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Impacto potencial da pesquisa

A construcdo de sensores eletroquimicos vem ganhando grande
notoriedade na literatura devido a sua capacidade de detectar uma gama de
substancias relevantes para diversas areas, possuindo uma grande
sensibilidade e seletividade e permitindo o desenvolvimento de metodologias
inovadoras. Sendo assim, nessa dissertacdo, a determinacao enantiosseletiva
de moléculas de limoneno usando sensor eletroquimico baseado em polimero
molecularmente impresso € altamente vantajosa, considerando que o (D) e (L)-
limoneno coexistem em diversas espécies de pinheiro e nos residuos
agroindustriais de laranja, sendo que cada enantibmero possui sua propria
aplicacdo. Portanto, a disponibilidade de um método Unico, agil e seletivo para
identificar ambas as moléculas trardo grande impacto e contribuicdo cientifica,
atuando como uma alternativa eficiente, visto que ndo ha nenhum método
eletroanalitico para determinacao de ambos os analitos em um Gnico dispositivo.
Além disso, esse trabalho esta relacionado ao projeto de fruto-refinaria, que visa
0 reaproveitamento de residuos agroindustriais com o intuito de dar uma
destinacdo mais favoravel a esses residuos, 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 € um composto terpeno monociclico que possui dois isémeros, o (D)
e (L)-limoneno, encontrados em diferentes quantidades e propor¢cées em
diversas frutas citricas, arvores de pinho, horteld e manjericdo, e as diferentes
aplicacoes desse composto depende do enantiomero (D) ou (L), sendo muito
usado na industria alimenticia, de cosméticos, farmacéutica e de produtos de
limpeza. Este composto pode ser obtido a partir de destilacdo a vapor de casca
e da polpa citrica que sao resultantes da producao do suco, por 6leos prensados
a frio ou da desterpenacédo de outros Oleos. Sendo assim, é extremamente
relevante o desenvolvimento de métodos para determinagdo desse composto
enantiomérico. A determinacdo de enantidmeros tem sido feita por métodos
analiticos envolvendo técnicas cromatogréficas, espectroscopicas e
eletroquimicas. Dentre as técnicas eletroquimicas, a utilizacdo de sensores
eletroquimicos tem apresentado grande destaque na literatura pelas excelentes
caracteristicas apresentadas, como grande seletividade, baixos limites de
deteccdo, menor custo instrumental, menores volumes de amostra necessario
para as analises e a possibilidade de portabilidade. Neste contexto, esse trabalho
teve como objetivo a construgdo de um sensor eletroquimico para determinacao
enantiosseletiva de (D) e (L)-limoneno, obtidos a partir de dleos essenciais de
laranja e pinho. Esse sensor, constituido de um eletrodo de carbono vitreo, foi
modificado com nanoparticulas de ouro em o6xido de grafeno reduzido, sendo
essa superficie nanoestruturada recoberta com um polimero molecularmente
impresso  de polipirrol, formando o GCE/fGO/AuNPs/MIP. O sensor foi
caracterizado por voltametria ciclica, espectroscopia de impedéancia
eletroquimica, espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios-X e
microscopia eletrbnica de varredura, com o intuito de confirmar as modificac6es
feitas na superficie do eletrodo. O sensor desenvolvido teve como figuras de
mérito para o (D)-limoneno um limite de deteccdo de 1,8x101? mol L%, limite de
quantificacdo de 5,5x101% mol L e sensibilidade amperométrica de 5,8x10% A L
mol, em faixa linear de estudo que variou de 2,0x1012a 1,0x101* mol L1. Para
o (L)-limoneno, o limite de deteccéo, limite de quantificacdo e sensibilidade
amperomeétrica foram, respectivamente, 1,4x1012 mol L%, 4,3x10?% mol L e
6,2x10% A L mol, com a mesma faixa linear estudada que o (D)-limoneno. O
sensor foi aplicado em amostras de 6leo essencial de laranja e de pinho, para
determinacdo de ambos enantibmeros, encontrando como produto majoritario no
6leo de laranja o (D)-limoneno, em uma concentragdo de (11,7 +0,7 g L'1) (n=3),
e no Oleo de pinho o (L)-limoneno foi o composto majoritario, com uma
concentracdo de (0,51 + 0,05 g L) (n=3). O sensor exibiu uma melhor
seletividade para o limoneno em comparacdo com possiveis interferentes
presentes em ambos 0s 0leos essenciais, como mirceno, valenceno e sabineno
para o Oleo de laranja e borneol, terpineno e canfeno para oleo de pinho. A
repetibilidade intradia foi estudada com 10 medidas em um mesmo eletrodo,
tendo um desvio padrdao relativo de 4,8%, repetibilidade interdia com a
construcéo 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; enantibmeros; nanoparticulas; 6xido de grafeno;
impressao 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 1.8x101'2 mol L%, limit of quantification 5.5x10*? mol L' and
amperometric sensitivity of 5.8x10°> A L mol?, in a linear range of 2.0x101? a
1.0x10* mol L. For the (L)-limonene, the limit of detection, limit of quantification
and amperometric sensitivity was, respectively, 1.4x1012 mol L, 4.3x10*2 mol
L1 e 6.2x108 A L mol?, 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%, and in pine oil the (L)-limonene is the
main compound, with a concentration of 0.51 g LX. 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 Introducéo

1.1 Fruticultura

A fruticultura é um setor muito relevante na agricultura mundial e brasileira.
Estima-se que o Brasil produziu cerca de 42 milhGes de toneladas de frutas no
ano de 2021, gerando uma receita de mais de R$ 49,8 bilhdes, ficando atras
apenas da China, que produziu cerca de 265 milhdes de toneladas de frutas, e
da india, que produziu 92 milhdes de toneladas [1]. As frutas com as maiores
producdes no Brasil sdo 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
estdo diretamente relacionados com as boas condi¢des climaticas do pais em
todas as estacdes do ano. Estima-se que a producgéo de frutas no ano de 2023
tenha atingido a marca de 58 milhGes de toneladas, segundo dados fornecidos
pela Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) [1].

O crescimento da fruticultura é extremamente importante para o
desenvolvimento do pais, 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
ndo houve expansdo da area de cultivo geral, porém teve um aumento da
produtividade por hectare [1].

A regido Sudeste do Brasil € a maior produtora do setor de frutas no pais,
sendo responsavel por aproximadamente 41% de toda a producéo nacional, que
corresponde a aproximadamente 16,9 milhdes de toneladas de frutas produzidas
anualmente, seguido pelas regides Nordeste (21,5%), Sul (17,3%), Norte (14,5%)
e Centro-Oeste (5,8%). Conforme dados de 2020, foi plantado no estado de S&o
Paulo mais de 2,5 milhdes de hectares de frutas, sendo a maior producdo do
estado a laranja, totalizando 12,5 milhées de toneladas e representando 76%
referente a producéo total nacional, seguida de liméo, com uma producéo de 1,1
milhdo de toneladas, banana (1 milhdo 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 exportacéo do suco [1].

No ano de 2021, o Brasil foi responsavel pela exportacao de 1,2 milhdo

de toneladas de frutas, totalizando uma receita de mais de US$1 bilhdo. Ja para
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0 ano de 2022, notou-se uma ligeira queda na exportacéo, sendo de 1 milh&o de
toneladas de frutas exportadas nesse ano com uma receita de US$970 milhdes.
Essa queda esta diretamente relacionada pela crise geopolitica centrada no
continente europeu, que é o principal mercado, e a crise econdmica 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 recuperacao no mercado
internacional de exportagdo, e, junto com a alta produtividade e o clima favoravel
do ultimo 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 responséavel por uma parcela de importacdo de frutas
internacionais, chegando na faixa de 200 mil toneladas em 2022 [1].

No mercado interno, as frutas séo principalmente vendidas in natura e em
forma de suco e doces. No processamento industrial dessas frutas sdo gerados
residuos que podem ser descartados de forma irregular, contribuindo com a
contaminacdo do meio ambiente [2,3] e colaborando com o desperdicio de
diversos compostos, uma vez que esses residuos podem gerar compostos com
alto valor agregado [4]. No caso da laranja, a fruta com a maior produ¢ao no pais,
os residuos sdo constituidos principalmente de casca, sementes e bagaco,
correspondente a 50% da massa total da fruta [5,6]. Quando manejado, esse
descarte pode resultar na obtencdo de subprodutos com alto valor agregado
como acgucares, pectina, flavonoides e 6leos essenciais, que tem como principal
constituinte o limoneno, que é muito utilizado principalmente nas industrias
quimica, farmacéutica, alimenticia e de cosméticos [5,7]. Sendo assim, no
conceito da fruto-refinaria € importante o reaproveitamento desses residuos para

obtencéo desses compostos que possuem alto valor agregado.

1.2 Limoneno
Os Oleos essenciais vém ganhando destaque devido as suas
propriedades biolégicas e amplo uso em alimentos, cosméticos e industria
farmacéutica de uma maneira geral. O limoneno é um dos principais compostos
encontrado em diversos 0leos essenciais reportados na literatura, principalmente
em Oleo essencial de frutas citricas como a laranja, tangerina e o liméo [8]. No
caso do 6leo essencial de laranja, que € obtido principalmente na casca da fruta,

a concentracdo de limoneno presente pode chegar de 36% até 95% da
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composicao total, sendo que essa variacéo esta diretamente relacionada com a
espécie da fruta, do cultivo, de fatores ambientais e da forma em que o 6leo
essencial foi extraido, tendo como principal composto o enantidmero (D) [8-11].
Esse composto também é encontrado amplamente em 6leos essenciais de pinho,
com uma variagao na concentracao de acordo com a espécie da arvore. No caso
da Picea abies, a concentracdo 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 6leo
de menta e horteld [13—-16] e em uma menor quantidade em manjericdo [17].

O limoneno, 1-metil-4-(1-metilfenil)ciclohexeno, de férmula CioHis, € um
composto terpeno monociclico que possui dois isbmeros 6ticos, 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 proporc¢des nas formas oticamente ativas ou como uma
mistura racémica [18]. Estes compostos podem ser obtidos a partir de destilacao
a vapor de casca e polpa da laranja [19,20], resultantes da producao do suco, e

Oleos prensados a frio ou da desterpenacdao de oOleos [21].

Figura 1: Representacdo das moléculas de (D)-limoneno e (L)-limoneno.

CH
CH3 ?
H\\“ "IJH
H,C*~ ~CH
HyC” SCH, 2 3

Fonte: elaborado pelo autor.

Embora ambos os isbmeros tenham propriedades similares, o uso
preferencial de cada um depende da finalidade para a qual € empregado. O (D)-
limoneno é um solvente eficaz para a remoc¢ao de graxas e 0leos, além de ser
utilizado na fabricacdo de plasticos, borrachas, tintas e vernizes, na area de
cosméticos e produtos de higiene pessoal, como sabonetes e shampoo e na
industria farmacéutica [7,18,21]. J4 o (L)-limoneno € usado principalmente na

industria de alimentos e bebidas como um saborizante natural, devido a
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diferentes propriedades organolépticas em relacdo ao (D)-limoneno, e na
producao de produtos de limpeza [16,18,22].

Esses compostos isoméricos apresentam baixa toxicidade, ndo sé&o
mutagénicos nem carcinogénicos e sao amplamente utilizados em diversas
areas, como na industria farmacéutica na prevencao de doencas degenerativas,
no tratamento de cancer e antitumoral [23,24], em antioxidantes e ansioliticos
[25,26], em repelentes [27] e inseticidas [18,28], em cosméticos e como
fragrancia de perfumes e sabonetes [18,29], na indUstria de bebidas e alimenticia
[18,29,30] e em produtos de limpeza [18,29,31,32].

Com essa gama de aplicacdes, a determinacdo analitica dos isémeros
oticos do limoneno é extremamente relevante e fundamental no processo de

reaproveitamento dos residuos dentro da biorrefinaria.
1.3 Métodos de determinacdo de limoneno

Na literatura séo reportados diferentes métodos para a determinacdo do
limoneno, dentre estes, podem ser citados a determinacdo por cromatografia
gasosa e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS)
[833-42], GC-MS com micro extracdo em fase solida (HS-SPME) [43-47] e
acoplada a espectrometria de massas em tandem [48], GC com deteccdo de
ionizacdo de chama [49-51], cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
[52,53], cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem
[54] e ultra-HPLC [55].

Apesar dos métodos cromatogréaficos apresentarem grande seletividade
e baixos LD, as técnicas eletroanaliticas apresentam vantagens em relacao a
estes por terem um baixo custo relativo, possuir excelente sensibilidade e
seletividade, menor tempo de analise, 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 nao ha
relatado de nenhum método analitico utilizando sensores eletroquimicos para
determinacao enantiosseletiva do (D)- e (L)-limoneno.

Ha também sensores encontrados na literatura para a determinagéo do
limoneno, dentre estes foram reportados trabalhos que utilizam uma
microbalanca de cristal de quartzo (QCM) e acoplada a um nariz Optico para

resposta em vapores de éalcoois [58-63]. E reportado também um eletrodo
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baseado em grafeno dopado com enxofre, utilizado para determinacéo do (D)-
limoneno em bebidas e que apresenta um limite de deteccdo (LD) de 3,0x10%
mol L* [64], um sensor eletroguimico de nanoparticulas de ouro (AuNPS)
derivadas com tiol para determinacéo de limoneno em amostra real de hélito de
paciente com cirrose, com LD de 2,0x10* mol L [65], um biossensor com
transistor de efeito de campo de grafeno para atuar como um nariz bioeletrénico
para determinar moléculas de odores, dentre estas o limoneno [66], um conjunto
de sensores baseados em compdsito de carbono e polimero, para determinar
compostos organicos volateis secretados por plantas quando atacada por
insetos, tendo como um dos principais compostos o limoneno [67]. Por fim, sédo
reportados semicondutores de 6xido metélico quimiorresistivo, com respostas de
2,5 a 100 ppb para (D)-limoneno, tendo como melhor resposta o sensor baseado
em WOs [68].

1.4 Sensores eletroquimicos

Os sensores eletroquimicos sao dispositivos em que um eletrodo é usado
como um elemento transdutor e ocorre uma reacao de reducdo ou oxidacado na
sua superficie, sendo que a resposta obtida é um sinal elétrico detectavel que
pode ser em potencial, corrente ou condutividade [69]. Existem diferentes tipos
de sensores, sendo que recebe destague 0s sensores potenciométrico,
amperomeétrico, condutimétrico, impedimétrico e voltamétrico. A diferenca entre
esses sensores esta relacionada com a forma em que € feita a andlise e da
resposta obtida. Os sensores potenciométricos sao usados para medir a
diferenca de potencial proporcional a atividade de um sistema; o0s
amperomeétricos possuem um potencial fixo definido aplicado entre os eletrodos
de referéncia e de trabalho, em que € analisada a variacdo de corrente como
resposta da reacdo ocorrendo na superficie do eletrodo; os sensores
condutimétricos possui uma variacdo de condutividade elétrica ocorrendo no
meio reacional; impedimétricos medem a impedancia elétrica do sistema, que se
refere a resisténcia a passagem de corrente no eletrodo; e 0s sensores
voltamétricos monitora a corrente elétrica em fungcédo do potencial aplicado [69—
71].

Em adicdo as vantagens ja apresentadas para o uso de sensores

eletroquimicos frente a outros métodos, esses dispositivos podem ser portateis,
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vestiveis e de facil miniaturizacdo. Além disso, estes podem ser modificados com
espécies imobilizadas na superficie do eletrodo, com o intuito de melhorar seu
desempenho analitico, melhorar a seletividade, a detectibilidade e a area
superficial, por facilitar a transferéncia de carga [72]. Uma grande quantidade de
materiais tem sido estudada para modificar a superficie dos eletrodos, dentre
esses tém-se 0s hanomateriais de carbono [73], como grafeno, 6xido de grafeno
reduzido (rGO, do inglés reduced graphene oxide) [74], fulereno [75] e nanotubos
de carbono [76]. Outros nanomateriais materiais sdo usados para a modificacéo
de sensores eletroquimicos, como as nanoparticulas metalicas [77,78]. Para
aumentar a seletividade dos sensores, tem sido muito reportado eletrodos
modificados baseados em polimeros molecularmente impresso, os MIPs (do
inglés — molecularly imprinted polymer) [79,80]. Para essas modificacbes na
superficie do eletrodo é necessario fazer a escolha de um substrato que possua
uma superficie que seja reprodutivel e de facil modificacdo, como os eletrodos
de carbono vitreo (GCE, do inglés glassy carbon electrode), podendo ser
estudada em uma ampla janela de potencial e a alta resisténcia quimica e
mecanica [72,81]. Portanto, modificar a superficie eletrodica com os materiais
supracitados auxilia no aumento da performance analitica dos sensores para a

determinacao de compostos de interesse.
1.4.1 Oxido de grafeno reduzido

Materiais baseado em carbono sédo formados por uma ou mais camadas
em configuracdo hexagonal, sendo que os carbonos possuem hibridizagdo sp?,
formando diferentes estruturas alotropicas [56,82]. A forma alotropica de grafeno,
material bidimensional e formada por uma monocamada densamente
empacotada e com uma nuvem eletrénica formada por elétrons 1 conjugados, é
usada na construcdo de sensores por possuir propriedades intrinsecas para a
melhora na resposta obtida, como uma boa flexibilidade e forca mecénica,
condutividade elétrica e um consequente aumento na area superficial,
aumentando a deteccao do analito alvo [74,83]. No entanto, o grafeno possui um
alto custo para sua producéo e processamento e uma falta de escalabilidade na
sua producéo, inviabilizando a producdo em grandes quantidades, o que acaba

restringindo o uso para modificagdo da superficie eletrédica [74,84].
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O oxido de grafeno (GO, do inglés graphene oxide) € um composto
guimicamente modificado, formado a partir de oxidacdo e uma esfoliacdo de
grafite. O GO possui uma grande quantidade de compostos oxigenados em sua
estrutura, com hibridizacdo sp2, o que causa um aumento na distancia interplanar.
O custo do GO € bem mais baixo em relacdo ao grafeno, e o fato de ser um
material com facil dispersdo em agua o torna atrativo para modificacdo de
eletrodos pois seu manuseio € simples [85,86]. No entanto, o0 GO possui um
transporte elétrico limitado pela funcionaliza¢cdo do oxigénio em sua superficie
planar, tornando-o um isolante elétrico e perdendo condutividade [85]. Para
contornar esse problema é possivel reduzir o GO quimica, térmica ou
eletroquimicamente, transformando-o em o6xido de grafeno reduzido (rGO, do
inglés reduced graphene oxide), que possui estrutura e propriedades similares
ao grafeno [87]. A Figura 2 representa as etapas de oxidacéo e esfoliacdo do

grafite e reducéo do GO, respectivamente.

Figura 2: Esquema de obtenc¢éo do 6xido de grafeno reduzido a partir de grafite

Fonte: Reproduzido e adaptado com permissdo de Wiley, de Functional composite materials
based on chemically converted graphene, Bai, H., Li, C. e Shi, G., 23, 2011 [88]. Permisséo

concedida pela Copyright Clearance Center, Inc.
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O rGO, assim como o GO, pode ser produzido em grande escala e com
um baixo custo. A reducdo eletroquimica possui uma vantagem frente aos outros
métodos de reducdo do GO pois esta pode ser feita diretamente na superficie do
eletrodo, sendo possivel controlar a quantidade de material a ser reduzido pelos
parametros eletroquimicos 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 Nanoparticulas metalicas

O uso de nanoparticulas (NPs) metalicas em sensores eletroquimicos tem
sido bastante estudado, devido a sua propriedade eletrocatalitica sobre o
processo redox do analito de interesse e de condutividade elétrica, aumento da
area eletroativa superficial do eletrodo, facilitando o transporte de massa e a
transferéncia eletrénica, melhorando diretamente a resposta eletroquimica do
sensor. Essas particulas estdo na escala nano, variando de 1 a 100 nm [91,92].
Para a deposicado de NPs é possivel usar diferentes métodos, como a deposicao
quimica por vapor, em que ocorre a rea¢do de gases precursores na superficie
de um substrato, formando um filme [93], deposicdo por sol-gel, em que
precursores metalicos formam um gel no substrato, passando por um tratamento
térmico para a obtencéo de nanoparticulas [94], reducdo quimica com o uso de
agentes redutores de ions metalicos [95], reducao eletroquimica, que envolve o
uso de parametros como potencial, corrente e tempo de deposicdo para a
obtencdo das NPs [96], entre outras. Dentre esses métodos, a deposicdo
eletroquimica possui vantagens como o controle preciso da deposicdo e
disposicdo das nanoparticulas no substrato, gasto energético menor quando
comparado com outros métodos e deposicdo em um tempo mais curto [96].

Na literatura tem sido reportado varios tipos de NPs, tais como ouro, prata,
cobre, niquel, platina, ferro, ruténio 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 viavel aos eletrodos de ouro solido, pois possui as mesmas
propriedades, porém o seu custo € significativamente inferior [92,97-99].

As AuNPs foram reportadas na literatura para determinagao de diferentes
espécies enantioméricas, tais como o D-manitol [100], tirosina [101],
enantibmeros de naproxeno, um anti-inflamatério amplamente utilizado no
tratamento de doencas reumaticas [102], propranolol [103,104], tirosina e 3,4-
dihidroxifenilalanina [105].

Com as excelentes propriedades e aplicagbes mencionadas, as AuNPs
podem ser utilizadas na preparacdo de sensores eletroquimicos para
determinacdo de enantibmeros, visando o aumento na detectibilidade desse

dispositivo.
1.4.3 Polimeros molecularmente impresso

Com o intuito de tornar o sensor mais seletivo para o analito alvo, é
possivel modificar o eletrodo também com MIP. Sabe-se que em matrizes
complexas ha a presenca de diversas moléculas organicas 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 € um material sintético capaz de reconhecer seletivamente uma
molécula alvo, que é capaz de reproduzir interacdes seletivas como as de
receptores enzima/substrato [56].

Esse material € formado por uma solugdo contendo um ou mais
mondmeros e analitos de interesse, formando um filme polimérico [106].
Posteriormente, é realizada a extracdo da molécula molde da matriz polimérica,
visando a formacédo das cavidades seletivas no filme com significativa afinidade,
que sdo complementares em tamanho, forma, dimensédo, funcionalidade,
apresentando capacidade enantiosseletiva ao analito de interesse [107,108],
para que o alvo possa religar nesses sitios formados, superando muitas
limitacdes dos métodos de deteccao tradicionais [109].

O uso de MIPs para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos sao
muito atrativos na comunidade cientifica devido as suas vantajosas propriedades,
como sua alta afinidade com diversos analitos, seletividade, estabilidade quimica
aprimorada, facilidade de preparacao, versatilidade, detectibilidade, baixo custo,

baixo LD e aplicacdes praticas [106,109].
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Na etapa de sintese do MIP é extremamente importante escolher um
mondmero funcional eficiente para se obter cavidades altamente seletivas.
Dentre os mondmeros mais utilizados na literatura pode-se citar o pirrol [57],
anilina [110] e orto-fenilenodiamina [100]. O mon6mero pirrol (Figura 3) € capaz
de formar um filme com uma alta estabilidade quimica e mecanica e interage
facilmente com diversos substratos, além de apresentar comportamento
eletroquimico bem definido, tornando-o um monémero amplamente utilizado na
construcdo de MIPs [57], sendo polimerizado na superficie do eletrodo formando

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

rGO e MIP com PPy [111-113].
N

H

Figura 3: Estrutura molecular do pirrol.

Fonte: elaborado pelo autor.

Existem diversas formas de se fazer uma polimerizacéo, podendo citar a
polimerizacdo em bulk, por precipitacdo, suspensao, sol-gel, emulsdo e
eletropolimerizacdo [106,109]. A representacdo geral do processo de
polimerizacdo é mostrada na Figura 4. A eletropolimerizacéo € o mais adequado
pois apresenta algumas vantagens frente as outras formas de polimerizacéo,
como a possibilidade de ser feita diretamente na superficie do eletrodo, sendo
possivel controlar a espessura e adesdo do filme aplicando parametros
eletroquimicos e permitindo a formacdo de um filme fino, resultando em um

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

Figura 4: Esquema geral para a formacgéo de MIP.

@ Monémero funcional interferentes
’ Template
® m? 4+ I
oe% e + oF
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Fonte: elaborado pelo autor.
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1.4.4 Sensores para determinacédo de enantidmeros usando MIP

Na literatura sé@o reportados diversos sensores eletroquimicos para
determinacao enantiosseletiva baseados em MIP, dentre estes a determinacgéo
do (L)-triptofano e (L)-tirosina, com LD de 2,0 nmol Lt e 30,0 nmol L [115],
respectivamente, (D) e (L)-acido glutamico, feito em eletrodo de ouro e com LD
de 4,7 umol Lt e 5,9 ymol L1 [116], (D)- e (L)-cisteina, com LD atingindo a escala
femto, 49 fmol L* e 6,0 fmol L [117] e (D)- e (L)-histidina em transistor
eletroquimico organico, com LD de 10 nmol L?* e 0,1 ymol L* [118]. Outros
trabalhos reportados na literatura para determinacdo de enantibmeros estéo
listados na Tabela 1. No entanto, esses enantiomeros nédo sao determinados de
forma sucessiva em um mesmo sensor, sendo feita a construgcdo de dois
sensores para determinar cada enantidbmero de forma separada, fazendo com
gue a determinacdo enantiomérica seja mais laboriosa.

Os isomeros (D) e (L) do limoneno s&o enantiomeros, e, por isso,
possuem férmula molecular e comportamento eletroquimico idénticos, entretanto,
a forma estrutural da conformacao espacial € diferente, formando uma imagem
especular ndo sobreposta e fazendo com que seja possivel formar cavidades
molecularmente impressas que sejam seletivas para cada enantibmero [119],
que podem ser determinados de forma sucessiva. Como estes possuem as
mesmas caracteristicas redox, a determinacdo dos analitos deve ser feita de
forma indireta, usando uma sonda eletroquimica [120,121]. A escolha da sonda
deve ser feita considerando o tipo de andlise a ser feito e 0 substrato utilizado.
O par redox ferri-ferrocianeto de potassio € muito utilizado para medir a
transferéncia de carga pois é sensivel a alteracdes na superficie eletrédica, atil
para estudo em eletrodos modificados. Além disso, essa sonda é soluvel em
agua, implicando uma facilidade na sua preparacao, esta possui estabilidade,
gue torna o manuseio e o armazenamento da solugcédo mais facil, tem um menor
custo relativo quando comparado com outras sondas reportadas, possui reagcéo
redox reversivel, alternando entre os estados oxidado e reduzido do par
Fe(CN)s*/Fe(CN)s* com respostas estaveis, além de frequentemente ser
utilizado em trabalhos que tem GCE como substrato. Sendo assim, essa sonda

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

ENANTIOMERO MIP ELETRODO AMOSTRA FAIXA LINEAR LD REF
Fenilalanina Bis(bitienil)metano EG-FET? - D/L: 13,00-100,00 pM D/L:13,00 uM [124]
Fenilalanine Cloridrato de dopamina GCE/ITO BPE?2 Soro humano D/L: 0,0100-10000 nM Eggg pl\'\/l/l [125]

-5,90 p
Acido piroglutamico Acido 5-metil-2-tiofeno Grafite Aquosa D: 2,80-165,0 ng mL* D/L: 0,77 nM [126]
carboxilico L: 2,80-170,0 ng mL?
Acido aspartico NAPD? Grafite Aquosa D: 9,98-516,25 ng mL* D-1,71 nM [127]
L: 9,98-532,72 ng mL? L-1,76 nM
Acido aspaétrtico NAPD? Grafite Fluido cerebrospinal D: 9,98-522,35 ng mL* D-1,72 nM [127]
L: 9,98-532,72 ng mL? L-1,79 nM
Acido aspartico NAPD3 Grafite Aquosa D/L: 0,10-10,00 ng mL™! D-0,034 ng mL™* [128]
L-0,032 ng mL*
Acido aspartico NAPD? Grafite Fluido cerebrospinal D/L: 0,10-10,00 ng mL* D/L:0,31 ng mL? [128]
Acido aspartico Acido 3-indolacético Grafite Clinico/soro D: 0,15-7,40 uM D-25,00 nM [129]
sanguineo L: 0,15-8,64 uM L-16,00 nM
Metionina Benzidine Grafite Aquosa D:11,70-188,70 ng mL* D/L: 3,00 ng mL! [130]
L:11,70-206,30 ng mL"
Metionina Benzidine Grafite Fluido biolégico D/L:0,03-30,00 ng mL™* D/L: 0,0098 ng mL! [131]
Tlroxina 1,3-Diacroloilureia Ag Soro sanguineo D: 0,05-15,00 ng mL* D-0,0087 ng mL* [132]
L: 0,06-15,00 ng mL™ L-0,0088 ng mL"?
Tiroxina 1,3-Diacroloilureia Ag Farmacéutica D/L: 0,06-15,00 ng mL* D/L: 0,0084 ng mL! [132]
Tlroxina 1,3-Diacroloilureia Ag Aquosa D/L: 0,01-17,32 ng mL! D-0,0062 ng mL* [133]
L-0,0060 ng mL?!
Tlroxina 1,3-Diacroloilureia Ag Soro sanguineo D: 0,01-16,88 ng mL* D-0,0070 ng mL* [133]
L: 0,01-16,44 ng mL* L-0,0058 ng mL?
Tlroxina 1,3-Diacroloilureia Ag Farmacéutica D:0,01-17,32 ng mL* D-0,0068 ng mL* [133]
L: 0,01-17,20 ng mL* L-0,0060 ng mL?
Dihidroxifenilalanina Tetrametoxissilano Oxido de indio estanho - - D/L: 1,00 nM [134]
Dimetil Ferrocenil Etilamina Tetrametoxissilano Oxido de indio estanho - - D/L: 1,00 pM [134]
Triptofano Pyrrole GCE Fluido bioldgico D/L: 0,01-13,00 mM D-9,00/L-12,00 nM [135]
Talidomida Bisphenol A Microbalanga de cristal de . D:100-10000 ng mL™? D-0,00010 ng mL™? [136]
quartzo DL:100-2000 ng mL* DL-0,00013 ng mL?
Acido ascorbico Poli(acido anilina-ferroceno Grafite Aquosa D: 0,02-0,19 nM D-0,73 pM [137]
sulfénico) L: 0,02-0,18 nM L-0,82 pM
Acido malico 4-Gluconamidofenilmetacrilato ~ Microbalanca de cristal de Aquosa D: 20,00-190,00 ng mL* D-0,21 ng mL* [138]
quartzo L: 20,00-200,00 ng mL* L-0,18 ng mL™?

Fonte: elaborado pelo autor.

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

2 — GCE/ITO BPE - eletrodo de carbono vitreo/oxido de indio e estanho eletrodo bipolar

3 — NAPD - N-acriloil-pirrolidina-2, 5-diona
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Foram encontrados trés trabalhos em que isbmeros sdo determinados
sucessivamente em um mesmo eletrodo. Nos trabalhados relatados foram
determinados (D) e (L)-cisteina, usando uma combinacao de trés mondémeros,
acido metacrilico, amida acrilica e N-isopropilacrilamida, com LD de 0,61 pg mL"
1e 0,74 pg mL?1[139], (D) e (L)-acido aspartico, sendo polimerizado com o
mondmero N-acriloil-pirrolidina-2,5-diona (NAPD), com LD de 1,1 ng mLt e 1,2
ng mL 1 [140] e (D) e (L)-serina, usando acrilamida como monémero funcional,
com LD de 0,24 ng mL1e 0,25 ng mL* [141], respectivamente.

Para a determinacdo de dois analitos enantioméricos usando um anico
eletrodo modificado com MIPs, empregando uma abordagem denominada na
lingua inglesa “one-by-one” foram encontrados dois trabalhos [139,140] e um
usando a metodologia denominada “layer-by-layer” [141]. A determinagédo dos
analitos é feita de forma consecutiva, em que é determinado primeiro um analito
de interesse e posteriormente o seu enantibmero. Para a determinacdo de
analitos por técnicas voltamétricas € possivel fazer uma andlise direta, quando
0 analito possui processo redox, ou seja, € eletroativo. No caso de enantibmeros,
como estes possuem 0 mesmo comportamento eletroquimico, a determinacdo
direta ndo seria possivel pois 0 processo redox obtido seria no mesmo potencial,
entdo é necessario 0 uso da sonda para calcular a variacdo de corrente com o
intuito de diferenciar os isbmeros (D) e (L) [139,140].

A metodologia “layer-by-layer” consiste na formacao de duas camadas do
filme polimérico, uma correspondente ao enantiomero (D) e a outra camada

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

Figura 5: Representacdo da formacdo de duas camadas com enantibmeros especificos pela
abordagem “layer-by-layer” em superficie eletrddica.

s

+ Enantiémero (D)

¥ Enantiémero (L)

O Mondmero funcional

Fonte: elaborado pelo autor.
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Apesar de apresentar uma excelente seletividade ao analito de interesse,
essa abordagem apresenta alguns obstaculos como uma construcdo mais
demorada do eletrodo, ja que possui mais etapas de otimizacédo e de formacéo
do filme na superficie do eletrodo, além de formar cavidades mais internas com
uma maior dificuldade de acesso pelo analito de interesse e da sonda
eletroquimica [139].

Para contornar esses problemas, é possivel fazer a modificacado do sensor
com uma Unica camada de filme contendo os dois enantidmeros. A abordagem
“one-by-one” é feita com uma solucéo contendo monémero e os dois analitos
de interesse, formando uma matriz polimérica com os enantibmeros (D) e (L)
(Figura 6). Posteriormente, é feita a extragdo desses analitos, formando entéo
as cavidades complementares em tamanho, dimensdo, funcionalidade e
isomeria. A determinacdo consiste em saturar as cavidades do enantiomero (D)
com o seu analito (D)-especifico e fazer leituras por meio de voltametria de pulso
diferencial (DPV, do inglés differential pulse voltammetry) com auxilio de uma
sonda eletroquimica, resultando o preenchimento total dos sitios do enantibmero
(D) no filme polimérico, obtendo, entdo, um valor de corrente, restando somente
as cavidades do enantibmero (L) livres. Essas cavidades livres sdo entdo
preenchidas pelo analito (L)-especifico e é feita uma nova leitura por meio de
DPV, usando a sonda eletroquimica. E feita novamente a extracéo dos analitos,
posteriormente com a saturacdo do (L)-especifico para determinacdo outro
enantidmero [139,140].

Figura 6: Representagéo da formagcédo da camada com ambos enantidmeros pela abordagem “one-

by-one” em superficie eletrédica

Mondmero funcional

+ Enantidmero (D)
* Enantidmero (L)

Fonte: elaborado pelo autor.
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Sendo assim, visando uma maior seletividade na construcdo de um
sensor eletroquimico para determinacdo de compostos enantioméricos, torna-se
adequada a construcao de eletrodos baseados em MIP com modificagbes com
nanomateriais como rGO e NPs, objetivando uma maior resposta obtida,
tornando esse dispositivo com grande potencial. Além disso, ainda néo foi
reportado na literatura nenhum trabalho para determinacdo enantiosseletiva de

(D) e (L)-limoneno usando sensores eletroquimicos.
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5 Conclusodes

Neste trabalho, um sensor eletroquimico para a determinagéo
enantiosseletiva de (D) e (L)-limoneno foi desenvolvido pela eletropolimerizacéo
de filme de PPy na presenca das duas moléculas enantioméricas, em superficie
de GCE modificado com rGO e AuNPs. Foram feitas caracterizacdes por meio
das técnicas de CV, DPV, EIS, XPS, SEM e EDS, que confirmaram que as
modificagdes na superficie do eletrodo foram realizadas com eficiéncia e de
modo satisfatério, pois apresentaram todas as caracteristicas ja reportadas na
literatura.

Todas as otimizacdes realizadas na construcao do sensor permitiram uma
melhor resposta analitica, pois foram responséaveis diretamente para obtencdo
de formacdo de cavidades seletivas do eletrodo GCE/fGO/AuNPs/MIP.
Parametros como concentracdo do mondmero, quantidade de ciclos de
eletropolimerizagcdo, pH de eletropolimerizagdo, quantidade de ciclos de
extracao e tempo de religacdo foram avaliados pela variacdo de corrente obtida
entre as etapas de extracao e religacédo por meio de DPV.

ApOs a otimizacdo de todos o0s parametros experimentais, foram
construidas as curvas analiticas para ambos o0s enantibmeros, que
apresentaram como faixa de trabalho 2,0x10*? mol Lt a 1,0x10** mol L%, com
baixos LD (1,8x10*2 mol L para p (D)-limoneno e 1,4x10'?2 mol L para o (L)-
limoneno).

O estudo de seletividade mostrou que ha uma grande afinidade para a
molécula de limoneno na superficie do eletrodo, e que apresenta seletividade
para o reconhecimento dos enantibmeros desse analito.

O sensor apresentou repetibilidade intra e inter-dia no estudo com 10
medidas realizadas, com desvio padréo abaixo de 5%. O sensor construido
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 Oleo
essencial de laranja, que € obtido a partir da casca da fruta, e em amostra de
Oleo essencial de pinho, obtido do fruto. Os valores encontrados de (D)-limoneno
em 6leo de laranja, composto principal da amostra, foi de 11,7g L e de (L)-

limoneno em 6leo de pinho, também sendo o composto principal, foi de 0,51 g L
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1. A recuperagdo variou de 90,5% a 112,6%. Todos os estudos realizados
mostram a viabilidade de aplicacdo do sensor proposto, além de ser possivel a

sua aplicacao para determinagéo de outros enantiomeros de interesse.
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