade, devido a corrente capacitiva, que ¢ uma das principais componentes da
corrente de fundo. A voltametria de pulso diferencial ¢ uma técnica na qual apresenta

modos alternados de aplicagdo de pulsos de potencial. A medida inicia-se em um
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potencial onde ndo ha processo faradaico. O primeiro par de pulsos consiste em um
pulso de potencial para um valor El, seguido por um pequeno pulso diferencial AE,
para o valor E2. O potencial ¢, entdo, restabelecido ao valor do potencial inicial e os
pulsos seguintes sao semelhantes aos iniciais, porém, em sentido inverso, -AE.

Nesta técnica ha uma elevada sensibilidade a pequenos valores de corrente e
grande diferencia¢do das correntes faradaica e capacitiva. Desta forma escolheu-se a
voltamtria de pulso diferencial para os procedimentos analiticos. A FIGURA 18,
apresenta o perfil voltamétrico obtido com os eletrodos construidos, para o processo de

redu¢do do grupo nitro para a hidroxilamina.

FIGURA 18: VOLTAMOGRAMAS DE PULSO DIFERENCIAL PARA OS
ELETRODOS: GCE (—), GCE/CNT-P (—),GCE/CNT-TA (—) E GCE/CNT-TB (—) NA
PRESENCA DE MP 1,0 x 10 mol L', EM ELETROLITO SUPORTE TAMPAO
ACETATO pH=5,0

< 0}
- — GCE
an —— GCE/CNT-P
15 —— GCE/CNT-TA
—— GCE/CNT-TB
-20
-25 n i 'l L » o
-1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0

E/V vs Ag/AgCl (KC13 mol L)

FONTE: O autor (2018).

De acordo com os apresentados os voltamogramas de pulso diferencial para
todos os eletrodos na FIGURA 18, ¢ possivel observar que os eletrodos modificados
com os CNT submetidos a tratamentos quimicos apresentaram um ganho significativo
corrente de pico (~7 vezes em relagdo ao eletrodo de carbono vitreo e ~3 vezes em
relagdo ao CNT Pristine), além do potencial de reducdo do grupo nitro para
hidroxilamina ser deslocado para valores menos negativos. A TABELA 5 apresenta os

valores de potencial e correntes obtidos por meio das medidas de pulso diferencial.
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TABELA 5: VALORES DE POTENCIAL E CORRENTE OBTIDOS PARA

OS DIFERENTES ELETRODOS
Eletrodo E (V) I (uA)
GCE -0,59 3,66
CNT-P -0,57 6,03
NT-TA -0,50 22,20

FONTE: O autor (2018).

Esse desempenho pode ser atribuido aos CNT que melhoram as propriedades de
transferéncia eletronica entre a superficie eletrodica e o MP, além de um aumento na
area superficial eletroativa, promovendo um aumento no valor da corrente de pico.
Quando os CNTs sdao submetidos a tratamentos quimicos, essas propriedades sdo mais
pronunciadas e um forte efeito eletrocatalitico, traduzido por um deslocamento do
potencial de pico para valores menos negativos (~100 mV). O ancoramento de grupos
funcionais dispostos nas paredes dos tubos torna-os mais polares, e com maior
facilidade para interagir com os grupos nitro presentes na estrutura do MP o que pode
justificar o efeito da modificagdo da superficie do eletrodo sobre a resposta

voltamétrica.

4.3.2 Influéncia das condicoes experimentais na resposta voltamétrica do sensor
O estudo do efeito da velocidade de varredura na resposta voltamétrica do
sistema foi realizado a fim de compreender a natureza dos processos eletroquimicos do
MP. Este comportamento foi investigado utilizando-se uma concentragdo constante de
1,0 x 10° mol L' do analito, variando-se a velocidade de varredura de 5 a 150 mV s™.

Os voltamogramas obtidos para o estudo estdo representados na FIGURA 19:
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FIGURA 19: VOLTAMOGRAMAS CICLICOS DO MP 1,0 x 10° mol L™ (A)
SOBRE O ELETRODO DE CARBONO VITREO MODIFICADO COM CNT-TA E
(B) CORRELACAO Ip E v.
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FONTE: O autor (2018).

A partir da FIGURA 19 (A), foi possivel observar que houve um aumento das
correntes de pico para os trés processos com o aumento da velocidade de varredura.
Ainda, conforme a FIGURA 19 (B), as correntes de pico do par redox reversivel
aumentaram linearmente em relacdo a velocidade de varredura. As equagdes de
regressao linear obtidas para o processo reversivel foram: Iox (LA) = -2,81v + 0,252(v
em mV s) (R? = 0,9964)) e I (uA) =1,485 v -0,165 (R? = 0,9845), indicando que a
reacdo ¢ controlada por um processo de adsor¢do. Ja para o processo irreversivel, a
linearidade da Ip se deu em fun¢do da raiz quadrada da velocidade de varredura, com
equacdo de regressio linear Ir; (LA) =-1,014 v - 25,19 (R? = 0,98316), indicando que
o processo ¢ controlado por difusdo. Tal comportamento foi relatado no trabalho
desenvolvido por Fan e colaboradores [84] que utilizaram um eletrodo de carbono vitreo
modificado com CNT de parede tnica, e um liquido i6nico como ligante, para a reducdo
do MP. Os resultados deste estudo obtidos para os eletrodos modificados com CNT-P e
CNT-TB foram similares, concordando entre si, por isso ndo foram colocados neste
documento.

Visando potencializar a reposta do sistema, foi investigada a influéncia da
variacdo do pH do eletrolito suporte (tampdo acetato), em uma faixa de pH de 3,0 a 7,0.

A FIGURA 20 ilustra a relacdo entre o pH e a corrente de pico do MP.
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FIGURA 20: RELACAO ENTRE A Iy COM O pH DO ELETROLITO SUPORTE
COM 1,0 x 10”° mol L' DE MP, PARA O ELETRODO MODIFICADO COM (A)
CNT-TA E (B) CNT-TB. PARAMETROS DA DPV: A=50 mV ,t=50 ms E V= 1,5
mV s”, ELETROLITO SUPORTE TAMPAO ACETATO (pH DE 3 A 6) E
ACETATO/ ACIDO ACETICO pH=7.0
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FONTE: O autor (2018).

Para ambos os eletrodos foi possivel observar uma mesma tendéncia, com o
aumento da corrente at¢ o pH 5,0 e a partir desse valor ocorre um decréscimo de
corrente. Isto indica que a reagdo de redu¢do do grupo nitro do MP para hidroxilamina ¢

favorecida em pH = 5,0, conforme descrito em (1):

Ph-NO, +4¢ +4H"— Ph-NHOH + H,O 2)

Observa-se ainda que o CNT-TB em valores de pH mais baixos (3 e 4) apresenta
valores de corrente inferiores que para o CNT-TA. Tal evidencia est4 relacionada com
os grupos funcionais oxigenados contidos na superficie de ambos os CNT. Enquanto
que os CNT-TA apresentam majoritariamente grupos funcionais carboxilicos, o CNT-
TB apresenta grupamentos com mais fracos. Vale ressaltar que o meio levemente acido
ndo favorece a reacdo de formacdo de hidrogénio, ndo interferindo na reagdo do MP
[85]. De acordo com Kumar e colaboradores [86] os potenciais de oxidagdo e reducdo
do MP sdo dependentes do pH do eletrélito suporte. De acordo com os autores, a
redu¢io do grupo nitro é favorecida pela presengca de H" no meio. Entretanto os meios

menos acidos resultam na degradagdo do composto organofosforado e do H" que esta
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envolvido na redugdo irreversivel do MP [87]. Observa-se ainda a ocorréncia de um
deslocamento no potencial de pico para valores mais positivos com o aumento do valor
de pH. A FIGURA 21 apresenta a relagdo entre Ep vs pH para os eletrodos modificados
com CNT-TA e CNT-TB.

FIGURA 21: RELACAO ENTRE A I COM O pH DO ELETROLITO SUPORTE
COM 1,0 x 10 mol L"' DE MP, PARA O ELETRODO MODIFICADO COM (A)
CNT-TA E (B) CNT-TB. PARAMETROS DA DPV: A=50mV , t=50 ms E V= 1,5
mV s, ELETROLITO SUPORTE TAMPAO ACETATO (pH DE 3 A 6) E
ACETATO/ ACIDO ACETICO pH=7,0
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FONTE: O autor (2018).

O Essa dependéncia linear apresentou valor de inclinagdo de 60,0 mV pH,
valor muito proximo do tedrico (58,5 mV pH™), o que indica que a reacdo é regida pela

transferéncia da mesma quantidade de protons e elétrons.

4.3.3 Otimizacio dos parametros da Voltametria de Pulso Diferencial

Velocidade de varredura, tempo de pré-concentracdo e a modalidade escolhida
sdo fatores que influenciam diretamente no tempo de uma determinag¢do voltamétrica.
Sendo assim, foi realizado um estudo para avaliar a influéncia de uma etapa de pré-
concentracdo do analito na superficie eletrddica anterior a varredura de potencial, e as

respostas de corrente obtidas para o MP mostraram-se independentes em relacdo a este
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parametro, indicando que ndo existe a pré-concentragdo do MP sobre o eletrodo assim,
ndo hé necessidade de efetuar esta etapa pois, ndo gerara incremento de sinal.

A modalidade voltamétrica escolhida foi voltametria de pulso diferencial, sendo
necessaria a avaliagdo dos seguintes paradmetros: velocidade de varredura (v), tempo de
pulso (t) e a amplitude de pulso (a). Para escolha do valor mais adequado do parametro
avaliado foi considerada a maior intensidade da corrente de pico (Ip) e o alargamento do
pico (Wip).

A Tabela 6 apresenta um resumo sobre a escolha dos parametros experimentais a
adotados na metodologia proposta empregando DPV para os eletrodos modificados com

CNT-TA e CNT-TB.

TABELA 6: RESUMO DOS ESTUDOS DA METODOLOGIA E DA TECNICA DE
DPV PARA OS ELETRODOS MODIFICADOS COM CNT.

Otimizado
Parametro Estudado
CNT-TA CNT-TB
pH 3a’7 5 5
Tempo de pulso () 5a 100 ms 50 ms 50 ms
Velocidade ((\l,(; Varredura 2220 mV ¢! 3mV s 3V ¢!
Amplitude (a) 52100 mV 50 mV 50 mV

FONTE: O autor (2018).

Estes valores serao utilizados posteriormente para a construgdo da curva
analitica, para ambos os eletrodos, a fim de se obter os limites de deteccdo e

quantificagdo e o intervalo de reposta dindmica.

4.3.4 Avaliacido da potencialidade analitica do sensor proposto

Empregando as condi¢des experimentais escolhidas (Tabela 6), a curva analitica
para o MP foi obtida realizando-se sucessivas e crescentes adigdes da solucdo padrdo de
MP a solugdo do eletrolito suporte. Na FIGURA 22 sdo apresentados os voltamogramas
de pulso diferencial para as diferentes concentragdes de MP. O pico escolhido para o

monitoramento foi de redu¢do do grupo nitro e formagao da hidroxilamina, em ~ -0,52
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V, uma vez que este ¢ um processo independente. Observou-se que a corrente resultante
¢ proporcional a concentragdo de MP e apresentou linearidade no intervalo de

concentragdo estudado, com coeficiente de correlacdo da curva de 0,998.

FIGURA 22: VOLTAMOGRAMAS DE PULSO DIFERENCIAL NO INTERVALO
DE 1,0x 107 A 3,4 x 10° mol L EM ELETROLITO SUPORTE TAMPAO
ACETATO 0,1 mol L' (pH 5,0), 7= 50 ms; a= 50 mV E AES =3 mV; (A) CNT-TA E
(B) CNT-TB. INSERT: RESPECTIVAS CURVAS ANALITICA
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FONTE: O autor (2018).
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De acordo com os dados obtidos pelas curvas de -Ipc vs Cwp foi possivel obter
uma faixa linear de 1,0 x 107 a 3,4 x 10 mol L™! para os eletrodos modificados com os

CNT submetidos a tratamentos quimicos com as seguintes equacdes da reta:

CNT-TA i/ pA=2,72+0,52 Cpp / pmol L! 4)

CNT-TBi/pA =1,73 + 0,55 Cmp / pmol L™ (5)
Os limites de deteccao (LOD) e de quantificagdo (LOQ) foram calculados de
acordo com as seguintes equacdes, Onde Sy € a estimativa desvio padrao do branco e o

¢ o coeficiente angular da reta [88]:
LD = 3Sy/a (6)

LQ =10 Sp/a (7

Os mesmos estudos foram realizados para o eletrodo modificado com o CNT

sem tratamento. As figuras de mérito estdo resumidas na Tabela 8.

TABELA 7: FIGURAS DE MERITO OBTIDAS PARA O METODO PROPOSTO
PARA DETERMINACAO DE MP

l‘?‘aixa Sensibilidade LD LQ
Eletrodo linear 1 mol L pmol L
pmol L' ud L umol H
CNT-P 0,10-9,9 0,14 0,82 2,5
CNT-TA 0,10-34 0,55 0,035 0,09
CNT-TB 0,10-34 0,52 0,033 0,12

FONTE: O autor (2018).

Na Tabela 7 foi possivel observar que o valor da sensibilidade do eletrodo
modificado com os CNTs quimicamente tratados foi quatro vezes maior em relagdo ao
do CNT Pristine. Como consequéncia, os valores de limites de detec¢dao e quantificacdo
para o sensor proposto com o CNT tratado sdo menores quando comparados com os
limites obtidos para o CNT-P, demonstrando a potencialidade para a sua aplicacdo na

determinagdo de MP.
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De acordo com os resultados de desempenho analitico obtidos para 3 eletrodos
diferentes verificou-se que a funcionaliza¢do quimica ¢ fundamental para melhorar os
limites de deteccdo e quantificacio do MP. Embora sejam diferentes tratamentos
quimicos adotados, os quais levam a CNT com funcionalizagdes distintas e organizagao
superficial diferenciada, tais caracteristicas pouco alteram os valores de LD e de
sensibilidade para deteccdo MP. Uma comparacdo com trabalhos encontrados na

literatura pode ser observada na Tabela 8.

TABELA 8: CARACTERISTICAS GERAIS DOS METODOS ELETROQUIMICOS
PARA A DETERMINACAO COM MP COM CNT

Eletrodo Faixa linear LOD Sensibilidade  Ref
(pmol L) (umolL™)  (MA[uM]™)

MWCNT-PAAM 0,005-10 0,05 0,24 [38]
Surfactant/clay/GCE 0,4 -85 0,07 0,576 [83]
Au/nafion/GCE 0,5-120 0,1 0,257 [27]
Au/MWCNTs 1,9-61 0,19 0,503 [28]
C/p-NiTSPc/CFME 0,038 — 38 0,15 0,021 [89]
MWCNTSs/chitosan/GCE 0,19-7,6 0,019 - [40]
CNT-TA 0,1-34 0,035 0,55 -
CNT-TB 0,10 —30 0,033 0,52 -

PAAM= poliacrilamida. C/p-NiTSPc=ftalocianina tetrasulfanada de Ni. CFME=
Microeletrodo de fibra de carbono.

FONTE: O autor (2018).

A poliacrilamida (MWCNT-PAAM) e nanoparticulas de ouro (Au/MWCNTs),
que decoram ou modificam a superficie das paredes dos CNTs utilizados nos trabalhos
citados na Tabela 8, auxiliam na determinacdo do MP. Sendo assim, o CNT empregado
no presente trabalho, contendo apenas grupos funcionais na sua estrutura, apresentou
um desempenho significativo na determinacdo do MP, indicando que o sensor proposto
¢ equiparavel aos citados pela literatura. Adicionalmente, distingue-se dos demais pela
simplicidade experimental no processo de modificacdo quimica dos CNTs, uma vez que
ndo necessita da incorpora¢do de outras espécies, como por exemplo, nanoparticulas de
ouro, ¢ pode ser aplicavel obtendo-se expressivos valores de sensibilidade e baixos

valores de limite de deteccao.
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4.3.4.1 Estudo de Repetibilidade e Reprodutibilidade
Visando aplicacao do dispositivo estudado para fins eletroanaliticos, realizou-se

o estudo de estabilidade da corrente de pico. A partir do valor de I resultante da
redug¢do do grupo nitro para hidroxilamina, apds ciclos consecutivos (n = 5) com a
mesma superficie, na presenca de 1,5 x 10° mol L'! de MP, tanto para o eletrodo CNT-
TA como para o CNT-TB, foi possivel avaliar a repetibilidade da resposta eletroquimica
como mostra a FIGURA 23. Os desvios-padrao relativos (RSD) foram calculados, de
1,9 e 2,5% para os eletrodos modificados com CNT-TA e CNT-TB, respectivamente.
Esses valores ndo apresentam variacao significativa e estdo dentro do valor aceitavel de

10,0% [88], sugerindo uma possivel aplicacdo do dispositivo para fins analiticos.

FIGURA 23: ESTUDO DE REPETIBILIDADE DA RESPOSTA DO SENSOR (A)
CNT-TA E (B) CNT-TB NA PRESENCA DE 1,0 X 10° MOL L' DE MP
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FONTE: O autor (2018).

Para a avaliacdo da reprodutibilidade, foram comparadas as correntes de pico,
referentes a redugdo do grupo nitro, obtidas para cinco diferentes eletrodos (cinco
diferentes modificacdes), tanto para o CNT-TB quanto para o CNT-TA, a FIGURA 24

apresenta as respostas de correntes relativas obtidos por meio deste estudo:

FIGURA 24: ESTUDO DE REPRODUTIBILIDADE DA RESPOSTA DO SENSOR
(A) CNT-TA E (B) CNT-TB NA PRESENCA DE 1,0 X 10° MOL L' DE MP.
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FONTE: O autor (2018).

De acordo com resultados apresentados na FIGURA 24, pode observar que os
valores de desvio padrdo alcancados para os CNT-TA e CNT-TB foram de 3,8% e
7,5%, respectivamente. Os resultados obtidos sugerem que o sensor apresentou

adequadas caracteristicas de estabilidade, precisao e robustez.
4.3.5 Aplicacao do Método

Apbs a otimizacao dos parametros da metodologia analitica desenvolvida, o
dispositivo construido foi empregado na determinacdo de MP em amostras de suco de
manga fortificadas com o analito, em ensaios de adicao e recuperacgdo, a fim de verificar

a exatidao do método proposto.

4.3.5.1 Estudo da influéncia de espécies concomitantes presentes nas amostras de
sucos de manga

Foram realizadas medidas empregando os eletrodos modificados com os CNT-
TA e CNT-TB para a determinacdo de MP na presenca de possiveis interferentes —
acido ascorbico (AA), acido citrico (AC), glicose (Glu), magnésio (Mg) e sodio (Na) —
presentes na composi¢ao dos sucos de manga, para verificar a influéncia dessas espécies
na resposta do sensor frente ao MP. A concentragdo de MP foi mantida constante, em
1,0 x 10° mol L' e foram adicionados a ele os possiveis interferentes em uma

quantidade dez vezes maior (1,0 x 10 mol L™"). A FIGURA 25 apresenta os resultados
obtidos.
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FIGURA 25: VARIACAO PERCENTUAL DAS CORRENTES DE PICO DE MP NA
PRESENCA E AUSENCIA DE CONCOMITANTES
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FONTE: O autor (2018).

Os resultados indicaram que nao houve influéncia significativa (RSD <5%) na
resposta voltamétrica para os dois sistemas, principalmente porque os processos
envolvidos na redugdo dessas espécies ocorrem em potencial diferente do analito.
Analises prévias contendo apenas os interferentes mostraram que nenhum processo

faradaico foi observado no intervalo de potencial do processo de redu¢ao do MP.

4.3.5.2 Estudos de Adi¢do e Recuperacgio

De acordo com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) o
metil paration ¢ um pesticida comumente utilizado em cultivos de mangueiras, sendo
permitido o limite maximo de residuos (LMR) de 0,2 ppm (6,86 x 10" mol L) [90].
Por esta razdo, a metodologia proposta foi aplicada a fim de avaliar possiveis efeitos de
matriz na determinacdo eletroanalitica de residuos de MP em amostras de sucos de

manga, representadas pela FIGURA 26.

FIGURA 26: AMOSTRAS DE SUCOS DE MANGA EMPREGADAS NOS
ENSAIOS DE ADICAO E RECUPERACAO
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FONTE: O autor (2018).

Os resultados, apresentados em funcdo de corrente, obtidos nos estudos de
adicao e recuperacdo foram substituidos na equacao da reta obtida pelas curvas
analiticas, descritas em (3) e (4), e as concentragdes encontradas foram comparadas com

aquelas adicionadas inicialmente. A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos:

TABELA 9: ESTUDOS DE RECUPERACAO DE MP EM AMOSTRAS DE SUCO
DE MANGA

CNT-TA/GCE CNT-TB/GCE
Swo N Reowperado e | Recuperlo g e

,0x107  1,05x107  105+2,03 | 9,09x10% 90,9 +2,88

Amg“"a 1,5x10°  1,61x10° 107+1,51 | 1,29x10° 86,0+ 1,92
1,0x10° 994 x 10° 992 +1,13 | 9,98x10° 99,8+ 1,98
L,0x107  1,00x 107  109+£2,00| 1,11x107  111+2,05

Am;’;t"a 1,5x10°  1,58x10°  105+1,04 | 1,55x10° 103+ 1,99
,L0x10°  1,08x105 108+1,50| 1,14x10°  114+2,14

FONTE: O autor (2018).

Os valores de concentragdo recuperados foram obtidos a partir da substituicdo

dos valores de corrente de acordo com as equagdes da reta obtidos no item em 2.4.5:

CNT-TA i/ puA =2,72 +0,52 Cyp / pumol L™!

4
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CNT-TB i/ pA = 1,73 + 0,55 Cyp / pmol L! (6)

As taxas de recuperacdo foram calculadas a partir da seguinte equagao:

CRecuperada

x 100
CAdicionada (7)

% Recuperacgao =

A partir dos resultados de recuperagao podemos observou-se que para o sensor
construido com CNT-TA foi obtida uma faixa de recuperacao entre 99 a 109 %,
enquanto que para o CNT-TB a faixa obtida foi entre 86 a 114 %. As medidas
eletroquimicas realizadas em amostras de suco sem fortificagdo ndo apresentaram
qualquer resquicio de MP em sua composigao.

Nesta etapa, foi possivel demonstrar que a oxidagdo quimica de nanotubos de
carbono pode produzir nanomateriais com caracteristicas de superficie distintas, que
influenciam diretamente na resposta eletroquimica do pesticida metil paration. Ocorreu
uma melhora significativa nas respostas de corrente e potencial, ao utilizar os eletrodos
modificados com os CNT quimicamente tratados. Além disso, as caracteristicas dos
métodos propostos proporcionaram desempenho analitico semelhante e possibilitaram a
deteccdo de MP em amostras reais utilizando uma estratégia simples, rapida e de baixo

custo.

4.4 [Etapa 3: Desenvolvimento de um sensor nao-enzimatico para determinacio
amperométrica de glicose empregando um eletrodo impresso de carbono
(SPE) modificado com CNT e ions Ni** em um sistema microfluidico.

Nesta etapa, propomos a utilizagdo dos CNT como uma plataforma para ancorar
’ R ~ g . . ;1.
ions Ni“" visando desenvolver um sensor ndo enzimatico em um sistema microfluidico.
Este sistema microfluidico ¢ composto por uma base impressa em uma impressora 3D,
fios de algoddo, que serdo utilizados como microcanais € um eletrodo impresso de
carbono (SPE) modificado com CNT-Ni. A montagem do sistema ¢ relativamente
simples, entretanto demanda determinado tempo. Devido a isto, os estudos
investigativos de como se comportam os fons Ni*" suportado em CNT foram realizados

em um eletrodo de carbono vitreo.
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4.4.1 Comportamento Voltamétrico dos eletrodos modificados com CNT e ions

Ni2+

Como mencionado na sessdo 3.4.1, para estudos iniciais foram utilizados
eletrodos de carbono vitreo modificados com CNT, exatamente como na Etapa 2.
Porém, nesta Etapa, os eletrodos modificados com CNT foram imersos em uma solugdo
contendo fons Ni** em circuito aberto, para incorporagio dos mesmos 4 superficie do
eletrodo e posteriormente lavado e inserido na célula eletroquimica para realizagao das
medidas. Contudo, um destes eletrodos, antes de ser inserido na solu¢ao contendo ions
Ni**, foi sujeito a um pré-tratamento eletroquimico. Para isso, o eletrodo foi inserido na
célula eletroquimica e realizou-se 5 ciclos voltamétricos em eletrélito de KOH 0,01 mol
L', na faixa de potencial de 0,0 a 0,7 V. Depois do pré-tratamento, o eletrodo foi
submetido a incorporacdo de ions Ni**. Na FIGURA 27 apresenta o perfil voltamétrico
obtido para os eletrodos de carbono vitreo (GCE) modificado com CNT apos a etapa de

incorporacio de fons Ni%*.

FIGURA 27: VOLTAMOGRAMAS CICLICOS DO GCE MODIFICADO COM
CNT-NI EM KOH 0,01 MOL L™, COM 25 mV s”! DE VELOCIDADE DE
VARREDURA. INSERT: VOLTAMOGRAMAS CICLICOS DO GCE SEM

MODIFICACAO COM CNT
100 F—— GCE/CNT
f —— GCE/CNT-Ni*"
80— GCE/CNT-Ni""(pré-tratamento)
60 B 4 ::;}gs:;z::(pré»ﬁrmamenm)
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FONTE: O autor (2018).
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De acordo com os voltamogramas obtidos, ¢ possivel observar que ndo ha
corrente faradaica para os eletrodos GCE e GCE-CNT, comportamento ja esperado,
uma vez que ambos nao foram submetidos a etapa de incorporacao de ions niquel. Apds
a etapa de incorporagio de fons Ni*", o perfil voltamétrico obtido para esses eletrodos
foi comparado a aquele verificado para eletrodos que ndao receberem nenhum pré-
tratamento. Os voltamogramas em vermelho sdo referentes a esses eletrodos
modificados ou ndo CNT, e incorporagio de Ni** (Etapas 1 e 2 da FIGURA 7). Os
voltamogramas em azul sdo referentes aos eletrodos que, anterior a incorporagdo, foram
submetido a um pré-tratamento. A partir dos voltamogramas da FIGURA 27, foi
possivel observar a presenga dos processos faradaicos caracteristicos do par redox
Ni**/N* para ambos os eletrodos. Porém, quando os eletrodos sdo submetidos ao pré-
tratamento voltamétrico, o perfil de resposta obtido ¢ mais definido com valores de
corrente consideravelmente superiores, aquele obtido para o eletrodo modificado sem o
pré-tratamento. Tal comportamento pode estar relacionado ao fato de que com a
ciclagem em meio alcalino, ocorre a desprotonacao dos grupos acidos o que melhora a
incorporacdo de espécies de Ni?". Para ambos os eletrodos foi possivel obter os
processos referentes ao par redox Ni*"/Ni**, entretanto, com a modificacdio com
nanotubos de carbono os Ep sdo deslocados para valores menos positivos, com um
aumento na corrente de até 30 vezes. A ciclagem depois da pré-concentragdo em meio
alcalino, gera uma camada de Ni(OH), na superficie do eletrodo sendo a reacdo de
transferéncia de carga envolvida na formagdo desta espécie eletrocatalitica associada ao
par Ni(OH)> / NiOOH.

O mecanismo experimental ¢ mais complexo, uma vez que ambas as formas,
Ni(OH)2 e NiIOOH, podem assumir duas estruturas distintas, denominadas como fases o
e B [91]. A fase o, que possui uma menor organizagdo e maior distdncia interlamelar
(~7,0 A), apresenta picos mais intensos e deslocados para menores valores de potencial
que a fase B, que possui estruturacdo das lamelas elevada e uma distancia interlamelar
menor (~4,5 A). Além de assumirem diferentes formas, outra questdo é que o eletrélito
participa da reacdo [92]. De acordo com Kim e colaboradores [93] na fase a-Ni(OH)>
ocorre processo de intercalagdo/desintercalacdo envolvendo céations e moléculas
hidratagdo. Na fase [-Ni(OH)2, por outro lado, ocorre o processo de

intercalagdo/desintercalagdo de ions H, OH". Entretanto, durante a transforma¢ido da
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fase o-Ni(OH), para B-Ni(OH),, forma-se uma fase intermedidria que se comporta
como uma unica fase eletroquimicamente [93]. O uso do niquel em sensores
eletroquimicos é baseado no par redox Ni(OH), /NiOOH em meio alcalino, em que o
NiOOH ¢ a espécies eletrocataliticas [94-97]. A eletrocatélise ¢ realizada por um
mecanismo complexo envolvendo diferentes estruturas estaveis de hidroxido de Ni e

oxihidroxido (0-Ni(OH)»/B-Ni(OH), e y-NiOOH/B-NiOOH) [92, 98, 99].

Medidas de microscopia eletronica de transmissdo foram realizadas, a fim de
confirmar a presenca de niquel na superficie dos CNTs. A FIGURA 28 apresenta as

imagens obtidas apds o processo realizado na Etapa 2 do procedimento voltamétrico.

FIGURA 28: IMAGENS DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE
TRANSMISSAO DOS CNT (A) NA AUSENCIA E (B) NA PRESENCA DE

FONTE: O autor (2018).

Na FIGURA 28 A foi possivel observar a distribui¢do dos nanotubos de carbono
e em algumas regides foram encontrados pontos mais escuros. Isto ocorre devido ao
tratamento acido, que gera defeitos nas extremidades dos tubos, que resulta na inser¢do
de grupos funcionais. O didmetro médio das paredes destes nanotubos mede em torno
de 12 nm, com distribuicio homogénea. Quando estes nanotubos sdo submetidos a
incorporacao de niquel (FIGURA 28 B), observou-se que o niquel recobre quase toda a

superficie das paredes dos CNT com pequenas particulas.

4.4.2 Avaliacdo da capacidade dos CNTs para incorporacio de ions Ni**
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A fim de avaliar e comparar o desempenho dos CNTs quimicamente tratados e
Pristine (ndo tratados) para a incorporacao dos ions niquel (I) um estudo comparativo
foi realizado, submetendo os eletrodos modificados as etapas de pré-concentragdo e
leitura descrita no procedimento experimental anteriormente citado. A FIGURA 29
apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos:

FIGURA 29: VOLTAMOGRAMAS CICLICOS REFERENTE A ETAPA 2 DO
PROCEDIMENTO VOLTAMTRICO PARA OS ELETRODOS MODIFICADOS
COM OS DIFERENTES CNT

120

—— GCE/CNT-TA
—— GCE/CNT-TB
80 F —— GCE/CNT-P

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

E/V vs Ag/AgCl (KC13 mol L™)
FONTE: O autor (2018).

De acordo com a FIGURA 29 o melhor desempenho de incorporagdo dos ions
niquel (II) foi o do eletrodo modificado com os CNT-TA. Possivelmente o desempenho
do CNT-TB apresenta-se inferior ao CNT-TA pelos efeitos causados durante o
tratamento quimico. Como visto na Etapa 1 desta tese , por meio das imagens de MET,
o tratamento basico apresentou-se menos agressivo. O meio fortemente alcalino
favoreceu a inibicdo dos grupos funcionais inseridos no CNT-TB, diminuindo a
capacidade de incorporacdo de niquel. Por esta razdo utilizou-se o CNT-TA para as

medidas posteriores.
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A fim de avaliar a estabilidade do sinal obtido referente a reagdo redox
Ni#*/Ni**, eletrodo CNT-TA-Ni foi submetido a 200 ciclos voltamétricos e a resposta

pode ser observada na FIGURA 30:

FIGURA 30: ESTABILIDADE DO SINAL OBTIDO PARA O CNT-TA APOS 200
CICLOS CONSECUTIVOS, EM KOH 0,01 mol L A 25 mV s,

100

80 b— 1° ciclo
= 10° ciclo
60 f—— 50°ciclo
== 100° ciclo
40 — 150° ciclo
—— 200° ciclo

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

E/V vs Ag/AgCl (KC13 mol L)
FONTE: O autor (2018).

O cletrodo modificado com CNT-TA-Ni, mesmo submetido a 200 ciclos
sucessivos, apresentou um sinal estavel, apds varios ciclos, ndo houve diferengas
significativas tanto nos valores de corrente como valores de potencial como pode ser
visualizados na FIGURA 30.

Na sequéncia, foi avaliado o desempenho do CNT como plataforma para
incorporar ions niquel, em termos da reutilizagdo da mesma superficie para diferentes
etapas de incorporacdo. Para este estudo, foi empregada a etapa de “limpeza” da
superficie imergindo o eletrodo em uma solugio 4cida (HC1 0,1 mol L!) por 5 min. As
medidas voltamétricas representativas desses estudos estdo apresentadas na FIGURA

31:
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FIGURA 31: VOLTAMOGRAMAS CICLICOS (A) APOS AS TRES ETAPAS DO
PROCEDIMENTO VOLTAMETRICO COM PRE-CONCENTRACAO E LIMPEZA
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E/V vs Ag/AgCl (KCI3 mol L)

FONTE: O autor (2018).

A FIGURA 31 apresenta diferentes voltamogramas ciclicos obtidos para
diferentes etapas: em vermelho refere-se ao eletrodo modificado com CNT-TA-Ni na
etapa 2 do procedimento voltamétrico, ou seja, para a estabilizacdo do sinal do niquel;
em preto consta o eletrodo modificado com CNT-TA-Ni apos a etapa de limpeza, ndo
sendo observado sinal referente as espécies de niquel; e, em azul tem-se o eletrodo
modificado com CNT-TA que foi novamente submetido as Etapa 1 e 2 do procedimento
voltamétrico. Foi possivel observar que o sinal referente as espécies de niquel se
restabeleceu, em magnitude semelhante aquela obtida para a primeira incorporagao.
Realizou-se este procedimento consecutivamente por 5 vezes, como mostra a FIGURA

32.
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FIGURA 32: VOLTAMOGRAMAS CICLICOS APOS REPETICAO DE CINCO
VEZES DO PROCEDIMENTO VOLTAMETRICO COM IICORPORACAO E

LIMPEZA
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FONTE: O autor (2018).

A partir dos voltamogramas (FIGURA 32), foi possivel observar que, mesmo
apés 5 ciclos variados entre limpeza e pré-concentracdo consecutivos, ndo houve
mudangas relevantes nos valores de corrente e potencial, indicando que a superficie dos
nanotubos ancorados no eletrodo base ¢ restabelecida apds a limpeza acida e a
capacidade de pré-concentragao dos ions se mantém estavel. Diferentes eletrodos foram
construidos e avaliados de maneira semelhante, os resultados referentes a esses estudos
demonstraram uma variag¢do de 5,42 % nos valores das correntes de pico sugerindo uma
boa reprodutibilidade na construc¢do do sensor.

Os resultados demonstram que ¢ possivel ancorar ions niquel sobre a superficie
de um eletrodo de carbono vitreo, modificado com CNT previamente tratados, e obter
um comportamento voltamétrico estdvel com relagio ao processo Ni*'/Ni*" o que
permite que esse par redox possa ser explorado para outros fins. A partir dos resultados
supracitados, foi realizada a investigacao da resposta do eletrodo modificado com CNT-

TA-Ni na presenga de glicose, 1,0 x 10~ mol L™, apresentados na FIGURA 33:
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FIGURA 33: VOLTAMOGRAS CICLICOS DO ELETRODO CNT-TA-Ni EM MEIO
DE KOH 0,1 mol L' NA AUSENCIA (—) E NA PRESENCA (—) DE 1,0 x 10~ mol L-
! DE GLICOSE.

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

E/V vs Ag/AgCl (KC13 mol L")
FONTE: O autor (2018).

No voltamograma em preto apresentado na FIGURA 33, na auséncia da glicose,
observou-se o processo de formagao do NiOOH em 0,54 V, espécie altamente reativa,
que se converte em do Ni(OH), em 0,48 V (Equacao 8). Quando a glicose foi
adicionada, voltamograma em vermelho, observou-se que houve um aumento da
corrente de pico da oxidagdo do NiOOH e uma diminui¢do da corrente de redugdo do
Ni(OH)2. O mecanismo da reacdo entre o NIOOH e a glicose ¢ descrito abaixo:

2Ni*" — 2Ni*" + 2¢° (8)

2Ni** + glicose — 2Ni** + (gliconolactona / acido gliconico) 9)

A proposta de funcionamento ¢ baseada na oxidacdo da glicose promovida
quimicamente pelo NiOOH, isso leva a formagdo de Ni*" e com o potencial sendo
favoravel, o Ni** ¢ re-oxidado ao estado Ni*" gerando um aumento na corrente de
oxidagdo. A diminuicdo na corrente de reducdo ¢ ocasionada devido a parte das espécies
de NiOOH serem consumidas na catalise da glicose. A FIGURA 34 ilustra o que ocorre

na superficie do eletrodo:
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FIGURA 34: ESQUEMA ILUSTRATIVO DAS ETAPAS ENVOLVIDAS NA
OXIDACAO DA GLICOSE.

Eletrodo Impresso

FONTE: O autor (2018).

Resultados semelhantes foram obtidos por Shamsipur e colaboradores [100] os
quais utilizaram eletrodos de carbono vitreo modificado com nanocompoésito de
niquel/nanotubos de carbono. Os autores realizaram uma compara¢ao com um eletrodo
modificado apenas com niquel e observaram que a eletrocatalise da glicose foi obtida
com melhor desempenho na presenga do nanocomposito. Isto demonstra que os CNTs
utilizados como suporte de catalisador para oxidacdo de glicose em meio alcalino
aumenta significativamente a reatividade do eletrodo. Este aumento e o alto
desempenho de atividade eletrocatalitica podem ser atribuidos a estrutura unica e a
grande razdo de area em relacdo ao volume dos CNTs, bem como a interagdo especifica

entre 6xido de niquel e CNTs.

4.4.3 Desenvolvimento e aplicacio de métodos analiticos utilizando pTED com

eletrodos de carbono impressos modificados com CNT-TA-Ni*".

Para a determinagdo amperométrica de glicose utilizando um sistema
miniaturizado utilizou-se como detector o eletrodo de carbono impresso modificado
com CNT-Ni (SPE/CNT-Ni), que ¢ uma plataforma mais adequada ao sistema

microfluidico. O perfil voltamétrico obtido para o SPE/CNT-Ni foi semelhante ao
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eletrodo de carbono vitreo modificado com CNT-Ni, entretanto ocorreu um pequeno
deslocamento de potencial devido ao eletrodo de referéncia Ag/AgCl do SPE ser
mantido em sistema aberto (chamado de pseudo eletrodo de referéncia). Entretanto tal
fato, ndo inibe a potencialidade do SPE na determinacao de glicose.

Virios pardmetros referentes ao sistema PTED foram utilizados com base no
trabalho de Agustini e Colaboradores [101]. Entretanto alguns paramentos
experimentais foram averiguados, sendo eles: vazao do eletrolito suporte, potencial de

determinacao e volume de injecao.

4.4.3.1 Avaliagdo da vazao do eletrélito suporte

De modo a avaliar a vazao de solugdo no dispositivo microfluidico, foi realizado
o monitoramento da variagdo de massa do reservatorio de saida, sendo essa variagao
referente a quantidade de solucdo que fluiu pelo dispositivo, e teve inicio quando a
primeira gota de solugdo foi carregada pelos microcanais. A cada 30 segundos, a massa
do reservatorio de saida foi registrada, com o auxilio de uma camera, visando melhorar
a precisao das medidas, e os valores obtidos foram convertidos em volume utilizando a
densidade de solucdo 0,9971 g cm™. O fluxo foi obtido pela razio entre o volume de

solucdo e o tempo, apresentado na FIGURA 35:

FIGURA 35: RELACAO ENTRE O VOLUME DE SOLUCAO QUE FLUI
ATRAVES DO pTED E TEMPO. AS BARRAS DE ERRO REPRESENTAM O = SD
DE TRES DISPOSITIVOS AVALIADOS:
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FONTE: O autor (2018).

Foi possivel perceber, através do grafico acima, que o volume da solu¢ao no
reservatorio de saida aumenta linearmente com o aumento do tempo (R = 0,9986),
indicando um fluxo continuo e livre de oscilagdes significativas durante, pelo menos, 60
minutos. Uma vazio de 0,697 pL s™ foi obtida a partir da inclina¢do da curva de volume
vs. tempo, valor este adequado para a realizagdo de ensaios analiticos sequenciais € em
fluxo. O valor encontrado ¢ comparavel com outros dispositivos relatados na literatura
(entre 0,36 e 1,12 pL s') que também utilizaram o transporte de solugdes através do
uTED [61, 62, 101]. A utilizagdo de fios de algodao facilita a passagem do eletrolito e
aumentam efeito de capilaridade devido a area superficial. Além disso, existe fluxo
devido aos espagos presentes entre as fibras que compde o fio, as quais atuam como
uma bomba passiva e eliminam a necessidade da utilizagdo de qualquer for¢a externa

para o transporte dos liquidos como ja relatado por Lisowski e colaboradores [58].

4.4.3.2 Determinacdo do potencial aplicado para a determinacgdo de glicose.

A influéncia do potencial aplicado foi investigada entre os potenciais 0,30 V e
0,55 V. Os valores de corrente de pico para cada potencial aplicado foram tracados, bem

como os sinais transientes obtidos, apresentados na FIGURA 36:
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FIGURA 36: ESTUDO DE POTENCIAL APLICADO NO SPE/CNT-Ni PARA
DETERMINACAO DE GLICOSE 1,0 X 10° mol L.
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FONTE: O autor (2018).
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De acordo com FIGURA 36 foi possivel observar que hd um aumento na
intensidade da corrente de pico até Ep = 0,45 V, que se mantém em Ep = 0,50 V e ap0s,
a corrente decresce. O valor do Ep = 0,45 V ¢ aproximadamente 100 mV posterior a
oxidagdo do NiOOH, suficiente para gerar a espécie reativa de niquel e aumentar o

desempenho da eletrocatalise da glicose, sendo o escolhido para as andlises posteriores.

4.4.3.3 Avaliagdo do volume de amostragem na determinacdo de glicose.

O volume de injecdo do analito também foi avaliado, de 0,5 a 2,5 pL, para
injecdes de concentragio de 1,50 x 10 mol L' de glicose, valores maiores acarretam
em um vazamento da solu¢do dos microcanais do dispositivo. Como parametros
avaliados para a escolha do melhor volume de inje¢do, além da magnitude do sinal
transiente foi considerada a frequéncia analitica (nimero de inje¢cdes por hora). A
FIGURA 37 apresenta os valores de corrente obtidos para cada volume de inje¢do bem

como a frequéncia analitica.

FIGURA 37: EFEITO DO VOLUME DE INJECAO DA AMOSTRA, NA
RESPOSTA DE OXIDACAO DA GLICOSE.
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Pode-se observar, na FIGURA 37, que a ocorreu um aumento linear da corrente
quando o volume aumentou de 0,5 até 1,5 pL. Isto se deve a menor dispersao da area
central da amostra quando maiores volumes sao injetados. Apos atingir um de pico de
corrente maximo no volume de injecdo de 1,5 ulL, ndo ha variacdo significativa na
corrente para volumes superiores Tal comportamento esta associado ao fato de que o
canal microfluidico estar possivelmente saturado, incapaz de suportar injecdes maiores
que 2,5 pL. A estimativa da frequéncia analitica também foi apresentada na FIGURA
24 e ndo houve variagdes significativas, obtendo-se valores entre 105 e 111 inje¢des por
hora. Por este motivo, levando em consideracdo a corrente de pico e a frequéncia
analitica, escolheu-se o volume de inje¢do da amostra de 1,5 pL para analises

posteriores.

4.4.3.4 Estudos de repetibilidade

Para garantir que os resultados obtidos sejam confiaveis e possam ser utilizados
para a determinacdo das espécies de interesse, ¢ fundamental que um dispositivo
microfluidico apresente repetibilidade entre as medidas. No pWTED, parametros tais

como oscilagdo do fluxo do eletrolito, variagdes na injecdo do analito, retencdo do



87

analito na zona de deteccdo e passivacao da superficie dos eletrodos, podem interferir na
repetibilidade das respostas. Desta forma, a repetibilidade do uWTED foi avaliada com
sucessivas inje¢des de 1,5 uL de 1,0 x 10 mol L! de glicose, como pode ser observado

na FIGURA 38.

FIGURA 38: (A) SINAIS TRANSIENTES E (B) CORRENTE RELATIVA OBTIDOS
PELO puTED A PARTIR DE INJECOES DE 1,5 uL DE GLICOSE 1,0 x 10 mol L.
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FONTE: O autor (2018).

A partir dos resultados de repetibilidade, foi calculado um desvio de 1,5%
indicando que o funcionamento do uTED ¢ adequado, apresentando fluxo constante do
eletrélito, além de injegdes reprodutiveis, estabilidade dos eletrodos e inexisténcia de
efeitos de envenenamento do eletrodo, com valores de RSD menores ou similares a
outros trabalhos em que foi utilizado microdispositivos com detec¢ao eletroquimica

[102, 103].

4.4.4 Desempenho analitico do dispositivo.

Depois de investigada a estabilidade da vazdo e o efeito do potencial aplicado
sobre a resposta do uTED, foi realizado estudo do desempenho analitico do dispositivo
proposto para a determinacdo de glicose. A FIGURA 39 apresenta a resposta
amperométrica no WTED obtida para injecdes sucessiva de 1,5 uL de aliquotas de

solugdes de glicose, variando uma faixa de concentragdo de 0,1 a 1,0 mmol L'

FIGURA 39: (A) SINAIS TRANSIENTES OBTIDOS A PARTIR DE INJECOES
CONTENDO CONCENTRACOES CONHECIDAS DE GLICOSE E (B) CURVA DE
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CALIBRACAO CORRESPONDENTE. CADA PONTO E O VALOR MEDIO DAS 6
INJECOES PARA CADA CONCENTRACAO. SOLUCAO TRANSPORTADORA:
KOH 0,10 MOL L'" POTENCIAL APLICADO DE 0,45V
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FONTE: O autor (2018).

A partir dos sinais transientes obtidos na FIGURA 39 A foi possivel observar a
resposta amperométrica obtida para a glicose, na qual a concentracdo variou de 0,1 a 1,0
mmol L. Com o objetivo de verificar a tendéncia de incrustagio do uTED, a
concentragdo foi variada do valor minimo ao maximo e, na sequéncia, realizou-se
estudo no sentido inverso. Além do aumento da corrente de pico com o aumento da
concentragdo de glicose, esta, permaneceu semelhante mesmo ap6s a injecdo de

concentragdes elevadas de glicose, mostrando que ndo ha efeito de memoria no
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dispositivo proposto. De acordo com a curva de calibragdo correspondente Figura 39 B,
o sistema de determinacdo utilizando o UTED apresentou uma sensibilidade de 590 nA
L mmol no intervalo de concentracio de 0,1 a 1,0 mmol L', com limites de

determinagio e quantifica¢do de 0,29 pmol L™ e 0,96 umol L™ respectivamente.

4.4.4.1 Efeito de concomitantes (possiveis interferentes)

E comum que acido ascorbico, acido trico, dopamina e lactato estejam presentes
em amostras naturais de fluidos biologicos, e tais espécies podem sofrer processos
redox, o pode causar interferéncia nas reposta eletroquimica da glicose. Os niveis de
glicose no sangue sdo de 4-5 mmol L', enquanto esses concomitantes estio presentes
em concentragdes aproximadamente 50 vezes menores. Para verificar se ha
interferéncia, adicionou-se 10 mmol L' de glicose, e preparou-se solu¢des mistas com
glicose e acido ascorbico, dopamina e 4cido trico, 1 mmol L' em KOH 0,01 mol L,
foram entdo realizadas adigdes de glicose seguido das adigdes das solugdes mistas. Os

resultados obtidos podem ser observados na FIGURA 40.

FIGURA 40: ESTUDOS DE ESPECIES CONCOMITANTES (A) SINAIS
TRANSIENTES OBTIDOS E (B) CORRENTE RELATIVA OBTIDA.
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FONTE: O autor (2018).

Conforme observou-se na FIGURA 40, ndo houve variacdo significativa na

corrente medida apds a adicdo destes componentes concomitantes ao analito. Os sinais
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transientes obtidos mostraram que essas espécies ndo apresentam interferéncia e nem

afetam a sensibilidade.

4.4.4.2 Determinacdo de glicose em plasma sanguineo

De acordo com estudos de concomitantes, podemos perceber que as analises em
plasma sanguineo, ndo sofreram qualquer interferéncia de outra espécie. O plasma
utilizado nas analises, primeiramente foram testados em um glicosimetro em triplicada,
fornecendo um valor de 140 mg dL™!, o que equivale a 7,77 x 10* mol L!. O plasma
entdo foi diluido 3 vezes, e ainda utilizamos uma amostra fortificada com glicose na
concentracdo de 2,5 x10* mol L'. Uma curva analitica foi construida de 2,5 10 a 1,0
x107 mol L, com a adi¢do da amostra e amostra fortificada como pode ser visto na

FIGURA 41:

FIGURA 41: (A) SINAIS TRANSIENTES OBTIDOS A PARTIR DE INJECOES
CONTENDO CONCENTRACOES CONHECIDAS DE GLICOSE E
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FONTE: O autor (2018).

A FIGURA 41 apresenta os sinais transientes referentes as concentragdes: a) 2,5
x 10°, b) 5,0 x107, ¢) 1,0 x 107, d) 3,0 x10™, €) 5,0 x10-%, ) 7,0 x 10* e g) 1,0 x 107
mol L. A amostra (Am) foi injetada logo ap6s a inje¢do da concentragio maxima de

glicose, seguida da injecdo da amostra fortificada (AmF), e inje¢cdes de glicose no
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sentido decrescente. Os valores de corrente foram avaliados e a FIGURA 42 apresenta a

respectiva curva analitica da glicose:

FIGURA 42: CURVA DE CALIBRACAO CORRESPONDENTE. CADA PONTO E O
VALOR MEDIO DAS 6 INJECOES PARA CADA CONCENTRACAO. SOLUCAO
TRANSPORTADORA: KOH 0,10 MOL L POTENCIAL APLICADO DE 0,45 V.
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FONTE: O autor (2018).

A FIRURA 43 nos permite obter pardmetros de mérito analitico como a equacao
da reta:

I/nA= 1,55+ 6,399 Cau, (10)

Através da equagdo 10, foi possivel obter os valores de glicose contidos no plasma
sanguineo de 8,0 x 10* mol L. Para a amostra fortificada, utilizando os calculos
apresentados no item da Etapa 2, foi possivel obter uma recuperagdo de 95, 20% do
padrdo de glicose adicionado. Assim, observou-se que ndo ha diferencas significativas

entre os valores adicionados e recuperados.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, exploramos a versatilidade de nanotubos de carbono, apos
diferentes tratamentos quimicos, na constru¢do de sensores. Por técnicas de
caracterizacdo espectroscopicas, foi possivel observar mudangas na estrutura quimica
dos CNT com a inser¢do de grupos funcionais que puderam ser quantificados.
Resultados obtidos por micrografias mostraram que fisicamente os CNT sobrem
mudangas.

Para avaliar o desempenho eletroquimico destes nanotubos, sensores foram
construidos e utilizados na determinacdo do pesticida metil paration. Os estudos
mostram que os sensores possuem caracteristicas de robustez precisdo e estabilidade
desejaveis. Os sensores foram aplicados na determinacdo de MP em amostras de suco
de manga. Um estudo prévio apontou a inexisténcia de efeito de matriz, o que promoveu
um estudo de adi¢do e recuperacao com boas taxas de recuperacao.

Os nanotubos ainda foram utilizados como plataforma de incorporagio de ions niquel
(IT) para o desenvolvimento de um sensor ndo enzimatico para determinagdo de glicose. Os
eletrodos modificados com CNTs apresentaram boa reprodutibilidade para incorporagdo de ions
Ni**. O sinal obtido com a formagdo das espécies de Ni*"/Ni** se manteve estavel, mesmo apos
200 ciclos voltamétricos. A combinacdo de nanotubos de carbono e espécies de niquel
mostraram excelente desempenho para a detec¢do ndo enzimatica de glicose. A estratégia
adotada utilizando SPE/CNT-Ni*' como detector amperométrico em um dispositivo
microfluidico permitiu minimizar a quantidade de reagentes e solugdes. O sistema pTED ¢ uma
ferramenta promissora para a determinacdo de ndo enzimatica de glicose com baixo limite de

deteccdao, boa sensibilidade ¢ alta estabilidade baseado em um sistema miniaturizado com

eficiéncia, simplicidade e baixo custo.
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