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Impacto potencial da pesquisa 

A construção de sensores eletroquímicos vem ganhando grande 

notoriedade na literatura devido à sua capacidade de detectar uma gama de 

substâncias relevantes para diversas áreas, possuindo uma grande 

sensibilidade e seletividade e permitindo o desenvolvimento de metodologias 

inovadoras. Sendo assim, nessa dissertação, a determinação enantiosseletiva 

de moléculas de limoneno usando sensor eletroquímico baseado em polímero 

molecularmente impresso é altamente vantajosa, considerando que o (D) e (L)-

limoneno coexistem em diversas espécies de pinheiro e nos resíduos 

agroindustriais de laranja, sendo que cada enantiômero possui sua própria 

aplicação. Portanto, a disponibilidade de um método único, ágil e seletivo para 

identificar ambas as moléculas trarão grande impacto e contribuição científica, 

atuando como uma alternativa eficiente, visto que não há nenhum método 

eletroanalítico para determinação de ambos os analitos em um único dispositivo. 

Além disso, esse trabalho está relacionado ao projeto de fruto-refinaria, que visa 

o reaproveitamento de resíduos agroindustriais com o intuito de dar uma 

destinação mais favorável a esses resíduos, produzindo compostos de maior 

valor agregado. 

Potential impact of the research 

The construction of electrochemical sensors has achieved great notoriety 

in literature due to their capacity of detection of a range of substances relevant to 

different areas, having a great sensitivity and selectivity and allowing the 

development of innovative methodologies. In this sense, in this thesis, the 

enantioselective determination of limonene molecules using an electrochemical 

sensor based on molecularly imprinted polymer is highly advantageous, 

considering that (D) and (L)-limonene coexist in orange agroindustrial residues, 

with each enantiomer having their own application. Therefore, the availability of 

an agile and selective method to identify both molecules will have a big impact 

and scientific contribution, acting as an efficient alternative since there is no 

electroanalytical method for the determination of both analytes in a single device. 

Furthermore, this work is related to the fruit-refinery project, with aims to reuse 

agroindustrial residues to have a favorable destination of this waste, producing 

compound with a greater added value. 
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RESUMO 
O limoneno é um composto terpeno monocíclico que possui dois isômeros, o (D) 
e (L)-limoneno, encontrados em diferentes quantidades e proporções em 
diversas frutas cítricas, árvores de pinho, hortelã e manjericão, e as diferentes 
aplicações desse composto depende do enantiômero (D) ou (L), sendo muito 
usado na indústria alimentícia, de cosméticos, farmacêutica e de produtos de 
limpeza. Este composto pode ser obtido a partir de destilação a vapor de casca 
e da polpa cítrica que são resultantes da produção do suco, por óleos prensados 
a frio ou da desterpenação de outros óleos. Sendo assim, é extremamente 
relevante o desenvolvimento de métodos para determinação desse composto 
enantiomérico. A determinação de enantiômeros tem sido feita por métodos 
analíticos envolvendo técnicas cromatográficas, espectroscópicas e 
eletroquímicas. Dentre as técnicas eletroquímicas, a utilização de sensores 
eletroquímicos tem apresentado grande destaque na literatura pelas excelentes 
características apresentadas, como grande seletividade, baixos limites de 
detecção, menor custo instrumental, menores volumes de amostra necessário 
para as análises e a possibilidade de portabilidade. Neste contexto, esse trabalho 
teve como objetivo a construção de um sensor eletroquímico para determinação 
enantiosseletiva de (D) e (L)-limoneno, obtidos a partir de óleos essenciais de 
laranja e pinho. Esse sensor, constituído de um eletrodo de carbono vítreo, foi 
modificado com nanopartículas de ouro em óxido de grafeno reduzido, sendo 
essa superfície nanoestruturada recoberta com um polímero molecularmente 
impresso  de polipirrol, formando o GCE/rGO/AuNPs/MIP. O sensor foi 
caracterizado por voltametria cíclica, espectroscopia de impedância 
eletroquímica, espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X e 
microscopia eletrônica de varredura, com o intuito de confirmar as modificações 
feitas na superfície do eletrodo. O sensor desenvolvido teve como figuras de 
mérito para o (D)-limoneno um limite de detecção de 1,8×10-12 mol L-1, limite de 
quantificação de 5,5×10-12 mol L-1 e sensibilidade amperométrica de 5,8×105 A L 
mol-1, em faixa linear de estudo que variou de 2,0×10-12 a 1,0×10-11 mol L-1. Para 
o (L)-limoneno, o limite de detecção, limite de quantificação e sensibilidade 
amperométrica foram, respectivamente, 1,4×10-12 mol L-1, 4,3×10-12 mol L-1 e 
6,2×106 A L mol-1, com a mesma faixa linear estudada que o (D)-limoneno. O 
sensor foi aplicado em amostras de óleo essencial de laranja e de pinho, para 
determinação de ambos enantiômeros, encontrando como produto majoritário no 
óleo de laranja o (D)-limoneno, em uma concentração de (11,7 ± 0,7 g L-1) (n=3), 
e no óleo de pinho o (L)-limoneno foi o composto majoritário, com uma 
concentração de (0,51 ± 0,05 g L-1) (n=3). O sensor exibiu uma melhor 
seletividade para o limoneno em comparação com possíveis interferentes 
presentes em ambos os óleos essenciais, como mirceno, valenceno e sabineno 
para o óleo de laranja e borneol, terpineno e canfeno para óleo de pinho. A 
repetibilidade intradia foi estudada com 10 medidas em um mesmo eletrodo, 
tendo um desvio padrão relativo de 4,8%, repetibilidade interdia com a 
construção de 10 sensores com desvio de 4,3% e a estabilidade avaliada durante 
16 dias, preservando a corrente obtida inicialmente em 89% e com desvio de 
4,9%.  
 

Palavras-chave: limoneno; enantiômeros; nanopartículas; óxido de grafeno; 
impressão molecular.  



ABSTRACT 
Limonene is a monocyclic terpene compound that has two isomers, (D) and (L)-
limonene, found in different quantities and proportions in several citrus fruits, pine 
trees, mint, and basil, and the different applications of this compound depends 
on the (D) or (L) enantiomer, being mostly used in food, cosmetics, 
pharmaceutical and cleaning products industry. This compound can be obtained 
from steam distillation of the peel and citrus pulp resulting from juice production, 
from cold pressed oils or oil deterpenation. In this way, it is extremely relevant the 
development of methods for the determination of this enantiomeric compound. 
The enantiomer determination has been made by analytical methods involving 
chromatographic, spectroscopic and electrochemical techniques. Among the 
electrochemical techniques, the use of electrochemical sensors has been 
highlighted due to its excellent characteristics such as selectivity, low limit of 
detection, lower instrumental cost, low sample volume required for the analysis 
and the possibility of portability. In this context, this works aimed the construction 
of an electrochemical sensor for the enantioselective determination of (D) and 
(L)-limonene, obtained from orange and pine essential oil. This sensor consists 
of a glassy carbon electrode, modified with gold nanoparticles in reduced 
graphene oxide, this nanostructured surface being covered with a molecularly 
imprinted polymer of pyrrole, forming the GCE/rGO/AuNPs/MIP. The sensor was 
characterized with cyclic voltammetry, electrochemical impedance spectroscopy, 
x-ray photoelectron spectroscopy and scanning electronic microscopy, for the 
confirmation of the modifications made on the electrode surface. The analytical 
methodology developed had as figures of merit for (D)-limonene a limit of 
detection of 1.8×10-12 mol L-1, limit of quantification 5.5×10-12 mol L-1 and 
amperometric sensitivity of 5.8×105 A L mol-1, in a linear range of 2.0×10-12 a 
1.0×10-11 mol L-1. For the (L)-limonene, the limit of detection, limit of quantification 
and amperometric sensitivity was, respectively, 1.4×10-12 mol L-1, 4.3×10-12 mol 
L-1 e 6.2×106 A L mol-1, with the same linear range studied for the (D)-limonene. 
The sensor was applied in sample of orange and pine essential oil, for the 
determination of both enantiomers, found as major product in orange oil the (D)-
limonene, in a concentration of 11.7 g L-1, and in pine oil the (L)-limonene is the 
main compound, with a concentration of 0.51 g L-1. The sensor exhibits a better 
selectivity for limonene in comparison with possible interferents present in both 
essential oils, such as myrcene, valencene and sabinene for orange essential oil 
and borneol, terpinene and camphene for pine oil. The intra-day repeatability was 
studied with 10 measurements on the same electrode, with a relative standard 
deviation of 4.8%, repeatability inter-day with the construction of ten different 
electrodes with a deviation of 4.3% and the stability evaluated for 16 days, 
preserving the initial current obtained in 89% with a deviation of 4,9%. 
 
Keywords: limonene; enantiomers; nanoparticles; graphene oxide; molecularly 

imprinted.  
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1 Introdução 

1.1 Fruticultura 

A fruticultura é um setor muito relevante na agricultura mundial e brasileira. 

Estima-se que o Brasil produziu cerca de 42 milhões de toneladas de frutas no 

ano de 2021, gerando uma receita de mais de R$ 49,8 bilhões, ficando atrás 

apenas da China, que produziu cerca de 265 milhões de toneladas de frutas, e 

da Índia, que produziu 92 milhões de toneladas [1]. As frutas com as maiores 

produções no Brasil são laranja (39,2%), banana (16,5%), melancia (5,2%), uva 

(4,2%) e abacaxi (3,7%), sendo que essa variedade de frutas e alta produtividade 

estão diretamente relacionados com as boas condições climáticas do país em 

todas as estações do ano. Estima-se que a produção de frutas no ano de 2023 

tenha atingido a marca de 58 milhões de toneladas, segundo dados fornecidos 

pela Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária) [1].  

O crescimento da fruticultura é extremamente importante para o 

desenvolvimento do país, pois, além de gerar empregos, estimando-se cerca de 

193,9 mil trabalhadores formais em 2021, movimenta também a economia 

positivamente e gera renda no mercado interno e externo. Foi observado que 

não houve expansão da área de cultivo geral, porém teve um aumento da 

produtividade por hectare [1].  

A região Sudeste do Brasil é a maior produtora do setor de frutas no país, 

sendo responsável por aproximadamente 41% de toda a produção nacional, que 

corresponde a aproximadamente 16,9 milhões de toneladas de frutas produzidas 

anualmente, seguido pelas regiões Nordeste (21,5%), Sul (17,3%), Norte (14,5%) 

e Centro-Oeste (5,8%). Conforme dados de 2020, foi plantado no estado de São 

Paulo mais de 2,5 milhões de hectares de frutas, sendo a maior produção do 

estado a laranja, totalizando 12,5 milhões de toneladas e representando 76% 

referente à produção total nacional, seguida de limão, com uma produção de 1,1 

milhão de toneladas, banana (1 milhão de toneladas), melancia (226 mil 

toneladas) e uva (169 mil toneladas). O Brasil tem grande destaque sendo o 

maior produtor mundial e exportador de laranja, sendo na forma in natura e 

principalmente na exportação do suco [1]. 

No ano de 2021, o Brasil foi responsável pela exportação de 1,2 milhão 

de toneladas de frutas, totalizando uma receita de mais de US$1 bilhão. Já para 
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o ano de 2022, notou-se uma ligeira queda na exportação, sendo de 1 milhão de 

toneladas de frutas exportadas nesse ano com uma receita de US$970 milhões. 

Essa queda está diretamente relacionada pela crise geopolítica centrada no 

continente europeu, que é o principal mercado, e a crise econômica decorrente 

da nova onda da pandemia do Covid-19 que aconteceu em 2022 [1]. Para 2023, 

no entanto, foi estimado pela Embrapa que houve uma recuperação no mercado 

internacional de exportação, e, junto com a alta produtividade e o clima favorável 

do último ano, a receita retornou a marca atingida em 2021 e inclusive 

ultrapassou a lucratividade esperada. Apesar de ser um importante fornecedor 

global, o Brasil também é responsável por uma parcela de importação de frutas 

internacionais, chegando na faixa de 200 mil toneladas em 2022 [1]. 

No mercado interno, as frutas são principalmente vendidas in natura e em 

forma de suco e doces. No processamento industrial dessas frutas são gerados 

resíduos que podem ser descartados de forma irregular, contribuindo com a 

contaminação do meio ambiente [2,3] e colaborando com o desperdício de 

diversos compostos, uma vez que esses resíduos podem gerar compostos com 

alto valor agregado [4]. No caso da laranja, a fruta com a maior produção no país, 

os resíduos são constituídos principalmente de casca, sementes e bagaço, 

correspondente a 50% da massa total da fruta [5,6]. Quando manejado, esse 

descarte pode resultar na obtenção de subprodutos com alto valor agregado 

como açúcares, pectina, flavonoides e óleos essenciais, que tem como principal 

constituinte o limoneno, que é muito utilizado principalmente nas indústrias 

química, farmacêutica, alimentícia e de cosméticos [5,7]. Sendo assim, no 

conceito da fruto-refinaria é importante o reaproveitamento desses resíduos para 

obtenção desses compostos que possuem alto valor agregado. 

1.2 Limoneno 

Os óleos essenciais vêm ganhando destaque devido as suas 

propriedades biológicas e amplo uso em alimentos, cosméticos e indústria 

farmacêutica de uma maneira geral. O limoneno é um dos principais compostos 

encontrado em diversos óleos essenciais reportados na literatura, principalmente 

em óleo essencial de frutas cítricas como a laranja, tangerina e o limão [8]. No 

caso do óleo essencial de laranja, que é obtido principalmente na casca da fruta, 

a concentração de limoneno presente pode chegar de 36% até 95% da 
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composição total, sendo que essa variação está diretamente relacionada com a 

espécie da fruta, do cultivo, de fatores ambientais e da forma em que o óleo 

essencial foi extraído, tendo como principal composto o enantiômero (D) [8–11]. 

Esse composto também é encontrado amplamente em óleos essenciais de pinho, 

com uma variação na concentração de acordo com a espécie da árvore. No caso 

da Picea abies, a concentração de limoneno pode chegar a 22%, sendo que 

aproximadamente 17% representam o (L)-limoneno e apenas 4% é referente ao 

(D)-limoneno [12,13]. O (L)-limoneno também é comumente encontrado em óleo 

de menta e hortelã [13–16] e em uma menor quantidade em manjericão [17]. 

O limoneno, 1-metil-4-(1-metilfenil)ciclohexeno, de fórmula C10H16, é um 

composto terpeno monocíclico que possui dois isômeros óticos, o (D)-limoneno, 

também conhecido como (R)-(+)-limoneno, e (L)-limoneno, também (S)-(-)-

limoneno (Figura 1), encontrados em uma variedade de plantas e frutas em 

diferentes quantidades e proporções nas formas oticamente ativas ou como uma 

mistura racêmica [18]. Estes compostos podem ser obtidos a partir de destilação 

a vapor de casca e polpa da laranja [19,20], resultantes da produção do suco, e 

óleos prensados a frio ou da desterpenação de óleos [21]. 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Embora ambos os isômeros tenham propriedades similares, o uso 

preferencial de cada um depende da finalidade para a qual é empregado. O (D)-

limoneno é um solvente eficaz para a remoção de graxas e óleos, além de ser 

utilizado na fabricação de plásticos, borrachas, tintas e vernizes, na área de 

cosméticos e produtos de higiene pessoal, como sabonetes e shampoo e na 

indústria farmacêutica [7,18,21]. Já o (L)-limoneno é usado principalmente na 

indústria de alimentos e bebidas como um saborizante natural, devido à 

Figura 1: Representação das moléculas de (D)-limoneno e (L)-limoneno. 
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diferentes propriedades organolépticas em relação ao (D)-limoneno, e na 

produção de produtos de limpeza [16,18,22]. 

Esses compostos isoméricos apresentam baixa toxicidade, não são 

mutagênicos nem carcinogênicos e são amplamente utilizados em diversas 

áreas, como na indústria farmacêutica na prevenção de doenças degenerativas, 

no tratamento de câncer e antitumoral [23,24], em antioxidantes e ansiolíticos 

[25,26], em repelentes [27] e inseticidas [18,28], em cosméticos e como 

fragrância de perfumes e sabonetes [18,29], na indústria de bebidas e alimentícia 

[18,29,30] e em produtos de limpeza [18,29,31,32].  

Com essa gama de aplicações, a determinação analítica dos isômeros 

óticos do limoneno é extremamente relevante e fundamental no processo de 

reaproveitamento dos resíduos dentro da biorrefinaria. 

1.3 Métodos de determinação de limoneno 

Na literatura são reportados diferentes métodos para a determinação do 

limoneno, dentre estes, podem ser citados a determinação por cromatografia 

gasosa e cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massa (GC-MS) 

[33–42], GC-MS com micro extração em fase sólida (HS-SPME) [43–47] e 

acoplada à espectrometria de massas em tandem [48], GC com detecção de 

ionização de chama [49–51], cromatografia líquida de alta performance (HPLC) 

[52,53], cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas em tandem 

[54] e ultra-HPLC [55].  

Apesar dos métodos cromatográficos apresentarem grande seletividade 

e baixos LD, as técnicas eletroanalíticas apresentam vantagens em relação a 

estes por terem um baixo custo relativo, possuir excelente sensibilidade e 

seletividade, menor tempo de análise, simplicidade no manuseio, baixo volume 

de amostra utilizada e muitas vezes sem necessidade de pré-tratamento da 

amostra a ser analisada [56,57]. No entanto, até o presente momento não há 

relatado de nenhum método analítico utilizando sensores eletroquímicos para 

determinação enantiosseletiva do (D)- e (L)-limoneno. 

Há também sensores encontrados na literatura para a determinação do 

limoneno, dentre estes foram reportados trabalhos que utilizam uma 

microbalança de cristal de quartzo (QCM) e acoplada a um nariz óptico para 

resposta em vapores de álcoois [58–63]. É reportado também um eletrodo 
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baseado em grafeno dopado com enxofre, utilizado para determinação do (D)-

limoneno em bebidas e que apresenta um limite de detecção (LD) de 3,0×10-6 

mol L-1 [64],  um sensor eletroquímico de nanopartículas de ouro (AuNPs) 

derivadas com tiol para determinação de limoneno em amostra real de hálito de 

paciente com cirrose, com LD de 2,0×10-4 mol L-1 [65], um biossensor com 

transistor de efeito de campo de grafeno para atuar como um nariz bioeletrônico 

para determinar moléculas de odores, dentre estas o limoneno [66], um conjunto 

de sensores baseados em compósito de carbono e polímero, para determinar 

compostos orgânicos voláteis secretados por plantas quando atacada por 

insetos, tendo como um dos principais compostos o limoneno [67]. Por fim, são 

reportados semicondutores de óxido metálico quimiorresistivo, com respostas de  

2,5 a 100 ppb para (D)-limoneno, tendo como melhor resposta o sensor baseado 

em WO3 [68].  

1.4 Sensores eletroquímicos  

Os sensores eletroquímicos são dispositivos em que um eletrodo é usado 

como um elemento transdutor e ocorre uma reação de redução ou oxidação na 

sua superfície, sendo que a resposta obtida é um sinal elétrico detectável que 

pode ser em potencial, corrente ou condutividade [69]. Existem diferentes tipos 

de sensores, sendo que recebe destaque os sensores potenciométrico, 

amperométrico, condutimétrico, impedimétrico e voltamétrico. A diferença entre 

esses sensores está relacionada com a forma em que é feita a análise e da 

resposta obtida. Os sensores potenciométricos são usados para medir a 

diferença de potencial proporcional à atividade de um sistema; os 

amperométricos possuem um potencial fixo definido aplicado entre os eletrodos 

de referência e de trabalho, em que é analisada a variação de corrente como 

resposta da reação ocorrendo na superfície do eletrodo; os sensores 

condutimétricos possui uma variação de condutividade elétrica ocorrendo no 

meio reacional; impedimétricos medem a impedância elétrica do sistema, que se 

refere à resistência à passagem de corrente no eletrodo; e os sensores 

voltamétricos monitora a corrente elétrica em função do potencial aplicado [69–

71].  

Em adição às vantagens já apresentadas para o uso de sensores 

eletroquímicos frente a outros métodos, esses dispositivos podem ser portáteis, 
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vestíveis e de fácil miniaturização. Além disso, estes podem ser modificados com 

espécies imobilizadas na superfície do eletrodo, com o intuito de melhorar seu 

desempenho analítico, melhorar a seletividade, a detectibilidade e a área 

superficial, por facilitar a transferência de carga [72]. Uma grande quantidade de 

materiais tem sido estudada para modificar a superfície dos eletrodos, dentre 

esses têm-se os nanomateriais de carbono [73], como grafeno, óxido de grafeno 

reduzido (rGO, do inglês reduced graphene oxide) [74], fulereno [75] e nanotubos 

de carbono [76]. Outros nanomateriais materiais são usados para a modificação 

de sensores eletroquímicos, como as nanopartículas metálicas [77,78]. Para 

aumentar a seletividade dos sensores, tem sido muito reportado eletrodos 

modificados baseados em polímeros molecularmente impresso, os MIPs (do 

inglês – molecularly imprinted polymer) [79,80]. Para essas modificações na 

superfície do eletrodo é necessário fazer a escolha de um substrato que possua 

uma superfície que seja reprodutível e de fácil modificação, como os eletrodos 

de carbono vítreo (GCE, do inglês glassy carbon electrode), podendo ser 

estudada em uma ampla janela de potencial e à alta resistência química e 

mecânica [72,81]. Portanto, modificar a superfície eletródica com os materiais 

supracitados auxilia no aumento da performance analítica dos sensores para a 

determinação de compostos de interesse. 

1.4.1 Óxido de grafeno reduzido  

Materiais baseado em carbono são formados por uma ou mais camadas 

em configuração hexagonal, sendo que os carbonos possuem hibridização sp2, 

formando diferentes estruturas alotrópicas [56,82]. A forma alotrópica de grafeno, 

material bidimensional e formada por uma monocamada densamente 

empacotada e com uma nuvem eletrônica formada por elétrons π conjugados, é 

usada na construção de sensores por possuir propriedades intrínsecas para a 

melhora na resposta obtida, como uma boa flexibilidade e força mecânica, 

condutividade elétrica e um consequente aumento na área superficial, 

aumentando a detecção do analito alvo [74,83]. No entanto, o grafeno possui um 

alto custo para sua produção e processamento e uma falta de escalabilidade na 

sua produção, inviabilizando a produção em grandes quantidades, o que acaba 

restringindo o uso para modificação da superfície eletródica [74,84].  
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O óxido de grafeno (GO, do inglês graphene oxide) é um composto 

quimicamente modificado, formado a partir de oxidação e uma esfoliação de 

grafite. O GO possui uma grande quantidade de compostos oxigenados em sua 

estrutura, com hibridização sp3, o que causa um aumento na distância interplanar. 

O custo do GO é bem mais baixo em relação ao grafeno, e o fato de ser um 

material com fácil dispersão em água o torna atrativo para modificação de 

eletrodos pois seu manuseio é simples [85,86]. No entanto, o GO possui um 

transporte elétrico limitado pela funcionalização do oxigênio em sua superfície 

planar, tornando-o um isolante elétrico e perdendo condutividade [85]. Para 

contornar esse problema é possível reduzir o GO química, térmica ou 

eletroquimicamente, transformando-o em óxido de grafeno reduzido (rGO, do 

inglês reduced graphene oxide), que possui estrutura e propriedades similares 

ao grafeno [87]. A Figura 2 representa as etapas de oxidação e esfoliação do 

grafite e redução do GO, respectivamente. 

Fonte: Reproduzido e adaptado com permissão de Wiley, de Functional composite materials 

based on chemically converted graphene, Bai, H., Li, C. e Shi, G., 23, 2011 [88]. Permissão 

concedida pela Copyright Clearance Center, Inc. 

Figura 2: Esquema de obtenção do óxido de grafeno reduzido a partir de grafite 
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O rGO, assim como o GO, pode ser produzido em grande escala e com 

um baixo custo. A redução eletroquímica possui uma vantagem frente aos outros 

métodos de redução do GO pois esta pode ser feita diretamente na superfície do 

eletrodo, sendo possível controlar a quantidade de material a ser reduzido pelos 

parâmetros eletroquímicos escolhidos, como o controle por potencial fixo ou 

faixa de potencial, corrente e carga, removendo uma grande quantidade dos 

grupos oxigenados da estrutura e aumentando sua condutividade elétrica 

[84,89,90].  

1.4.2 Nanopartículas metálicas 

O uso de nanopartículas (NPs) metálicas em sensores eletroquímicos tem 

sido bastante estudado, devido a sua propriedade eletrocatalítica sobre o 

processo redox do analito de interesse e de condutividade elétrica, aumento da 

área eletroativa superficial do eletrodo, facilitando o transporte de massa e a 

transferência eletrônica, melhorando diretamente a resposta eletroquímica do 

sensor. Essas partículas estão na escala nano, variando de 1 a 100 nm [91,92]. 

Para a deposição de NPs é possível usar diferentes métodos, como a deposição 

química por vapor, em que ocorre a reação de gases precursores na superfície 

de um substrato, formando um filme [93], deposição por sol-gel, em que 

precursores metálicos formam um gel no substrato, passando por um tratamento 

térmico para a obtenção de nanopartículas [94], redução química com o uso de 

agentes redutores de íons metálicos [95], redução eletroquímica, que envolve o 

uso de parâmetros como potencial, corrente e tempo de deposição para a 

obtenção das NPs [96], entre outras. Dentre esses métodos, a deposição 

eletroquímica possui vantagens como o controle preciso da deposição e 

disposição das nanopartículas no substrato, gasto energético menor quando 

comparado com outros métodos e deposição em um tempo mais curto [96]. 

Na literatura tem sido reportado vários tipos de NPs, tais como ouro, prata, 

cobre, níquel, platina, ferro, rutênio e cobalto [78]. Particularmente, as AuNPs 

tem sido extensivamente estudada devido a facilidade de manuseio e preparo, 

além de possuir uma excelente condutividade elétrica e térmica, possuir uma 

baixa toxicidade quando comparada com outras NPs e uma boa estabilidade em 

uma ampla faixa de potencial elétrico e de pH. Estas representam uma 
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alternativa altamente viável aos eletrodos de ouro sólido, pois possui as mesmas 

propriedades, porém o seu custo é significativamente inferior [92,97–99]. 

 As AuNPs foram reportadas na literatura para determinação de diferentes 

espécies enantioméricas, tais como o D-manitol [100], tirosina [101], 

enantiômeros de naproxeno, um anti-inflamatório amplamente utilizado no 

tratamento de doenças reumáticas [102], propranolol [103,104], tirosina e 3,4-

dihidroxifenilalanina [105]. 

Com as excelentes propriedades e aplicações mencionadas, as AuNPs 

podem ser utilizadas na preparação de sensores eletroquímicos para 

determinação de enantiômeros, visando o aumento na detectibilidade desse 

dispositivo. 

1.4.3 Polímeros molecularmente impresso 

Com o intuito de tornar o sensor mais seletivo para o analito alvo, é 

possível modificar o eletrodo também com MIP. Sabe-se que em matrizes 

complexas há a presença de diversas moléculas orgânicas que pode influenciar 

diretamente a resposta do sensor, pois atuam como interferentes na resposta 

obtida, diminuindo a seletividade. Para contornar esse fato, os MIPs podem ser 

utilizados. Este é um material sintético capaz de reconhecer seletivamente uma 

molécula alvo, que é capaz de reproduzir interações seletivas como as de 

receptores enzima/substrato [56].  

Esse material é formado por uma solução contendo um ou mais 

monômeros e analitos de interesse, formando um filme polimérico [106]. 

Posteriormente, é realizada a extração da molécula molde da matriz polimérica, 

visando a formação das cavidades seletivas no filme com significativa afinidade, 

que são complementares em tamanho, forma, dimensão, funcionalidade, 

apresentando capacidade enantiosseletiva ao analito de interesse [107,108], 

para que o alvo possa religar nesses sítios formados, superando muitas 

limitações dos métodos de detecção tradicionais [109].  

O uso de MIPs para o desenvolvimento de sensores eletroquímicos são 

muito atrativos na comunidade científica devido às suas vantajosas propriedades, 

como sua alta afinidade com diversos analitos, seletividade, estabilidade química 

aprimorada, facilidade de preparação, versatilidade, detectibilidade, baixo custo, 

baixo LD e aplicações práticas [106,109].  
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Na etapa de síntese do MIP é extremamente importante escolher um 

monômero funcional eficiente para se obter cavidades altamente seletivas. 

Dentre os monômeros mais utilizados na literatura pode-se citar o pirrol [57], 

anilina [110] e orto-fenilenodiamina [100]. O monômero pirrol (Figura 3) é capaz 

de formar um filme com uma alta estabilidade química e mecânica e interage 

facilmente com diversos substratos, além de apresentar comportamento 

eletroquímico bem definido, tornando-o um monômero amplamente utilizado na 

construção de MIPs [57], sendo polimerizado na superfície do eletrodo formando 

polipirrol (PPy). São relatados na literatura diferentes trabalhos usando GCE, 

rGO e MIP com PPy [111–113]. 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Existem diversas formas de se fazer uma polimerização, podendo citar a 

polimerização em bulk, por precipitação, suspensão, sol-gel, emulsão e 

eletropolimerização [106,109]. A representação geral do processo de 

polimerização é mostrada na Figura 4. A eletropolimerização é o mais adequado 

pois apresenta algumas vantagens frente às outras formas de polimerização, 

como a possibilidade de ser feita diretamente na superfície do eletrodo, sendo 

possível controlar a espessura e adesão do filme aplicando parâmetros 

eletroquímicos e permitindo a formação de um filme fino, resultando em um 

procedimento simples e feito em um curto tempo [114].  

Fonte: elaborado pelo autor. 

Figura 3: Estrutura molecular do pirrol. 

Figura 4: Esquema geral para a formação de MIP. 
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1.4.4 Sensores para determinação de enantiômeros usando MIP 

Na literatura são reportados diversos sensores eletroquímicos para 

determinação enantiosseletiva baseados em MIP, dentre estes a determinação 

do (L)-triptofano e (L)-tirosina, com LD de 2,0 nmol L-1 e 30,0 nmol L-1 [115], 

respectivamente, (D) e (L)-ácido glutâmico, feito em eletrodo de ouro e com LD 

de 4,7 μmol L-1 e 5,9 μmol L-1 [116], (D)- e (L)-cisteína, com LD atingindo a escala 

femto, 49 fmol L-1 e 6,0 fmol L-1 [117] e (D)- e (L)-histidina em transistor 

eletroquímico orgânico, com LD de 10 nmol L-1 e 0,1 μmol L-1 [118]. Outros 

trabalhos reportados na literatura para determinação de enantiômeros estão 

listados na Tabela 1. No entanto, esses enantiômeros não são determinados de 

forma sucessiva em um mesmo sensor, sendo feita a construção de dois 

sensores para determinar cada enantiômero de forma separada, fazendo com 

que a determinação enantiomérica seja mais laboriosa. 

Os isômeros (D) e (L) do limoneno são enantiômeros, e, por isso, 

possuem fórmula molecular e comportamento eletroquímico idênticos, entretanto, 

a forma estrutural da conformação espacial é diferente, formando uma imagem 

especular não sobreposta e fazendo com que seja possível formar cavidades 

molecularmente impressas que sejam seletivas para cada enantiômero [119], 

que podem ser determinados de forma sucessiva. Como estes possuem as 

mesmas características redox, a determinação dos analitos deve ser feita de 

forma indireta, usando uma sonda eletroquímica [120,121]. A escolha da sonda 

deve ser feita considerando o tipo de análise a ser feito e o substrato utilizado. 

O par redox ferri-ferrocianeto de potássio é muito utilizado para medir a 

transferência de carga pois é sensível a alterações na superfície eletródica, útil 

para estudo em eletrodos modificados. Além disso, essa sonda é solúvel em 

água, implicando uma facilidade na sua preparação, esta possui estabilidade, 

que torna o manuseio e o armazenamento da solução mais fácil, tem um menor 

custo relativo quando comparado com outras sondas reportadas, possui reação 

redox reversível, alternando entre os estados oxidado e reduzido do par 

Fe(CN)6
3-/Fe(CN)6

4- com respostas estáveis, além de frequentemente ser 

utilizado em trabalhos que tem GCE como substrato. Sendo assim, essa sonda 

é adequada para o desenvolvimento de sensores eletroquímicos [122,123]. 
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Tabela 1: Lista de trabalhos de sensores para enantiômeros reportados na literatura. 

ENANTIÔMERO MIP ELETRODO AMOSTRA FAIXA LINEAR LD REF 

Fenilalanina Bis(bitienil)metano EG-FET1 - D/L: 13,00-100,00 μM D/L:13,00 μM [124] 

Fenilalanine Cloridrato de dopamina GCE/ITO BPE2 Soro humano D/L: 0,0100-10000 nM D-4,60 pM 
L-3,90 pM 

[125] 

Ácido piroglutâmico Ácido 5-metil-2-tiofeno 
carboxílico 

Grafite Aquosa D: 2,80-165,0 ng mL-1 

L: 2,80-170,0 ng mL-1 
D/L: 0,77 nM [126] 

Ácido aspártico NAPD3 Grafite Aquosa D: 9,98-516,25 ng mL-1 

L: 9,98-532,72 ng mL-1 
D-1,71 nM 
L-1,76 nM 

[127] 

Ácido aspártico NAPD3 Grafite Fluído cerebrospinal D: 9,98-522,35 ng mL-1 

L: 9,98-532,72 ng mL-1 
D-1,72 nM 
L-1,79 nM 

[127] 

Ácido aspártico NAPD3 Grafite Aquosa D/L: 0,10-10,00 ng mL-1 D-0,034 ng mL-1 
L-0,032 ng mL-1 

[128] 

Ácido aspártico NAPD3 Grafite Fluído cerebrospinal D/L: 0,10-10,00 ng mL-1 D/L:0,31 ng mL-1 [128] 

Ácido aspártico Ácido 3-indolacético Grafite Clínico/soro 
sanguíneo 

D: 0,15-7,40 μM 
L: 0,15-8,64 μM 

D-25,00 nM 
L-16,00 nM 

[129] 

Metionina Benzidine Grafite Aquosa D:11,70-188,70 ng mL-1 

L:11,70-206,30 ng mL-1 
D/L: 3,00 ng mL-1 [130] 

Metionina Benzidine Grafite Fluído biológico D/L:0,03-30,00 ng mL-1 D/L: 0,0098 ng mL-1 [131] 

TIroxina 1,3-Diacroloilureia Ag Soro sanguíneo D: 0,05-15,00 ng mL-1 

L: 0,06-15,00 ng mL-1 
D-0,0087 ng mL-1 
L-0,0088 ng mL-1 

[132] 

Tiroxina 1,3-Diacroloilureia Ag Farmacêutica D/L: 0,06-15,00 ng mL-1 D/L: 0,0084 ng mL-1 [132] 

TIroxina 1,3-Diacroloilureia Ag Aquosa D/L: 0,01-17,32 ng mL-1 D-0,0062 ng mL-1 
L-0,0060 ng mL-1 

[133] 

TIroxina 1,3-Diacroloilureia Ag Soro sanguíneo D: 0,01-16,88 ng mL-1 

L: 0,01-16,44 ng mL-1 
D-0,0070 ng mL-1 
L-0,0058 ng mL-1 

[133] 

TIroxina 1,3-Diacroloilureia Ag Farmacêutica D: 0,01-17,32 ng mL-1 

L: 0,01-17,20 ng mL-1 
D-0,0068 ng mL-1 
L-0,0060 ng mL-1 

[133] 

Dihidroxifenilalanina Tetrametoxissilano Óxido de índio estanho - - D/L: 1,00 nM [134] 

Dimetil Ferrocenil Etilamina Tetrametoxissilano Óxido de índio estanho - - D/L: 1,00 µM [134] 

Triptofano Pyrrole GCE Fluído biológico D/L: 0,01-13,00 mM D-9,00/L-12,00 nM [135] 

Talidomida Bisphenol A Microbalança de cristal de 
quartzo 

- D:100-10000 ng mL-1 

DL:100-2000 ng mL-1 
D-0,00010 ng mL-1 

DL-0,00013 ng mL-1 
[136] 

Ácido ascórbico Poli(ácido anilina-ferroceno 
sulfônico) 

Grafite Aquosa D: 0,02-0,19 nM 
L: 0,02-0,18 nM 

D-0,73 pM 
L-0,82 pM 

[137] 

Ácido málico 4-Gluconamidofenilmetacrilato Microbalança de cristal de 
quartzo 

Aquosa D: 20,00-190,00 ng mL-1 
L: 20,00-200,00 ng mL-1 

D-0,21 ng mL-1 
L-0,18 ng mL-1 

[138] 

Fonte: elaborado pelo autor. 

1 – EG-FET - transistor de efeito de campo de porta estendida (do inglês, extended-gate field-effect transistor) 

2 –  GCE/ITO BPE - eletrodo de carbono vítreo/óxido de índio e estanho eletrodo bipolar 
3 – NAPD - N-acriloil-pirrolidina-2, 5-diona
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Foram encontrados três trabalhos em que isômeros são determinados 

sucessivamente em um mesmo eletrodo. Nos trabalhados relatados foram 

determinados (D) e (L)-cisteína, usando uma combinação de três monômeros, 

ácido metacrílico, amida acrílica e N-isopropilacrilamida, com LD de 0,61 pg mL-

1 e 0,74 pg mL-1 [139], (D) e (L)-ácido aspártico, sendo polimerizado com o 

monômero N-acriloil-pirrolidina-2,5-diona (NAPD), com LD de 1,1 ng mL-1 e 1,2 

ng mL -1 [140] e (D) e (L)-serina, usando acrilamida como monômero funcional, 

com LD de 0,24 ng mL-1 e 0,25 ng mL-1 [141], respectivamente.  

Para a determinação de dois analitos enantioméricos usando um único 

eletrodo modificado com MIPs, empregando uma abordagem denominada na 

língua inglesa “one-by-one” foram encontrados dois trabalhos [139,140] e um 

usando a metodologia denominada “layer-by-layer” [141]. A determinação dos 

analitos é feita de forma consecutiva, em que é determinado primeiro um analito 

de interesse e posteriormente o seu enantiômero. Para a determinação de 

analitos por técnicas voltamétricas é possível fazer uma análise direta, quando 

o analito possui processo redox, ou seja, é eletroativo. No caso de enantiômeros, 

como estes possuem o mesmo comportamento eletroquímico, a determinação 

direta não seria possível pois o processo redox obtido seria no mesmo potencial, 

então é necessário o uso da sonda para calcular a variação de corrente com o 

intuito de diferenciar os isômeros (D) e (L) [139,140].  

A metodologia “layer-by-layer” consiste na formação de duas camadas do 

filme polimérico, uma correspondente ao enantiômero (D) e a outra camada 

referente ao enantiômero (L) [141] (Figura 5).  

Fonte: elaborado pelo autor. 

Figura 5: Representação da formação de duas camadas com enantiômeros específicos pela 

abordagem “layer-by-layer” em superfície eletródica. 
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Apesar de apresentar uma excelente seletividade ao analito de interesse, 

essa abordagem apresenta alguns obstáculos como uma construção mais 

demorada do eletrodo, já que possui mais etapas de otimização e de formação 

do filme na superfície do eletrodo, além de formar cavidades mais internas com 

uma maior dificuldade de acesso pelo analito de interesse e da sonda 

eletroquímica [139].  

Para contornar esses problemas, é possível fazer a modificação do sensor 

com uma única camada de filme contendo os dois enantiômeros. A abordagem 

“one-by-one” é feita  com uma solução contendo monômero e os dois analitos 

de interesse, formando uma matriz polimérica com os enantiômeros (D) e (L) 

(Figura 6). Posteriormente, é feita a extração desses analitos, formando então 

as cavidades complementares em tamanho, dimensão, funcionalidade e 

isomeria. A determinação consiste em saturar as cavidades do enantiômero (D) 

com o seu analito (D)-específico e fazer leituras por meio de voltametria de pulso 

diferencial (DPV, do inglês differential pulse voltammetry) com auxílio de uma 

sonda eletroquímica, resultando o preenchimento total dos sítios do enantiômero 

(D) no filme polimérico, obtendo, então, um valor de corrente, restando somente 

as cavidades do enantiômero (L) livres. Essas cavidades livres são então 

preenchidas pelo analito (L)-específico e é feita uma nova leitura por meio de 

DPV, usando a sonda eletroquímica. É feita novamente a extração dos analitos, 

posteriormente com a saturação do (L)-específico para determinação outro 

enantiômero [139,140]. 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Figura 6: Representação da formação da camada com ambos enantiômeros pela abordagem “one-

by-one” em superfície eletródica 
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Sendo assim, visando uma maior seletividade na construção de um 

sensor eletroquímico para determinação de compostos enantioméricos, torna-se 

adequada a construção de eletrodos baseados em MIP com modificações com 

nanomateriais como rGO e NPs, objetivando uma maior resposta obtida, 

tornando esse dispositivo com grande potencial. Além disso, ainda não foi 

reportado na literatura nenhum trabalho para determinação enantiosseletiva de 

(D) e (L)-limoneno usando sensores eletroquímicos.  
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2 Objetivos 

2.1 Objetivo geral:  

Construção de um sensor eletroquímico baseado em polímero 

molecularmente impresso com polipirrol suportado sobre óxido de grafeno 

reduzido contendo nanopartículas de ouro para a determinação enantiosseletiva 

do (D) e (L)-Limoneno.  

2.2 Objetivos específicos 

- Preparação de eletrodo de carbono vítreo modificado com 

nanopartículas de ouro em óxido de grafeno reduzido (GCE/rGO/AuNPs);  

- Eletropolimerização de pirrol na superfície do eletrodo modificado 

(GCE/rGO/AuNPs/MIP); 

- Estudar a resposta eletroquímica dos analitos de interesse utilizando 

uma sonda eletroquímica; 

- Otimização dos parâmetros experimentais do eletrodo a ser 

desenvolvido; 

- Caracterização do eletrodo desenvolvido por técnicas eletroquímicas, 

microscópicas e espectroscópicas; 

- Desenvolvimento da metodologia analítica para determinação dos 

enantiômeros (D) e (L) de limoneno e construção das figuras de mérito; 

- Realização de estudos referente a seletividade com possíveis 

interferentes, estabilidade e repetibilidade; 

- Aplicação do método desenvolvido em amostras reais para 

determinação do (D) e (L)-limoneno; 

- Avaliação do sensor desenvolvido utilizando ensaios de recuperação. 
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3 Parte experimental 

3.1 Materiais e reagentes 

Os reagentes usados nesse trabalho foram todos adquiridos na Sigma-

Aldrich e inclui: α-Terpineno (C10H16, 85,0%), (-)-Borneol (C10H18O, padrão 

analítico), (R)-(+)-Limoneno (C10H16, 97,0%), (S)-(-)-Limoneno (C10H16, 96,0%), 

Acetonitrila (CH3CN, 99,8%), Ácido sulfúrico (H2SO4, > 95,0%), Canfeno (C10H16, 

95,0%), Cloreto de ouro (III) (HAuCl4, 52,0%), Cloreto de potássio (KCl, >99,0%), 

Fosfato de sódio bibásico (Na2HPO4, 99,0%), Fosfato de sódio monobásico 

(NaHPO4, 99.0%), Hexacianoferrato (III) de potássio (K3[Fe(CN)6], 99,9%), 

Hidróxido de sódio (NaOH, ≥98,0%), Mirceno (C10H16, grau técnico), Óxido de 

grafeno (4,0 mg mL-1, dispersão em H2O), Pirrol (C4H4NH, 98,0%), Sabineno 

hidratado (C10H18O, padrão analítico), Sulfato de sódio (Na2SO4, ≥99,0%), 

Valenceno (C15H24, ≥65,0%). Todas as soluções foram preparadas com água 

deionizada (Milli-Q), com resistividade de 18.2 MΩ.cm em temperatura ambiente. 

3.2 Equipamentos 

Voltametria cíclica (CV, do inglês cyclic voltammetry), DPV e 

cronoamperometria foram realizadas em um potenciostato Metrohm Autolab 

PGSTAT302, enquanto as medidas de espectroscopia de impedância 

eletroquímica (EIS, do inglês electrochemical impedance spectroscopy) para 

caracterização do eletrodo foram realizadas em um potenciostato Metrohm 

Autolab PGSTAT204, com todas as medidas controladas pelo software Nova 

2.1.  

A célula eletroquímica é composta de uma célula padrão de três eletrodos, 

com eletrodo de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl 3,0 mol L-1
 KCl), platina (Pt) e 

GCE com diâmetro de 3,0 mm, como eletrodos de referência, auxiliar e de 

trabalho, respectivamente. Todos os experimentos foram realizados em 

temperatura ambiente. 

A caracterização morfológica da superfície eletródica foi realizada usando 

microscopia eletrônica de varredura (SEM, do inglês scanning electron 

microscopy), em um microscópio eletrônico de duplo feixe Helios Nanolab 600i, 

acoplado a um módulo da Thermo Scientific, de espectroscopia de energia 

dispersiva de raios-X (EDS, do inglês energy dispersive X-ray spectroscopy). 
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Para a identificação de ligações químicas e grupos funcionais foi feita a 

caracterização espectroscópica de fotoelétrons excitados por raio-X (XPS, do 

inglês X-ray photoelectron spectroscopy), utilizando um espectrômetro comercial 

UNI-SPECS UHV System com pressão menor que 5,0×10-7 Pa. A linha MgK foi 

utilizada (h = 1254,6 eV) como fonte de ionização e a energia de passagem do 

analisador foi ajustada para 10 eV. O ruído inelástico dos espectros de alta 

resolução foi subtraído utilizando o método de Shirley. A composição foi 

determinada pelas proporções relativas das áreas de picos corrigidas pelos 

fatores de sensitividade atômica de Scofield com uma precisão de ±5%. Os 

espectros foram deconvoluidos utilizando uma função do tipo Voigtiana, com 

combinações Gaussianas (70%) e Lorentzianas (30%). A largura do pico à meia 

altura variou entre 1,3 e 2,1 eV, e a posição dos picos foi determinada com uma 

precisão de ±0,1 eV. 

3.3 Limpeza do GCE 

O procedimento de limpeza da superfície do GCE foi um polimento 

mecânico em tecido de feltro usando pó de alumina (0,3 µm). Posteriormente, foi 

feita uma medida usando CV em uma faixa de potencial que variou de -0,2 V a 

0,6 V, com velocidade de varredura de 50 mV s-1 em sonda eletroquímica de 

K3[Fe(CN)6] de concentração 5,0×10-3 mol L-1 em KCl 0,1 mol L-1 até verificar 

característica de uma voltametria estável, indicando uma superfície limpa de 

GCE e livre de substâncias adsorvidas.  

3.4 Eletrodeposição de rGO 

O GCE foi modificado com GO e reduzido diretamente na superfície do 

eletrodo usando técnica já estudada previamente pelo grupo [57,100,111,142]. 

Uma solução aquosa de GO 1,0 mg mL-1 foi diluída em Na2SO4 0,1 mol L-1, 

resultando em uma concentração de 0,5 mg mL-1. Após isso, o GCE foi 

modificado com GO e foi seco à temperatura ambiente. Posteriormente, foi 

usada uma solução de Na2SO4 em concentração de 0,10 mol L-1 e, com a técnica 

de CV, em uma faixa de potencial de -0,2 a -1,5 V foi feita redução diretamente 

na superfície do eletrodo, formando então o GCE/rGO. 
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3.5 Modificação com nanopartículas de ouro 

Após formação GCE/rGO, o eletrodo foi imerso em solução de AuNPs, 

composta com 0,5 mol L-1 de H2SO4 e HAuCl4 6,0×10-4 mol L-1
 [100,143], usando 

cronoamperometria, com um potencial fixo de 0,7 V aplicado até ser atingida a 

carga de 1,0 mC, para deposição das nanopartículas metálicas de ouro, obtendo 

o eletrodo GCE/rGO/AuNPs.  

3.6 Preparação do filme polimérico molecularmente impresso 

O próximo passo na construção do eletrodo envolveu a formação do filme 

polimérico usando uma solução de tampão fosfato 0,1 mol L-1 em pH 7 com pirrol 

3,0×10-2 mol L-1, como monômero, (D)-limoneno 5,0×10-4 mol L-1
 e (L)-limoneno 

5,0×10-4 mol L-1 como moléculas molde. O limoneno, por não ser tão solúvel em 

água, foi inicialmente diluído em acetonitrila para uma concentração de 0,1 mol 

L-1 para posteriormente ser diluído na solução de eletropolimerização. Para a 

eletropolimerização, foi usada uma faixa de potencial de 0,0V a 1,0V usando a 

técnica de CV por 5 ciclos consecutivos, em velocidade de varredura de 20,0 mV 

s-1, resultando na formação do eletrodo GCE/rGO/AuNPs/MIP. 

Para a formação de cavidades seletivas do (D) e (L)-limoneno, o eletrodo 

foi imerso em uma solução de NaOH 0,1 mol L-1 e a matriz polimérica foi 

superoxidada em técnica de CV por 5 ciclos consecutivos, em uma faixa de 

potencial de 0,0V a 1,5V, em uma velocidade de varredura de 50 mV s -1. O filme 

de polímero não impresso (NIP, do inglês non-imprinted polymer) também foi 

obtido sob as mesmas condições experimentais, mas na ausência das moléculas 

molde, funcionando como um branco e com o intuito de comparação na 

confiabilidade das medidas realizadas. 

3.7 Medidas eletroquímicas 

Após formação das cavidades seletivas no eletrodo GCE/rGO/AuNPs/MIP 

é feita a determinação do analito pela metodologia “one-by-one” que consiste em 

inicialmente saturar as cavidades do enantiômero (D) com o seu analito (D)-

específico e fazer leituras por meio de DPV com auxílio de uma sonda 

eletroquímica, até não ser mais observada uma alteração no sinal eletroquímico, 

que é resultante do preenchimento total dos sítios do enantiômero (D) no filme 

polimérico, obtendo, então, um valor de corrente (I1), restando somente as 
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cavidades do enantiômero (L) livres. Essas cavidades livres são então 

preenchidas pelo analito (L)-específico e é feita uma nova leitura por meio de 

DPV (I2), usando a sonda eletroquímica de ferricianeto de potássio 5,0×10-3 mol 

L-1 em KCl 0,1 mol L-1. Conforme as cavidades são preenchidas 

consequentemente diminui a quantidade de sítios livres para a sonda 

eletroquímica acessar a superfície do eletrodo, fazendo com que a corrente 

obtida diminua. A variação de corrente calculada (∆I = I1 - I2) é usada para avaliar 

a concentração de (L). O eletrodo passa então pelo processo de extração dos 

dois analitos novamente e o mesmo procedimento é feito para determinar o 

enantiômero (D), porém saturando inicialmente as cavidades correspondentes 

ao isômero (L) e fazendo o mesmo cálculo para obtenção da concentração de 

(D)-limoneno [139,140]. Essa abordagem de determinação é indireta devido à 

necessidade do uso de sonda eletroquímica, necessária para diferenciar os 

enantiômeros (D) e (L)-limoneno, não sendo possível fazer diretamente pois não 

são moléculas eletroativas, ou seja, não possuem pico de oxidação/redução. 

Foram feitos voltamogramas cíclicos em um intervalo de potencial de -0,2 

V a 0,6 V em velocidade de varredura de 50 mV s-1 e DPV na faixa de potencial 

de -0,2 V a 0,6 V, com amplitude de potencial de pulso de 50 mV, tempo de 

duração de pulso de 50 ms e velocidade de varredura de 20 mV s-1. Para a EIS, 

a análise foi feita aplicando um potencial de 0,22 V, em uma faixa de frequência 

de 100 kHz a 0,1 Hz, com amplitude de 0,01 VRMS.   

As figuras de mérito como LD, limite de quantificação (LQ) e sensibilidade 

amperométrica (SA) foram obtidas por meio da construção da metodologia 

analítica desenvolvida para o (D) e (L)-limoneno, em relação às variações de 

corrente obtidas na etapa de religação vs as concentração adicionadas de cada 

analito. Os cálculos realizados foram 𝐿𝐷 =
3𝑆𝐷

𝑆
 e 𝐿𝑄 =

10𝑆𝐷

𝑆
, sendo SD o desvio 

padrão do intercepto (do inglês, standard deviation) e S a inclinação da curva de 

calibração (do inglês, slope). 

3.8 Determinação de (D) e (L)-limoneno em amostra real 

Os óleos essenciais de laranja (Citrus sinensis) e de pinho (Abies sibirica) 

foram adquiridos de uma loja em Araraquara – SP. Ambos os óleos foram 

diluídos em acetonitrila e posteriormente diluídos em tampão fosfato pH 7, com 
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o intuito de obter uma concentração adequada ao método analítico desenvolvido. 

A determinação foi realizada usando o método de adição de padrão tanto para o 

enantiômero (D) quanto o enantiômero (L), e os testes de recuperação foram 

feitos adicionando concentrações conhecidas dos analitos de interesse às 

amostras para a avaliação do método proposto. 
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4 Resultados e discussão 

4.1 Construção do eletrodo modificado 

4.1.1 Comportamento rGO 

Foi feito inicialmente um estudo para analisar o comportamento do GO, 

envolvendo uma varredura exploratória em CV em um intervalo de potencial de 

-0,2 V a -1,5 V em solução de GO, com o intuito de verificar o potencial de 

redução para se obter rGO (Figura 7). Observa-se que essa redução ocorre em 

aproximadamente -1,4 V, sendo que essa faixa de potencial foi escolhida para 

realizar a redução do nanomaterial diretamente na superfície do eletrodo. Nessa 

etapa ocorre a redução dos grupos oxigenados do GO, restaurando a 

hibridização sp2 semelhantes às do grafeno, o que atribui características de 

ganho de condutividade elétrica. Além disso, observa-se um aumento da área 

superficial do eletrodo, que é uma propriedade do nanomaterial. Nota-se que no 

primeiro ciclo ocorre a redução completa do nanomaterial pois no segundo ciclo 

não é observado nenhum pico catódico, sendo que um ciclo é o suficiente para 

realizar a redução de GO nessa etapa, formando o GCE/rGO. 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Figura 7: Voltamograma cíclico para GCE em solução de 0,50 mg mL-1 de GO em Na2SO4 0,10 

mol L-1, com velocidade de varredura de 50 mV s-1. 
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4.1.2 Comportamento das AuNPs  

Com o intuito de aumentar a resposta obtida através de aumento da área 

eletroativa superficial do eletrodo, este foi modificado também com AuNPs. Na 

segunda etapa de construção do sensor eletroquímico foi realizado um estudo 

prévio das AuNPs. Assim, uma solução contendo 6,0×10-4 mol L-1 de HAuCl4 em 

H2SO4 0,5 mol L-1 foi empregada para a avaliação das espécies de ouro bem 

como seus respectivos potenciais de redução/oxidação na faixa de potencial de 

0,0 V a 1,5 V em CV, com velocidade de varredura de 50 mV s-1, conforme é 

indicado na Figura 8. 

Fonte: elaborado pelo autor. 

É possível observar um pico catódico em torno de 0,70 V devido à redução 

das espécies para ouro metálico (Au0), e picos anódicos em 1,1 V e 1,2 V pelas 

espécies oxidadas do ouro Au(II) e Au(III), respectivamente [144,145]. É fixado 

então o potencial de 0,70 V para eletrodeposição das nanopartículas em estado 

metálico, usando cronoamperometria até atingir uma carga de 1,0×10-3 C. O 

perfil voltamétrico mostrado é típico de ouro, o que confirma a deposição da 

espécie reduzida na superfície do eletrodo [145,146], aumentando a área 

Figura 8: Estudo do perfil eletroquímico de ouro sobre GCE usando solução de HAuCl4 6,0×10-

4 mol L-1 em H2SO4 0,5 mol L-1, velocidade de varredura: 50 mV s-1. 
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eletroativa do eletrodo e formando o GCE/rGO/AuNPs. A carga de 

eletrodeposição das AuNPs foi otimizada avaliando a variação de corrente 

usando sonda eletroquímica de ferricianeto de potássio K3[Fe(CN)6] 5,0x10-3 mol 

L-1 em KCl 0,1 mol L-1. Os resultados obtidos estão mostrados na Figura 9. 

Percebe-se um aumento de corrente proporcional à carga aplicada até o valor 

de 1,0 mC. Após atingir este valor, a intensidade de sinal decresce 

significativamente até 1,5 mC. Dessa forma, a carga de 1,0 mC foi considerada 

ótima e fixada para a eletrodeposição da AuNPs, por apresentar maior 

intensidade de corrente. A diminuição da intensidade de corrente após atingir o 

valor de 1,0 mC indica que o eletrodo atingiu a saturação na superfície, pois teve 

um aumento da difusão radial que impacta diretamente o desempenho do sensor, 

pois as NPs não estão distribuídas de maneira uniforme na superfície e não há 

aumento proporcional da corrente, o que reduz a eficiência da transferência de 

carga [147–149]. 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Figura 9: Variação da corrente em função de diferentes valores de cargas aplicadas em 

superfície de GCE/rGO em solução de HAuCl4 6,0×10-4 mol L-1 em H2SO4 0,5 mol L-1. 
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4.1.3 Determinação da área eletroativa 

Com o intuito de evidenciar a propriedade de aumento de área eletroativa 

do eletrodo ao modificá-lo com nanomateriais de carbono e ouro, foi feito um 

estudo de velocidade de varredura usando o par redox da sonda [Fe(CN)6]3-/4- 

para o GCE, GCE/rGO e GCE/rGO/AuNPs, em diferentes velocidades de 

varredura (10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 e 300 mV s-1) (Figura 10).  

Fonte: elaborado pelo autor. 

Foram calculados os parâmetros voltamétricos usando a equação de 

Randles–Ševčík [150] (Equação 1): 

𝐼𝑝 = (2,69 × 105)𝑛3 2⁄ 𝐴 𝐷0
1 2⁄

𝑣1 2⁄ 𝐶 (Equação 1) 

Em que Ip corresponde à corrente de pico (A), que para o cálculo foi 

utilizado o valor de corrente do pico anódico de cada voltamograma, n o número 

de elétrons envolvido na reação, A representa a área eletroativa da superfície do 

Figura 10:  Voltamogramas cíclicos do estudo de diferentes velocidades de varredura entre 10 

e 300 mV s-1 em solução de K3[Fe(CN)6] 5,0×10-3 mol L-1 em KCl 0,1 mol L-1 de A) GCE, B) 

GCE/rGO, C) GCE/rGO/AuNPs e D) relação linear entre a corrente (i) e raiz quadrada da 

velocidade. 
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eletrodo (cm2), D0 o coeficiente de difusão da solução (cm2 s-1), v está 

relacionado com a velocidade de varredura (V s-1) e C é a concentração da 

espécie (mol cm-3) [150]. Para a sonda utilizada, os valores conhecidos do par 

redox [Fe(CN)6]-3/-4 são: o número de elétrons envolvido na reação, igual a 1, 

coeficiente de difusão é 7,63×10-6 cm2 s-1 em KCl 0,1 mol L-1 [151] e a 

concentração da espécie utilizada foi 5,0×10-6 mol cm-3. Reorganizando a 

equação e sabendo que o coeficiente angular (slope) de cada reta obtida é a 

relação 
𝐼𝑝

𝑣1 2⁄ , é possível obter a área eletroativa do eletrodo, pela Equação 2 [150]: 

𝐴 =  
𝑠𝑙𝑜𝑝𝑒

(2,69×105) 𝑛3 2⁄ 𝐷0
1 2⁄

 𝐶
  (Equação 2) 

Substituindo os valores mencionados acima e os valores encontrados de 

coeficiente angular para cada eletrodo, obtém-se os seguintes valores de área 

eletroativa (Tabela 2): 

Tabela 2: Parâmetros voltamétricos calculados para GCE, GCE/rGO e GCE/rGO/AuNPs. 

Eletrodo Coeficiente angular (×10-4) Área eletroativa (cm2) 

GCE 2,02 0,054 

GCE/rGO 2,31 0,089 

GCE/rGO/AuNPs 4,53 0,12 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Analisando a Tabela 1, é possível verificar que após a modificação do 

GCE com rGO houve um aumento da área eletroativa em 164% do valor inicial, 

o que contribui diretamente para o ganho de corrente observado nos 

voltamogramas da Figura 10B. Além disso, é possível observar que após a 

modificação do eletrodo GCE/rGO com AuNPs houve mais um ganho de área 

de 137%. Com isso, conclui-se que as modificações com nanomateriais auxiliam 

diretamente no aumento da área eletroativa do sensor, corroborando para uma 

melhora na resposta obtida.  
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4.1.4 Estudo do monômero funcional 

A escolha do monômero funcional para a formação do filme polimérico é 

uma etapa essencial, pois é necessário a formação de um filme fino, compatível 

com o analito de interesse, que seja reprodutível e com boa seletividade. Para 

isso, foram estudados três diferentes monômeros, visando uma melhor formação 

de cavidades seletivas para os enantiômeros: anilina, orto-fenilenodiamina e 

pirrol (Py, do inglês pyrrole), monômeros muito reportados na literatura pela sua 

grande compatibilidade com diversas moléculas e estabilidade na formação de 

filmes [100,110,111]. Com isso, foi estudada a variação de corrente obtida em 

sonda eletroquímica de [Fe(CN)6]-3 5,0×10-3 mol L-1 em KCl 0,1 mol L-1, usando 

a técnica de DPV após a extração e religações dos enantiômeros (D) e (L)-

limoneno.  

Para a formação do filme de polianilina, foi usada uma solução de H2SO4 

0,5 mol L-1 com 0,1 mol L-1 de anilina e 1,0×10-4 mol L-1 de cada enantiômero, 

usando CV para a eletropolimerização, em uma faixa de potencial de 0,2V a 1,0V 

com ciclos consecutivos. A extração foi realizada usando uma solução com 9,0 

mL de acetonitrila em 1,0 mL de ácido acético, durante 20 minutos [110]. Na 

construção do sensor com filme polimérico de orto-fenilenodiamina foi usada 

solução de tampão acetato com pH 4,8, 5,0×10-3 mol L-1 de orto-fenilenodiamina 

e 1,0×10-4 mol L-1 de (D) e (L)-limoneno, usando CV em uma faixa de potencial 

de -0,4V a 1,0V com 10 ciclos. A extração foi realizada usando solução de etanol 

50% durante 5 minutos [152]. Para o Py foi feita uma solução com 1,0×10-3 mol 

L-1 de monômero com 1×10-4 mol L-1 de cada enantiômero de limoneno em 

tampão fosfato pH 7,0. A eletropolimerização foi feita na faixa de potencial de 

0,0V a 1,0V, com 10 ciclos voltamétricos. A extração também foi realizada 

usando CV com solução de NaOH 0,1 mol L-1, com 3 ciclos [57]. 

Analisando Figura 11A, correspondente a DPV dos processos de extração 

e religação dos dois analitos do eletrodo com filme de anilina, nota-se que o perfil 

voltamétrico e os picos não estão bem definidos, resultando em uma resposta 

eletroquímica insatisfatória. Já na Figura 11B, relacionada à formação do filme 

de orto-fenilenodiamina, os picos voltamétricos estão bem definidos, porém o 

uso desse monômero não apresentou melhor seletividade para os enantiômeros, 

considerando que a variação de corrente obtida foi menor. Ao avaliar a Figura 
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11C, que representa a formação do filme polimérico com PPy, verifica-se que foi 

obtida a melhor resposta entre os três monômeros estudados, pois apresentou 

pico característico de [Fe(CN)6]-3 bem definidos e melhor seletividade, pois 

houve uma variação considerável de corrente e de variação entre o (D) e (L)-

limoneno em comparação com os outros monômeros, facilitando a diferenciação 

entre os enantiômeros. 

Com isso, para a construção do sensor e visando a melhor resposta obtida, 

o sensor foi modificado com rGO e AuNPs para aumento da área eletroativa e o 

filme polimérico foi formado com pirrol, por apresentar uma melhor resposta e 

seletividade em relação a outros compostos estudados como monômeros 

funcionais. 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Figura 11: Estudo do monômero funcional escolhido para a formação do filme polimérico em 

sonda eletroquímica de K3[Fe(CN)6] 5,0×10-3 mol L-1 em KCl 0,1 mol L-1 com A) anilina 5,0×10-3 

mol L-1 em H2SO4 0,5 mol L-1; B) orto-fenilenodiamina 5,0×10-3 mol L-1 em tampão acetato pH 5; 

C) pirrol 5,0×10-3 mol L-1 em tampão fosfato pH 7. 
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4.2 Construção do sensor eletroquímico  

Nesta seção estão reportadas as etapas do desenvolvimento do sensor 

eletroquímico modificado com rGO, AuNPs e MIP de PPy para quantificação 

enantiosseletiva de (D) e (L)-limoneno, que envolve a otimização de diferentes 

parâmetros visando maximizar a resposta analítica do sensor, corroborando para 

obtenção de uma maior quantidade de cavidades seletivas para a detecção do 

analito. Foram feitas também as caracterizações eletroquímica, morfológica e 

espectroscópica, além do desenvolvimento de metodologia analítica. As etapas 

de preparação do sensor proposto estão representadas pela Figura 12. 

Fonte: elaborado pelo autor. 

4.2.1 Eletropolimerização de PPy em GCE/rGO/AuNPs 

O eletrodo GCE/rGO/AuNPs foi imerso em uma solução de Py 5,0×10-3 

mol L-1 em tampão fosfato 0,1 mol L-1 pH 7,0 com (D)-limoneno 5,0×10-4 mol L-1 

e (L)-limoneno também 5,0×10-4 mol L-1. Foi realizada a eletropolimerização do 

filme na superfície do eletrodo usando CV, com velocidade de varredura de 20 

mV s-1 por 5 ciclos sucessivos em uma faixa de potencial de 0,0 V a 1,0 V, faixa 

escolhida baseada no pico anódico obtido em aproximadamente 0,87 V do perfil 

eletroquímico característico do pirrol, conforme indicado na Figura 13A. 

Analisando a Figura 13B, é possível notar que há um decréscimo de corrente 

conforme aumenta o número de ciclos, fato que está relacionado com o 

   

             

                 

PPy

  lim

L lim

(L  lim determinação

(   lim determinação

Figura 12: Esquema das etapas de construção do sensor GCE/rGO/AuNPs/MIP para 

determinação enantiosseletiva de limoneno 
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recobrimento da superfície eletródica pela formação do filme eletrossintetizado. 

As moléculas de (D) e (L)-limoneno são aprisionadas na estrutura polimérica de 

PPy para a formação de cavidades impressas seletivas. Foi então formado o 

GCE/rGO/AuNPs/MIP.  

Fonte: elaborado pelo autor. 

O pico anódico observado em aproximadamente em 0,9V da Figura13B é 

atribuído à oxidação do Py, sendo que a oxidação desse monômero resulta na 

perda de um elétron e levando à formação de um cátion radical primário (Py+), 

que se une a outro radical para a formação de uma cadeia de PPy, para 

desencadear a etapa de eletropolimerização sobre a superfície eletródica, que 

está representado na Figura 14 [153]. 

Figura 13: Voltamogramas cíclicos de A) Pirrol 3,0x10-2 mol L-1 em tampão fosfato (pH 7,0, 0,1 

mol L-1) e tampão fosfato, com velocidade de varredura de 50 mV s-1; B) eletropolimerização de 

pirrol na superfície do GCE/rGO/AuNPs no intervalo de potencial de 0,0V a 1,0V, por 5 ciclos em 

tampão fosfato (0,1 mol L-1, pH 7,0) contendo 5,0×10-4 mol L-1 de (D)-limoneno e  5,0×10-4 mol L-

1 de (L)-limoneno, com velocidade de varredura de 20 mV s-1. 
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Fonte: Reproduzido e adaptado de Gvozdenović et al [153]. Reproduzido sob política de acesso 

aberto, Association of Chemical Engineers of Serbia, Copyright 2014. 

Nessa etapa foi feita a caracterização eletroquímica por técnica de CV 

para visualizar as etapas de construção do sensor, conforme mostra a Figura 15, 

usando uma solução contendo 5,0x10-3 mol L-1 [Fe(CN)6]-3 em 0,1 mol L-1 de KCl. 

Estão presentes os voltamogramas das seguintes etapas: o eletrodo limpo 

(GCE); a eletrodeposição do rGO (GCE/rGO), em que se nota um aumento do 

pico em relação ao GCE, comprovando o aumento da condutividade do eletrodo 

quando modificado com esse nanomaterial; eletrodeposição das AuNPs 

(CGE/rGO/AuNPs), observando novamente um aumento do pico de corrente; 

eletropolimerização do PPy (GCE/rGO/AuNPs/MIP), apresentando uma queda 

de corrente e indicando que o filme recobriu o eletrodo e bloqueou a sua 

superfície, impedindo a transferência eletrônica; e perfil do NIP, verificando que 

não existe diferença significativa em comparação com o MIP, somente uma 

diferença da corrente capacitiva.  

Figura 14: Mecanismo de eletropolimerização do PPy. 
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Fonte: elaborado pelo autor. 

Foi usada uma solução de NaOH 0,1 mol L-1 para a superoxidação do PPy, 

usando 5 ciclos sucessivos em CV na faixa de potencial 0,0 V a 1,5 V com 

velocidade de varredura de 50 mV s-1 , com o intuito de remover os analitos da 

matriz polimérica e formar as cavidades seletivas para posterior reconhecimento 

do alvo de interesse, com perfil de oxidação indicado pela Figura 16. Observa-

se um pico anódico formado em 1,3 V, atribuído à superoxidação do PPy que 

ocorre facilmente na presença de um nucleófilo forte, devido à inserção de 

grupos carbonila na estrutura do filme e à perda da carga positiva de Py+ 

[154,155], facilitando a extração dos enantiômeros de limoneno na matriz 

polimérica, formando então as cavidades. Nota-se que após o primeiro ciclo há 

um decréscimo na corrente, relacionado com a perda de condutividade de PPy 

[57].  

Figura 15: Voltamogramas cíclicos para GCE, GCE/rGO, GCE/rGO/AuNPs, 

GCE/rGO/AuNPs/MIP e GCE/rGO/AuNPs/NIP. As medidas foram realizadas em solução de 

concentração 5,0×10-3 mol L-1 de [Fe(CN)6]-3 e KCl  0,1 mol L-1, na faixa de potencial de -0,2 V a 

0,6 V (50 mV s-1). 
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Fonte: elaborado pelo autor. 

4.2.2 Processo de religação 

Nas etapas de religação, foi feita inicialmente uma saturação do 

enantiômero (D)-limoneno 1,0×10-6 mol L-1 em solução de tampão fosfato 0,1 

mol L-1, pH 7, durante 5 minutos sob baixa agitação com o intuito de religar os 

analitos nos sítios desse enantiômero e garantir a saturação das cavidades, 

sendo feita uma varredura em DPV para avaliar a corrente obtida. 

Posteriormente o eletrodo foi imerso em solução do outro isômero, (L)-limoneno, 

1,0×10-7 mol L-1 em solução de tampão fosfato 0,1 mol L-1, pH 7 durante 5 

minutos sob agitação, sendo feita novamente uma varredura em DPV e 

calculando então a variação de corrente e fazendo a determinação do (L)-

limoneno pelo método de análise one-by-one [139,140]. Para padronização, é 

feito primeiro a saturação com o (D)-limoneno, no entanto é obtida a mesma 

resposta se a saturação for feita com o outro enantiômero inicialmente. Quando 

ocorre a religação dos analitos há uma queda na corrente obtida do par redox de 

Figura 16: CV para superoxidação do GCE/rGO/AuNPs/MIP durante 5 ciclos em NaOH 0,1 mol 

L-1, velocidade de varredura de 50 mV s-1, no intervalo de 0 V a 1,5 V. 
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ferricianeto de potássio, devido a indisponibilidade dos sítios para a sonda atingir 

a superfície do eletrodo, e com isso é possível calcular a variação de corrente 

obtida entre uma religação e outra. Após esse processo, para a determinação do 

enantiômero (D), é feita novamente o processo de extração no mesmo eletrodo, 

para remover os analitos da matriz polimérica e então é feita a saturação do (L)-

limoneno (1,0×10-6 mol L-1 em solução de tampão fosfato 0,1 mol L-1, pH 7) 

durante 5 minutos e a posterior determinação do (D)-limoneno (1,0×10-7 mol L-1 

em solução de tampão fosfato 0,1 mol L-1, pH 7), pelo mesmo procedimento 

reportado anteriormente.  

Para monitorar as etapas após a formação do filme polimérico, foi feita a 

caracterização do eletrodo usando a sonda eletroquímica em técnica de CV 

(Figura 17).  

Fonte: elaborado pelo autor. 

Figura 17: Voltamogramas cíclicos para GCE/rGO/AuNPs/MIP antes da extração, após a 

extração e após as religações do (D) e (L)-limoneno. As medidas foram realizadas em solução 

de concentração 5,0×10-3 mol L-1 de [Fe(CN)6]-3 e KCl  0,1 mol L-1, na faixa de potencial de -0,2 

V a 0,6 V (50 mV s-1). 
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Na formação do filme não é possível observar picos pois este está 

recobrindo toda a superfície do eletrodo, porém, após o processo de extração e 

a formação das cavidades seletivas, nota-se que há um ganho de corrente no 

voltamograma ocasionado pela sonda atingindo a superfície eletródica pelos 

sítios formados. Posteriormente, após a saturação do (D)-limoneno ocorre um 

decréscimo na intensidade de corrente, o que confirma a formação de cavidades, 

mostrando que estas foram preenchidas parcialmente e que a sonda sofre um 

bloqueio ao atingir a superfície pelas cavidades. Após a religação com o (L)-

limoneno, ocorre novamente mais uma queda na corrente pelo bloqueio da 

sonda de atingir a superfície, que indica que ainda havia cavidades disponíveis 

para serem preenchidas. Isso se dá, pois, as cavidades formadas são seletivas 

para cada enantiômero, então o (D)-limoneno não preencheu todas os sítios 

formados inicialmente mesmo estando em uma concentração mais alta que o 

outro enantiômero, devido à alta seletividade dos MIPs. 

4.2.3 Otimização de parâmetros da construção do eletrodo 

A otimização de parâmetros que influenciam na construção do sensor é 

uma etapa essencial no seu desenvolvimento, pois afetam diretamente o 

desempenho analítico. Estes parâmetros influenciam diretamente na espessura 

e estabilidade física do MIP, corroborando para obtenção de uma maior 

seletividade para a detecção dos analitos de interesse. Foram otimizados 

parâmetros como o número de ciclos voltamétricos de eletropolimerização, a 

concentração do monômero funcional, pH de eletropolimerização, quantidade de 

ciclos de extração e o tempo de religação. Ressalta-se que todos os parâmetros 

mencionados foram investigados via DPV avaliando a variação de corrente 

obtida empregando uma sonda eletroquímica de K3[Fe(CN)6] 5,0×10−3 mol L-1 

em solução de 0,10 mol L−1 KCl. Assim, a eficiência do sensor 

GCE/rGO/AuNPs/MIP foi avaliada por meio da variação de corrente da sonda 

antes e depois da religação das moléculas de limoneno às cavidades formadas 

no filme polimérico, escolhendo os valores que apresentaram uma maior 

variação, que está relacionado com a melhor condição do sensor. 
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4.2.3.1 Efeito da concentração do monômero funcional 

A concentração do monômero e da molécula molde influenciam 

diretamente na espessura do filme polimérico no processo de 

eletropolimerização e a consequente formação das cavidades seletivas. Logo, 

na fase de otimização da concentração, a concentração de analitos foi fixada em 

5,0×10−4 mol L−1 de cada isômero, enquanto a concentração de Py foi variada 

na faixa de 5,0×10−3 mol L-1 a 9,0×10−2 mol L-1. É possível observar (Figura 18) 

que a resposta máxima do sensor é alcançada na concentração de 3,0×10−2 mol 

L-1.  

Fonte: elaborado pelo autor. 

Em concentrações mais baixas, a resposta é consideravelmente mais 

baixa que o ponto ótimo, fato relacionado à baixa formação de cavidades 

seletivas e a formação de um filme não muito estável. Ao analisar concentrações 

mais elevadas, a resposta do sensor também decresce significativamente. Este 

fato está relacionado ao excesso de monômero na solução de 

eletropolimerização, tornando a quantidade de limoneno insuficiente para 

interagir com o polímero e a formação de um filme espesso, então, nota-se uma 

redução de detectibilidade no dispositivo para detecção dos analitos [156]. 

Figura 18: Variação de corrente obtida no estudo da influência da concentração de Py durante 

a eletropolimerização do MIP, monitorado por DPV e sonda eletroquímica de K3[Fe(CN)6] 

5,0×10−3 mol L-1 em solução de 0,10 mol L−1 KCl. 



57 
 

Portanto, a concentração ideal de Py para a formação do filme MIP é 3,0×10−2 

mol L-1.  

4.2.3.2 Efeito da quantidade de ciclos de eletropolimerização 

Este parâmetro é fundamental para determinar a espessura do filme 

polimérico formado na superfície do eletrodo. Desta maneira, a Figura 19 

apresenta a resposta do sensor sendo elevada em relação a quantidade de 

ciclos aplicados até 5 ciclos, indicando fortemente um aumento de detectibilidade 

e de cavidades formadas após o processo de eletropolimerização. Abaixo disso 

a variação de corrente obtida é menor devido a formação de um filme com baixa 

cobertura, resultando a formação de um filme com poucas cavidades formadas.  

Fonte: elaborado pelo autor. 

A resposta do sensor diminui significativamente acima de 5 ciclos devido 

a formação de um filme muito espesso, dificultando a transferência de massa na 

interface eletrodo/solução [156]. Assim, 5 ciclos voltamétricos foi considerado  

como a quantidade ideal para a eletropolimerização do filme de PPy com 

impressão molecular na superfície do dispositivo. 

Figura 19: Estudo da influência da quantidade de ciclos durante a eletropolimerização do MIP, 

monitorado por DPV em  K3[Fe(CN)6] 5,0×10−3 mol L-1 em solução de 0,10 mol L−1 KCl. 
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4.2.3.3 Efeito do pH de eletropolimerização 

O pH de eletropolimerização é outro parâmetro essencial na construção 

do sensor. Uma faixa de pH de 6,0 a 8,0 foi empregada para avaliar o processo 

de eletropolimerização utilizando solução tampão fosfato 0,1 mol L-1. Conforme 

apresentado na Figura 20, é possível observar uma resposta máxima do sensor 

em pH 7,0. Entretanto, em pH abaixo de 7,0 a variação de corrente obtida é 

menor e em pH básico ocorre uma queda significativa de sinal. Este fato indica 

um favorecimento nas interações entre as unidades de PPy e os enantiômeros 

de D) e (L)-limoneno causado em meio neutro [156]. Logo, o pH 7,0 foi fixado 

para o preparo da solução para condução do processo de eletropolimerização. 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Figura 20: Variação de corrente obtida no estudo do pH durante a eletropolimerização do MIP, 

monitorado por DPV e sonda eletroquímica de K3[Fe(CN)6] 5,0×10−3 mol L-1 em solução de 0,10 

mol L−1 KCl. 
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4.2.3.4 Efeito da quantidade de ciclos de extração  

O próximo parâmetro estudado foi a extração da molécula molde no filme 

formado na superfície eletródica. Para remover o analito da matriz polimérica foi 

utilizada a extração eletroquímica, realizando uma superoxidação em meio 

alcalino com base forte, em que o eletrodo de trabalho foi submetido a 

sucessivos ciclos voltamétricos na faixa de potencial de 0 V a 1,5V em solução 

de NaOH 0,1 mol L-1. Conforme a Figura 21, é possível observar que foi estudado 

entre 3 e 7 ciclos voltamétricos, sendo que o ponto definido como ótimo foi de 5 

ciclos. Abaixo da quantidade de ciclos ideal observa-se que a variação de 

corrente é menor, indicando que as moléculas não foram extraídas com 

eficiência. Já acima de 5 ciclos, o filme é oxidado em excesso, provocando uma 

diminuição da detectibilidade do sensor [156]. Nesta etapa foi obtido o 

GCE/rGO/AuNPs/MIP. 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Figura 21: Variação de corrente obtida no estudo dos ciclos de extração, monitorado por DPV e 

sonda eletroquímica de K3[Fe(CN)6] 5,0×10−3 mol L-1 em solução de 0,10 mol L−1 KCl. 
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4.2.3.5 Efeito do tempo de religação  

O último parâmetro otimizado foi o tempo de religação do analito na 

superfície polimérica, que também influencia no desempenho analítico. Após a 

formação das cavidades dos analitos no processo de extração, o eletrodo é 

imerso em soluções contendo (D) e (L)-limoneno em tampão fosfato pH 7,0, sob 

agitação, para que os analitos se religuem nas suas cavidades específicas. A 

faixa estudada para esse parâmetro variou entre 1 e 10 minutos para cada 

analito, sendo que com 5 minutos foi obtida a melhor resposta. Após esse tempo 

foi observada variação de corrente praticamente estável, conforme Figura 22, 

indicando que as cavidades disponíveis formadas já foram preenchidas com o 

analito de interesse e foi atingido o equilíbrio de adsorção. Abaixo de 5 minutos 

a resposta decaiu consideravelmente, mostrando que o tempo de interação não 

foi o suficiente para preencher as cavidades disponíveis na superfície do eletrodo 

[156]. Sendo assim, 5 minutos foi escolhido como o tempo ideal para religação 

de cada analito. 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Figura 22: Variação de corrente obtida no estudo do tempo de religação, monitorado por DPV e 

sonda eletroquímica de K3[Fe(CN)6] 5,0×10−3 mol L-1 em solução de 0,10 mol L−1 KCl. 
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 A Tabela 3 mostra um resumo dos parâmetros analisados, a faixa de 

intervalo estudada e o valor definido como ótimo. 

Tabela 3: Parâmetros experimentais otimizados que influenciam o desempenho analítico do 

GCE/rGO/AuNPs/MIP. 

Parâmetros Intervalo  Condições otimizadas 

Concentração de Py (mol L-1) 5,0×10-3-9,0×10-2  3,0×10-2 

Ciclos de eletropolimerização 1-9  5 

pH de eletropolimerização 6,0-8,0 7,0 

Ciclos de extração 3-7 5 

Tempo de religação 1-10 minutos 5 minutos 

Fonte: elaborado pelo autor. 

4.2.4 Caracterização do eletrodo  

As modificações na superfície do eletrodo foram verificadas por SEM e 

EDS. A Figura 23A mostra a superfície do GCE limpa, sem nenhuma modificação. 

A Figura 23B apresenta o eletrodo modificado com rGO, em que é possível 

observar nanofolhas de rGO dispersas homogeneamente pela superfície do 

eletrodo. Na Figura 23C é demonstrado o eletrodo após a modificação com as 

AuNPs, em que é possível ver nanoesferas de ouro dispostas sobre as folhas do 

rGO. A Figura 23D representa o eletrodo após a etapa de eletropolimerização, 

em que é possível observar a formação de um filme homogêneo sobre a 

superfície, sendo que se pode afirmar que foi formado um filme fino sobre a 

superfície pois é possível ver nanopartículas dispersas sob o filme.  A análise de 

EDS (Figura 23E) confirma a presença de nanopartículas de ouro, apresentando 

três picos característicos em aproximadamente 1,65, 2,15 e 2,40 keV, com um 

diâmetro médio de 36 nm (n=100), conforme mostra o histograma da Figura 23F. 
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Fonte: elaborado pelo autor. 

O sensor também foi caracterizado por EIS, que fornece informações da 

superfície do eletrodo/solução, que foi estudada usando sonda eletroquímica de 

K3[Fe(CN)6] com concentração de 5,0×10-3 mol L-1 em KCl 0,1 mol L-1, e é 

representado por diagramas de Nyquist. Nesses diagramas, quando a solução 

está em altas frequências ocorre a formação de semicírculo, em que seu 

tamanho está relacionado diretamente com a resistência de transferência de 

Figura 23: Imagens de SEM com magnitude de 10.000x para A) GCE, B) GCE/rGO, C) 

GCE/rGO/AuNPs e D) GCE/rGO/AuNPs/MIP, E) espectro de EDS e F) histograma da 

distribuição do tamanho das nanopartículas (n = 100). 

 

 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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carga (RCT). Já em baixas frequências, é possível observar uma região mais 

linear. Conforme apresentado na Figura 24A é feita a caracterização até a 

formação do MIP, enquanto a Figura 24B é demonstrado as etapas a partir da 

formação do MIP. Além disso, na inserção da figura está representado o circuito 

equivalente de Randles de acordo com os dados experimentais obtidos, em que 

está presente a resistência da solução (RS), a RCT, o elemento de fase 

constante (CPE, do inglês constant phase element) e o elemento de difusão de 

impedância de Warburg (W), sendo que os dados são discutidos em termos de 

RCT.  

Analisando os diagramas da Figura 24A, é possível observar um 

semicírculo bem definido para o GCE, que apresentou uma RCT de 425 Ω. Já 

para o GCE/rGO nota-se que houve a formação de um semicírculo 

extremamente pequeno, com RCT de 12,7Ω e no GCE/rGO/AuNPs um 

semicírculo ainda menor, com valor de RCT de 3,2 Ω. Essa queda de resistência 

está atrelada ao fato de que há um aumento da transferência eletrônica ao 

modificar o eletrodo com esses nanomateriais, então a superfície eletródica não 

apresenta valores de resistência significativos, estando em concordância com as 

caracterizações por CV (Figura 15 e Figura 17). Posteriormente, nos eletrodos 

GCE/rGO/AuNPs/MIP e GCE/rGO/AuNPs/NIP observa-se novamente a 

formação de semicírculos bem definidos, com RCT de 605 Ω e 609 Ω, 

respectivamente. O aumento de valor é devido a resistência da superfície após 

modificação da superfície com o filme de PPy, sendo que não há diferença 

aparente e em termos de resistência entre o MIP e o NIP.  

Os diagramas da Figura 24B foram feitos a partir da formação do filme 

polimérico. Para a etapa de extração observa-se um pequeno semicírculo 

formado, que ocorre devido ao aumento de transferência de carga na superfície 

do eletrodo pelas cavidades formadas fazendo com que a sonda atinja a 

superfície do eletrodo, ou seja, a resistência é baixa (169 Ω . Já para as etapas 

de religação do (D) e (L)-limoneno é observado a formação de semicírculos bem 

definidos, pois as cavidades foram preenchidas e a sonda não atinge a superfície, 

então a resistência de carga aumenta consideravelmente, 592 Ω e 725 Ω para a 

religação com o (D) e (L)-limoneno, respectivamente. Os dados obtidos pela EIS 

estão concordantes às respostas obtidas por CV.  
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Fonte: elaborado pelo autor. 

O XPS também foi empregado para avaliar as modificações realizadas na 

construção do eletrodo GCE/rGO/AuNPs/MIP, pois é uma técnica versátil que 

verifica a região superficial (<5 nm) e identifica os elementos presentes nas 

amostras, determina a sua composição e analisa a estrutura das ligações 

químicas e estados de oxidação [157].  Na Figura 25 é possível observar os 

espectros de C1s, O1s, Au4f e N1s presentes no GCE/rGO/AuNPs/MIP 

deconvoluidos. O espectro de C1s é deconvoluído em 6 componentes presentes 

na amostra para o átomo de carbono no rGO, dentre estes a ligação C–C sp2 

aromático em maior predominância em torno de 284,4 eV, que corresponde a 

aproximadamente 62% da amostra, e em intensidades menores estão presentes 

a ligação C–H (285,2 eV), C–O (286,5 eV), carbonila (C=O), em 287,9 eV e 

carboxila (O–C=O) em 288,9 eV. É observado também dois picos deconvoluídos 

referente as transições π → π* em aproximadamente 291 eV e 292,5 eV, que 

acaba gerando uma assimetria no pico C–C aromático [158].  

No espectro de oxigênio O1s o pico é deconvoluído em quatro diferentes 

espécies presentes para o rGO, em maior intensidade tem presente a ligação 

O–C, em 532,5 eV. Há também a presença de O=C em 531,5 eV e O–C=O, em 

Figura 24: Diagrama de Nyquist para A) GCE, GCE/rGO, GCE/rGO/AuNPs, 

GCE/rGO/AuNPs/MIP e GCE/rGO/AuNPs/NIP e B) GCE/rGO/AuNPs/MIP antes da extração, 

após a extração e após as religações do (D) e (L)-limoneno. As medidas foram realizadas em 

solução de concentração 5,0×10-3 mol L-1 de [Fe(CN)6]-3 e KCl  0,1 mol L-1, em faixa de frequência 

de 100 kHz a 0,1 Hz, amplitude de 0,01 VRMS
 e potencial de 0,22V..   
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533,5 eV. É possível observar um pico de pequena intensidade em 

aproximadamente 535,3 eV que é correspondente a água molecular, geralmente 

encontrada em nanoestruturas de carbono [157,158].   

Fonte: elaborado pelo autor. 

Já para o espectro de ouro Au4f nota-se a presença de três diferentes 

componentes deconvoluídas que confirma a modificação da superfície do 

eletrodo com ouro, a espécie Au2O3, em aproximadamente 85 eV e 88,5 eV, a 

espécie AuSO4, com picos em 86,3 eV e 90 eV, e a espécie de ouro metálico, 

em 83,9 e 87 eV. No último espectro, referente ao N1s, o pico é deconvoluído 

em dois componentes, a piridina, em 398,1 eV, e N–C, em 401 eV, pico 

tipicamente atribuído ao pirrol nessa energia de ligação [158]. 

4.2.5 Desempenho analítico do eletrodo GCE/rGO/AuNPs/MIP 

Com o intuito de avaliar o desempenho do sensor foram construídas as 

curvas analíticas para o (D) e (L)-limoneno. A capacidade do sensor de 

Figura 25: Espectros deconvoluídos de XPS para C1s, O1s, Au4f e N1s. 
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reconhecer as moléculas de (D)-limoneno foi inicialmente avaliada por DPV por 

meio de variação de resposta do sensor utilizando a sonda eletroquímica após o 

processo de religação, usando inicialmente uma solução mais concentrada de 

(L)-limoneno de 1,0×10-7 mol L-1 em tampão fosfato pH 7,0 com o intuito de 

saturar as cavidades enantiosseletiva desse isômero, com posterior religação 

em soluções de diferentes concentrações do enantiômero (D) em tampão fosfato 

pH 7,0, durante 5 minutos. Neste sentido, a inserção da Figura 26 indica que a 

corrente de pico da sonda eletroquímica decresce inversamente proporcional à 

concentração de (D)-limoneno, sendo que este fato é atribuído a ocupação das 

cavidades formadas ao longo de toda a extensão do filme polimérico. 

Adicionalmente, a Figura 26 também apresenta a curva analítica construída para 

esse enantiômero em duas faixas de trabalho: 2,0×10-12 mol L-1 a 1,0×10-11 mol 

L-1 e 1,0×10-11 mol L-1 a 1,0×10-10 mol L-1, sendo que a primeira faixa, por ser 

mais sensível, foi usada para construção das figuras de mérito. A equação de 

regressão linear obtida foi Δi (A  = 7,94 + 5,77×105 C (mol L-1), com um 

coeficiente de relação de 0,990. O LD encontrado foi de 1,8×10-12 mol L-1, LQ de 

5,5×10-12 mol L-1 e SA 5,7×105 A L mol-1 (n=3).  

A existência de duas faixas lineares é explicada pela formação de 

cavidades possuindo diferentes afinidades com a molécula de interesse, sendo 

que em concentrações menores do analito as moléculas ocuparão 

preferencialmente as cavidades superficiais e com maior afinidade, e, com isso, 

as regiões mais internas da superfície do eletrodo, que possui as cavidades com 

menor afinidade, serão ocupadas por último. Em razão disso, a inclinação da 

segunda faixa diminui devido à transferência massa dificultada que o analito 

enfrenta para alcançar essas cavidades internas [111,156]. Além disso, também 

foi estudado o NIP da curva analítica sob as mesmas condições experimentais, 

mas na ausência dos analitos de interesse na formação do filme para avaliar a 

formação das cavidades impressas, sendo que foi observado que não houve 

uma variação considerável de corrente, indicando que não há a formação de 

sítios. 
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Fonte: elaborado pelo autor. 

Após, foi construída a curva analítica para o (L)-limoneno, sendo feita a 

saturação do enantiômero (D) em concentração 1,0×10-7 mol L-1 em tampão 

fosfato 0,1 mol L-1 com pH 7,0 por 5 minutos e a posterior religação do 

enantiômero (L) em diferentes concentrações por 5 minutos cada, também em 

tampão fosfato 0,1 mol L-1, pH 7,0. O perfil observado (Figura 27) foi o mesmo 

para o (D)-limoneno e a faixa de trabalho estudado também foi o mesmo. A 

equação de regressão obtida foi Δi (A  = 6,17 + 6,17×105 C (mol L-1), com LD de 

1,4×10-12 mol L-1, LQ de 4,3×10-12 e SA de 6,17×105. Essa é a primeira 

abordagem analítica reportada para a determinação enantiosseletiva de (D) e 

(L)-limoneno. Há alguns trabalhos na literatura para determinação de um único 

Figura 26: Curva analítica para o eletrodo GCE/rGO/AuNPs/MIP após 5 minutos de religação 

em diferentes concentrações de (D)-limoneno. Inserção: DPV para o eletrodo 

GCE/rGO/AuNPs/MIP após 5 minutos de religação em diferentes concentrações. As medidas 

foram realizadas em solução de concentração 5,0×10-3 mol L-1 de [Fe(CN)6]-3 e KCl  0,1 mol L-1, 

com velocidade de varredura de 50 mV s-1. 
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enantiômero, o (D)-limoneno [58–61,64,65,68], com LD na escala mili e 

micromolar.  

Fonte: elaborado pelo autor. 

4.2.6 Estudo de seletividade 

Sensores baseados em MIP possui como principal característica a 

seletividade. Entretanto, pode ser possível que moléculas com os mesmos 

grupos funcionais ou com tamanho similar ao analito de interesse possa interferir 

no processo de reconhecimento molecular, sendo necessário realizar análises 

para verificar a eficiência do sensor construído [143,156]. A avaliação da 

seletividade do sensor é feita durante a etapa de religação, em que a solução é 

preparada com diferentes moléculas que possam atuar como possíveis 

interferentes. No caso desse trabalho, o estudo foi realizado com outros terpenos 

Figura 27: Curva analítica para o eletrodo GCE/rGO/AuNPs/MIP após 5 minutos de religação 

em diferentes concentrações de (L)-limoneno. Inserção: DPV para o eletrodo 

GCE/rGO/AuNPs/MIP após 5 minutos de religação em diferentes concentrações. As medidas 

foram realizadas em solução de concentração 5,0×10-3 mol L-1 de [Fe(CN)6]-3 e KCl  0,1 mol L-1, 

com velocidade de varredura de 50 mV s-1. 
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e moléculas presentes em óleo essencial de laranja (que tem como principal 

composto o (D)-limoneno), como o mirceno, valenceno e sabineno, e o óleo 

essencial de pinho (que tem como principal composto o (L)-limoneno), avaliando 

moléculas como borneol, terpineno e canfeno. Todas as moléculas usadas na 

etapa de religação estavam na concentração de 1,0×10-7 mol L-1 em tampão 

fosfato 0,1 mol L-1 pH 7,0.  

Os resultados obtidos para possíveis interferentes do (D)-limoneno estão 

representados na Figura 28, sendo avaliada a variação de corrente obtida em 

DPV de cada molécula em comparação com a variação de corrente obtida para 

o (D)-limoneno (n=3). Observa-se que a variação de corrente para o (D)-

limoneno é o que possui a maior intensidade, com um valor de variação de 

corrente de aproximadamente 18,5 µA. Para as outras moléculas, o valor da 

variação de corrente obtido é muito baixo. Pode-se afirmar que as cavidades na 

matriz polimérica foram formadas com sucesso e que são seletivas para a 

determinação do (D)-limoneno, pois como os sítios formados são seletivos em 

tamanho e conformação do analito de interesse, esses interferentes presentes 

ficam impedidos de penetrar efetivamente nas cavidades impressas na 

superfície do eletrodo. Isso se dá devido à diferença de afinidade entre as 

cavidades e os possíveis interferentes, o que dificulta a interação com a matriz 

polimérica. Foi feito também o estudo do NIP, como não são formadas cavidades 

a variação de corrente obtida foi atribuída à adsorção dos compostos na 

superfície do eletrodo.  

Foram calculados os valores do fator de impressão (α  (Equação 3) e o 

fator de seletividade (β  (Equação 4). Quanto ao valor de α, relacionado com a 

existência de cavidades formadas para a molécula de interesse, foi obtida uma 

maior resposta para o (D)-limoneno, indicando um melhor reconhecimento dessa 

molécula. Para as moléculas de possíveis interferentes, o esperado é que o valor 

seja o menor possível e mais próximo de 1, apontando que na etapa de religação 

os valores encontrados estão próximos dos valores para o NIP, que indica que 

essas moléculas não se religaram nas cavidades formadas. Quanto ao fator de 

seletividade, que indica a formação de cavidades seletivas para o analito de 

interesse, é possível identificar que há uma maior afinidade com a molécula de 
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(D)-limoneno, apontando uma maior seletividade para esse analito já que os 

valores para os possíveis interferentes são maiores que 1, conforme Tabela 4. 

α =  
𝛥 𝑀𝐼𝑃

𝛥 𝑁𝐼𝑃
 (Equação 3) 

β =  
α (limoneno)

α (interferente)
 (Equação 4) 

Fonte: elaborado pelo autor. 

 

  

Figura 28: Variação de corrente monitorada usando sonda [Fe(CN)6]-3 5,0×10-3 mol L-1 em KCl  

0,1 mol L-1, com velocidade de varredura de 50 mV s-1. obtida para os eletrodos 

GCE/rGO/AuNPs/MIP e GCE/rGO/AuNPs/NIP após 5 minutos de religação em solução contendo 

1,0×10-7 mol L-1 de cada molécula em tampão fosfato 0,1 mol L-1, pH 7,0. 
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Tabela 4: Parâmetros de seletividade avaliados para o eletrodo GCE/rGO/AuNPs/MIP em 

relação à detecção de (D)-limoneno. 

Molécula MIP (µA) NIP (µA) α β 

Limoneno 18,4 3,58 5,14 1,00 

Mirceno 4,29 1,96 2,19 2,35 

Valenceno 4,12 1,50 2,75 1,87 

Sabineno 2,43 2,29 1,02 5,04 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Foi feito o estudo também para possíveis interferente para o (L)-limoneno, 

com terpenos, moléculas com estrutura similar e presentes em óleo essencial de 

pinho (Figura 29). Foi observado que não houve variação de corrente 

significativa para as moléculas estudadas como possíveis interferentes, 

indicando que as cavidades são seletivas para o (L)-limoneno. 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Figura 29: Variação de corrente monitorada usando sonda [Fe(CN)6]-3 5,0×10-3 mol L-1 em KCl  

0,1 mol L-1, com velocidade de varredura de 50 mV s-1. obtida para os eletrodos 

GCE/rGO/AuNPs/MIP e GCE/rGO/AuNPs/NIP após 5 minutos de religação em solução contendo 

1,0×10-7 mol L-1 de cada molécula em tampão fosfato 0,1 mol L-1, pH 7,0 
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Foi calculado os valores de α e β para cada molécula, conforme Tabela 5. 

Tabela 5: Parâmetros de seletividade avaliados para o eletrodo GCE/rGO/AuNPs/MIP em 

relação à detecção de (L)-limoneno. 

Molécula MIP (µA) NIP (µA) α β 

Limoneno 18,4 3,58 5,14 1,00 

Borneol 4,14 2,23 1,86 2,76 

Terpineno 3,22 1,84 1,75 2,94 

Canfeno 4,33 1,64 2,64 1,95 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Analisando o fator de impressão, a maior resposta foi encontrada para o 

(L)-limoneno, o que indica um maior reconhecimento dessa molécula. Para o 

fator de seletividade, é possível identificar que há uma maior afinidade com a 

molécula de (L)-limoneno também, mostrando uma maior seletividade para o 

analito. Esses resultados confirmam que os sítios formados na superfície do 

eletrodo são seletivos para o reconhecimento das moléculas de limoneno.  

4.2.7 Estudo de repetibilidade e estabilidade  

Análises intradia e interdia foram usadas para monitorar a resposta do 

sensor. Para a realização das análises intradia, um único sensor foi construído 

para a realização de 10 detecções sucessivas de (D) e (L)-limoneno. As medidas 

foram realizadas por DPV e foi calculado o desvio padrão relativo (DPR) dos 

valores obtidos, conforme Figura 30A. Ao final de cada medida, o sensor foi 

submetido ao processo de superoxidação para remoção das moléculas 

presentes nas cavidades impressas visando a regeneração desses sítios, para 

que o processo de detecção fosse realizado novamente. Assim, o valor médio 

das respostas obtidas nessas medidas foi 9,8 μA, com  PR de 4,8% (n = 10 , 

sendo calculada a variação de corrente entre as etapas de religação dos dois 

enantiômeros. No monitoramento interdia, 10 diferentes sensores foram 

construídos nas mesmas condições em diferentes dias, sendo calculada a 

variação de corrente entre a etapa de extração e a religação dos dois 

enantiômeros, conforme Figura 30B. O valor médio obtido das respostas neste 

estudo foi 17,4 μA, com  PR de 4,3% (n = 10). 
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Fonte: elaborado pelo autor. 

A avaliação da estabilidade do eletrodo GCE/rGO/AuNPs foi realizada 

através de um único sensor que, após preparado, foi condicionado após a etapa 

de religação por 16 dias em contato com o ar em temperatura de 25 ºC. Então, 

foram feitas medidas em dias alternados em DPV, usando uma sonda redox para 

a avaliação dos processos de extração e religação da molécula molde. A partir 

deste estudo, o sensor apresentou uma corrente de 13 μA com  PR de 4,9% (n 

= 7). Ao término de 16 dias foi preservado cerca de 89% da magnitude de 

corrente obtida inicialmente (Figura 31). Logo, os resultados obtidos nos estudos 

de repetibilidade e estabilidade mostram que o sensor GCE/rGO/AuNPs/MIP 

pode ser aplicado para determinação das moléculas enantioméricas de limoneno 

com uma grande repetibilidade e estabilidade. 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Figura 30: Estudo de repetibilidade com 10 medidas A) intradia e B) interdia. 

Figura 31: Estudo de estabilidade durante 16 dias. 
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4.2.8 Determinação do (D) e (L)-limoneno em óleo essencial de 

laranja e pinho 

Com o intuito de avaliar a aplicabilidade do sensor proposto, este foi 

aplicado em óleo essencial de laranja, que possui como principal composto o 

(D)-limoneno, e óleo essencial de pinho, que possui como principal composto o 

enantiômero (L). Não houve necessidade de pré-tratamento de amostra.  

O óleo essencial de laranja foi diluído em acetonitrila e posteriormente em 

tampão fosfato 0,1 mol L-1 pH 7,0 para ser usado na etapa de religação, usando 

o método de adição de padrão para determinação do (D) e (L) limoneno (Figura 

32) nessa amostra, que consiste em adicionar concentrações conhecidas do 

analito de interesse à amostra. Foi construída uma curva analítica para obtenção 

do sinal analítico e extrapolação da reta até o eixo das abcissas para 

determinação do valor em amostra. 

Para a determinação do (D)-limoneno (Figura 32A), o sensor foi 

construído em todas as condições otimizadas e na etapa de religação foi feita a 

saturação do (L)-limoneno em concentração de 1,0×10-7 mol L-1 em tampão 

fosfato 0,10 mol L-1, pH 7,0 por 5 minutos, e a posterior religação com a amostra 

(concentração desconhecida). As concentrações conhecidas adicionadas de 

padrão de (D)-limoneno foram 10, 20 e 30 pmol L-1. A concentração de (D)-

limoneno encontrada em óleo essencial de laranja, já considerado o fator de 

diluição, foi de 8,7×10-2 ± 6,0×10-3 mol L-1 (11,7 ± 0,7 g L-1) (n=3). Para a 

determinação do (L)-limoneno (Figura 32B), foi feita a superoxidação da 

superfície do eletrodo para regenerar as cavidades, com a posterior saturação 

dos sítios de (D)-limoneno com solução em concentração de 1,0×10-7 mol L-1 em 

tampão fosfato 0,1 mol L-1, pH 7,0 por 5 minutos, com a religação posterior de 

(L)-limoneno. As concentrações conhecidas adicionadas de padrão de (L)-

limoneno foram 1,0, 2,0 e 3,0 pmol L-1. A concentração de (L)-limoneno 

encontrada em óleo essencial de laranja, já considerado o fator de diluição, foi 

de 1,1×10-3 ± 2,0×10-4 mol L-1 (0,15 ± 0,02 g L-1) (n=3).  
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Fonte: elaborado pelo autor. 

Para a determinação de limoneno em óleo essencial de pinho foi adotada 

a mesma abordagem usada para determinação em óleo essencial de laranja. É 

possível observar as curvas analíticas do (D) e (L)-limoneno na Figura 33. 

O padrão de (D)-limoneno (Figura 33A) adicionado à amostra foi nas 

concentrações de 1,0, 2,0 e 3,0 pmol L-1. A concentração de (D)-limoneno 

encontrada em óleo essencial de pinho, já considerado o fator de diluição, foi de 

1,0×10-4 ± 1,5×10-5 mol L-1 (0,014 ± 1,7×10-3 g L-1) (n=3). Na determinação do 

(L)-limoneno (Figura 33B), as concentrações conhecidas adicionadas de padrão 

de (L)-limoneno também foram 1,0, 2,0 e 3,0 pmol L-1. A concentração de (L)-

limoneno encontrada em óleo essencial de pinho, já considerado o fator de 

diluição, foi de 3,7×10-3 ± 3,3×10-4 mol L-1 (0,51 ± 0,05 g L-1) (n=3). 

Fonte: elaborado pelo autor. 

Figura 32: Curvas de adição de padrão para determinação da A) (D)-limoneno e B) (L)-limoneno 

em óleo essencial de laranja. 

Figura 33: Curvas de adição de padrão para determinação do A) (D)-limoneno e B) (L)-limoneno 

em óleo essencial de pinho. 
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Os valores obtidos de (D) e (L)-limoneno para os óleos essenciais de 

laranja e de pinho condizem com o reportado na literatura que em frutas cítricas 

a concentração de (D)-limoneno é muito maior que a concentração de (L)-

limoneno, muitas vezes sendo até desprezada. Já para o óleo de pinho, essa 

relação está mais próxima, porém a concentração majoritária presente é de (L)-

limoneno para as árvores de pinho. 

Como parâmetro de avaliação foi feito o ensaio de recuperação, com a 

finalidade de avaliar se a concentração encontrada corresponde à adicionada, 

representado na Tabela 6. Para esse estudo, foi feita a recuperação de (D)-

limoneno em óleo essencial de laranja e (L)-limoneno em óleo essencial de pinho, 

pois são os enantiômeros majoritários em sua respectiva amostra. Analisando 

os valores de recuperação, que variam de 90,5% a 112,6%, e os desvios todos 

abaixo de 5%, pode se afirmar que o eletrodo GCE/rGO/AuNPs/MIP possui  uma 

grande precisão para a determinação do enantiômero de limoneno. 

Tabela 6: Determinação de (D) e (L)-limoneno em óleo essencial de laranja e pinho, 

respectivamente (n=3). 

Amostra 

Quant. 

adicionada 

(10-11 mol L-1)  

Quant. 

detectada 

 (10-11 mol L-1)  

Recuperação 

(%) 

RSD 

(%) 

Óleo 

essencial 

de laranja 

- 8,63 ± 0,46 - - 

1 9,74 ± 0,51 111,1 4,9 

2 10,44 ± 0,52  90,4 4,7 

3 11,60 ± 0,33 99,2 2,7 

Fonte: elaborado pelo autor. 

  

Óleo 

essencial de 

pinho 

- 3,74 ± 0,31 - - 

1 4,87 ± 0,20 112,6 4,0 

2 5,91 ± 0,09 108,3 4,1 

3 6,63 ± 0,07 96,1 2,4 
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5 Conclusões 

Neste trabalho, um sensor eletroquímico para a determinação 

enantiosseletiva de (D) e (L)-limoneno foi desenvolvido pela eletropolimerização 

de filme de PPy na presença das duas moléculas enantioméricas, em superfície 

de GCE modificado com rGO e AuNPs. Foram feitas caracterizações por meio 

das técnicas de CV, DPV, EIS, XPS, SEM e EDS, que confirmaram que as 

modificações na superfície do eletrodo foram realizadas com eficiência e de 

modo satisfatório, pois apresentaram todas as características já reportadas na 

literatura. 

Todas as otimizações realizadas na construção do sensor permitiram uma 

melhor resposta analítica, pois foram responsáveis diretamente para obtenção 

de formação de cavidades seletivas do eletrodo GCE/rGO/AuNPs/MIP. 

Parâmetros como concentração do monômero, quantidade de ciclos de 

eletropolimerização, pH de eletropolimerização, quantidade de ciclos de 

extração e tempo de religação foram avaliados pela variação de corrente obtida 

entre as etapas de extração e religação por meio de DPV.    

Após a otimização de todos os parâmetros experimentais, foram 

construídas as curvas analíticas para ambos os enantiômeros, que 

apresentaram como faixa de trabalho 2,0×10-12 mol L-1 a 1,0×10-11 mol L-1, com 

baixos LD (1,8×10-12 mol L-1 para p (D)-limoneno e 1,4×10-12 mol L-1 para o (L)-

limoneno).  

O estudo de seletividade mostrou que há uma grande afinidade para a 

molécula de limoneno na superfície do eletrodo, e que apresenta seletividade 

para o reconhecimento dos enantiômeros desse analito. 

O sensor apresentou repetibilidade intra e inter-dia no estudo com 10 

medidas realizadas, com desvio padrão abaixo de 5%. O sensor construído 

também apresentou uma grande estabilidade, pois manteve a corrente inicial em 

aproximadamente 89% por 16 dias consecutivos. 

O eletrodo GCE/rGO/AuNPs/MIP foi aplicado em amostra de óleo 

essencial de laranja, que é obtido a partir da casca da fruta, e em amostra de 

óleo essencial de pinho, obtido do fruto. Os valores encontrados de (D)-limoneno 

em óleo de laranja, composto principal da amostra, foi de 11,7g L-1 e de (L)-

limoneno em óleo de pinho, também sendo o composto principal, foi de 0,51 g L-



78 
 

1. A recuperação variou de 90,5% a 112,6%. Todos os estudos realizados 

mostram a viabilidade de aplicação do sensor proposto, além de ser possível a 

sua aplicação para determinação de outros enantiômeros de interesse.  
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