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RESUMO

A vinhaga € um expressivo coproduto da destilagdo do etanol que apesar de ser considerada
poluidora, vem sendo utilizada como fertilizante nas planta¢fes de cana-de-acutcar, colocando
em risco a contaminacéo de aquiferos subterraneos e salinizagdo do solo. Cerca de 10 a 18 litros
de vinhaca sdo produzidos por litro de etanol destilado e sua constituicdo € de principalmente
sais de potéssio, calcio, magnésio e compostos organicos. Dentre estes, 0s polidis tornam-se
importantes compostos por estarem presentes em concentragfes altamente significativas e
também por apresentar expressiva importancia na industria farmacéutica e alimenticia. Com
isso, 0 conceito de biorrefinarias surge como a possibilidade das usinas terem um pleno
aproveitamento deste residuo, garantindo fins mais lucrativos e ecoldgicos. Assim, € de grande
importéncia o desenvolvimento de novos métodos para determinacdo desses compostos, com
destaque aos eletroanaliticos, que vem nos Gltimos anos se destacando por apresentar métodos
de analises confiaveis mesmo em baixas concentracbes do analito, pequenos volumes de
amostra e em matrizes complexas que requerem alta especificidade. Sendo assim, nesse
trabalho foi desenvolvido sensores eletroquimicos baseados na técnica de impressdo molecular,
capaz de produzir polimeros que incorporam as moléculas de interesse em sua estrutura e que
sdo capazes de formar locais especificos de reconhecimento molecular, tornando-se atrativos
devido a sua elevada seletividade e estabilidade. Em razéo disso, este trabalho tem como
objetivo a determinacédo de poliois utilizando sensores eletroquimicos baseados em polimeros
molecularmente impressos (MIP) em eletrodo de carbono vitreo (GCE) contendo 6xido de
grafeno reduzido (RGO) e nanoparticulas de 6xido de ouro (AuNP) e de déxido /hidréxido de
niquel (NiNP), como também a formacdo de um conjunto de nanoeletrodos arranjados
tridimensionalmente (3DNEE), a fim de aumentar a sensibilidade do sensor impresso devido a
existéncia de uma maior area superficial que esta diretamente relacionada com a quantidade de
sitios disponiveis para impressdo molecular. Os sensores desenvolvidos para determinagéo de
D-manitol (MIP/AuNP/RGO-GCE), mio-inositol (MIP/NINP/RGO-GCE) e L-arabitol
(MIP/3DNEE), foram caracterizados eletrogquimicamente por espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS), quimicamente por espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios
X (XPS) e morfologicamente por microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia de
forca atomica (AFM), mostrando que as modificagOes foram efetivamente realizadas na
superficie do eletrodo. Os resultados foram avaliados utilizando voltametria ciclica (CV) e de
pulso  diferencial (DPV), em que o hexacianoferrato (Fe(CN) 63"4') e
(ferrocenilmetil)trimetilamonio (FA®) foram utilizados como sonda eletroquimica. O método
analitico apresentou baixo limite de detecgdo, 7,7x10* mol L™ para D-manitol, 7,6x10™ mol
L para mio-inositol e 7,7x102° mol L* para L-arabitol, ampla faixa linear de resposta, boa
repetibilidade e estabilidade ap6s longo periodo de armazenamento. Os sensores foram
aplicados com sucesso na determinagao dos polidis em amostra de vinhaca de cana-de-agUcar,
com reconhecimento seletivo para a molecula alvo mesmo na presencga de interferentes. Os
ensaios de recuperacdo mostraram que o método analitico desenvolvido possui boa exatidao,
podendo ser considerado adequado para a deteccao e quantificacdo de polidis em vinhaca de
cana-de-agucar.

Palavras-chave: Oxidos metélicos. Oxido de grafeno reduzido. Impress&o molecular.
Eletropolimerizacdo. Conjunto de nanoeletrodos. Polialcoois.



ABSTRACT

Vinasse is an expressive co-product of ethanol distillation, which despite being considered
polluting, has been used as fertilizer in sugarcane plantations, which may put at risk the
contamination of groundwater and soil salinization. About 10 to 18 liters of vinasse are
produced per liter of distilled ethanol and its composition is mainly of salts of potassium,
calcium, magnesium and organic compounds. Among these, polyols become important
compounds because they are present in highly concentrations and also due to its importance in
the pharmaceutical and food industry. With this, the concept of biorefineries becomes a
possibility for the sugar cane plants to take full advantage of this residue, guaranteeing more
profitable and ecological ends. Thus, the development of new methods for the determination
of these compounds is very important, with emphasis on electroanalytical methods, which
recently has been presenting reliable methods of analysis even at low analyte concentrations,
small sample volumes and in complex matrices that require high specificity. So, in this work,
we developed electrochemical sensors based on the molecular imprinted technique, capable of
producing polymers that incorporate the molecules of interest in their structure and that are able
to form specific sites of molecular recognition. Therefore, this work reports the development
of an electrochemical method for the determination of polyols based on molecularly imprinted
polymers (MIP) using gold oxide nanoparticles (AuNP) and nickel oxide/hydroxide (NiNP)
anchored on reduced graphene oxide electrodeposited on GCE, as well as the formation of 3D
gold nanoelectrode ensembles (3DNEE), in order to increase the sensitivity of the imprinted
sensor due to the existence of a larger surface area that is directly related to the amount of
available sites for molecular imprinted. Sensors developed for determination of D-mannitol
(MIP/AuNP/RGO-GCE), myo-inositol (MIP/NINP/RGO-GCE) and L-arabitol (MIP/3DNEE)
were characterized electrochemically by electrochemical impedance spectroscopy (EIS),
chemically by X-ray spectroscopy (XPS), morphologically by scanning electron microscopy
(SEM) and atomic force microscopy (AFM), whenever possible, showing that the modifications
were effectively performed on the surface of the electrode. The results were evaluated using
cyclic voltammetric (CV) and differential pulse (DPV), in which hexacyanoferrate
(Fe(CN)&>*) and (ferrocenylmethyl)trimethylammonium (FA*) were used as electrochemical
probe. The analytical method presented low limit of detection, 7.7x107** mol L for D-manitol,
7.6x10™ ! mol L for mio-inositol and 7.7x1071° mol L* for L-arabitol, wide linear range of
response, good repeatability and stability after long storage period. The sensors were
successfully applied in the determination of the polyols in sample of sugarcane vinasse, with
selective recognition for the target molecule even in the presence of interferers. The recovery
tests showed that the analytical method developed has good accuracy and can be considered
suitable for the detection and quantification of polyols in sugarcane vinasse.

Keywords: Metal oxides. Reduced graphene oxide. Molecular imprinting.
Electropolymerization. 3D gold nanoelectrode ensembles. Polyalcohol
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1 INTRODUCAO

1.1 Vinhaca de cana de agucar

A vinhaca é um coproduto da agroindustria sucroalcoleira, obtida na etapa de destilacdo
do etanol. Apresenta-se na forma de solugéo escura, com baixo valor de pH e de forte odor.
Na sua composicao pode-se encontrar de 2 % a 8 % de sélidos dissolvidos, dos quais, 70 %
sdo de matéria organica. Essa alta porcentagem de matéria organica faz da vinhaca um
residuo altamente poluidor. A demanda bioguimica de oxigénio (DBO) pode atingir valores
ao redor de 20.000 mg/L, cerca de cem vezes maior que a do esgoto doméstico (1).

O destino mais comum para a vinhaca € a sua utilizacdo na propria plantagdo de cana-
de-acucar como fertilizante, devido a sua composicao mineral de cerca de 30 % de potassio,
além de nitrogénio e fosforo (Tabela 1) (2). No entanto, o uso da vinhaga no solo ndo esta
sujeita ao controle ambiental apropriado, podendo causar contaminagdo do lencol freatico,
salinizacdo do solo, lixiviacdo de metais e sulfatos, liberacdo de mau cheiro e emissao de
gases causadores do efeito estufa, como o Oxido nitroso (N20), que é cerca de 300 vezes
mais poluente que o didxido de carbono (CO>) (3) .

A producéo de vinhaga pode variar de 10 a 18 litros por litro de etanol destilado (4). A
producdo estimada de etanol no Brasil para a safra de 2017/2018 é de aproximadamente
26,4 bilhdes de litros. Em 2015, a producdo de etanol foi recorde, atingindo os 30 bilhdes
de litros (5). Isso significa que a producdo de vinhaca no pais pode atingir cerca de 330
bilhdes de litro por safra.

Neste contexto, varias pesquisas vém sendo desenvolvidas para encontrar usos e
tratamentos alternativos para a vinhaga, a fim de contornar o impacto ambiental e melhorar
a viabilidade econdmica e a sustentabilidade da producgdo através da cogeracdo de outros
produtos além de etanol e acucar.

Alguns dos destinos alternativos para a vinhaca séo a digestdo anaerdbica e aerdbica (3,
6, 7) para a producdo de energia (biogas), producdo de alimentos para gado (8) e reutilizacdo
em processos de fermentacdo (9). Outro destino alternativo € a utilizagdo das substancias
quimicas presentes em sua composi¢do, por recuperacdo dentro de instalacbes de
biorrefinarias, que possibilita a recuperacdo dos compostos presentes em sua constituicao
em produtos quimicos ou biocombustivel, proporcionando um melhor aproveitamento da

biomassa.
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A fracdo de matéria organica da vinhaca é composta basicamente de alcoois, agucares,
derivados de acucar, fenois e &cidos organicos (10, 11). Em particular, os derivados de
acucar estdo presentes na vinhaca em grandes quantidades porque eles sdo 0s principais
produtos da fermentacdo do acgUcar. Entre esses derivados estdo os polidis, também
conhecidos como polialcoois ou alcoois de agucar, que podem ser recuperados e reutilizados

pela industria por meio de uma biorrefinaria.

Tabela 1 - Composic¢do quimica da vinhagca em Kg/m?.

Composicao Concentracao
Carbono 19,2
Nitrogénio 1,2
Fosforo 0,2
Potassio 7,8
Calcio 3,5
Magnésio 1,0
Sulfato 6,4
Matéria organica 63,4

Fonte: adaptado de Silva, et al. (2).
1.2 Poliois

A composicao quimica da vinhaca de cana-de-agucar pode sofrer variagdes dependendo da
variedade e da qualidade da cana-de-agUcar, da época da colheita e do processo de destilacdo
utilizado. Apesar disso, as concentracfes de polidis encontrados na vinhaga sdo muito
significativas, alcangando valores de até 0.115g L™ (10, 12) . Os principais poliois encontrados
na vinhaga sdo: D-manitol, mio-inositol, L-arabitol e eritritol, sendo este ultimo menos
expressivo.

De modo geral, esses compostos possuem caracteristicas interessantes, como propriedades
adogantes, tamponantes, conservantes e antioxidantes, que permitem vérias aplicacdes na
industria alimenticia, farmacéutica e cosmética (13-15). Além disso, produtos extraidos a partir
de mateérias primas renovaveis sdo mais seguros e efetivos biologicamente para a alimentagéo

humana e animal do que produtos sintetizados (16). Assim, o desenvolvimento de rotas
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tecnoldgicas capazes de aproveitar a biomassa e obter produtos quimicos de médio e alto valor
agregado, vem se tornando um atrativo econdémico, estratégico e ecoldgico.
As caracteristicas de cada um dos poliois encontrados na vinhaga de cana-de-agucar, que

serdo o foco dessa tese, serdo descritas nas proximas secdes.

1.2.1 D-Manitol

O D-manitol ou hexan-1,2,3,4,5,6-hexol (Figura 1), € um poliol aciclico, considerado
um importante edulcorante de baixo valor caldérico, uma vez que é absorvido apenas
parcialmente pelo intestino delgado. Isso o torna muito atraente do ponto de vista da industria
alimenticia. Além disso, 0 D-manitol tem ampla gama de aplicacdo na industria farmacéutica,
atuando como facilitador no transporte de medicamentos e excipientes em comprimidos
(especialmente aqueles destinados a se dissolverem na boca, devido a agradavel sensacédo de
docura e frescor). Devido sua propriedade ndo higroscopica, é utilizado em comprimidos
contendo compostos sensiveis a umidade, tais como acido acetilsalicilico e vitamina C. Atua
também no controle osmotico (diurético), reducdo da pressao intracraniana pos-cirurgia (17),

anestésico (15) e também na sintese de medicamentos, como por exemplo, do Tamiflu (18).

Figura 1 - Estrutura do D-manitol.

Fonte: elaborado pelo autor.

1.2.2 Mio-inositol

O mio-inositol ou cis-1,2,3,5-trans-4,6-ciclohexanahexol (Figura 2), é um polialcool
ciclico e 0 mais prevalente entre os esteroisdmeros do inositol. E amplamente distribuido na
natureza e facilmente encontrado em animais, plantas, sementes, fungos e algumas bactérias
[1]. Avancos recentes mostraram que a molécula oferece beneficios essenciais para a saude

humana, auxiliando no tratamento e prevencao de diversas doencas. O mio-inositol demonstrou
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ser um eficiente agente antidepressivo, atuando nos disturbios associadas a ansiedade, como
distdrbios de panico e compulsdo alimentar (19, 20). Demostrou ser um eficaz inibidor do
desenvolvimento de tumores pulmonares em roedores atuando como agente quimiopreventivo
(21, 22). Apresentou bons resultados como suplemento dietético para o aumento da fertilidade
feminina, sendo considerado um bom agente no tratamento da sindrome de ovario policistico
(23). Além disso, pesquisas demonstraram que o nivel de mio-inositol no sangue pode auxiliar
no monitoramento do tratamento de doengas cardiovasculares (24), Alzheimer (25), diabetes e

doencas renais (26).

Figura 2 - Estrutura quimica do mio-inositol.
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Fonte: elaborado pelo autor.

1.2.3 L-Arabitol

L-arabitol, L-arabinitol ou (2S,4S)-pentano-1,2,3,4,5-pentol (Figura 3), é um polialcool
obtido a partir da reducdo da arabinose. Este alcool de acgucar, cristalino e incolor, tem uma
docura semelhante a sacarose, mas com baixas calorias devido & baixa absorcdo pelo trato
digestivo humano e portanto, pode ser usado na prevencao de depdsitos de gordura no trato
digestivo. Além disso, ndo favorece o crescimento bacteriano, o que significa que seu consumo,
ao contrario dos acucares, ndo leva formacao de caries (27, 28). Também € comumente utilizado
como excipientes em formulag¢Ges para comprimidos e em processos de liofilizagdo(29). Assim,

o L-arabitol é muito utilizado na industria alimenticia e farmacéutica.
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Figura 3 - Estrutura do L-arabitol.

Fonte: elaborado pelo autor.

1.3 Métodos de determinacao de polidis

Devido a sua estrutura poli-hidrica de facil oxida¢do, muitos métodos para quantificacdo de
polidis encontrados na literatura sdo baseados nos métodos de anélise de agucares (26). Entre
esses, 0s mais amplamente utilizados sdo os métodos cromatograficos, tais como cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (30), cromatografia liquida de alta eficiéncia (31),
cromatografia gasosa (32) e cromatografia de troca anionica de alto desempenho com deteccéo
amperométrica pulsada (33, 34).

Embora esses meétodos tradicionais de analise sejam precisos e bem estabelecidos, eles
envolvem procedimentos laboriosos de pré-concentracdo, necessidade de grandes quantidades
de reagentes (muitas vezes organicos e de elevada toxicidade), instrumentos de alto custo e
tempo consideravelmente longo de anélise. Assim, torna-se necessario o desenvolvimento de
métodos eficientes para a determinacéo de polidis que sejam seletivos, rapidos e sensiveis.

Os métodos eletroquimicos tém como principais vantagens a simplicidade rapidez de
andlise, alta sensibilidade e estabilidade, além de apresentarem possibilidade de analise direta
na amostra (sem necessidade de pré-tratamento) e miniaturizagdo dos dispositivos, tornando o

método muito interessante para realizar medidas em campo e em tempo real.
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1.4 Sensores eletroquimicos

Sensores eletroquimicos sdo dispositivos capazes de fornecer informacdes do ambiente
em que estdo inseridos com minima manipulagdo do sistema. As principais caracteristicas
desses dispositivos sdo a precisao, sensibilidade, capacidade de operar em matrizes complexas
e estabilidade. Além disso, podem ser portéateis, de facil automacao e miniaturizacao.

Basicamente, existem trés tipos de transducdo de sinal em sensores eletroquimicos, eles
podem ser potenciométricos, amperométricos e condutométricos. Nos sensores
potenciométricos, um equilibrio € estabelecido na interface do sensor e as informacdes
analiticas sdo obtidas na forma de potencial (normalmente diferenca de potencial entre dois
eletrodos) que é proporcional a atividade das espécies envolvidas. Os sensores amperométricos
sdo baseados na geracdo de corrente em resposta ao comportamento redox do analito na
superficie do eletrodo e as medidas séo feitas registrando o fluxo de corrente na célula
eletroquimica em um determinado potencial. A caracteristica operacional desses dispositivos é
a transferéncia de elétrons para ou a partir do analito. Os sensores condutométricos dependem
das mudancas de condutividade elétrica influenciada pelo analito presente. As informages séo
adquiridas a partir da variacdo das concentracdes de espécies ibnicas, sendo a medida da
condutancia ou resisténcia elétrica os parametros essenciais (35).

Apesar da versatilidade dos sensores eletroquimicos, algumas limitacdes podem resultar
em um baixo desempenho analitico. A passivacao gradual da superficie, elevada corrente de
fundo e falta de seletividade, uma vez que a maioria dos sensores operam no modo
amperométrico, podendo existir espécies quimicas que também sdo eletroativas no potencial
selecionado (36).

Assim, uma estratégica para contornar os problemas apresentados pelos sensores
eletroquimicos é o uso de eletrodos modificados. O termo eletrodo quimicamente modificado
(EQM) foi introduzido por Murray et al (37) em 1975 para designar eletrodos com espécies
guimicamente ativas, imobilizadas em suas superficies. Esses eletrodos sdo capazes de diminuir
0 envenenamento da superficie, apresentar maior seletividade, sensibilidade e atividade
eletrocatalitica quando comparados aos eletrodos solidos ndo modificados como de carbono,
ouro e platina (38). Os EQM apresentam um aumento efetivo da area eletroativa do eletrodo,
uma vez que os modificadores apresentam uma estrutura tridimensional, o0 que permite que as
espécies de interesse alcancem facilmente os centros cataliticos, facilitando a transferéncia de

carga.
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Para suportar o modificador, a escolha do eletrodo base é um aspecto muito importante
de preparacdo do EQM. O substrato deve ser facil de modificar e apresentar uma superficie
reprodutivel e limpa (39). Um dos substratos que vem sendo muito utilizado em eletroanalitica
é o eletrodo de carbono vitreo, GCE (do inglés — glassy carbon electrode), pois apresenta baixa
resisténcia elétrica, alta resisténcia quimica e ampla janela de potencial (40).

Entre os modificadores, os mais utilizados para construgdo de sensores eletroquimicos,
sdo 0s materiais nanoestruturados, tais como nanoparticulas de metais nobres e nanoparticulas
de 6xido metélicos, nanofios metalicos (41, 42), grafeno, éxidos de grafeno e nanotubos de
carbono (43, 44). Outros materiais incluem enzimas (45) e polimeros molecularmente

impressos (46).

1.4.2 Nanoparticulas metélicas

As nanoparticulas metalicas vem se destacando em eletroanalise devido as suas
propriedades fisicas e quimicas ndo usuais. Dependendo do seu tamanho e formato, as
nanoparticulas (NP) apresentam elevada atividade catalitica, facilitam a transferéncia de
elétrons, possuem elevada area superficial, controle sobre o microambiente local e melhoram a
relacdo sinal/ruido. Alem disso, a facilidade na miniaturizagdo dos substratos contendo
nanomateriais torna estes dispositivos muito atraentes para o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos, alem de contribuir no aumento da resposta eletroquimica do analito (47).

As nanoparticulas de prata, ouro, platina, paladio, ruténio, cobre e niquel sdo as mais
estudadas para aplicacbes em eletroanalitica (48). Em especial, as nanoparticulas de ouro
(AuNP) e nanoparticulas de niquel (NiNP), tém sido intensamente investigadas na modificacédo
de eletrodos devido a baixa toxicidade, excelentes atividades cataliticas para a oxidagdo de uma
grande variedade de compostos organicos e elevada relagdo area/volume,

As caracteristicas fisico-quimicas das AuNP incluem, eficiéncia na conducéo de energia
elétrica, propriedades Opticas (49-53), exceléncia em biocompatibilidade e imobilizacdo de
biomoléculas, o que fez crescer seu uso em biossensores, sensores de DNA e imunossensores
(53). Além disso, a oxidacdo de moléculas organicas como alcoois (54), acidos organicos e
carboidratos, como a glicose (55), € favorecida na superficie dessas nanoparticulas quando em
solucdo alcalina, devido a formacéo do hidréxido de ouro cataliticamente ativo (56).

As NiNP sdo caraterizadas por serem de baixo custo e apresentar atividade catalitica para
moléculas orgéanicas, como na oxidagdo de carboidratos (57). O niquel, por ser um metal ndo

nobre, pode formar facilmente em sua superficie o hidroxido de niquel e assim uma reacao
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catalitica é estabelecida envolvendo espécie de niquel de alta valéncia e a molécula organica,
como por exemplo na eletrooxidagdo de aglicares em que o par redox Ni?*/ Ni** esta presente
na forma de NiOH e NiOOH (35).

1.4.3 Nanofios metéalicos

Os nanofios, nos quais podem ser organizados para obten¢do do chamado conjunto de
nanoeletrodos (NEE), sdo conhecidos por serem excelentes dispositivos eletroquimicos, que
quando arranjados tridimensionalmente (3DNEE) elevam a &rea ativa disponivel (58). Os 3D-
NEEs oferecem numerosas vantagens sobre os macroeletrodos convencionais, tais como
melhor transporte de massa, reducao da resisténcia da solucéo, eletrocatalise, baixo limite de
detecgdo e melhor relagéo sinal-ruido (59, 60).

Os 3DNEEs séo caracterizados por apresentarem maior sensibilidade e limites de
deteccdo cerca de 2-3 ordens de magnitude menor do que os macroeletrodos com a mesma area
geomeétrica (61). Dentre os trabalhos publicados que fazem uso desses nanoeletrodos metalicos,
podemos citar a determinacdo de nitrito (62), arsénico (63), epinefrina (64) e proteinas (59),
com limites de deteccdo na faixa de nanomolar.

A maior parte destes estudos desenvolveu os 3DNEEs por deposi¢do quimica de metais
no interior dos poros de uma membrana de policarbonato (PC), sendo também possivel utilizar
a tecnica da eletrodeposicédo (62). Essas membranas de PC possuem poros de cerca de 30 -100
nm de didmetro e comprimento entre 0,1 - 40 um. Através destes poros os nanofios metélicos
crescem, dando origem ao conjunto de filamentos metalicos que se comportam como pequenos
eletrodos isolados, formando um conjunto de nanoeletrodos. Apds a remocéo parcial da
membrana de PC, os nanofios sdo expostos, formando um conjunto de nanoeletrodos
tridimensionais, aumentando assim, a area superficial do eletrodo.

Entre os diferentes metais utilizados na construcdo dos 3DNEEs, o ouro apresenta
vantagens frente a outros metais, gragas as suas propriedades peculiares. Por ser um metal
nobre, 0 ouro é quimicamente inerte, 0 que o torna interessante para muitas aplicacdes
eletroquimicas. Muitos exemplos de aplicacdes de nanomateriais a base de ouro, desde
estruturas simples até as mais sofisticadas, entre eles os 3DNEESs, sdo descritos na literatura
(63, 65, 66).
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1.4.4 Oxido de grafeno reduzido

O grafeno, segundo definicdo da IUPAC, consiste em uma monocamada de atomos de
carbono hibridizados na forma sp?, formando ligagdes 6 com outros trés dtomos de carbono,
distribuidos em uma rede hexagonal bidimensional (2D), com uma extensa nuvem eletronica
formada de elétrons m conjugados (67). Devido a essa peculiar estrutura, o grafeno apresenta
propriedades superiores as demais formas alotrépicas do carbono, tais como alta condutividade
elétrica (superior a do silicio) e térmica (superior a da prata), transparéncia, resisténcia
mecanica (superior a do aco), flexibilidade e expressiva area superficial (68).

A forma de obtencéo do grafeno envolve métodos que mesmo produzindo um material
de excelente qualidade, inviabilizam a producéo em larga escala, tanto pela pequena quantidade
produzida, quanto pelo elevado custo de processamento. Além disso, a dificil manipulacéo e
transferéncia do grafeno para a superficie do eletrodo como tambem sua insolubilidade em meio
aquoso, restringe seu uso como modificador em sensores eletroquimicos, levando os cientistas
a buscarem outros nanomateriais a base de grafeno com a intengéo de contornar esses problemas
(69).

O 6xido de grafeno (GO) é um material de facil dispersdo em agua, o que facilita o seu
manuseio e transferéncia para a superficie do eletrodo. Para sua producdo, o grafite (que
consiste estruturalmente em vérias laminas de grafeno) passa por uma oxidagdo quimica, que
introduz em sua estrutura grupos oxigenados (epdxi, hidroxila, carboxilicos e carbonila), que
sdo intercalados entre as folhas de carbono, mudando sua hibridacdo de sp? para sp® e
promovendo aumento da distancia interplanar (69).

A introducéo de grupos funcionais oxigenados faz com que o GO apresente vantagens
em relacdo ao grafeno no que diz respeito a funcionalizagdo do material. Um exemplo dessa
funcionalizacdo sdo 0s grupos epoOxidos que sdo suscetiveis a ataques de substituicdo
nucleofilica por grupos aminas (-NH>), o0 que torna interessante a imobilizacdo de polimeros,
biomoléculas e moléculas organicas (70). Além disso, o0 GO assim como o grafeno, apresenta
elevada &rea superficial, que pode ser utilizada para a funcionalizagdo com nanoparticulas.

Embora a dispersdo do GO melhore com a presenca dos grupos oxigenados e o torna
interessante para modificacdo de eletrodos, eles também o tornam um isolante elétrico.
Diferente do grafeno, que possui somente carbonos sp? conjugados em sua estrutura, o0 GO
possui defeitos causados pela insercdo dos grupos funcionais oxigenados, que acabam por
interromper a conjugacdo devido ao surgimento de carbonos sp®, ocasionando a perda da

condutividade elétrica. Para contornar este problema, normalmente é realizada a reducéo do
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GO para 6xido de grafeno reduzido (RGO), que remove em grande parte 0s grupos oxigenados.

O esquema da transformacéo dessas estruturas carbonaceas, sdo mostradas na Figura 4.

Figura 4 - Esquema da obtencéo do Oxido de grafeno reduzido a partir do grafite.
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Fonte: adaptado de Oliveira, et al. (71).

A reducéo do GO para RGO pode ser realizada por tratamento quimico, eletroquimico,
fotoquimico ou térmico (RGO), cujas propriedades térmicas, mecanicas e optoeletrénicas se
assemelham bastante as do grafeno. Dentre essas técnicas de reducdo do GO, a eletroquimica e
amais utilizada quando se visa aplica¢fes nesta area, ja que o GO pode ser reduzido diretamente
para RGO na superficie do eletrodo, como pode ser visto na Figura 4 (72). Além disso, a
reducdo eletroquimica do GO permite um maior controle do grau de reducdo do material através
da escolha da técnica eletroquimica utilizada. Assim, o GO pode ser reduzido através do
controle de uma faixa de potencial e determinado nimero de ciclos através da técnica de
voltametria ciclica (CV) ou por cronoamperometria, em que um potencial é aplicado durante

um estipulado periodo de tempo.
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Assim, a reducdo do GO via eletroguimica tem a vantagem de ser reprodutivel e
possibilitar o controle do grau de reducdo do material que pode depositado diretamente na

superficie do eletrodo.
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1.4.5 Polimeros molecularmente impressos

Além da utilizacdo de nanomaterais que fornecem boas performances ao sensor, a
construgdo de dispositivos que sejam capazes de realizar o reconhecimento especifico de uma
molécula de interesse € um dos principais requisitos de um sensor, tornando a analise altamente
seletiva e com amplo intervalo linear de trabalho.

Muitas das moléculas organicas que estdo presentes em matrizes complexas, como é o
caso da vinhaga de cana-de-agUcar, apresentam excelente resposta em eletrodos modificados,
porém a seletividade pode ser comprometida devido ao similar comportamento eletroquimico
dessas moléculas.

Um método eficiente para contornar esse problema é funcionalizar na superficie do
eletrodo um polimero juntamente com a molécula de interesse, utilizando para isso a técnica de
impressdo molecular. Essa técnica, baseada em polimeros molecularmente impressos (MIP),
vem se tornando um caminho promissor para preparar sensores feitos sob medida, com alta
seletividade, confiabilidade e estabilidade mecanica, térmica e quimica (73, 74). O processo de
impressédo molecular envolve a polimerizacdo do mondmero funcional na presenca da molécula
alvo, que normalmente € a propria molécula de interesse na deteccdo ou uma molécula de
tamanho e funcionalidade quimica semelhante (73). O mondmero é capaz de interagir com a
molécula e apds a polimerizacao seus grupos funcionais sdo mantidos na mesma posi¢édo pela
estrutura polimerica altamente reticulada. Apos o término da polimerizacéo, a extraccdo da
molécula dessa rede polimérica é realizada, criando cavidades que sdo complementares em
tamanho e forma da molécula a ser determinada. Esse processo é muito semelhante a teoria
“chave e fechadura” das enzimas e como resultado, a capacidade de reconhecimento pela
estrutura polimérica da molécula alvo ocorre com uma seletividade muito alta (75), como

podemos ver no esquema da Figura 5.
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Figura 5 - Esquema para a formacéo do MIP e métodos eletroquimicos de transducéo do sinal.
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Fonte: adaptado de Sharma et al. (76).

Os polimeros mais utilizados para formacdo da impressdo molecular em sensores

eletroquimicos sdo: poli-o-fenilenodiamina, polipirrol, poliaminofenol, polifenol, politiofeno,

poli(aminofenilbordnico) poliaminofenol, entre outros (77). Na literatura, polifenilenodiamina

(0-PD) e polipirrol (PPy) se destacam na construcao de sensores eletroquimicos baseados em

MIP (78-81), pois sdo capazes de formar filmes finos e compactos, necessarios para

proporcionarem um tempo de resposta mais curto para o sensor, além de apresentarem alta

estabilidade térmica e homogeneidade durante sua deposicao. (82). Além disso, outra vantagem

associada ao uso de PPy é a sua capacidade de incorporar anions na sua estrutura durante a

polimerizacgdo, tornando as moléculas organicas facilmente impressas [75].
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Os MIPs sdo normalmente preparados por polimerizacéo a partir da geracdo de radical
livre, fotopolimerizacdo ou eletropolimerizacdo (83). Dentre esses métodos, a
eletropolimerizacdo se destaca por possibilitar um maior controle da espessura do filme
eletrodepositado por meio das condigdes de eletropolimerizacdo, como controle do potencial
ou corrente aplicada.

A sensibilidade desses dispositivos esta relacionada com a quantidade de sitios de
impressdo formados na superficie do sensor. Em eletrodos planares, a modificacdo enfrenta
alguns obstaculos, incluindo a mobilidade restrita e aglomeracdo das cavidades,
comprometendo a seletividade devido a fraca acessibilidade aos locais impressos. Contudo, a
formacéo de superficies nanoestruturadas parece ser um caminho promissor para superar esses
problemas.

Comparadas as superficies planares, as superficies nanoestruturas podem ser construidas
com alta relacdo &rea/volume, como anteriormente mencionado, e com isso aumentar em
nimero e proporcdo os locais disponiveis para a eletropolimerizacdo. Esse aumento pode
elevadar a capacidade de impressdao do MIP em até 15 vezes (84). Com base nisto, alguns
pesquisadores tém-se concentrado na preparacdo de MIPs nanoestruturados, utilizando matrizes
gue possam aumentar ainda mais a quantidade de locais para impresséo (43, 68, 76, 81).
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5 CONCLUSOES

Ao longo desse trabalho a construgdo de sensores seletivos e sensiveis para D-manitol,
mio-inositol e L-arabitol baseados em eletrodos modificados com nanomateriais e polimeros
molecularmente impressos foi feita com sucesso para determinagéo dos analitos em vinhaga de
cana-de-agUcar. A elevada area superficial, alta condutividade térmica e elétrica e resisténcia
mecanica proporcionadas pelo 6xido de grafeno reduzido combinado com as vantagens das
nanoparticulas de 6xido de ouro e dxido/hidroxido de niquel e também do conjunto de
nanoeletrodos de ouro arranjados tridimensionalmente, desempenharam um papel fundamental
no desempenho do sensor, proporcionando maior nimero de locais para imobilizacdo dos
polimeros impressos, levando a uma melhoria proeminente na seletividade e sensibilidade.

O MIP/AuUNP/RGO-GCE apresentou limite de deteccdo de 7,7 x 103 mol L sendo o
menor limite relatado na literatura quando comparado com outros métodos eletroanaliticos. A
sensibilidade amperométrica foi de 3,9 x 10'° uA L mol?, repetibilidade consideravel e
estabilidade por até 20 dias quando armazenado. O método proposto apresentou excelente grau
de exatiddo com recuperagdes entre 97,5 % e 106,0 %. Além disso, 0 sensor mostrou
seletividade para D-manitol, com variacdo da corrente cerca de seis vezes maior em comparacao
com 0s possiveis interferentes.

A determinacdo de mio-inositol em MIP/NINP/RGO-GCE apresentou limites de
deteccdo de 7,6x10 ! mol L, ampla faixa linear de resposta, repetibilidade e estabilidade por
até 30 dias apos o armazenamento, podendo ser reutilizado aproximadamente por 20 vezes. O
valor de recuperacéo ficou entre 96 — 103 %, mostrando que o0 método apresenta excelente grau
de exatiddo. O MIP/NINP/RGO-GCE foi aplicado com sucesso para a determinagdo de mio-
inositol em amostra complexa, como a vinhaca de cana-de-agUcar, com reconhecimento
seletivo para esta molecula.

O sensor baseado no conjunto de nanoeletrodos de ouro arranjados tridimensionalmente,
3DNEE, para a formacdo do MIP/3DNEE foi aplicado com sucesso na determinacdo de L-
arabitol, seletividade para a molécula alvo, excelente reprodutibilidade, estabilidade e
exatiddo. O sensor também apresentou um amplo intervalo de resposta (1,0 x 10° -
1,5 x 107" mol L), com LD de 7,7 x 10° mol L. Além disso, o sensor demonstrou ser
promissor para analise de L-arabitol, mesmo em matrizes complexas.

Assim, para todos os métodos desenvolvidos para a determinagdo dos polidis em
vinhaca de cana-de-acUcar ndo foi necessario o uso de derivatizagGes ou preparacao laboriosa

da amostra, sendo a quantidade encontrada de D-mannitol, mio-inositol e L-arabitol de 0,19 +
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0,50 mg, 91 = 5,1 mg e 17,0 + 0,7 mg, respectivamente. Esses compostos poderiam ser
utilizados pela industria farmacéutica e/ou alimenticia, a partir do conceito de biorrefinarias,
proporcionando a industria sucroalcooleira vantagens econdmicas, estratégicas e ecoldgicas,
devido a possibilidade do pleno aproveitamento do residuo.
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