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RESUMO

A vinhaga é um dos principais residuos da industria sucroalcooleira, obtida durante a
producdo do etanol na etapa de destilagdo, numa razao que varia de aproximadamente 10 a 14
litros para cada litro de etanol produzido. Apresenta uma coloragdo marrom escura, odor forte
e desagradavel, caracterizada também por baixos valores de pH e elevados valores de
demanda quimica de oxigénio, o que tem relacdo com a elevada concentracdo de matéria
organica presente. Apesar de ser considerada poluidora, ainda nos dias atuais a vinhaga vem
sendo utilizada como fertilizante diretamente no solo dos prdprios canaviais, principalmente
devido a presenca de fdsforo, potéssio e nitrogénio em sua composicdo. No entanto esta
préatica ndo estar sujeita a nenhuma fiscalizagdo mais rigida e ao longo dos anos tem sido
demonstrado que pode causar uma série de prejuizos ambientais. Nesse contexto pesquisas
vém sendo desenvolvidas com intuito de apontar destinos alternativos para a grande carga de
vinhaca gerada anualmente. Uma opcdo atraente pode ser a aplicacdo de biorrefinarias, as
quais permitem o aproveitamento das substancias presentes neste residuo. A fragdo organica
da vinhaca é formada por uma série de compostos quimicos de interesse, com destaque para
0s acidos organicos, 0s quais sdo alguns dos principais subprodutos da fermentacdo
microbiana de acucares aplicada na producdo do etanol. Esses compostos tém demonstrado
importancia nas mais diversas areas de interesse, tais como alimentos, bebidas, medicina,
cosméticos, biotecnologia e farmacia. Assim é de extrema importancia o desenvolvimento de
métodos analiticos que permitam a determinacdo desses compostos com sensibilidade,
seletividade, rapidez e baixo custo. O presente trabalho propGe o desenvolvimento e aplicacédo
de sensores eletroquimicos baseados em polimeros molecularmente impressos (MIP), como
elementos de reconhecimento, obtidos em eletrodos modificados com Oxido de grafeno
reduzido (RGO) e nanoparticulas de ouro (AuNPS) e cobre (CuNPs) para a determinacao de
acido latioc e acido malico, alguns dos principais acidos organicos presentes na vinhaca de
cana-de-acucar. Os sensores desenvolvidos para a determinacdo do &cido latico (GCE-RGO-
AuUNPs-MIP) e do acido malico (GCE-RGO-CuNPs-MIP), foram caracterizados
eletroquimicamente utilizando as técnicas de voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE), morfologicamente com as técnicas de microscopia eletrénica
de varredura (MEV) e microscopia de forca atdbmica (AFM), confirmando que as
modificacdes foram realizadas com sucesso na superficie do eletrodo. Os resultados foram
analisados utilizando as técnicas de VC e voltametria de pulso diferencial (DPV), utilizando a
espécie [Fe(CN)g]¥* como sonda eletroquimica. Os métodos desenvolvidos para o acido
latico e 4cido malico apresentaram baixos valores para LD (8,9 x 10 mol L e 6,6 x 107
mol L) e LQ (1,9 x 10 mol L™ e 2,2 x 10 mol L™), respectivamente, com uma ampla
faixa linear de trabalho, boa sensibilidade. Os sensores foram aplicados com éxito para a
determinacédo dos acidos na vinhaca de cana de agUcar, sendo determinada uma concentracao
de 2,32 x 10°® mol L™ de écido latico e 1,7 x 10”7 mol L™ de 4cido mélico. Os ensaios de
recuperacdo realizados demonstraram que o método desenvolvido apresentou boa exatidao,
podendo ser considerado uma boa opcao para a determinacgédo de acidos organicos em vinhaga
de cana de agUcar, para o acido latico os valores recuperados variaram de 97,7 % a 105,1 %,
para o acido malico a variagdo foi de 97,4 % a 104%.

Palavras-chave: Sensores eletroquimicos. Vinhaca de cana-de-agtcar. Acido latico. Acido
malico. Polimeros Molecularmente Impressos. Grafeno. Nanoparticulas metalicas.



ABSTRACT

Vinasse is one of the main residues of the sugar and alcohol industry, obtained during ethanol
production in the distillation stage, in a ratio that varies from approximately 10 to 14 liters for
each liter of ethanol produced. It has a dark brown color, strong and unpleasant odor, also
characterized by low pH values and high values of chemical oxygen demand, which is related
to the high concentration of organic matter present. Although considered polluting, still today
vinasse has been used as a fertilizer directly in the soil of the sugarcane crops, mainly due to
the presence of phosphorus, potassium and nitrogen in its composition. However this practice
is not subject to any stricter supervision and over the years it has been shown that it can cause
a lot of environmental damage. In this context, research has been carried out aiming to find
alternative destinations for the large vinasse load generated annually. An attractive option
may be the application of biorefineries, which allow the use of the substances present in this
residue. The organic fraction of vinasse is formed by a series of chemical compounds of
interest, especially organic acids, which are some of the main byproducts of microbial
fermentation of sugars applied in ethanol production. These compounds have shown
importance in many areas of interest, such as food, beverages, medicine, cosmetics,
biotechnology and pharmacy. Thus, the development of analytical methods that allow the
determination of these compounds with sensitivity, selectivity, speed and low cost is
extremely important. The present work proposes the development and application of
electrochemical sensors based on molecularly imprinted polymers (MIP), as recognition
elements, obtained on modified eletrodes with reduced graphene oxide (RGO) and metallic
nanoparticles (gold and copper) the determination of lactic acid and malic acid, some of the
main organic acids present in sugarcane vinasse. The sensors developed for the determination
of lactic acid (GCE-RGO-AuNPs-MIP) and malic acid (GCE-RGO-CuNPs-MIP) were
characterized electrochemically using the techniques of cyclic voltammetry (VC) and
electrochemical impedance spectroscopy (EIE), morphologically with scanning electron
microscopy (SEM) and atomic force microscopy (AFM) techniques, confirming that the
modifications were successfully performed on the electrode surface. The results were
analyzed using VC and differential pulse voltammetry (DPV) techniques, using the
[Fe(CN)g] ¥ as an electrochemical probe. The methods developed for lactic acid and malic
acid presented low values for LOD (8.9 x 10 mol L™ and 6.6 x 10™** mol L) and LOQ (1.9
x 10" mol L™ and 2.2 x 107 mol L™), respectively, with a wide working linear range, good
sensitivity. The sensors were successfully applied for the determination of acids in sugarcane
vinasse, with a concentration of 2.32 x 10°® mol L™ of lactic acid and 1.7 x 10" mol L™ of
malic acid. The recovery tests performed showed that the developed method presented good
accuracy and can be considered a good option for the determination of organic acids in
sugarcane vinasse. For the lactic acid the values recovered ranged from 97.7% to 105.1. % for
malic acid ranged from 97.4% to 104%.

Keywords: Electrochemical sensors. Sugarcane vinasse. Lactic acid. Malic acid. Molecularly
Imprrinted Polymers. Graphene. Metallic nanoparticles.
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1 INTRODUCAO

1.1  Vinhaga da cana de agucar

A vinhaca é um dos principais residuos da industria sucroalcooleira, obtida durante a
producdo do etanol, na etapa de destilagdo numa proporcao que varia de aproximadamente 10
a 14 litros para cada litro de etanol produzido, dependendo principalmente das condig¢des

tecnoldgicas da destilaria e da composi¢do do mosto [1,2].

Fisicamente este residuo apresenta-se como uma solucdo de coloragdo marrom escura,
com odor forte, desagradavel e bem caracteristico [2,3]. Estima-se que para cada tonelada de
cana de acucar processada na industria sucroalcooleira sejam obtidos aproximadamente 800

litros de vinhaga na forma de residuo.

A vinhaca tem demonstrado uma elevada capacidade corrosiva, sendo um residuo de
comportamento essencialmente &cido, com valores de pH entre 3,5 e 5,0, apresentando
também valores elevados de demanda quimica de oxigénio (DQO), com varia¢fes da ordem

de 150 a 200 g.L*, decorrentes da grande carga de matéria organica presente [4—6].

Tais caracteristicas colocam a vinhaca como um residuo com grande capacidade
poluidora, aproximadamente 100 vezes maior que a capacidade poluidora do esgoto
domeéstico, sendo por tudo isso considerado um residuo altamente nocivo a fauna e flora em
geral [2,4].

No entanto, no Brasil, ainda nos dias atuais a grande maioria de toda carga de vinhaca
obtida anualmente é empregada como fertilizante, diretamente no solo dos préprios canaviais,
sendo aplicado para tal um volume de aproximadamente 400 m3 de vinhaca por hectare de

area plantada.

Essa pratica é bastante comum porque este residuo apresenta em sua cOmposiGdo
concentragdes consideraveis de potassio, compostos nitrogenados e compostos fosforados
[3,4], o que pode fornecer uma melhora significativa na fertilidade do solo, aumentando assim
a produtividade da area plantada e também representando uma boa economia com

fertilizantes.

Por outro lado, tal procedimento ndo esta sujeito a nenhum controle ambiental mais

rigido e nos ultimos anos pesquisas tém demonstrado que quando esta pratica é realizada por
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longos periodos de maneira desordenada, aumentando a carga de vinhaga adicionada no solo,
pode provocar uma série de prejuizos ambientais, como varias mudangas nas caracteristicas
fisicas e quimicas do solo, o que pode levar em casos extremos a desertificacdo e/ou

salinizagdo [2,5].

Além disso, a utilizacdo de vinhaca como fertilizante também pode levar a
contamina¢do de rios e corpos d’agua, poluicdo de lencdis freaticos, pois aumenta a
capacidade de lixiviacdo de ions, além de liberar gases causadores do efeito estufa, como o
oxido nitroso (N,0), o qual é aproximadamente 300 vezes mais poluidor que o dioxido de
carbono (COy) [7].

A producéo estimada de etanol no Brasil para a safra 2018/2019 é de aproximadamente
33 bilhdes de litros, a qual corresponde a um novo recorde para o setor, assim sera gerado um

volume de aproximadamente 400 bilhdes de litros de vinhaca na forma de residuo [8].

Nesse contexto fica clara a necessidade de um destino alternativo adequado para a
grande carga de vinhaca obtida anualmente na indudstria sucroalcooleira do Brasil. Algumas
pesquisas vém sendo desenvolvidas neste sentido, com o intuito de tornar o processo de

obtencdo do etanol mais sustentavel/competitivo do ponto de vista econdmico e ambiental.

Levando em consideracdo a elevada concentracdo de matéria organica presente,
pesquisas tém demonstrado que alguns dos destinos alternativos promissores para a aplicacao
deste residuo podem ser a digestdo aerdbica e anaerdbica para a producdo de biogas e outros
produtos de interesse [7,9,10] sua utilizacdo em outros processos de fermentacédo [11,12], para
a obtencdo de biocombustiveis de segunda geracao e outros produtos de elevado valor e a sua

utilizacdo como fonte de proteina para alimentacdo animal [13].

Outro destino alternativo que tem chamado bastante atencdo nos Gltimos anos € a
possibilidade de recuperacdo e utilizagdo dos compostos de interesse presentes neste residuo
aplicando o conceito de biorrefinaria, a qual pode possibilitar a recuperacdo das substancias
presentes na vinhaca na forma de produtos quimicos de elevado interesse, permitindo assim
um melhor aproveitamento da grande carga de biomassa disponivel neste residuo obtido

anualmente em larga escala [14,15].

Nesse sentido, nos ultimos anos estudos a cerca da composi¢do da vinhaca de cana de

agucar vém sendo realizados com o intuito de identificar e determinar seus componentes mais
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importantes, confirmando que a fracdo organica deste residuo é formada por compostos de
elevado interesse tecnoldgicos e valor comercial, tais como: acidos organicos, carboidratos,
proteinas, aminoacidos, polidis, glicerol, compostos fendlicos e alcoois, além desses
compostos a vinhaga ainda apresenta uma concentracdo apreciavel de cations inorganicos
como Ca*?, Mg* e K* [16-18].

1.2 Acidos organicos

A composi¢do da vinhaca pode se alterar com a variedade de cana de agUcar cultivada,
época da colheita e processos de destilagdo empregados nas usinas, no entanto, os acidos
organicos sempre estardo presentes neste residuo, visto que a literatura tem demonstrado ao
longo do tempo que esses compostos sdo alguns dos principais subprodutos da fermentacéo
microbiana de agUcares empregada na producdo de etanol [18,19].

1.2.1 Acido latico

Dentre os acidos organicos encontrados na vinhaga um dos mais importantes do ponto
de vista industrial e tecnolégico é o acido latico, acido 2-hidréxipropandico segundo a
IUPAC, o qual é um composto soltvel em &gua, de funcdo mista (acido carboxilico e alcool),
com férmula quimica C3HgOs3, encontrado no leite, de onde deriva seu nome (“latico” vem do
latin lactis, que significa leite). A Figura 1 mostra uma representa¢do da molécula de &cido

latico.

Figura 1- Estrutura da molécula de acido latico

O

HsC OH

OH

Fonte: elaborado pelo autor

O acido latico € muito utilizado pela industria de alimentos e de bebidas na producao de
carnes curadas, cervejas, fermentos quimicos, iogurte, sorvete, maionese, refrigerantes,

queijos, sucos artificiais, produtos marinados, e conservas vegetais [20].

Apresenta uma marcante propriedade umectante, a qual pode proporcionar a pele uma
maior retengdo de &gua, sendo por isso largamente utilizado também na industria de
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cosméticos na producédo de hidratantes, o acido latico também é utilizado em formulagdes que
atuam como clareadores e rejuvenescedores de pele[21].

Na medicina esse &cido é utilizado na producédo de antisséptico, por conta do seu poder
de inibir o crescimento de microrganismos patogénicos, utilizado no tratamento de problemas
de pele, pois pode permitir um aumento na elasticidade das fibras, podendo também ser

aplicado na obtencdo de material para suturas [21].

Outra importante aplicacdo do acido latico é sua utilizacdo como matéria prima na area
da biotecnologia para a obtencdo de polimeros termoestaveis e biodegradaveis, os quais sdo
alternativas atraentes e urgentes aos plasticos derivados do petréleo o que pode refletir numa

grande demanda para este acido no futuro [22].
1.2.2  Acido malico

Acido malico é outro importante 4cido organico encontrado na vinhaca de cana de
acucar, o qual € um composto também soltvel em agua, com férmula quimica de C;HgOs.
Seu nome oficial segundo a IUPAC ¢é &cido hidroxibutenodioico, um diacido encontrado
naturalmente em muitas frutas, principalmente nas macds, das quais deriva Sseu nome
(“malico” vem do latim malum, que significa maca).

Muitas vezes é ingerido na forma de suplemento, especialmente para o tratamento da
chamada sindrome de fadiga cronica, esse acido é reconhecido por sua capacidade de
aumentar a energia corporal e a tolerdncia ao exercicio, isso por que é um componente

essencial do chamado ciclo de Krebs, que converte alimento em energia no organismo.

O acido malico tem sido aplicado com sucesso na medicina e na industria farmacéutica,
demonstrando fornecer muitos beneficios & saide humana, é utilizado em tratamentos de
ferimentos atuando como higienizador e regenerador tecidual, ao lado do magnésio tem papel
fundamental no tratamento da fibromialgia. Além disso, pesquisas tém demonstrado que
doses controladas desse acido podem fornecer um aumento da imunidade, melhora da saude

bucal e prevenir o acumulo de metais toxicos no organismo [23].

Tem participacdo importante na inddstria de cosméticos, onde tem papel de destaque em
formulacBes que prometem uma pele mais firme e lisa, € uma das principais fontes naturais
dos chamados alfa-hidroacidos, substancias muito utilizadas na famosa técnica de peeling,

sendo aplicado também na producdo de creme dental.
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Na industria de alimentos é utilizado como flavorizante, realgando o sabor de muitos
alimentos e mascarando sabores indesejaveis fornecidos por outros ingredientes, sendo
especialmente utilizados em refrigerantes diet, sucos e outras bebidas adocadas artificialmente

[24]. A Figura 2 mostra a estrutura da molécula de acido malico.
Figura 2- Estrutura da molécula de acido malico

OH O

OH

O OH

Fonte: elaborado pelo autor

1.3 Métodos para a determinacéo de &cidos organicos

Alguns métodos analiticos baseados em métodos para a determinacdo de acUcares,
amplamente relatados na literatura, tém sido adaptados para a determinacdo de éacidos
organicos nas mais diversas matrizes. Os principais sdo baseados em cromatografia gasosa
(GC), eletroforese capilar (EC) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC- do inglés
“high performance liquid chromatography™).

Embora essas técnicas sejam reconhecidamente bem sucedidas para a deteccdo e
determinacdo de acidos organicos, elas frequentemente podem apresentar algumas

deficiéncias que tendem a dificultar a determinacéo desses compostos.

Para a andlise de acidos organicos por EC, a deteccdo fotométrica indireta ou a
derivatizacdo de amostras podem ser necessarias em muitos casos e isso tende a tornar o
método mais complicado [25-28]. As principais desvantagens do uso da técnica de HPLC
para a determinacédo de acidos organicos incluem a exigéncia de grandes volumes de solventes
(os quais podem ser toxicos), seu alto custo e a necessidade de empregar profissionais bem

treinados para operar 0 equipamento [28].

A determinacdo de &cidos organicos utilizando analises de GC exige um preparo de
amostra apropriado e trabalhoso incluindo limpeza e / ou derivatizagdo da amostra, isto
porque, em geral, os acidos organicos exibem baixa volatilidade, forte polaridade e elevada

solubilidade em agua [29].
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Nesse contexto, levando em consideracdo a ampla gama de possibilidades para a
aplicacdo desses dois importantes &cidos organicos encontrados na vinhacga de cana de agucar,
é de extrema importancia o desenvolvimento de novos métodos analiticos alternativos que
permitam suas determinacGes com confiabilidade, simplicidade, rapidez e baixo custo neste

residuo.
1.3 Sensores Eletroquimicos

Nos ultimos anos os chamados métodos eletroquimicos tém se colocado como opgbes
atraentes, frente aos métodos analiticos tradicionalmente aplicados para a determinacdo de

acidos organicos.

A aplicacdo de sensores eletroguimicos tem permitido a determinacdo das mais
diferentes espécies quimicas nas mais diversas areas de interesse com baixos limites de

deteccdo e quantificacdo, simplicidade, rapidez, boa sensibilidade[30,31].

Além disso, esses dispositivos permitem uma andlise direta (sem necessidade de pré
tratamento da amostra) e a possibilidade de miniaturizacdo, tornando possivel a realizacdo da
analise em campo e em tempo real, ttm demonstrado também baixo custo quando comparado

com outros métodos analiticos tradicionais [31].

A maioria dos sensores eletroquimicos opera no modo amperométrico, ou seja,
baseados na geracdo de corrente em resposta ao comportamento redox da espécie quimica de
interesse na superficie do eletrodo, nesse sentido a caracteristica operacional desses

dispositivos é a transferéncia de elétrons a partir ou para a molécula de interesse [32].

No entanto, apesar de toda a versatilidade desses dispositivos, algumas limitacbes
podem levar a um baixo desempenho analitico, dentre estas, as principais sdo a passivacao

gradual da superficie do eletrodo e elevada corrente de fundo [33].

Uma estratégia para superar essas dificuldades pode ser a utilizagdo de eletrodos
modificados, os chamados eletrodos quimicamente modificados (EQM) termo inicialmente
proposto por Murray em 1975. Tais dispositivos sdo obtidos pela imobilizacdo de espécies
guimicas condutoras ou semicondutoras na superficie do eletrodo, as quais modificam as
propriedades quimicas, eletroquimicas, Opticas, de transporte de massa e elétricas nessa
superficie [34,35].
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Os materiais utilizados na construgdo dos EQM s&o capazes de diminuir o
envenenamento da superficie do eletrodo, melhorar a sensibilidade, podem oferecer também

atividade eletrocatalitica e uma melhora na seletividade [35,36].

Também podem fornecer um aumento efetivo da area eletroativa do eletrodo, uma vez
que a maioria dos materiais utilizados na modificacdo apresenta uma estrutura tridimensional
permitindo que as espécies quimicas de interesse alcancem com mais facilidade os centros
cataliticos, facilitando assim a transferéncia eletrnica e em consequéncia melhorando a

resposta para o eletrodo [35].

Um dos principais requisitos para a construgdo de novos sensores eletroquimicos é
obtencdo de dispositivos cada vez mais seletivos, ou seja, capazes de realizar um
reconhecimento especifico de uma molécula de interesse frente a outras moléculas com

estruturas e comportamentos quimicos semelhantes (determinagdes em matrizes complexas).

No caso de sensores eletroquimicos, quando se trabalha em matrizes complexas podem
existir moléculas eletroativas na mesma faixa de potencial do analito, dificultando assim a

determinacao.

Nos Gltimos anos, uma opcao que tem demonstrado ser bastante atraente é a utilizagdo
dos chamados polimeros molecularmente impressos (MIPs) para a obtencdo de EQMs na
construcdo de sensores eletroquimicos, 0 que tem permitido a obtencdo de dispositivos com

seletividade consideravelmente superior.
1.4 Polimeros Molecularmente Impressos

Os chamados MIPs tém recebido cada vez mais destaque de toda a comunidade
cientifica nos ultimos anos, isso porque a aplicacdo desses materiais na construcao de
sensores eletroquimicos pode oferecer uma serie de vantagens, principalmente uma melhora
significativa na seletividade desses dispositivos, além disso, tém demonstrado também uma
elevada estabilidade quimica, mecénica e térmica, facilidade no preparo, baixo custo dos
reagentes e possibilidade de estocagem por longos periodos sem perda de sinal analitico
[37,38].

Os MIPs sdo receptores artificiais biomiméticos, ou seja, materiais sintéticos dotados de

sitios especificos de reconhecimento para uma molécula de interesse, 0s quais mimetizam
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interacOes altamente seletivas observadas em sistemas bioldgicos como antigeno/anticorpo,

enzima/substrato ou farmaco/receptor [39].

Esses materiais séo obtidos a partir de reacOes tradicionais de polimerizacdo de um
monodmero funcional adequado na presenca de uma molécula molde (geralmente o analito).
Apbs a polimerizacdo, a molécula molde é removida da matriz polimérica deixando uma
espécie de “memoria molecular” na mesma, ou seja, uma cavidade estereoquimicamente
moldada e com grupos quimicos posicionados estrategicamente que permitem um processo
especifico de religacdo para o analito na etapa de reconhecimento [40]. O esquema geral para

a construcdo de um MIP ¢é apresentado na Figura 3.

Para a aplicacdo em sensores eletroguimicos, os MIPs geralmente sdo obtidos
diretamente na superficie do eletrodo. Para a deposicdo do polimero, a eletropolimerizacdo
tem demonstrado ser o procedimento mais indicado, fornecendo os melhores resultados, esta

etapa é realizada geralmente utilizando a técnica de VVoltametria Ciclica.

Figura 3- Esquema geral para o preparo de MIP

Monémero funcional Matriz polimérica Cavidade seletiva
g Polimerizagdo J’ Remocgdo
_—

OO

Molécﬁla molde
(analito)

Fonte: Adaptado [41]

A eletropolimerizacdo permite o controle da espessura e morfologia do filme polimérico
depositado na superficie do eletrodo, controlando alguns parametros experimentais como
numero de ciclos voltamétricos e intervalo de potencial aplicado, além de permitir uma
melhor adesdo do polimero obtido, trabalhar em solucdo aquosa e apresentar uma elevada
reprodutibilidade [42].
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Apos a etapa de polimerizacéo e realizada a remocao da molécula molde do interior da
matriz polimérica obtida na superficie do eletrodo, para a obtengdo das cavidades seletivas de
reconhecimento, esse procedimento geralmente pode ser realizado de duas maneiras
diferentes, com auxilio de um solvente organico ou eletroquimicamente utilizando o chamado

processo de “superoxidacao” (do inglés “overoxidation™).

No primeiro caso a extracdo é realizada sob agitacdo branda e tem como base a
capacidade de interacdo do solvente com a molécula molde e a matriz polimérica, nesse
sentido o solvente selecionado incialmente atua provocando o “inchago” do polimero, o que
facilita o processo de enfraquecimento ou ruptura das interacdes estabelecidas na etapa de
impressdo molecular, entre os grupos funcionais da molécula molde e os grupos funcionais do
polimero, permitindo assim a saida da molécula molde e a criacdo da cavidade seletiva de

reconhecimento sem causar danos a estrutura fisica do polimero [43].

Na “superoxidac¢do” o eletrodo modificado com MIP € submetido a elevados potenciais
na presenca de nucleofilos fortes (como OHY), o que provoca um processo de oxidacao
irreversivel no polimero e permite a saida da molécula molde para a obtencdo da cavidade
seletiva, além disso, esse processo também promove a insercdo de grupos oxigenados na

matriz polimérica, o que pode melhorar a condutividade do polimero [44].
1.4 Nanoparticulas metéalicas

Em geral sensores eletroquimicos baseados em MIP como elemento de reconhecimento
podem sofrer com uma baixa condutividade, podendo levar a uma baixa sensibilidade para o
eletrodo, isso pode acontecer devido a matriz polimérica formada na superficie do eletrodo, a

qual nem sempre é condutora.

Em macroeletrodos planares, a construcdo do MIP ainda pode enfrentar outros
obstaculos, merecendo destaque para a aglomeracdo das cavidades seletivas na matriz
polimérica, ocasionando assim uma mobilidade restrita no interior do polimero,
comprometendo a resposta (seletividade) do sensor devido a dificil acessibilidade aos sitios

seletivos impressos.

Com o intuito de superar tais dificuldades os MIPs tém sido construidos principalmente
sobre superficies de eletrodos modificados com nanomateriais de carbono e nanoparticulas

metalicas.
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As nanoparticulas metalicas vém recebendo cada vez mais destaque na &rea de
eletroanalitica para a construcdo de sensores eletroquimicos, principalmente por conta das
propriedades quimicas e fisicas ndo usuais desses materiais, as quais contribuem de maneira

significativa para um aumento da resposta analitica do sensor desenvolvido.

Dependendo principalmente do seu tamanho e forma a aplicacdo de nanoparticulas
metalicas na modificacdo de eletrodos fornece quatro marcantes vantagens quando comparado
com macroeletrodos ndo modificados: aumento do transporte de massa, aumento da &rea

superficial efetiva, controle do microambiente do eletrodo e eletrocatalise [45,46].

A construcdo do MIP sobre superficies nanoestruturadas também tem demonstrado ser
um caminho promissor para superar problemas observados em macroeletrodos planares, visto
que além de suas propriedades usuais, esses nanomateriais também podem oferecer um
ndmero maior de locais para a impressdo molecular, influenciando assim no ndmero e

uniformidade de sitios seletivos de reconhecimento obtidos na superficie do eletrodo.

Quando comparadas com as superficies planares, as superficies nanoestruturadas podem
oferecer um aumento de até 15 vezes no nudmero de locais disponiveis para a

eletropolimerizacéo [47].

Dentre as nanoparticulas metélicas mais utilizadas na construcdo de sensores
eletroquimicos merece destaque as nanoparticulas de ouro (AuNPSs) e nanoparticulas de cobre
(CuNPs), com o cobre na sua forma de 6xido, principalmente por conta de seus baixos custos,
baixas toxicidades e excelente atividade catalitica para a oxidacdo de uma série de compostos

de interesse oferecidas por esses nanomateriais [48].

As AuNPs sdo caracterizadas por apresentarem propriedades que incluem, eficiéncia na
conducdo elétrica, excelentes propriedades oOpticas, excelente compatibilidade com diversos
materiais, inclusive os materiais utilizados para a construcdo de macroeletrodos e elevada
compatibilidade para a imobilizacdo de grande variedade moléculas na sua superficie, o que
incluem as moléculas utilizadas como mondmero para a constru¢cdo de MIPs, essas
caracteristicas fez crescer nos ultimos anos a aplicacdo desses materiais na construgdo de

biossensores e sensores [49,50].

Nanoparticulas de 6xidos de cobre (CuNPs) por sua vez sdo materiais que apresentam

um pequeno “band gap” e tém sido utilizados com sucesso na constru¢do de sensores
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eletroquimicos, dispositivos opticos e fotovoltaicos por conta de suas propriedades elétricas
superiores. Para a aplicagdo em MIP essas nanoparticulas ainda podem proporcionar um

aumento no numero de sitios seletivos impressos durante a etapa de polimerizacéo [48,51].

Um desafio para a utilizacdo desses materiais na construcdo de sensores é a etapa de
deposicdo na superficie do eletrodo, neste trabalho sera utilizada a técnica de eletrodeposicéo,
a qual tem sido uma das técnicas mais empregadas por conta de sua simplicidade, baixo custo
e possibilitar um maior controle do processo de nucleacdo e crescimento das nanoparticulas

na superficie do eletrodo.
1.5  Oxido de grafeno reduzido

O grafeno, de acordo com a IUPAC, é um material constituido por monocamadas de
atomos de carbono conectados por ligacGes quimicas do tipo sp?, formando liga¢cdes o com
outros trés atomos de carbono distribuidos numa rede hexagonal com uma extensa nuvem

eletronica formada de elétrons = conjugados.

Ha& algum tempo, materiais a base de grafeno tém atraido a atencdo de muitos
pesquisadores por conta de algumas de suas propriedades superiores, como elevada area
superficial e condutividade elétrica, estabilidade quimica, resisténcia mecanica e possibilidade

de servir como substrato para outras deposicdes [52,53].

Devido a algumas dessas caracteristicas, materiais a base de grafeno tém demonstrado
habilidade para realizar reacGes de transferéncia eletrénica com sucesso na superficie de
eletrodos, melhorando o processo quando comparado com eletrodos ndo modificados, o que
permite coloca-los como uma alternativa muito atraente para a modificacdo de eletrodos na

construcdo de sensores eletroquimicos [52].

No entanto, a dificil manipulagdo e transferéncia das nanofolhas de grafeno para a
superficie de eletrodos, devido principalmente a sua baixa solubilidade em meio aquoso pode

restringir seu uso como modificador em sensores eletroquimicos.

Essa situacdo tem levado a busca por novas alternativas para a utilizacdo desse material
na &rea, a modificagdo da composi¢cdo quimica das nanofolhas de grafeno por meio da
insercdo de grupos quimicos que podem melhorar seu comportamento em solugdo aquosa

bem como sua interacdo com materiais condutores de eletrodos tém demonstrado excelentes
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resultados, principalmente com a oxidacao das nanofolhas para a obtencdo do chamado 6xido
de grafeno (GO).

O GO é um nanomaterial que apresenta facil dispersdo em &gua, o que facilita o seu
manuseio e consequentemente sua transferéncia para a superficie de eletrodos. Sua producéo
passa pela oxidacdo das laminas de grafite (grafeno), processo que introduz em sua estrutura
grupos oxigenados (epoxi, hidroxila, carboxilicos e carbonila) intercalados entre as folhas de
4tomos de carbono, mudando a hibridacdo desses atomos de sp? para sp> e promovendo
aumento da distancia interplanar das folhas de grafeno [54].

A introducdo desses grupos funcionais oxigenados ao grafeno torna o GO uma material
mais facil de manipular e facil de realizar funcionalizacdo, além disso, o0 GO assim como o
grafeno, apresenta elevada area superficial, a qual pode ser utilizada para a funcionalizacédo

com uma série de materiais como, por exemplo, as nanoparticulas metalicas.

No entanto, embora a solubilidade do GO melhore em relagéo ao grafeno com a insecao
dos grupos oxigenados na sua estrutura, 0 que o0 torna um material interessante para

modificacdo de eletrodos, esses grupos também tornam o GO um isolante elétrico.

Diferentemente do grafeno, que possui somente carbonos sp? conjugados em sua
estrutura, o GO possui defeitos causados pela insercdo dos grupos funcionais oxigenados, que
acabam por interromper a conjugacdo devido ao surgimento de carbonos sp®, ocasionando

uma diminuicdo da condutividade elétrica [55].

Para superar este problema, normalmente é realizada a reducdo do GO para Oxido de
grafeno reduzido (RGO), que remove em grande parte 0S grupos oxigenados € mantém as
caracteristicas vantajosas do grafeno e do GO [55] permitindo assim a sua aplicacdo para a
construcdo de sensores eletroquimicos, visto que 0 RGO pode ao mesmo tempo servir de
substrato para uma nova modificacdo e também melhorar o processo de transferéncia
eletronica, nos ultimos anos varios trabalhos tém sido publicados utilizando RGO para

modificar eletrodos e construcdo de sensores eletroquimicos [56-58].

Nesse contexto o presente trabalho propde a construcao de sensores eletroquimicos para
a determinacdo de acidos organicos baseados em MIP como elemento de reconhecimento,
obtidos sobre superficies nanoestruturadas de 6xido de grafeno reduzido modificada com

nanoparticulas metalicas de ouro e de Oxido de cobre.
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Tais modificagbes podem oferecer um aumento significativo no nimero de sitios
seletivos de reconhecimento para o MIP obtido e facilitar o processo de transferéncia
eletrbnica para a sonda na superficie do eletrodo, melhorando assim o sinal analitico para a o

sensor.

Alguns trabalhos publicados na literatura nos ultimos anos tém demonstrado a aplicacédo
de alguns métodos eletroquimicos para a determinagdo de acidos organicos nas mais diversas
matrizes. Dentre os métodos eletroquimicos relatados na literatura, 0s métodos baseados em
biossensores amperométricos sdo considerados os métodos mais répidos, simples e seletivos
para 0 monitoramento do acido latico [59-62] e do acido malico [63-65], alguns dos

principais acidos organicos.

No entanto, a natureza instavel das enzimas (agentes de reconhecimento), que pode
levar a perda de atividade das mesmas, pode ser considerada a principal dificuldade para se
trabalhar com biossensor em meios de composicdo complexa e baixo pH como é o caso da

vinhaca de cana de agucar.

Até o presente momento apenas um artigo foi publicado na literatura mostrando a
construcdo e aplicacdo de sensores eletroquimicos baseados em MIP para a determinacao do

acido lactico [66].

Apesar de mostrar uma resposta rapida, o método aplicado para a producdo do MIP
(polimerizacdo quimica e posterior imobilizacao fisica do polimero na superficie do eletrodo)
pode prejudicar o desempenho analitico do sensor devido a problemas relacionados ao
transporte de massa, falta de acessibilidade aos locais de impressdo e aglomeracdo de

cavidades podendo levar a uma resposta lenta.
1.6 Monbmeros funcionais

Dentre os mondmeros funcionais empregados para a construcdo de sensores
eletroquimicos baseados em MIP obtidos por eletropolimerizacdo, a o-fenilenodiamina (o-
PD) tem demonstrado caracteristicas vantajosas, iSSo porque este mondmero permite a
obtencdo de filmes finos e compactos na superficie do eletrodo, possibilitando assim uma

resposta rapida para o sensor desenvolvido [42].

Além disso, o polimero obtido apresenta boa compatibilidade com materiais condutores
geralmente utilizados para a construcdo de eletrodos e boa capacidade de interagdo com uma
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grande variedade de moléculas, permitindo assim a construcéo e aplicacdo de MIP para uma
ampla gama de analitos nas mais variadas matrizes [67,68]. A Figura 4 mostra a estrutura da

molécula de o-PD.
Figura 4- Estrutura da molécula do monémero o0-PD

NH,

NH»>
Fonte: elaborado pelo autor

Outro mondmero funcional que tem recebido destaque nos ultimos anos € o acido indol
acetico (IAA), o qual tem demonstrado ser uma opcao atraente para a construcdo de MIPs
principalmente por conta de sua facilidade de polimerizacdo na superficie de eletrodos, grande
capacidade de estabelecer ligacdes de hidrogénio, facil manipulagdo, estabilidade mecénica e
quimica, alem de ser um polimero biodegradavel [69,70].

Outra propriedade do polimero obtido a partir deste monémero é a capacidade de
incorporar anions em sua estrutura durante o processo de polimeriza¢do, aumentando ainda
mais o seu campo de aplicacdo para a construcdo de MIP. A Figura 5 mostra a estrutura da
molécula de IAA.

Figura 5-Estrutura da molécula de acido indol acético

0

OH

I=

Fonte: elaborado pelo autor

1.7  Sinal analitico em sensores eletroquimicos baseados em MIP

A obtencdo de sinal analitico para um sensor eletroquimico baseado em MIP pode ser
realizada de duas maneiras diferentes: “no modo direto”, quando a molécula do analito é
eletroativa nas condicGes de operacdo do MIP, nessa situacdo o sinal analitico medido €
diretamente proporcional a concentracdo do analito que ocupara as cavidades impressas no

polimero e sofrerd um processo de oxidacao/reducdo na superficie do eletrodo[67].
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Por outro lado, o sinal analitico serd obtido através do chamado “modo indireto” de
deteccdo quando for necessario utilizar uma sonda eletroquimica com comportamento redox
conhecido, essa situacdo € observada quando o analito ndo apresenta atividade eletroativa

satisfatoria nas condicdes de operacdo do MIP [67].

Nesse caso utiliza-se um par redox como [Fe(CN)g]™*

, assim a resposta analitica sera
proporcional ao sinal das moléculas da sonda que alcancardo a superficie do eletrodo por
meio das cavidades ndo ocupadas pelo analito no MIP apds a etapa de religacdo, de modo que
a diminuicdo da resposta analitica para a sonda no sensor é proporcional ao aumento da

concentracdo da espécie de interesse (analito) ligada nas cavidades do MIP.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho foi demonstrada a construcéo e aplicacdo de sensores eletroquimicos
baseados em polimeros molecularmente impressos (MIPs) sensiveis e altamente seletivos para
a determinacdo de &cido latico e acido malico, alguns dos &cidos organicos mais importantes

encontrados na vinhaca de cana de acgucar.

Para a construcdo do MIP foram utilizados dois mondmeros funcionais diferentes, no
primeiro sensor foi utilizado a o-fenilenodiamina (0-PD) e para o segundo foi selecionado o
acido acético 3 indolico (IAA), os quais permitiram a obtencdo de filmes finos e compactos
na superficie do eletrodo.

Os MIPs foram construidos sobre superficie modificada com nanomateriais de carbono
(6xido de grafeno reduzido) e nanoparticulas metélicas, (nanoparticulas de ouro e
nanoparticulas de cobre), a elevada area superficial e elevada condutividade elétrica oferecida
por esses materiais permitiram a obtencdo de sensores com baixos limites de deteccdo e

quantificacdo e boa sensibilidade.

Para a determinacdo de acido latico, o sensor desenvolvido (GCE-RGO-AuNPs-MIP)
apresentou um limite de deteccdo de 8,9 x 10™mol L™, numa ampla faixa linear de trabalho.
O eletrodo foi aplicado com sucesso para a determinacdo do acido latico em amostras de
vinhaca de cana de actcar, sendo determinada uma concentracdo de 2,3 x 10° mol L™ para
este acido, com excelentes resultados para a seletividade frente a outras moléculas com
tamanho e estruturas semelhantes presentes neste residuo, fator importante quando se trabalha

em matrizes complexas.

Para a determinacdo do &cido malico, o sensor desenvolvido (GCGE-RGO-CuNPs-
MIP) apresentou um limite de deteccéo de 6,6 x 10™ mol L™, apresentando resposta linear
numa ampla faixa de concentrac6es. O eletrodo desenvolvido foi aplicado com sucesso para a
determinacdo do &cido malico em amostras de vinhaca de cana de agUcar, sendo determinada
uma concentragdo de 1,7 x 107 mol L™ deste acido, com bons resultados para a seletividade

frente aos interferentes presentes.

Com base nos resultados obtidos, pode ser afirmado que os sensores desenvolvidos

podem ser aplicados para a determinacdo desses compostos em vinhaga de cana-de-agucar.
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