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Contextualizagao Biotecnologica e Social

A crescente demanda por solugdes sustentaveis tem impulsionado o uso de
materiais obtidos a partir de fontes renovaveis, especialmente no contexto da
biotecnologia e da quimica verde. Nesse cenario, o desenvolvimento de rotas de
sintese mais sustentaveis torna-se essencial para minimizar o uso de reagentes
téxicos e reduzir os impactos ambientais associados aos processos convencionais.

Paralelamente, o elevado consumo de cerveja em escala global gera grandes
quantidades de residuos agroindustriais, os quais representam um desafio ambiental,
mas também uma oportunidade para valorizacéo. A utilizacdo desses residuos como
matéria-prima para a producdo de materiais de alto valor agregado, como a
nanocelulose bacteriana, tem despertado crescente interesse cientifico. Esse
biopolimero apresenta propriedades relevantes, como biocompatibilidade e elevada
area superficial, possibilitando sua aplicacdo em diversas areas, incluindo a biomédica
e o desenvolvimento de compdsitos avangados.

No ambito da saude, a furosemida € um farmaco amplamente utilizado no
tratamento de condigdes clinicas, como hipertensdo e edemas, sendo importante o
monitoramento de sua concentragdo para garantir eficacia terapéutica e segurancga.
Além disso, essa substancia também é utilizada de forma indevida por atletas para
mascarar o uso de compostos ilicitos, o que reforga a necessidade de métodos
rapidos, sensiveis e confiaveis para sua deteccao.

Diante desse contexto, o presente trabalho propde o desenvolvimento de um
sensor eletroquimico modificado com um nanocompdsito obtido a partir de materiais
derivados de residuos agroindustriais, empregando rotas de sintese em meio aquoso.
Essa abordagem visa n&o apenas a valorizagao de residuos, mas também a obtencao
de um dispositivo de alto valor agregado, com potencial aplicagao na detecgéao rapida

e eficiente de furosemida.
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RESUMO

Neste trabalho, foi desenvolvido e avaliado um nanocompdsito sustentavel a base de
nanotubos de carbono (MWCNTSs), nanocelulose bacteriana (BNC) e nanoparticulas
de prata (AgNPs) (MWCNTs/BNC-AgNPs) para a determinagédo eletroquimica de
furosemida (FUR). A nanocelulose bacteriana, obtida de residuo cervejeiro, atuou
como agente dispersante e suporte para a ancoragem das nanoparticulas, reduzindo
a aglomeracdo dos nanotubos de carbono e melhorando o desempenho
eletroquimico. O nanocompésito foi sintetizado em agua ultrapura, sem uso de
surfactantes, e utilizado na modificagdo de eletrodos de carbono vitreo (GC). A
caracterizagao morfolodgica e estrutural foi realizada por microscopia eletrénica de
varredura (MEV) e espectroscopia de raios X por dispersao de energia (EDS),
enquanto o comportamento eletroquimico foi investigado por impedancia
eletroquimica (EIS), voltametria ciclica (CV) e voltametria de pulso diferencial (DPV)
em sistema de trés eletrodos. A quantificacdo da furosemida foi avaliada em solugao
tampao fosfato (PBS) (pH 3,0) com otimizagcdao das condi¢des analiticas. O sensor
apresentou resposta linear na faixa de 5,0 a 65,0 ymol L™, com limites de deteccéo e
quantificacao de 0,19 umol L™ e 0,64 ymol L™, respectivamente. Foi avaliada em
urina sintética, em que se obteve a recuperacdo de 108 e 110% da FUR, e na
presenca de interferentes estriol e cobre, variou entre 85,71 a 96,96%. Os resultados
demonstram que a nanocelulose bacteriana derivada de residuos € uma alternativa
promissora para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos sustentaveis,
favorecendo a dispersao dos nanotubos de carbono e potencial para a deteccao

eficiente da furosemida em matrizes biolégicas.

Palavras-chave: eletroanalitica, nanomateriais, composito, farmacos, nanoparticulas

metalicas



ABSTRACT

In this study, a sustainable nanocomposite based on multi-walled carbon nanotubes
(MWCNTs), bacterial nanocellulose (BNC), and silver nanoparticles (AgNPs)
(MWCNTs/BNC-AgNPs) was developed and evaluated for the electrochemical
determination of furosemide (FUR). Bacterial nanocellulose, obtained from brewery
waste, acted as a dispersing agent and support for anchoring the silver nanoparticles,
reducing the agglomeration of carbon nanotubes and improving the electrochemical
performance. The nanocomposite was synthesized in ultrapure water without the use
of surfactants and employed to modify glassy carbon (GC) electrodes. Morphological
and structural characterization was performed by scanning electron microscopy (SEM)
and energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS), while the electrochemical behavior
was investigated by electrochemical impedance spectroscopy (EIS), cyclic
voltammetry (CV), and differential pulse voltammetry (DPV) using a three-electrode
system. The quantification of furosemide was carried out in phosphate-buffered saline
(PBS, pH 3.0) after optimization of the analytical conditions. The sensor exhibited a
linear response over the concentration range from 5.0 to 65.0 umol L™, with limits of
detection and quantification of 0.19 umol L™ and 0.64 pmol L™, respectively. The
sensor performance was evaluated in synthetic urine, providing recovery values of
108% and 110% for furosemide. In the presence of the interferents estriol and copper,
recoveries ranged from 85.71% to 96.96%. The results demonstrate that bacterial
nanocellulose derived from brewery waste is a promising alternative for the
development of sustainable electrochemical sensors, promoting the dispersion of
carbon nanotubes and enabling the efficient detection of furosemide in biological

matrices.

Keywords: electroanalysis, nanomaterials, composite, pharmaceuticals, metallic

nanoparticles.
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1. INTRODUGAO

Os sensores eletroquimicos tém recebido crescente ateng¢ao devido ao seu baixo
custo, elevada sensibilidade, rapidez de resposta e facilidade de operagéo, sendo
amplamente empregados na determinagdo de espécies quimicas de interesse
ambiental, clinico e farmacéutico (1,2). O desempenho desses dispositivos depende,
principalmente, das propriedades da superficie do eletrodo, de modo que sua
modificacdo com materiais nanoestruturados tem sido uma estratégia amplamente
utilizada para aumentar a area eletroativa, favorecer a transferéncia eletrénica e
melhorar a sensibilidade e a seletividade das analises (3).

Entre os materiais empregados na modificacdo de eletrodos destacam-se os
nanotubos de carbono (CNTs), em razédo de sua elevada area superficial, excelente
condutividade elétrica e estabilidade quimica (4,5). Além disso, nanoparticulas
metalicas, como as nanoparticulas de prata (AgNPs), tém sido amplamente
investigadas por sua capacidade de acelerar a transferéncia eletrbnica e ampliar a
resposta eletroquimica dos sensores (6). A combinagdo desses nanomateriais em
compositos poliméricos representa uma estratégia promissora para potencializar suas
propriedades individuais e obter materiais com desempenho superior (7).

Nesse contexto, a nanocelulose bacteriana (BNC) destaca-se como um
biopolimero renovavel, biodegradavel e biocompativel, apresentando elevada pureza,
alta area superficial e uma rede tridimensional de nanofibras capaz de atuar como
matriz para a incorporagcao de nanomateriais (8). Além de favorecer a dispersao de
nanotubos de carbono, a nanocelulose possibilita o desenvolvimento de
nanocompdsitos por rotas mais sustentaveis, reduzindo ou eliminando a necessidade
do emprego de surfactantes durante a sintese (9).

Entre as diversas aplicagdes dos sensores eletroquimicos, destaca-se a
determinagao de farmacos, como a furosemida. Esse diurético € amplamente utilizado
no tratamento de hipertensao arterial, insuficiéncia cardiaca, doencas renais e cirrose
hepatica. Entretanto, também é empregado de forma indevida para mascarar a
presenca de substancias proibidas em exames antidoping, tornando necessaria a
disponibilidade de métodos analiticos rapidos, sensiveis e seletivos para sua
determinacao (10). Embora diferentes sensores eletroquimicos para deteccao de

furosemida ja tenham sido descritos na literatura, ainda ha interesse no
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desenvolvimento de materiais que aliem elevado desempenho analitico a processos
de sintese ambientalmente mais sustentaveis (11).

Nesse cenario, 0 emprego de nanocompasitos contendo nanotubos de carbono,
nanoparticulas de prata e nanocelulose bacteriana obtida a partir de residuos
agroindustriais representa uma alternativa promissora para o desenvolvimento de
sensores eletroquimicos de alta eficiéncia. A utilizagdo da BNC como matriz do
composito pode favorecer a dispersdo dos nanotubos, melhorar a organizagao
estrutural do material e agregar valor aos residuos provenientes da industria
cervejeira, contribuindo para o desenvolvimento de materiais avancados obtidos por
rotas alinhadas aos principios da quimica verde.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um sensor eletroquimico
para a determinacdo da furosemida por meio da modificagdo da superficie de um
eletrodo de carbono vitreo com um nanocompdsito constituido por nanotubos de
carbono de paredes multiplas, nanoparticulas de prata e nanocelulose bacteriana
produzida a partir de residuo cervejeiro. Buscou-se obter um material condutor por
meio de uma sintese em meio aquoso, sem utilizacdo de surfactantes, visando
aumentar a dispersao dos nanotubos, melhorar a transferéncia eletrénica e ampliar o

desempenho analitico do sensor.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NANOTUBOS DE CARBONO

Os nanotubos de carbono (CNTs) sao folhas de grafite compostas de carbono
sp? organizadas no formato hexagonal enroladas em formato cilindrico oco (12).
Descobertos em 1991 por lijima, os CNTs podem ser classificados de acordo com o
numero de paredes: quando constituidos por uma unica folha de grafeno, sao
denominados nanotubos de parede unica (“Single-Walled Carbon Nanotubes”,
SWCNTSs); quando formados por multiplas folhas concéntricas, sdo chamados de
nanotubos de multiplas paredes (“Multi-Walled Carbon Nanotubes”, MWCNTSs) (13).

Apresentando propriedades superiores a outros materiais carbonaceos, como
elevada condutividade elétrica, biocompatibilidade, alta reatividade e possibilidade de
modificagao superficial, os CNTs tém ganhado destaque em pesquisas nas areas

biomédica, farmacéutica, energética, catalitica, optoeletrénica, analitica e de ciéncia
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dos materiais. Em razdo de sua estrutura tubular e elevada area de superficie, os
CNTs exibem alta sensibilidade e estabilidade quimica (4).

Essas caracteristicas favorecem seu uso como aditivos em polimeros e
catalisadores, além de aplicagdes em dispositivos eletrbnicos e optoeletrénicos,
sistemas de conversdao e armazenamento de energia, materiais compdsitos e
sensores. As propriedades adsortivas permitem uma interagao eficiente com uma
ampla variedade de moléculas, viabilizando a modificacdo superficial com outros
materiais condutores ou eletroativos, o que pode gerar efeitos sinérgicos,
contribuindo, portanto, para uma transferéncia eletrbnica mais eficiente e para a
miniaturizagao dos dispositivos (5).

Nao obstante as propriedades superiores dos CNTs, interagdes de van der
Waals favorecem a formagao de aglomerados de multiplas unidades de nanotubos,
dificultando sua dispersibilidade em meios aquosos ou ndao aquosos. A formagao
desses emaranhados também resulta na diminuicdo das propriedades elétricas e
mecanicas do material, efeito que pode ser minimizado por meio do uso de técnicas
fisicas, quimicas ou da combinagédo de ambas (14). A sonicagao € uma técnica fisica
amplamente empregada, na qual a introdugdo controlada de energia no sistema
promove a separacao inicial dos nanotubos ao superar interagbes néo covalentes
entre eles, preservando a integridade estrutural dos CNTs e favorecendo as etapas
subsequentes de funcionalizagdo quimica (15).

Os SWCNTs e os MWCNTSs exibem propriedades mecanicas semelhantes em
funcao da hibridizacao sp? dos atomos de carbono e, por essa razao, estratégias de
funcionalizacdo semelhantes podem ser aplicadas a ambos os materiais. No entanto,
os MWCNTs apresentam maior quantidade de defeitos estruturais nas paredes
externas, associados a carbonos de hibridizagcao sp ou sp?, os quais atuam como sitios
reativos preferenciais para posteriores transformacbdes quimicas, facilitando a
funcionalizagao covalente dos MWCNTSs (12).

A funcionalizagcado covalente é geralmente irreversivel e ocorre na superficie
dos nanotubos, podendo ser realizada por oxidacéo acida, com o uso de acidos fortes
como nitrico e sulfurico, entre outras abordagens de funcionalizagao covalente. Ja a
funcionalizagdo mecanoquimica envolve a mistura de modificadores em moinho
vibratdrio de alta energia, e a funcionalizagao por preenchimento consiste na abertura
dos CNTs, preenchendo-os através da forga capilar com metais, nitratos e cloretos
(12,16).
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Na funcionalizagdo n&o covalente, moléculas organicas de cadeia longa como
DNA, proteinas, enzimas e polimeros sdo adsorvidas na superficie dos CNTs por
interagdes fisicas, sem alterar significativamente sua estrutura tubular (12,16,17). A
dispersao nao covalente dos CNTs pode ser feita com a contribuicido de modificadores
como o surfactante dodecil sulfato de sédio, entretanto, esses compostos sao de dificil
remogao durante as etapas de lavagem, o que pode reduzir as propriedades
condutoras dos nanotubos e demandar procedimentos adicionais de purificacéo
(18,19). Além disso, os surfactantes sdo considerados poluentes emergentes de
elevada persisténcia ambiental, o que tem motivado a busca por alternativas mais
sustentaveis para sua substituicdo como agentes dispersantes (18). A funcionalizacao
dos CNTs com polimeros &€ amplamente empregada na modificagdo desses
nanomateriais para melhorar sua dispersédo e estabilidade (12). Nesse contexto, a
nanocelulose se destaca como uma alternativa promissora por ser um polimero
abundante que pode dispersar os CNTs em suspensdes aquosas, além de aumentar
significativamente a sua seletividade (19). O uso de materiais nanoceluldsicos permite
a modificacdo dos CNTs sem a necessidade de funcionalizagdo com reagentes
quimicos agressivos, representando uma alternativa sustentavel, de baixo custo e
com elevado potencial para aplicagcbes em sensores eletroquimicos (20).

Os CNTs sao amplamente utilizados em conjunto com polimeros na sintese de
compdsitos poliméricos, nos quais desempenham o papel de “fillers”, ou seja,
materiais de reforco que aumentam as propriedades mecanicas do sistema devido a
elevada resisténcia dos nanotubos. Nesses compdsitos, os CNTs podem ainda
conferir flexibilidade, estabilidade térmica e propriedades elétricas a matriz polimérica,
especialmente o aumento da condutividade elétrica. O desempenho final desses
materiais esta fortemente associado a dispersdo homogénea dos nanotubos e a
qualidade da interface entre os CNTs e o polimero. Esses compdésitos apresentam
potencial e propriedades de interesse para aplicagdes em sensores eletroquimicos
(14).

2.2 NANOCELULOSE BACTERIANA
A nanocelulose bacteriana (BNC) é produzida por bactérias nao patogénicas,

aerdbias e gram-negativas do género Gluconacetobacter, Rhizobium e

Agrobacterium. Produzem o exopolissacarideo BNC na interface entre meio de cultura
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e ar, por meio de uma série de etapas de polimerizagao e cristalizagdo na presenca
de uma fonte de glicose (21-24). E um biopolimero cujas fibras celuldsicas estio
organizadas em rede 3D na escala nanométrica. Possui propriedades unicas como
alta capacidade de reter agua devido a sua alta porosidade, biocompatibilidade, n&o
toxicidade, transparéncia, elevada cristalinidade, alta forca mecanica,
biodegradabilidade e hidrofilicidade (21).

A celulose é o biopolimero mais abundante da terra e pode ser aplicada em
diversas areas como engenharia tecidual, entrega de farmacos, imobilizagcéo
enzimatica, cosméticos, energia, monitoramento ambiental, bioimpressao, sensores e
biossensores (21). A celulose obtida a partir de plantas, como eucalipto, bambu,
bagaco de cana, arroz, algodao, milho, e outras biomassas contém lignina, pectina e
hemicelulose, sendo necessario o uso de tratamentos fisico-quimicos para a
separacgao e purificagao da celulose (21-23).

O mesmo ocorre para a transformacgao de celulose para nanocelulose para
obtencado de cristais de nanocelulose (CNC), nanofibrilas de nanocelulose (CNF) e
celulose microfibrilada (MFC). O processo envolve varias etapas de tratamento
bioldégico, mecanico, quimico ou a combinagao destes, diferentemente da BNC que é
considerada a mais pura forma de celulose (21-23).

A produgao de CNF a partir da celulose vegetal pode envolver processos como
sonicagao, reacdes oxidativas e degradagdo enzimatica, com o objetivo de
individualizar as fibrilas e reduzir suas dimensdes. Processos semelhantes séo
empregados na obtencao de CNC, embora com condigdes especificas para promover
a formacao de estruturas altamente cristalinas. Apesar dessas etapas adicionais de
processamento, tanto a CNF quanto a CNC tém sido amplamente utilizadas em
compositos poliméricos, contribuindo para o aumento das propriedades mecanicas e
da estabilidade (9). Como alternativa, a BNC se destaca por apresentar elevada
pureza e cristalinidade, envolvendo menos etapas de processamento e menor uso de
solventes (25).

O custo da producgao do meio de cultura da BNC representa quase um terco do
custo total de produgado (24). Dessa forma, diversas pesquisas buscam a redugao
desse custo por meio da utilizag&do de residuos industriais, agricolas e da fermentagéo
da cerveja como fontes alternativas de carbono, que ndo competem com a produgao
de alimentos (21-24). A composi¢ao desses residuos varia de acordo com o tipo de

matéria-prima utilizada, sendo que os residuos agricolas sdo gerados, principalmente,
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a partir das etapas de crescimento e colheita de sementes, frutas, vegetais e produtos
lacteos (26). O residuo da fermentacéo da cerveja possui agucares nao fermentados
que podem servir para a produgao de BNC, como por exemplo a levedura residual
(27).

A superficie da BNC é particularmente favoravel a imobilizagado e adesao de
células, devido a presenga abundante de grupos hidroxila, que possibilitam sua
funcionalizagao ou a incorporagao de outros materiais, como nanoparticulas na matriz
celuldsica. Esses processos, realizados por métodos fisicos ou quimicos, visam
otimizar o desempenho do material para aplicagdes especificas (24). A modificagao
quimica da celulose permite a substituicdo parcial dos grupos hidroxila por outros
grupos funcionais, preservando a estrutura celulésica e possibilitando a adsorgéo
seletiva de analitos de interesse, aspectos essenciais para o desenvolvimento de
sensores com maior seletividade (28).

O uso de compositos a base de BNC para dispositivos eletronicos tem sido
amplamente reportado na literatura, como BNC com 6xido de grafeno (29), nanofolhas
de grafeno, quitosana e alginato (23), nanofibras de carbono (30) e nanotubos de
carbono (31). Nanocompdsitos de BNC/CNTs apresentam aplicagdes que vao desde
dispositivos de armazenamento de energia, como supercapacitores e baterias
recarregaveis, até sistemas para tratamento de aguas por adsorgao de poluentes (32).
Além disso, estudos envolvendo compdsitos de nanocelulose € MWCNTs tém
demonstrado seu potencial em aplicacdes eletroquimicas, evidenciando melhorias no
desempenho e na eficiéncia de sensores (20).

A nanocelulose, em suas diferentes formas, pode atuar ndo apenas como
matriz polimérica, mas também como agente dispersante de CNTs, contribuindo para
a formagdo de nanocompdsitos mais homogéneos. A utilizacdo de CNC como
dispersante de SWCNTs em meio aquoso foi descrita pela primeira vez por Olivier et
al. (33), por meio de sonicagao, demonstrando o potencial da nanocelulose para o
desenvolvimento de nanocompoésitos estaveis. Desde entdo, materiais
nanocelulésicos tém se destacado como alternativas sustentdveis ao uso de
surfactantes convencionais (9).

Estudos posteriores demonstraram que tanto SWCNTs quanto MWCNTs
podem ser eficientemente dispersos em agua com boa estabilidade coloidal pela agao

de CNC (34). Koga et al. (35) relataram o uso de nanocelulose como agente de reforgo
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mecanico e dispersante de CNTs no desenvolvimento de compdsitos condutores e
flexiveis voltados para aplicagbes em sensores.

Em suma, a combinagao entre nanocelulose e nanotubos de carbono resulta
em nanocompdsitos com propriedades mecanicas e elétricas superiores as obtidas
guando esses materiais séo utilizados individualmente. O uso da nanocelulose como
matriz e agente dispersante contribui para a redugado dos custos de produgao e
favorece a dispersdo dos CNTs, melhorando o desempenho do sensor.
Adicionalmente, a hibridizagdo da nanocelulose e dos CNTs com grupos quimicos e
nanoparticulas metalicas tem potencial para aumentar a efetividade dos compdsitos;
entretanto, o desenvolvimento de rotas sintéticas mais simples, capazes de
intensificar a interacao entre esses nanomateriais, permanece como um dos principais

desafios e perspectivas de pesquisa (32).

2.3 NANOPARTICULAS DE PRATA

As nanoparticulas (NPs) sdo particulas microscopicas de diferentes tamanhos
e composi¢des, com pelo menos uma dimensao na faixa de 1 a 100 nanémetros, com
caracteristicas fisicas, quimicas e eletronicas extraordinarias e de interesse para
agricultura, industria, medicina, meio ambiente e sensores (36,37). Suas propriedades
atraem interesse em diferentes areas uma vez que podem ser utilizadas para a
imobilizagdo de moléculas bioldgicas, reagdes quimicas, aumento da transferéncia
eletrébnica e marcacao de biomoléculas (37).

A elevada area de superficie das nanoparticulas permite a adsor¢cao de
moléculas especificas, como enzimas, anticorpos e DNA, possibilitando o
desenvolvimento de sensores para aplicagdes médicas, incluindo diagndstico e
tratamento do cancer (38), desinfecgdo de microrganismos causadores de doengas
infecciosas (39), revestimento de cateteres para prevenir trombose (40), entre outras.

Além dessas caracteristicas, as nanoparticulas metalicas apresentam elevada
atividade catalitica e capacidade de promover a transferéncia de elétrons, atributo
essencial para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos com menores limites
de deteccdo. Essa propriedade favorece a interacdo com analitos de interesse e
aumenta a eficiéncia da transferéncia eletrénica na interface eletrodo—solugao,

resultando em sensores com maior sensibilidade e seletividade (6,37).
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Nanoparticulas metalicas podem ser obtidas por abordagens “bottom-up” ou
“top-down”. A abordagem bottom-up baseia-se na auto-organizacdo de unidades
atbmicas ou moleculares, geralmente resultando em nanoparticulas com menor
numero de defeitos, enquanto a abordagem top-down envolve a redugao de materiais
macroscopicos, podendo gerar imperfeicdes superficiais que afetam suas
propriedades. A sintese boffom up mais comum é com uso de agentes redutores e
estabilizadores para prevenir a aglomeragéo (38,41). As nanoparticulas de prata
(AgNPs) sado biocompativeis e com elevado potencial de degradagao e remocgao de
contaminantes organicos, sendo utilizadas no monitoramento ambiental, remogao de
farmacos, pesticidas, corantes e micotoxinas (51).

Na sintese das AgNPs, convencionalmente, o cation da prata (Ag*) é reduzido
a prata metalica (Ag°) por meio do redutor borohidreto de sddio. Apesar das excelentes
propriedades, as AgNPs necessitam de matrizes capazes de imobiliza-las e estabiliza-
las, como polimeros, a fim de evitar a formacgéo de aglomerados (42). Nesse contexto,
a celulose bacteriana destaca-se por apresentar elevada area superficial e
biocompatibilidade, atuando na estabilizagdo das nanoparticulas e prevenindo as
aglomeracdes (43).

Du et al demonstram estudos em que a incorporagcéo de AgNPs em estruturas
de nanocelulose pode resultar em melhorias significativas na condutividade elétrica
do material (30). Jenkhongkarn et al. (44) observaram aumento da condutividade
elétrica apds a incorporagdo de AQNPs em matrizes de celulose bacteriana. De forma
semelhante, Hsieh et al. (45) relataram redugéo da resisténcia elétrica em nanopapéis
de celulose modificados com AgNPs obtidos por impresséao. Além disso, a modificacéo
de eletrodos com nanocelulose associada a nanomateriais condutores tem
apresentado maior eficiéncia catalitica em processos eletroquimicos, como na
oxidacao da metoclopramida (46).

As AgNPs também podem ser estabilizadas por meio da combinagdo com
outros nanomateriais, como os MWCNTs, sendo essa associagdo amplamente
explorada em aplicagdes cataliticas (42). As AgNPs apresentam efeito sinérgico em
nanocompositos formados por CNTs, promovendo o aumento da condutividade
elétrica e demonstrando elevado potencial para o desenvolvimento de materiais
avangados (47). Nesse contexto, Barreto et al. (48) modificaram a superficie de um

eletrodo GC com MWCNTs—AgNPs para o desenvolvimento de um sensor voltado a
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determinacdo e remediacdo da sulfametazina, um antibiético frequentemente
detectado em aguas subterraneas.

Existem diversos métodos para a deposigdo de AgNPs na superficie de CNTs.
Métodos quimicos geralmente envolvem a funcionalizagao prévia dos CNTs, seguida
de sua dispersao em solventes como etanol, aplicagao de sonicagéo e posterior
adicdo de um precursor metalico, como um sal de prata, promovendo a formacgao das
nanoparticulas sobre a superficie dos nanotubos (42). Alternativamente, Yu e Wang
et al. (7) utilizaram a técnica potenciostatica de duplo pulso para eletrodepositar
nanoparticulas de prata a partir de uma solugdo de AgNO; sobre um filme
multicamadas de MWCNTSs depositado em eletrodo de ITO. Essa abordagem permitiu
maior controle sobre a nucleagao, o tamanho e a distribuicdo das AgNPs.

Em resumo, o uso de nanoparticulas é fundamental para o desenvolvimento de
sensores eletroquimicos mais sensiveis, seletivos e com uma resposta eletroquimica
mais rapida. Esses nanomateriais potencializam a interacdo com analitos de
interesse, melhorando a eficiéncia da transferéncia de elétrons e permitindo a
deteccao de poluentes emergentes, como farmacos em amostras reais. Além disso, a
incorporagdo de nanoparticulas em matrizes como polimeros ou nanocelulose
contribui para a estabilizagao e dispersdo dos nanomateriais, evitando aglomeragéao e
ampliando a durabilidade dos sensores. Assim, as nanoparticulas ndo apenas
aprimoram a performance analitica, mas também abrem caminho para o
desenvolvimento de sensores eletroquimicos mais versateis e aplicaveis em

monitoramento ambiental (6).

2.4 SENSORES ELETROQUIMICOS PARA DETERMINAGAO DA
FUROSEMIDA

furosemida (FUR) é um farmaco pertencente a classe da sulfonamida, cujo
nome quimico é acido 4-cloro-2-(2-furilmetilamino)-5-sulfamoil-benzdico, o qual atua
como um potente diurético, promovendo a excrecdo de sddio, cloreto e agua. E
amplamente empregada no tratamento de edema, insuficiéncia cardiaca, renal e
hepatica, bem como no controle da hipertensdo (49,50). Sua ac¢do farmacologica
decorre do bloqueio da reabsorcéo de eletrdlitos nos tubulos renais, resultando em
aumento significativo do volume urinario. O aumento da diurese pode levar a redugéo

aguda do peso corporal e a diminuigdo da concentragdo urinaria de outras
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substancias, e consequentemente ¢é utilizada de forma indevida como agente
mascarante para ocultar o uso de substancias proibidas em exames antidoping (51).

A FUR integra a lista de substancias proibidas da World Anti-Doping Agency
(WADA), sendo vedada em qualquer periodo. Além de seu uso terapéutico como
diurético, a substancia pode ser empregada para mascarar a presenga de outros
agentes dopantes, motivo pelo qual sua deteccdo em amostras de atletas é
considerada uma violagdo das normas antidoping (52). Dessa forma, a determinagéo
rapida e confiavel de suas concentracdes € fundamental tanto no contexto do controle
antidoping quanto no monitoramento terapéutico (10,53) e na seguranca alimentar,
uma vez que também € administrada na medicina veterinaria para o tratamento de
edema mamario em gado de leite, o que pode resultar na presencga de residuos do
farmaco no leite destinado ao consumo humano (54).

Atualmente, a quantificacdo desse farmaco é realizada principalmente por
cromatografia liquida, mas também eletroforese capilar e métodos
espectrofotométricos, que, embora apresentem elevada sensibilidade, possuem
elevados custos, mao de obra especializada e tempos de analise em laboratério
prolongados. Os sensores eletroquimicos se destacam como alternativa de baixo
custo, possibilidade de miniaturizagcdo e potencial para rapidas analises in situ, com
facil operacao, elevada sensibilidade e seletividade para o monitoramento da FUR
(1,11).

Alguns estudos investigaram a determinagéo da FUR por meio da combinagao
de técnicas analiticas, visando maior sensibilidade e confiabilidade em amostras reais.
Entre elas, destacam-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a
espectrometria de massas, amplamente empregada em estudos farmacocinéticos, e
a HPLC com deteccdo amperométrica utilizando eletrodo GC, aplicada a analise em
urina e formulagées farmacéuticas. Guzman et al. (2003) descreveram a utilizagéo de
deteccdo amperomeétrica pulsada com microeletrodos cilindricos de fibra de carbono,
obtendo limite de deteccao (LOD) de 0,17 pymol L™ (54).

Além das técnicas cromatograficas, abordagens baseadas em sensores
Opticos também tém sido exploradas para a determinagéo da FUR. Saini et al. (2016)
utilizaram um receptor organico que foi convertido em nanoparticulas organicas
fluorescentes (FONs), as quais ndo apresentaram atividade sensora satisfatoria,
sendo entdo incorporadas NPs de ouro para o reconhecimento da FUR de forma

seletiva em meio aquoso, obtendo o LOD de 0,55 umol L™ (55).
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Particularmente, os sensores eletroquimicos se destacam pelas suas
vantagens em comparagdo com outras técnicas analiticas. Com isso, diferentes
abordagens eletroanaliticas tém sido propostas com base na modificagdo da
superficie do eletrodo, com materiais poliméricos e condutores. Martins et al. (2018)
empregaram um eletrodo de grafite de lapis modificado com filme polimérico Ni-Salen
e nanoparticulas de Ni(OH),/C, alcangando limite de deteccédo de 0,00014 pmol L™’
para a FUR (11). Tescarollo Dias et al. (2004) propuseram um eletrodo seletivo ao
incorporar o par idnico furosemida aliquat em uma membrana polimérica de
poli(cloreto de vinila) (PVC) (50).

Sensores baseados em polimeros molecularmente impressos (MIPs) também
tém sido relatados, uma vez que os MIPs séo projetados para apresentar sitios de
reconhecimento especificos para a molécula alvo, conferindo elevada seletividade ao
sensor. Kor e Zarei (2016) desenvolveram um sensor utilizando polimero
molecularmente impresso (MIP) de poli(o-fenilenodiamina) (PoPD) sobre eletrodo de
ouro, obtendo limite de detecgéo de 0,07 umol L™ (10). De forma semelhante, Wang
et al. (2018) modificaram o GC com um MIP de nanofolhas CsN4 e estrutura
metalorganica, obtendo o limite de detecgao de 0,008 umol L-! para o mesmo farmaco
(1). Embora o desempenho analitico seja significativo, a sintese do material envolve
multiplas etapas e procedimentos de preparacido relativamente complexos, o que
pode aumentar o custo e o tempo de fabricagdo do sensor.

Além do uso de polimeros, a combinagao destes com outros materiais tem sido
explorada para aprimorar as propriedades dos sensores, dando origem a
nanocompositos com maior condutividade elétrica e area superficial. Wang et al.
(2017) desenvolveram um nanocomposito condutor baseado em poli(3,4-
etilenodioxitiofeno):poli(estireno sulfonato) (PEDOT:PSS), em que o primeiro polimero
atua como condutor e o segundo, como estabilizante, promovendo melhor
desempenho do sensor. A superficie do GC foi modificada com esse nanocompdsito
e, utilizando a técnica de voltametria de pulso diferencial, obtiveram o LOD de 2 ymol
L (56).

Em outro estudo, Hasanzadeh (2014), modificou o GC com éxido de grafeno
funcionalizado com nanoparticulas de 6xido de ferro e acido clorossulfénico (FezO,4-
GO-SO3;H-GCE), avaliando a oxidagao eletrocatalitica da FUR em solugdo tampéo
fosfato de pH 6,8, obtendo um limite de 0,11 ymol L' (57).
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Heidarimoghadam e Farmany (2016) desenvolveram um novo sensor para a
quantificacdo da FUR em fluidos biolégicos, em amostras de plasma e de urina. Os
autores analisaram o comportamento do farmaco por voltametria pela modificacdo da
superficie do eletrodo de GC com MWCNTSs, e obtiveram o LOD de 0,007 ug mL™", em
tampao Britton-Robinson (pH 5,7) (53). Malode et al. (2012) também utilizaram os
MWCNTSs, mas para modificar um eletrodo pasta de 6leo de parafina, observando a
oxidacéo irreversivel da FUR com a transferéncia de dois elétrons, e obtendo o LOD
de 0,29 ymol L™" (58).

Gupta et al. (2021) observaram dois picos de oxidagdo da FUR em tampao
fosfato 0,1 mol L' (pH 2,2), pelo microeletrodo feito de fibra de nanotubo de carbono
altamente densificada (HD-CNTf). O primeiro pico em 720 mV e o segundo em 940
mV. O segundo pico apresentou maior intensidade de corrente e melhor definicdo dos
sinais. O método desenvolvido apresentou limite de deteccdo de 0,002 umol L,
podendo ser usado para testes de fluidos biolégicos atendendo ao nivel minimo de
desempenho exigido para diuréticos (~0,2 uyg mL™ ou 0,60 umol L"), conforme
estabelecido pela WADA (59).

Embora a determinacgao eletroquimica da furosemida tenha sido investigada na
literatura, os métodos descritos geralmente envolvem modificagdes estruturais
complexas (59). Até o momento, ndo foram encontrados relatos na literatura que
explorem o uso de materiais de origem renovavel para a detecgao eletroquimica desse
farmaco. Nesse contexto, o desenvolvimento de sensores baseados em materiais
sustentaveis, de sintese simplificada e menor custo, representa uma alternativa
promissora para aplicacbes analiticas mais acessiveis e ambientalmente

responsaveis.

3. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho € desenvolver um nanocompésito a base de
nanocelulose bacteriana obtida a partir de residuo cervejeiro, nanotubos de carbono
e nanoparticulas de prata para a determinagao de furosemida por meio de um novo

eletrodo para sensor eletroquimico.
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3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Os objetivos especificos sao:

e Empregar a nanocelulose bacteriana produzida a partir de residuo
cervejeiro na confeccdo de sensores eletroquimicos visando agregar valor
a esse residuo;

e Avaliar a melhor sintese para a dispersao dos nanotubos de carbono pelo
uso da nanocelulose bacteriana e nanoparticulas de prata, sem uso de
surfactantes;

¢ Modificar e caracterizar o eletrodo de carbono vitreo com o hanocompdésito
sintetizado a partir de solvente verde de acordo com os principios da
Quimica Verde;

e Avaliar o novo sensor eletroquimico proposto na determinagcdo de

furosemida.
4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4 1 MATERIAIS, REAGENTES E EQUIPAMENTOS

Os reagentes utilizados foram: nanotubos de carbono de paredes multiplas
(MWCNTs) (O.DxL =6-9nm x5 um) (= 98%), dodecil sulfato de sédio (C12H25NaO4S)
(2 99%), borohidreto de sédio (NaBH4) (= 98%), fosfato de potassio monobasico
(KH2PO4) (= 99%), fosfato de sddio dibasico (NazHPO4) (= 99%) , nitrato de prata
(AgNQO3) (= 99%), acido nitrico (HNO3) (= 90%), acido sulfurico (H2SO4) (= 95%),
cloreto de calcio di-hidratado (CaCl,) (= 99,0%), cloreto de sédio (NaCl) (= 99,0%),
sulfato de sddio (Na,SO,) (= 99,0%), cloreto de potassio (KCI) (= 99,0%), cloreto de
amonio (NH,.CI) (= 99,99%), ureia (= 99,0%), furosemida (= 98,0%), estriol (P. A.),
etanol (= 99,5%) e alumina (0,3 um) (= 99%) foram adquiridos da Sigma Aldrich (Sao
Paulo, Brasil). Todas as solugdes foram preparadas com agua purificada em um
sistema Millipore Milli-Q (resistividade = 18 MQ cm™).

A nanocelulose bacteriana foi produzida no Laboratério Residuall de Residuos
Solidos e Compositos (UNESP, Botucatu), utilizando acido citrico (C¢HsO-) da Exodo
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Cientifica (Brasil), fosfato dipotassico (K;HPO,), sulfato de amdnio ((NH,),HSO,) e
sulfato de magnésio (MgSO,) da Synth (Brasil). Uma solu¢do de NaOH a 4% foi
preparada com NaOH e agua destilada. A sacarose (C,,H,,0;1) necessaria para o
meio de cultura foi substituida por acgucar cristal comercial. A levedura residual da
fermentacao da cerveja foi doada pela cervejaria Geezer (Botucatu), o qual foi utilizado
para o meio de cultivo bacteriano.

Os experimentos eletroquimicos foram realizados em um potenciostato
PGSTAT-128N (Autolab Eletrochemical System) com méddulo de impedancia
eletroquimica FRA32M (Metrohm), software NOVA 2.1.8, e a analise dos resultados
foi feita pelas ferramentas Origin versao 8.0 e Learning Edition. A célula eletroquimica
utilizada foi a convencional de trés eletrodos, com eletrodo Ag/AgCI (3,0 mol L' KCI)
de referéncia, e uma placa de platina como eletrodo auxiliar e o eletrodo de trabalho
de GC sem modificagdo e modificado com MWCNTs, MWCNTs-AgNPs,
MWCNTs/BNC-AgNPs.

A solugéo fosfato (PBS) 0,2 mol L' em pH 3,0 foi preparada com 0,34 g de
acido fosforico (HsPO4 85%) e 6,80 g de potassio monobasico (KH2PO4) e 250 mL de
agua ultrapura. Os reagentes foram pesados, solubilizados sob agitagdo mecéanica, o
valor do pH foi verificado e ajustado quando necessario. Para o PBS 0,2 mol L' em
pH 5, 6 e 7, foram utilizados KH2PO4 e sédio bibasico (Na2zHPO4) conforme mostrado

na Tabela 1.

Tabela 1. Reagentes para preparo de 250 mL de solugéo fosfato PBS 0,2 mol L-! em

funcéo do pH.

pH Acido fosférico Potassio Saédio bibasico
(H3sPOa4) 85% (mL) monobasico (Na2HPOu4) (9)
(KH2PO4) (g)

3,0 0,34 6,80 -

4,0 - 6,80 -

50 - 6,46 0,10725

6,0 - 4,60 1,00625

7,0 - 1,18 1,9625

Fonte: propria autora.
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4.2 RESIDUO CERVEJEIRO

A levedura descartada apos a fermentacao da cerveja foi obtida pela doagao
da cervejaria Geezer (Botucatu), demonstrada na Figura 1. O residuo cervejeiro foi
seco em estufa 60 °C por 3 dias, moido e levado a peneira granulométrica em mesh

42. O material foi armazenado em ambiente seco e temperatura ambiente.

Figura 1. Levedura residual da fermentacao da cerveja.

Fonte: prépria autora.

4.3 SINTESE NANOCELULOSE BACTERIANA

A BNC foi produzida em meio de cultura contendo levedura residual da
fermentagdo da cerveja. Foram utilizados 100 g L' de sacarose, 6 g L' de acido
citrico, 5 g L' de levedura residual, fosfato de potassio (K2PO4) 5 g L, sulfato de
amonio ((NH4)2S04) 0,60 g L, sulfato de magnésio (MgS0a4) 0,20 g L-*. O pH de todos
os meios foi ajustado para 4,8 com NaOH 4%.
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O meio de cultura foi autoclavado a 121°C e 110 kPa por 15 min e, em seguida,
deixado atingir a temperatura ambiente. A cepa Gluconacetobacter xylinus foi
inoculada e as incubagdes foram realizadas a 28 °C por 7 dias em condi¢des estaticas.
Apoés a incubacgdo, as BNC foram enxaguadas com agua destilada para remover o
excesso de meio de cultivo, e fervidas com solugédo de NaOH 4% por 30 min a 70 °C
para inativar as células bacterianas. Entdo, as BNCs foram lavadas com agua
destilada em temperatura ambiente até ficarem purificadas (sem cor) e foram secas
em liofilizador a -53 °C por 4 dias, moidas e armazenadas em local seco a temperatura
ambiente. A Figura 2 apresenta, de forma esquematica, as principais etapas do
processo de obtencdo da BNC, incluindo o cultivo, a purificagdo do material e os

tratamentos posteriores de liofilizacdo e moagem.

Figura 2. BNC em: (A) em meio de cultivo bacteriano, (B) apds as etapas de

lavagem, (C) liofilizada, (D) BNC ja moida em peneira granulométrica.

Fonte: prépria autora.

4.4 FUNCIONALIZAGAO DOS NANOTUBOS DE CARBONO DE PAREDE
MULTIPLA

Os MWCNTSs foram funcionalizados com a adi¢gao de 1 g destes em solugéo de
acido nitrico e acido sulfurico na proporgao 3:1, sob agitagao constante em capela por
14 h. A solucédo entao foi filtrada pelo uso de membrana de nylon 45 ym (Figura 3) e
feita a lavagem até o pH estar préximo do neutro. O material foi levado para secagem

em estufa a 60 °C por 1 dia e armazenado para estudos futuros.
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Figura 3. MWCNTSs funcionalizados e filtrados em membrana.

’ "

Fonte: prépria autora.

4.5 SINTESE DOS NANOCOMPOSITOS

4.5.1 Sintese MWCNTs-AgNPs

A sintese de MWCNTs-AgNPs foi preparada de acordo com Barreto et al. (48),
a partir da mistura de 20 mg de MWCNTs funcionalizados em 20 mL de etanol,
seguido da adi¢cao de 8 mg de dodecil sulfato de sddio (SDS) para a incorporagéo das
nanoparticulas de prata, e a suspensao foi colocada no banho ultrassonico por 20 min.
Adicionou-se a solugdo 13 mg de borohidreto de sddio (NaBH4), o agente redutor de
nitrato de prata (AgNO3) e a suspensao foi levada ao homogeneizador ultrassonico
por uma hora. Em seguida, foram diluidos 8 mg de AgNOs em 2 mL de etanol,
proporgao correspondente a 40% (m/m) da massa de nanotubos de carbono, e a
solugdo de AgNOs foi adicionada a mistura previamente preparada de MWCNTSs sob
agitacdo constante a uma gota por segundo para incorporar as nanoparticulas no
material. Apos finalizar esta etapa, a solugdo foi sonicada por 30 min em uma
amplitude de 75%, e entdo o material obtido foi centrifugado e limpo com etanol e
levado para secagem em estufa a 60 °C por 4 h em placa de Petri. Apds a secagem,
foi feita a raspagem da placa e o material foi diluido em etanol na concentragao de 1

mg mL-".
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4.5.2 Sintese MWCNTs/BNC-AgNPs

A sintese foi feita com a mistura de 2 mg de BNC em 20 mL de agua ultrapura
em um béquer levado ao sonicador QSonica por 20 min e amplitude de 75%. Em
seguida, foram adicionados 20 mg dos MWCNTSs e o béquer foi novamente levado ao
sonicador por 10 min. Seguiu-se para as etapas de incorporacdo de AgNPs, sem uso
de surfactantes, em que foram adicionados 13 mg de borohidreto de sédio para atuar
como agente redutor do AgNOs, e a solugdo foi levada ao sonicador por 30 min.
Adicionaram-se, entdo, 8 mg de AgNOs diluidas em etanol como ja descrito, e
sonicacao por 1h. A suspensao foi levada para secagem em estufa, e o material seco
na placa de petri representado na Figura 4 foi raspado para pesagem e diluicdo em

agua ultrapura na concentragdo de 1 mg mL-".

Figura 4. Compdésito de MWCNTs/BNC-AgNPs.

Fonte: prépria autora.

4.6 PREPARO DOS ELETRODOS DE TRABALHO

Os eletrodos GC foram polidos em uma politriz modelo Fortel-PFLDV,
utilizando uma suspenséo de alumina (Al203) com particulas de 0,5 ym, com uma
velocidade de 350 rpm. Apds o polimento, os eletrodos foram submetidos a um
procedimento de limpeza por voltametria ciclica em PBS 0,2 mol L™ (pH 7,0),

consistindo em uma manutengao do potencial em +1,55 V por 45 s, seguida de —1,55
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V por 45 s e, por fim, 10 varreduras de voltametria ciclica de —1,55V a +0,5 V a uma
taxa de varredura de 100 mV s™'. Na superficie dos eletrodos polidos e limpos, foram
gotejados 10 uL da suspensao das diferentes sinteses realizadas dos nanocompadsitos
(1 mg mL"), cada uma previamente levada ao sonicador QSonica por 10 min em
amplitude de 75% antes do seu uso para modificacdo dos eletrodos. Os eletrodos
foram secos em uma estufa a 60 °C por 10 min. A Figura 5 ilustra esquematicamente

as etapas de modificagdo dos eletrodos com os nanocompésitos sintetizados.

Figura 5. Eletrodos GC modificados com os nanocompasitos: (A) ao ser gotejado

10 pL da suspenséao e (B) apds secagem.
AW e ad R

T

Fonte: prépria autora.

4.7 CARACTERIZACAO DOS NANOCOMPOSITOS
4.7.1 Microscopia Eletrénica de Varredura

A caracterizagdao morfolégica dos nanomateriais foi feita por Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV), utilizando a técnica de emissao de elétrons de alta
resolucdo (MEV-FEG) no IQ-UNESP Araraquara. Foram feitas as medigbes de
espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS) usando o detector Ultradry
(Thermo Fisher Scientific). Através dos resultados da EDS e com uso do software

Image J, o tamanho das nanoparticulas pode ser calculado.
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4.7.2 Caracterizagao eletroquimica dos eletrodos GC modificados com os

nanocompositos

Os experimentos de voltametria ciclica foram realizados em uma solucéo
contendo 5,0 mmol L' do par redox [(Fe(CN)s]*/[Fe(CN)e]*), com velocidade de
varredura de 50 mV s no intervalo de -0,2 V a +0,8 V vs. Ag/AgCI/KCI (3,0 mol L).

Os experimentos de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS) foram
realizados em potencial de circuito aberto (OCP), variando a frequéncia entre 100 kHz
e 0,1 Hz, com amplitude de 10 mV (RMS), utilizando 10 pontos por década e 60 s de
estabilizagao do potencial antes do inicio das medidas. A resisténcia ao transporte de
carga (Rct) foi obtida a partir da ferramenta “Electrochemical Circle Fit’ disponivel no
software NOVA 2.1.8, em que um circuito equivalente é proposto pelo software e

através de 6 pontos, calcula-se a resisténcia do eletrodo.

4.7.3 Voltametria de Pulso Diferencial

A furosemida foi diluida em etanol na concentracao de 1 mmol L™", armazenada
em frasco de vidro ambar e mantida protegida da luz durante as andlises. Os
processos eletroquimicos para a andlise da furosemida foram realizados por
voltametria de pulso diferencial em 20 mL solugéo fosfato PBS 0,2 mol L' pH 3,0,
contendo 50 ymol L™ da FUR, no intervalo de potencial de -0,5 V a +1,4 V vs.
Ag/AgCI/KCI (3,0 mol L"), com os parametros otimizados: incremento de potencial

0,01V, amplitude de pulso 0,1 V e velocidade de varredura de 10 mV s-'.

4.8 PREPARACAO E ANALISE DE FUR EM URINA SINTETICA

A urina sintética foi preparada seguindo o procedimento descrito por Barreto et
al. (2024)(60), dissolvendo-se 25 g de ureia, 1,10 g de CaCl,-2H,0, 2,92 g de NaCl,
2,25 g de Na,S0O,, 1,40 g de KH,PO,, 1,60 g de KCl e 1,00 g de NH,CI em um litro de
agua ultrapura. A solucéo resultante apresentou pH igual a 7,0.

Para a analise de FUR, a célula eletroquimica foi preenchida com 1,0 mL de
urina sintética diluida em 19,0 mL de solugéo tampao PBS 0,2 mol L™ (pH 3,0).
Inicialmente, realizou-se uma varredura por DPV sob as condicbes previamente

otimizadas, a fim de verificar a auséncia de picos de oxidacao interferentes na amostra
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sem adi¢cdo do analito. Em seguida, foram adicionadas concentragdes de 1,0 e 2,0
pmol L™ de FUR a célula eletroquimica, seguidas de trés adi¢gdes sucessivas de

concentragdes conhecidas do analito para aplicagdo do método de adigdo padréo.

5. RESULTADOS

5.1 ENSAIOS PRELIMINARES

Ensaios preliminares foram realizados com o objetivo de avaliar a viabilidade da
sintese do nanocompdésito MWCNTs-AgNPs com BNC e compreender a influéncia
inicial dos parametros de processamento sobre suas propriedades. Nessa etapa
exploratdria, diferentes condi¢gdes de sintese e propor¢des dos constituintes foram
testadas visando identificar as melhores condi¢cdes para a sintese do material. Os
resultados iniciais obtidos indicaram baixa homogeneidade do material formado, bem
como desempenho inferior ao esperado para a aplicacdo proposta. A observagao
dessas condi¢cbes forneceram informagdes importantes para o direcionamento e
definicdo dos parametros adotados nos experimentos subsequentes, descritos nas

secoes seguintes.

5.1.1 Sintese de MWCNTs/BNC em etanol

Inicialmente, foi realizada a sintese do nanocompédsito MWCNTs/BNC em
solugdo de etanol, com base na metodologia descrita por Barreto et al. (48).
Considerando a proporcao de 80:20 a proporcao entre material condutor e isolante
(61), manteve-se fixo o valor de 20 mg de MWCNTs funcionalizados e foram
adicionados 4 mg de BNC em 20 mL de etanol, seguido de sonicagdo. Em seguida, a
quantidade de BNC foi reduzida para 2 mg, com o objetivo de avaliar se uma menor
proporcao do material isolante reduziria seu efeito sobre a condutividade elétrica do
composito.

A caracterizagado eletroquimica foi realizada em solugdo de PBS (pH 7,0)
contendo 5,0 mmol L™ do par redox ferri/ferrocianeto. A Figura 6 apresenta os
voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo de GC sem modificagédo (a),
modificado com MWCNTs (b), MWCNTs/BNC contendo 2 mg de BNC (c) e
MWCNTs/BNC contendo 4 mg de BNC (d). Observa-se que a modificagdo do eletrodo
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de GC com MWCNTs promoveu aumento das correntes de pico anddica e catédica
do sistema ferri/ferrocianeto. Entretanto, a incorporacéo da BNC resultou em reducgéo
de aproximadamente 67% da corrente de pico anddica em relagdo ao eletrodo
modificado apenas com MWCNTSs, indicando que, nas condi¢cbes avaliadas, a

presenca da BNC afetou a resposta eletroquimica do compésito.

Figura 6. VVoltamogramas ciclicos obtidos com velocidade de 100 mV s™' para (a)
GC, (b) GC/MWCNTSs, (c) GC/MWCNTs/BNC com 2 mg de BNC e (d) 4 mg de BNC,
sinteses feitas em etanol, em uma solugdo de 0,2 mol L' PBS (pH 7,0) contendo 5,0

mmol L' do par redox [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)e]*.
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Fonte: prépria autora.

Assim, os resultados preliminares indicaram que a simples incorporacdo da
BNC, nas condic¢des de sintese empregadas, nado promoveu melhorias eletroquimicas
expressivas no sistema. Dessa forma, buscou-se a incorporagdo de um segundo
material condutor, capaz de atuar simultaneamente como agente eletroativo e

facilitador da transferéncia de carga entre os componentes do compdsito.
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5.1.2 Sintese de MWCNTs/BNC-AgNPs em etanol

O material condutor a ser incorporado no compésito MWCNTs/BNC escolhido
foi a nanoparticula de prata (AgNP), devido a sua elevada area superficial e alta
condutividade elétrica, caracteristicas que favorecem processos de transferéncia
eletrbnica e contribuem para a redugao dos limites de detecgdo em sensores
eletroquimicos (6). As AgNPs apresentam custo relativamente baixo em comparacgéao
a outras nanoparticulas metalicas e ja foram reportadas na literatura como
responsaveis pelo aumento da sensibilidade em nanotubos de carbono e celulose
bacteriana (7,44).

A sintese do nanocompdésito MWCNTs/BNC-AgNPs foi feita em solugdo de
etanol, com base na metodologia descrita no item 4.5.1 para o composito MWCNTs-
AgNPs. A sintese consistiu na preparag¢ao da suspensao contendo MWCNTs e BNC,
seguida das etapas de incorporagao das nanoparticulas de prata por meio da adigao
de surfactante SDS e o agente redutor NaBH,. Os materiais obtidos foram
posteriormente caracterizados por espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS)
visando avaliar a resisténcia a transferéncia de carga e o comportamento
eletroquimico dos compadsitos.

A Figura 7 apresenta os diagramas de Nyquist obtidos para os eletrodos
modificados com diferentes composicbes de MWCNTs-AgNPs e MWCNTs/BNC-
AgNPs. Observa-se que os eletrodos contendo BNC exibem comportamento
semelhante ao eletrodo modificado apenas com MWCNTs-AgNPs, apresentando
perfis predominantemente lineares e auséncia de semicirculos pronunciados na
regido de altas frequéncias, caracteristica indicativa de baixa resisténcia a
transferéncia de carga (Rct).

Esses resultados sugerem que a incorporagdao da BNC ndo compromete a
condutividade elétrica do sistema, mantendo uma interface eletroquimicamente
eficiente. Dessa forma, os resultados indicam que a associagao entre BNC e AgNPs
supera a limitagao observada para a BNC isoladamente, evidenciando o potencial da
nanocelulose bacteriana como matriz dispersante sem prejuizo significativo ao

desempenho eletroquimico do sensor.
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Figura 7. Resultados de EIS obtidos em solugdo de 0,2 mol L' PBS (pH 7,0)
contendo 5,0 mmol L' do par redox [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)e]*para os eletrodos GC

modificados com os nanocompadsitos sintetizados em etanol.

1200

AgNPs 30%
- ® AgNPs 40%
4 BNC (2 mg)-AgNPs 30%]
BNC (2 mg)-AgNPs 40%)
1000 = » enc (s mgragnes 305
A BNC (4 mg)-AgNPs 40% o
BNC (6 mg)-AgNPs 30%} 2
= BNC (6 mg)-AgNPs 40%) N

800

7" [kQ

400 |- B

200 - one

T l ¢ ] i
Q NS N ¥
7'/ kQ

Fonte: prépria autora.

A celulose bacteriana apresenta numerosos grupos hidroxila distribuidos ao
longo de sua estrutura, os quais favorecem interagées com diferentes moléculas por
meio de ligagdes de hidrogénio e outras interagdes intermoleculares. Além disso, seu
elevado grau de pureza contribui para a estabilidade dimensional do material. Essas
caracteristicas permitem a modificacdo da superficie da BNC pela adsor¢cdo ou
incorporacdo de compostos, como nanoparticulas de prata, ampliando suas
propriedades fisico-quimicas e seu potencial de aplicagdo em sensores
eletroquimicos (28)

Adicionalmente, os nanotubos de carbono foram funcionalizados em meio
acido, conforme descrito no item 4.4, com o objetivo de melhorar sua dispersao e
aumentar a densidade de grupos funcionais em sua superficie. Embora alguns
estudos demonstrem que modificagdes quimicas na nanocelulose, como a introducao
de grupos sulfato, possam melhorar o desempenho eletroquimico de compésitos e
aumentar a seletividade de sistemas baseados em MWCNTs (19,28,62), a BNC
empregada neste estudo n&o foi submetida a funcionalizagdes quimicas adicionais. A
nanocelulose foi obtida a partir de residuo cervejeiro e submetida apenas as etapas
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de purificagdo, secagem e moagem, preservando uma rota de sintese mais
sustentavel, com menor consumo de reagentes e menor geragao de residuos.

A estrutura nanofibrilar tridimensional da BNC, associada a sua elevada area
superficial e resisténcia mecanica, favorece a incorporacdo e a distribuicdo
homogénea de nanomateriais condutores, como os MWCNTSs, contribuindo para a
estabilidade e o desempenho dos compdsitos. Entretanto, a eficiéncia desses
materiais depende de diversos fatores, incluindo o tipo de celulose empregado, a

metodologia de sintese e as interagdes estabelecidas entre seus componentes (63).

5.1.3 Sintese de MWCNTs/BNC-AgNPs em agua

Os resultados obtidos para os primeiros compoésitos sintetizados em etanol
indicaram que a incorporacao da BNC, isoladamente, ndo promoveu melhorias
eletroquimicas expressivas. Considerando o carater hidrofilico da nanocelulose
bacteriana, levantou-se a hipétese de que a substituicdo do etanol por agua ultrapura
poderia favorecer sua dispersao e aumentar a interagdo entre a BNC e os MWCNTs
funcionalizados. Além disso, a literatura demonstra que nanotubos de carbono
funcionalizados podem ser dispersos tanto em etanol quanto em agua por meio de
ultrassonicacéo (32,64), tornando esse solvente uma alternativa viavel para a
preparacao do compdésito.

Dessa forma, foi realizada uma nova sintese utilizando agua ultrapura como
meio dispersante, mantendo-se a proporgao de 20 mg de MWCNTSs funcionalizados e
2 mg de BNC. Apds a ultrassonicagao, o material foi empregado na modificacdo do
eletrodo de carbono vitreo e caracterizado por voltametria ciclica e voltametria de
pulso diferencial utilizando a furosemida como analito. Os resultados apresentados na
Figura 8 evidenciam que a substituicdo do etanol por agua proporcionou melhora no
desempenho eletroquimico do compadsito.
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Figura 8. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos na presenga de FUR 50 pmol
L-* em solugédo PBS 0,2 mol L' (pH 3,0) para as sinteses MWCNTs/BNC-AgNPs
realizadas em agua ultrapura em comparagao com MWCNTs-AgNPs, com 8 mg

AgNO:s.
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Fonte: prépria autora.

Os resultados obtidos demonstraram que a substituicdo do etanol por agua
favoreceu o desempenho eletroquimico do nanocompésito, indicando que o meio
dispersante exerce influéncia significativa na interacdo entre a BNC e os MWCNTs
funcionalizados. Considerando esses resultados e buscando simplificar ainda mais o
processo de sintese, reduzir o numero de reagentes empregados e desenvolver uma
rota mais sustentavel, foram realizados novos experimentos visando avaliar a

necessidade do uso de surfactante na preparacdo do nanocompasito.

5.1.4 Sintese de MWCNTs/BNC-AgNPs sem surfactante

A ultrassonicagao € comumente utilizada para dispersar nanotubos e reduzir a
necessidade de surfactantes (32). Considerando que a celulose bacteriana também
pode favorecer a dispersdao dos MWCNTSs, foram realizados testes de sintese do
nanocomposito em etanol na auséncia de dodecil sulfato de sodio (SDS). Conforme
mostrado na Figura 9, a remogao do surfactante resultou em aumento significativo das
correntes dos dois picos de oxidacdo da furosemida, além de proporcionar melhor

definicdo dos sinais voltamétricos quando comparado ao material sintetizado na
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presenca de SDS. Observou-se um aumento de 74% na corrente do primeiro pico de
oxidacao e de 181% no segundo pico. Além disso, o potencial de oxidagdo do primeiro
pico apresentou deslocamento de 50,3 mV para valores menos positivos, indicando
uma oxidacao energeticamente mais favoravel, enquanto o potencial do segundo pico
permaneceu praticamente inalterado. Esses resultados demonstram que, na presenga
da BNC e sob ultrassonicagao, o uso do surfactante ndo é necessario, permitindo
simplificar a sintese, reduzir o numero de reagentes empregados e,
consequentemente, tornar o processo mais simples e econémico.

Apesar da melhora observada com a remocéao do SDS, verificou-se que outras
estratégias ainda seriam necessarias para intensificar a interagao entre os MWCNTs
e a BNC, de modo a explorar de forma mais eficiente o potencial da nanocelulose na
formacdo do compdsito. Considerando o carater hidrofilico da BNC, optou-se por

investigar a utilizagao de agua ultrapura como solvente na etapa de sintese.

Figura 9. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos na presenca de FUR 50 pmol
L' em solugédo PBS 0,2 mol L' (pH 3,0) para a sintese do nanocompasito
MWCNTs/BNC-AgNPs em etanol com surfactante SDS e sintetizado em agua sem
SDS.

16 - Sem SDS
Com SDS

0,8 1,0 1,2
E/V vs. Ag/AgCl

Fonte: prépria autora.
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Com base nos resultados obtidos nos ensaios preliminares, partiu-se de um
sistema ja descrito na literatura, baseado em MWCNTs-AgNPs, cuja eficiéncia na
melhoria das propriedades eletroquimicas de sensores € bem estabelecida. A
proposta deste trabalho consistiu na incorporagdo de nanocelulose bacteriana (BNC),
produzida a partir de residuo, visando nao apenas aprimorar o desempenho do
sensor, mas também agregar valor a esse material por meio de sua aplicagdo em
dispositivos eletroquimicos.

Os resultados demonstraram que a sintese do compdésito em agua ultrapura,
mesmo na auséncia do surfactante SDS, apresentou desempenho satisfatério,
evidenciando que a BNC pode atuar na dispersao e estabilizacdo do sistema. Dessa
forma, além de manter as propriedades desejadas do compdésito, a estratégia adotada
permite a obtengao de um material com potencial aplicagdo em sensores, por meio de
uma rota mais simples e sustentavel. Esses achados indicam que mais estudos
poderiam ser feitos para otimizagdo do nanocompadsito para o desenvolvimento de um

sensor mais sensivel para determinacao da furosemida.

5.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

Os nanocompoésitos foram caracterizados por microscopia eletrbnica de
varredura (MEV). A Figura 10 permite a observacdo das redes estruturadas dos
MWCNTs funcionalizados, sua estrutura tubular e os aglomerados formados pelas
forcas de van der Waals (14).

A Figura 10A-E apresenta regides de maior contraste, distribuidas de forma
pontual ao longo da superficie, as quais séo atribuidas as AgNPs, evidenciando sua
incorporagao homogénea nos compdésitos (48). As Figuras 10A—C correspondem aos
MWCNTs funcionalizados em meio acido e modificados com AgNPs. Na Figura 10C,
sao observadas regides de menor contraste ao redor dos nanotubos, associadas a
formacao de aglomerados de MWCNTs, mesmo apds as etapas de sonicagao e
incorporagao das nanoparticulas. Esse comportamento sugere que a dispersédo dos
nanotubos ainda pode ser aprimorada.

Ja nas Figuras 10D e 10E, observa-se o nanocomposito modificado com
nanocelulose (MWCNTs/BNC-AgNPs). A funcionalizagdo dos MWCNTs introduz
grupos funcionais em sua superficie, favorecendo interagbes com a nanocelulose por

meio de ligagbes de hidrogénio e forcas de van der Waals. Além disso, a dispersao
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dos MWCNTs na solugdo contendo BNC pode ser realizada de forma simples por

ultrassonicagéo, sem a necessidade do uso de surfactantes (32).

Figura 10. Imagens de MEV dos nanocompésitos (A, B, C) MWCNTs-AgNPs e (D,
E) MWCNTs/BNC-AgNPs sintetizados.
: me: PR ,

Fonte: prépria autora.
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A técnica de MEV permite a identificacdo das AgNPs e medicdo manual das
contagens de particulas, além de evidenciar a formagao ou ndo de aglomerados (65).
A presenga das AgNPs foi observada nas imagens de MEV e confirmada sua
incorporagao no compaosito pela técnica de espectroscopia por dispersao de elétrons
(EDS), a qual evidencia a presenca de carbono e oxigénio também, materiais
constituintes dos MWCNTSs e na BNC, e a prata presente nas NPs, conforme mostrado
na Figura 11A.

A contagem das nanoparticulas foi realizada a partir das imagens de MEV. O
software utilizado para a medicao (Image J) foi calibrado com base na barra de escala
da imagem, avaliando o numero de pixels correspondente a esse comprimento e
utilizando essa relacdo como referéncia para determinar o tamanho das
nanoparticulas. A partir do histograma apresentado na Figura 11B, observa-se que as
AgNPs apresentam tamanhos variando entre 30 e 100 nm, com predominancia em

torno de 50 nm.

Figura 11. (A) Espectroscopia por dispersédo de elétrons (EDS) e (B) histograma do

tamanho das nanoparticulas de prata no nanocompadsito MWCNTs/BNC-AgNPs.
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Fonte: prépria autora.

Apés as analises morfoldgicas e elementares por MEV e EDS, a Figura 12
apresenta as imagens do mapeamento elementar do nanocompdsito MWCNTs/BNC-
AgNPs, técnica que permite a visualizagdo da distribuicdo espacial dos principais
elementos presentes na superficie do material. Os mapas confirmam a dispersao
homogénea de carbono (C), oxigénio (O) e prata (Ag) em toda a amostra. A
distribuicdo uniforme desses elementos indica a formacdo bem-sucedida do
nanocompodsito e sugere uma boa integragdo entre os nanotubos de carbono, a

nanocelulose bacteriana e as nanoparticulas de prata.
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Figura 12. Mapeamento elementar do nanocompésito de MWCNTs/BNC-AgNPs.

-

Fonte: prépria autora.

Através dessa técnica, também foi detectada a presenca de sddio (Na). Esse
resultado provavelmente esta relacionado a auséncia de uma etapa de lavagem no
protocolo de sintese, uma vez que o uso de agua ultrapura e a auséncia de precipitado
visivel apés centrifugagao levaram inicialmente a suposi¢cdao de que a remocgao de
residuos ndo seria necessaria.

Além de confirmar a presenga dos elementos, a distribuicdo homogénea
observada no mapeamento elementar sugere uma boa integracdo entre os
constituintes do compésito, o que pode favorecer a formagao de uma rede condutora
eficiente do nanocompdsito para sensores eletroquimicos e determinacdo da
furosemida. A dispersédo uniforme das AgNPs ao longo da matriz contribui para o
aumento de sitios eletroativos (65) e para a melhoria da transferéncia de carga, o que
esta de acordo com o desempenho eletroquimico observado nas analises de EIS e

voltametria que serdo discutidos nos tépicos seguintes.
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5.3 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DOS NANOCOMPOSITOS

Para avaliar a incorporagdo das nanoparticulas de prata no compasito, a
caracterizagao eletroquimica dos eletrodos GC e GC/MWCNTs/BNC-AgNPs por
voltametria ciclica foi realizada. A solugao utilizada foi KCI 0,1 mol L', com velocidade
de varredura de 50 mV s e intervalo de potencial de -0,5 V a +1,2 V vs. Ag/AgCl.
Pode-se observar na Figura 13, que ndo ha processos eletroquimicos no eletrodo GC
sem modifica¢ao (a) e no GC modificado com o nanocompdsito sem as nanoparticulas
metalicas (GC/MWCNTs/BNC) (b). Porém, no eletrodo GC modificado com o
nanocomposito  MWCNTs/BNC-AgNPs (c), é possivel observar picos redox
caracteristicos da prata. A prata possui um pico de oxidagdo em que ocorre a
transformacao de Ag® — Ag®, e o processo inverso de redugdo de Ag* — Ag°, (42)
observados em +510 mV e em +88 mV, respectivamente neste estudo. O aumento da
corrente capacitiva observado para o composito sugere um aumento da area
eletroquimicamente ativa do eletrodo modificado, decorrente da incorporacéo das
nanoparticulas, que ampliam a superficie disponivel para o acumulo de carga na dupla

camada elétrica (3).

Figura 13. Voltamogramas ciclicos obtidos para os eletrodos GC,
GC/MWCNTs/BNC e GC/MWCNTs/BNC-AgNPs, em solugdo KCI 0,1 mol L', v = 50
mV s
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Fonte: prépria autora.
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A caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos GC, GC/MWCNTs-AgNPs,
GC/MWCNTs/BNC-AgNPs foi realizada por CV em uma solugédo de 0,2 mol L' PBS
(pH 7,0) contendo 5,0 mmol L' do par redox [Fe(CN)s]>/[Fe(CN)e]* no intervalo de
potencial de -0,4 V a +1,2 V vs. Ag/AgCl e velocidade de varredura de 50 mV s™'. As
respostas voltamétricas estéo representadas na Figura 14.

Na Figura 14, é possivel observar que a presenga das AgNPs nos eletrodos
modificados faz com que haja amplificagdo do pico de oxidac&o e reducdo dos ions
ferro, e diminuicdo da separagao entre as correntes de pico anddica e catddica, uma
vez que as AgNPs aumentam a transferéncia eletrénica entre o eletrodo e a sonda
redox (37,66).

Figura 14. Voltamogramas obtidos por CV para os eletrodos (a) GC, (b)
GC/MWCNTs-AgNPs e (c) GC/MWCNTs/BNC-AgNPs em uma solugao de 0,2 mol L~
1 PBS (pH 7,0) contendo 5,0 mmol L' do par redox [Fe(CN)e]*/[Fe(CN)e]*.
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Fonte: prépria autora.

Observa-se um aumento de nas correntes de pico apoés a modificacdo do
eletrodo com o compdsito MWCNTs/BNC-AgNPs e foi calculado aumento de 6,8

vezes para a corrente de pico anddica. Esse comportamento pode ser atribuido a agao
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conjunta da BNC e das AgNPs, que favorecem a dispersdo dos MWCNTs e melhoram
a condutividade do material, promovendo maior area eletroativa e facilitando a
transferéncia de carga. Como resultado, observa-se um efeito sinérgico entre os
componentes do compdsito (37,66).

A técnica de impedancia eletroquimica (EIS) foi utilizada para avaliar os
nanocompositos em solugdo PBS 0,2 mol L' pH 7,0 contendo 5,0 mmol L' do par
redox [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]*. O diagrama de Nyquist € uma das representagdes mais
utilizadas na analise de espectros de impedancia, permitindo avaliar as caracteristicas
eletroquimicas da interface eletrodo/eletrdlito e auxiliar na compreensdo dos
processos de transferéncia de carga envolvidos. A resisténcia a transferéncia de carga
(Rct) € um parametro considerados importante para avaliar alteragdes nas
propriedades interfaciais e na cinética dos sistemas eletroquimicos modificados (36).

A Figura 15 apresenta os diagramas de Nyquist obtidos para os eletrodos GC,
GC/MWCNTs-AgNPs e GC/MWCNTs/BNC-AgNPs em suas diferentes condigcbes de
sintese. O eletrodo GC sem modificagao apresentou uma resisténcia a transferéncia
de carga de 1,01 kQ, enquanto a modificagdo com MWCNTs-AgNPs promoveu uma
reducao significativa desse valor para 0,4 kQ. Essa diminuigdo pode ser atribuida a
maior condutividade elétrica do nanocompadsito, associada a presenca dos MWCNTs
e das AgNPs, que favorecem o transporte de elétrons na interface eletrodo/solugao.
As AgNPs contribuem para a reducéo da resisténcia de transferéncia de carga devido
a sua capacidade de aumentar a taxa de transferéncia eletronica entre a sonda redox
e a superficie do eletrodo (42).

Para o nanocompdésito otimizado contendo 2 mg de BNC, foi observado um
valor de Rct de 0,19 kQ, indicando uma transferéncia eletrbnica mais eficiente em
comparagao ao eletrodo contendo apenas MWCNTs-AgNPs. Embora os perfis dos
eletrodos contendo e ndo contendo BNC apresentem comportamento visualmente
semelhante, a analise ampliada dos diagramas de Nyquist evidencia uma discreta
reducdo da resisténcia a transferéncia de carga para o nanocompdsito
MWCNTs/BNC-AgNPs. Além disso, a menor extensédo dos espectros no eixo real (Z')
indica uma reducao da impedancia total do sistema apds a modificacao da superficie
do eletrodo (67).
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Figura 15. Diagramas de Nyquist para os eletrodos (m) GC, (¢) GC/MWCNTs-
AgNPs e (=) GC/MWCNTs/BNC-AgNPs em uma solugao de PBS 0,2 mol L-1 pH 7,0
contendo 5,0 mmol L-1 do par redox [(Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]*-.
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Fonte: prépria autora.

Esses resultados sugerem que a modificagdo da superficie do eletrodo
favoreceu a transferéncia eletrénica na interface eletrodo/eletrélito, refletindo a
atuacao conjunta dos MWCNTs, AgNPs e BNC na formacdo de um nanocompdsito
com propriedades eletroquimicas aprimoradas. Embora as diferengas nos parametros
de impedancia entre os eletrodos modificados sejam relativamente pequenas, o
eletrodo contendo BNC apresentou respostas voltamétricas mais intensas para a

detecgao da furosemida, indicando um desempenho eletroquimico superior.

5.4 COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DA FUROSEMIDA

A partir da leitura voltamétrica do eletrodo na auséncia do analito, o
comportamento eletroquimico da furosemida foi avaliado por CV, visando a analise de
suas reacgdes redox. Observa-se na Figura 16 a presenca de dois picos de oxidagao
irreversiveis, em concordancia com o reportado por Hasanzadeh et al. (2014) (57). A
irreversibilidade dos processos indica que a transferéncia de elétrons ocorre com

cinética limitada, sem evidéncia de picos catodicos correspondentes. Esse
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comportamento € caracteristico de processos oxidativos de compostos organicos e
reforca a utilizacdo de técnicas mais sensiveis, como a voltametria de pulso
diferencial, que permite melhor definicdo dos picos anddicos e maior sensibilidade

analitica.

Figura 16. Voltamograma ciclico da furosemida (50 ymol L™"), evidenciando dois

picos de oxidagao irreversiveis em PBS 0,2 mol L™ (pH 7,0).
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Fonte: prépria autora.

5.5 OTIMIZACAO DA SINTESE DO NANOCOMPOSITO MWCNTS/BNC-
AGNPS

Considerando que a agua ultrapura se mostrou um solvente mais adequado
para a sintese do compdsito, possivelmente devido a natureza hidrofilica da BNC,
procedeu-se a otimizagdo da sua composi¢do. Uma vez que a melhor resposta
voltamétrica foi obtida com a sintese em meio aquoso, avaliou-se a quantidade de
AgNOs usado na sintese e, entdo, a influéncia da porcentagem de BNC na
composi¢ao do material, variando sua quantidade em 10, 20 e 30%, correspondentes

a 2, 4 e 6 mg, respectivamente, conforme representado na Tabela 2.
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Tabela 2. Quantidades do sal de prata e BNC adicionadas para sintese dos

nanocompositos contendo 20 mg de MWCNTSs.

Proporgao (%) AgNOs3 (mg) BNC (mg)
10 - 2
20 - 4
30 6 6
40 8 -

Fonte: propria autora.

A Figura 17A mostra que o eletrodo modificado com o0 nanocompdsito contendo
8 mg de AgNO; apresentou um melhor desempenho. Ja na Figura 17B, o
nanocomposito MWCNTs/BNC-AgNPs preparado com 2 mg de BNC e 8 mg de
AgNO; apresentou a melhor definicdo dos dois picos de oxidagao da furosemida. Além
disso, esse material exibiu menor resisténcia de transferéncia de carga e maior
sensibilidade, indicando que essa proporgao favorece a formagao de uma estrutura

mais eficiente para a transferéncia eletrénica e deteccao do analito.

Figura 17. Voltamogramas de DPV em eletrolito de suporte PBS 0,2 mol L
contendo furosemida 50 umol L' para os compdsitos sintetizados com (A) 30 e 40%
de AgNPs m/m de MWCNTSs (respectivamente 6 e 8 mg AgNQO3) em PBS 0,2 mol L'
(pH 7,0) e (B) 10, 20 e 30% de BNC m/m de MWCNTSs (respectivamente 2, 4 e 6 mg

BNC) (pH 3,0).
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Fonte: propria autora.

Dessa forma, a composicdo do nanocomposito foi otimizada, sendo

selecionadas as condi¢cdes que proporcionaram melhor desempenho eletroquimico. A
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partir desse material, procedeu-se a otimizagao dos parametros voltamétricos para a

deteccao da furosemida.

5.6 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS EXPERIMENTAIS

A otimizacado dos parametros é fundamental para melhorar a performance do
sensor, buscando uma maior sensibilidade, resolugdo e separagao dos picos e
reprodutibilidade nas analises eletroquimicas, com a minimizacdo de efeitos
indesejados como ruido capacitivo. Os parametros avaliados e ajustados foram pH,
de 3,0 a 7,0 (valor otimizado de 3,0), amplitude de 0,01 a 0,10 V (valor otimizado de
0,1 V) e incremento de potencial de 0,001 a 0,01 V (valor otimizado de 0,01 V).

5.6.1 pH do eletrdlito de suporte

A otimizacao do eletrdlito de suporte € essencial para favorecer a condutividade
iGbnica da solucéo e influenciar a cinética das reacdes de transferéncia de carga (68).
Para a determinacgao eletroquimica da furosemida, diferentes sistemas tamponantes
tém sido empregados, como tampéao fosfato e Britton—Robinson (53).

A Figura 18 apresenta os voltamogramas obtidos por DPV na presencga de 50
pmol L™' de furosemida em solugao de PBS 0,2 mol L™, com pH variando de 3,0 a
8,0. Observa-se que o pH 3,0 proporcionou melhor resposta eletroquimica, com maior
intensidade de corrente e melhor definicdo dos picos de oxidagao, sendo, portanto,
selecionado para os experimentos subsequentes. Esse comportamento pode ser
atribuido a maior disponibilidade de prétons em meio acido, favorecendo os processos

de transferéncia de carga e resultando em sinais mais intensos e bem definidos.
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Figura 18. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para a otimizagao do pH

variando de 3,0 a 8,0 em solugdes PBS 0,2 mol L' contendo FUR 50 pmol L.
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Fonte: propria autora.

Ao analisar a dependéncia do potencial de pico com o pH, foi observada uma
relagao linear entre os valores de pH e o potencial de oxidagdo, apresentados na
Figura 19, com coeficiente de correlacdo (R?* de 0,99 e inclinacdo de
aproximadamente 40 mV por unidade de pH para o segundo pico de oxidacéo. Esse
deslocamento do potencial para valores menos positivos com o aumento do pH indica
a participacao de prétons no mecanismo eletroquimico da furosemida. No entanto, a
inclinacao inferior ao valor tedrico de 59 mV sugere que o processo nao envolve uma
proporcao equimolar entre protons e elétrons, indicando um mecanismo mais
complexo, possivelmente envolvendo multiplas etapas de transferéncia de carga. O

mecanismo de oxidagc&o da FUR descrito na literatura € demonstrado na Figura 20.
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Figura 19. Linearidade obtida para a corrente do segundo pico de oxidagao da FUR
na influéncia do pH variando de 3,0 a 8,0, em solugdo PBS 0,2 mol L' contendo
FUR 50 pmol L.

11 l,a=-0.04C +1.23 (R* = 0.99)

09 L]

Fonte: propria autora.

Comportamento semelhante foi reportado por Bukkitgar e Shetti (2009) (69),
que observaram a presencga de dois picos de oxidagao para a furosemida em meio
tamponado PBS na faixa de pH entre 3 e 6, sendo que o primeiro pico diminui
progressivamente com o aumento do pH, desaparecendo em meios mais alcalinos.
Além disso, os autores também relataram o deslocamento do potencial de oxidagao
para valores mais negativos com o aumento do pH, confirmando a participagao de

prétons no mecanismo eletroquimico.

Figura 20. Provavel mecanismo de reagao da FUR de acordo com a literatura

(57,69).
o._ ,OH r|| M COOH y
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Fonte: prépria autora.

No presente estudo, comportamento analogo foi observado, reforgcando que o
processo de oxidacdo da furosemida é dependente do pH e envolve etapas acopladas

de transferéncia de protons e elétrons. Adicionalmente, pequenas variacdes
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observadas nos pHs intermediarios (pH 6 e 7) podem estar associadas a mudancgas
no estado de protonacgédo da furosemida, o que pode influenciar tanto a cinética do
processo quanto a interacdo do analito com a superficie do eletrodo.

Observou-se que o primeiro pico de oxidacdo apresenta menor estabilidade,
podendo diminuir ou até desaparecer tanto com o aumento do pH quanto em
concentragdes mais elevadas do analito. Esse comportamento pode estar associado
a fendbmenos de adsorcdo da furosemida no filme do nanocompdsito ou de seus
produtos de oxidagao na superficie do eletrodo, o que pode levar a passivagao parcial
da superficie e afetar a reprodutibilidade do sinal. Essa instabilidade dificultou a
comparacgao da deteccdo da furosemida nos processos de otimizagao da sintese do
nanocompdsito e dos parametros da DPV utilizando o primeiro pico, enquanto que o
segundo pico de oxidagdo mostrou-se mais estavel e reprodutivel, sendo, portanto,

mais adequado para construcido da curva analitica.

5.6.2 Amplitude de pulso

O parametro de amplitude de pulso na voltametria de pulso diferencial exerce
influéncia direta na intensidade da corrente faradaica e na resolug¢ao dos picos
voltamétricos. A otimizacao desse parametro é fundamental, uma vez que amplitudes
muito baixas podem resultar em sinais de baixa intensidade, comprometendo a
sensibilidade do método, enquanto valores elevados podem levar ao alargamento e
distor¢do dos picos, além do aumento da corrente capacitiva (70).

No presente estudo, a amplitude de pulso foi avaliada na faixa de 0,01 a 0,1V,
conforme representado na Figura 21. Observou-se que o aumento da amplitude
promoveu o incremento da corrente de pico anddico, sem prejuizo significativo na
definigdo dos picos até o valor maximo investigado. A amplitude de 0,1 V proporcionou
sinais mais intensos, com boa resolugcdo e baixo nivel de ruido, sendo, portanto,

selecionada como condigao 6tima para as analises subsequentes.



58

Figura 21. Voltamogramas obtidos por DPV da variagao do parametro de amplitude

de pulso na presenga de FUR 50 umol L-' em solugbes PBS 0,2 mol L' (pH = 3,0).

12 -4 =

0,07V
0,06
0,05
- 0,04
0,03
0.02
0.01

0,6 0,8 1,0 1,2

E /V vs. Ag/AgCI

Fonte: prépria autora.

Os resultados demonstram que, nas condigdes avaliadas, o aumento da
amplitude de pulso favoreceu a resposta eletroquimica do sensor, proporcionando
maior intensidade de corrente sem alteragdes significativas na resolugado dos picos.
Assim, a amplitude de 0,1 V foi adotada como condicdo 6tima para as etapas

subsequentes de otimizagao e construgédo da curva analitica.
5.6.3 Incremento de potencial

O incremento de pulso € um parametro da DPV que afeta diretamente a
resolucdo da técnica e a sensibilidade do sensor, representando o incremento de
potencial aplicado entre cada etapa da rampa de potencial em forma de escada que
constitui a base da técnica de voltametria de pulso diferencial. Esse parametro
determina o avanco do potencial ao longo da varredura e pode influenciar a resolugao
e a definicdo do sinal voltamétrico. Valores muito pequenos podem melhorar a
resolugcdo, mas gerar longo tempo de anadlise, ao contrario de valores altos que
diminuem a precisdo da medi¢cdo. A escolha desse parametro deve considerar nao
somente a resolugdo dos picos, mas também o tempo de analise voltamétrica. O
incremento de potencial foi variado neste estudo de 0,001 a 0,01 V, até obter-se o
valor otimizado de 0,01 V, com maior pico faradaico para o segundo pico de oxidagao

da furosemida conforme apresentado na Figura 22.
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Figura 22. Voltamogramas obtidos por DPV da variagcéo do paréametro de

incremento de potencial na presenga de FUR 50 ymol L.
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Fonte: prépria autora.

Os resultados obtidos indicam que o aumento do incremento de potencial
favoreceu a resposta eletroquimica do sensor, proporcionando maior intensidade de
corrente para o segundo pico de oxidacao da furosemida. Dessa forma, o incremento
de potencial de 0,01 V foi selecionado como condicdo 6tima para as analises
subsequentes, por proporcionar maior sensibilidade sem comprometer a qualidade do
sinal voltamétrico.

Dessa forma, os parametros voltamétricos foram otimizados visando maximizar
a sensibilidade e a definicdo dos picos anddicos da furosemida. As condigdes
selecionadas foram entdo empregadas na construgdo da curva analitica, a fim de

avaliar o desempenho do sensor proposto.

5.7 CURVA ANALITICA

A Figura 23 exibe as respostas voltamétricas obtidas por DPV para a detecgao
de furosemida utilizando o eletrodo GC/MWCNTs/BNC/AgNPs. As curvas analiticas
foram construidas com base no primeiro pico de oxidacido, em 0,85 V, no intervalo de
concentracao de 0,5 a 4,0 ymol L™, e no segundo pico de oxidagédo, em 1,16 V, no

intervalo de 3,0 a 9,0 ymol L™.
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Observa-se que, para o primeiro pico anddico, ndo ha aumento proporcional da
corrente em concentragbes mais elevadas, indicando uma possivel limitagdo na
resposta analitica nessa faixa. Por outro lado, o segundo pico anddico ndo é detectado
em baixas concentra¢des, mas torna-se evidente com o aumento da concentragéo de
furosemida, sugerindo maior sensibilidade em faixas mais elevadas.

Esse comportamento esta de acordo com o observado por Hasanzadeh et al.
(2014) (57), que reportaram a diminuicdo do primeiro pico com o aumento da
velocidade de varredura, enquanto o segundo pico se torna predominante em
condicbes mais energeéticas e em concentracbes mais elevadas. Esses resultados
indicam que fatores cinéticos podem influenciar a resposta eletroquimica dos

diferentes processos de oxidacao da furosemida.

Figura 23. (A) Voltamogramas de DPV da FUR em concentrag¢des crescentes. (B)

Curva de calibragao correspondente com a equacéao da regressao linear.
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Fonte: prépria autora.

A repetibilidade da resposta eletroquimica foi avaliada por meio da realizacédo de
10 medigbes consecutivas utilizando o mesmo eletrodo, resultando em valores de
desvio padrao relativo (RSD) de 2,61% + 0,59; 2,28% £ 0,31 e 3,79% £ 0,67 para
GC1, GC2 e GC3 modificados com o nanocompodsito MWCNTs/BNC/AgNPs,
respectivamente.

A reprodutibilidade foi avaliada utilizando trés sensores preparados
independentemente (n = 12), obtendo-se um RSD de 4,43%. Esses baixos valores de
RSD demonstram a boa precisao analitica e a consisténcia no processo de fabricacao

do sensor desenvolvido.
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Dessa forma, o sensor proposto apresentou desempenho analitico satisfatério
para a detecgao de furosemida, com boa sensibilidade e resposta eletroquimica
consistente. Diferentemente de muitos sistemas descritos na literatura apresentados
na Tabela 3, que utilizam agentes dispersantes sintéticos ou etapas multiplas de
modificagdo, o presente trabalho propde um nanocompdsito sustentavel que integra,
em uma unica matriz, fungdes de dispersao, suporte estrutural e amplificagéo de sinal.
A utilizacdo da nanocelulose bacteriana, obtida a partir de residuos, contribui para a
reducao de custos de produgao e agrega valor a um subproduto de baixo custo, além
de atuar como agente dispersante eficiente. Assim, a estratégia adotada néo se
destaca apenas pelo desempenho eletroquimico, mas também por seu carater

ambientalmente sustentavel e economicamente viavel.

Tabela 3. Limites de detecgao obtidos para a furosemida em outros trabalhos.

Método analitico Eletrélito de suporte Técnica LOD (uM) Ref
Potenciometria
Membrana de PVC PBS (pH 9,6) 119 (50)
GCE/PEDOT:PSS® PBS (pH 4,0) DPV 2,0 (2)
Fe304-GO-SOsH-GCP PBS (pH 6,8) Ccv 1,5 (57)
Sensor 6ptico baseado em . Espectroscopia de

NPs hibridas Aqueous medium fluorescéncia 0,55 (55)
Eletrodo de pasta de MWCNT BRB¢ (pH 5,0) Ccv 0,29 (58)
HPLC/PAD CFMEs® PBS (pH 7,0) SWve 0,17 (54)
GCl/carboxilico-MWCNT BRB® (pH 5,7) DPV 0,0212 (53)
DPV Este

GC/MWCNT/BNC-AgNPs PBS (pH 3,0) 0,19 trabalho

Fonte: prépria autora.
aEletrodo modificado com poliestireno sulfonato, *Oxido de grafeno funcionalizado por &cido
clorossulfénico-eletrodo de carbono vitreo modificado, Tampé&o Britton-Robinson; ¢Cromatografia
liquida de alta pressao deteccdo amperométrica pulsada em microeletrodos cilindricos de fibra de

carbono, ¢Voltametria de onda quadrada (“Square wave voltammetry”).

5.8 ANALISE DA RECUPERACAO DA FUR EM URINA SINTETICA

Para avaliar o nanocompdésito desenvolvido para a detecgdo de furosemida em

amostras reais, o eletrodo GC modificado com o nanocomposito MWCNTs/BNC-
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AgNPs foi aplicado em experimentos de adigdo padrao e recuperagao realizados em
urina sintética. A analise de FUR foi conduzida por DPV a partir das respostas obtidas
para concentragdes conhecidas do analito. As amostras de urina sintética foram
fortificadas com 1,00 e 2,00 ymol L™ de FUR, em dois experimentos distintos,
seguidas por trés adi¢cdes sucessivas de 1,00 umol L™ para aplicagdo da metodologia

de adi¢do padrao. Os resultados sédo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Estudo de recuperagéo de FUR em urina sintética utilizando o sensor
eletroquimico proposto. Sdo apresentadas as concentragdes adicionadas, os valores

experimentalmente determinados (média *+ desvio padrao, n = 3) e as respectivas

recuperacoes.
FUR adicionada (umol L™) FUR encontrada (umol L™) Recuperagao (%)
1,00 1,08 £ 0,01 108,00
2,00 2,10+ 0,03 110,00

Fonte: prépria autora.

Os experimentos resultaram em valores de recuperagao de 108% e 110%, com
desvios padrao relativos dentro de limites aceitaveis, demonstrando o potencial desse

nanocompdsito para a detecgao confiavel de FUR em aplicagdes antidopings.

5.9 ADICAO DE INTERFERENTES

A seletividade do sensor para a detecgao de furosemida foi avaliada em amostras
de urina, investigando-se a influéncia de possiveis interferentes organicos e
inorganicos. A urina real apresenta uma ampla variedade de espécies quimicas. O
estriol (um horménio esteroidal) e os ions cobre (Cu?*) foram selecionados como
interferentes modelos devido a sua relevancia biolégica e ao potencial de afetar
respostas analiticas.

As andlises foram realizadas em PBS 0,2 mol L™ (pH 3,0), no intervalo de potencial
de +0,3 a +1,4 V vs. Ag/AgCl, utilizando uma concentracéo fixa de FUR (5,0 pmol L™).
Cada interferente foi adicionado individualmente em concentragbes crescentes (2,5;
5,0 e 10,0 umol L™), e os valores de recuperacao de FUR foram calculados e exibidos

na Tabela 5.
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Tabela 5. Recuperagao de furosemida (5,0 ymol L™") na presenca de estriol e ions
cobre em diferentes niveis de concentracéo (2,5; 5,0 e 10,0 ymol L™),

correspondentes a razdes molares de 1:2, 1:1 e 2:1 em relagdo a FUR.

Interferente Concentragao (umol L) FUR (%)
Estriol 2,5 91,87
50 96,96
10,0 85,71
Cobre 2,5 91,01
50 91,81
10,0 92,23

Fonte: prépria autora.

Como mostrado na Tabela 5, a presenca de estriol e cobre nao afetou
significativamente o sinal eletroquimico da FUR. Esses resultados confirmam a boa
seletividade do sensor proposto, especialmente considerando as concentracdes
tipicamente baixas desses interferentes em amostras de urina. Nao foram observadas
interferéncias significativas provenientes da matriz urinaria ou dos interferentes
avaliados, indicando boa seletividade do eletrodo modificado proposto para a
deteccao de FUR.

6. CONCLUSOES

Um nanocompdsito inovador foi desenvolvido com sucesso para a modificacédo de
eletrodos de carbono vitreo voltados a analise de furosemida, baseado na modificagao
do eletrodo de carbono vitreo com os nanotubos de carbono de parede multipla,
nanoparticulas de prata e nanocelulose bacteriana obtida a partir de residuos
cervejeiros, com sintese em agua ultrapura sem uso surfactantes. Caracterizagdes
morfoldgicas e eletroquimicas confirmaram a incorporagao eficiente das AgNPs na
rede de MWCNTSs, promovendo maior condutividade, atividade catalitica e reducao da
aglomeragdo dos nanotubos. A nanocelulose bacteriana demonstrou excelente
desempenho como agente dispersante e estabilizador, favorecendo a solubilizagédo
aquosa e homogeneidade da matriz. Apds otimizagado dos parametros de voltametria
de pulso diferencial, foi obtida uma faixa linear de 5,0 a 65,0 ymol L™ para a

determinacao de furosemida, com limite de detecgcéo (LOD) de 0,19 ymol L™ e limite
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de quantificagdo (LOQ) de 0,64 ymol L™'. Este trabalho evidencia o potencial da
nanocelulose bacteriana produzida a partir de um residuo para a produgdo de um
nanocompodsito com sintese simples e sem uso de surfactante, para o
desenvolvimento de sensores eletroquimicos sustentaveis e de alto desempenho para

a deteccdo de farmacos.
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