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REesumo

Neste trabalho investigou-se o uso do biochar derivado de bambu como base para o
desenvolvimento de sensores eletroquimicos para detecgao de espécies de interesse ambiental e
bioldgico. A tese estd dividida em seis capitulos que abordam diferentes aspectos dessa pesquisa.
No Capitulo 1, apresentamos uma revisdo da literatura e a motivacdo para nosso trabalho. O
Capitulo 2 descreve em detalhes o processo de funcionalizacdo acida do biochar (BC) usando uma
solu¢do sulfonitrica (HNO3/H2SO4), resultando no BC funcionalizado (BCF). Os resultados
revelaram a adi¢do significativa de grupos funcionais ¢ mudangas estruturais no BCF, enquanto o
sensor GC/BCF demonstrou uma melhoria notavel na resposta voltamétrica para analitos como o
Escitalopram (EST) e o Ferricianeto/Ferrocianeto de Potassio ([Fe(CN)s]*”*").No Capitulo 3,
desenvolvemos um biossensor enzimatico, o GC/BCF/AChE, para a deteccao indireta do pesticida
Carbaril (CBR). O biossensor apresentou uma resposta linear para o CBR na faixa de 5,0 a 30,0
nmol L, com um baixo limite de deteccdo (LOD) de 4,5 nmol L. Além disso, conseguimos
quantificar o CBR em amostras reais de maca, obtendo recuperagdes entre 102,5% e 118,6%
usando o método de adi¢do de padrao. O Capitulo 4 envolveu a sintese, caracterizacdo e aplicagdo
de nanocompositos de BC modificados com nanoparticulas de Cobre (CuNPs) e Antimonio
(SbNPs). Os sensores GC/BC-CuNPs foram aplicados na deteccdo de Dopamina (DOP) (0,05 — 5
pumol L, com LOD de 0,04 pmol L) e o Escitalopram (EST) (0,2 — 5 umol L™, com LOD de 0,15
pumol L. O sensor também foi aplicado na determina¢io de DOP em amostras de urina sintética e
EST em amostras de agua. J4 o sensor GC/BC-SbNPs foi aplicado na determinacdo de
Metilparabeno (MePa), (0,2 a 9,0 pmol L}, com um LOD de 0,05 pmol L™). O sensor também foi
aplicado na determinacdo de MePa em amostras produtos de higiene pessoal, ¢ o método
desenvolvido foi comparado com espectroscopia UV-Vis. No Capitulo 5, desenvolveu-se
Dispositivos Eletroanaliticos em Papel (ePADs) usando um esténcil Acido Polilatico (PLA)
impresso em 3D e uma tinta condutiva de grafite/verniz vitral. O sensor ePAD modificado com
BCF demonstrou eficacia na detec¢ao de Paracetamol (PARA), na faixa linear de detecgdo entre 5 e
60 umol L, com um LOD de 3,5 umol L. O sensor também se demonstrou a aplicabilidade
pratica desse sensor na detec¢do PARA em amostras de comprimido revestido e capsula de
analgésico comerciais. Finalmente, o Capitulo 6 apresenta uma conclusao para o uso promissor do
biochar em sensores eletroanaliticos e discute perspectivas futuras. Este trabalho contribui para o
avango na area de sensoriamento eletroquimico, oferecendo métodos simples e de baixo custo para
aplicacdes ambientais e biomédicas.

Palavras-chave: Biochar, Sensores Eletroquimicos, nanocompositos, Biossensor Eletroquimico,
aplicagdes ambientais e bioldgicas.
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ABSTRACT

In this work, the use of bamboo-derived biochar as a foundation for the development of
electrochemical sensors for the detection of environmentally and biologically relevant species was
investigated. The thesis is divided into six chapters, each addressing various aspects of this
research. Chapter 1 provides a literature review and the motivation behind this work. In Chapter
2, we investigated the acid functionalization process of biochar (BC) using a sulfonitric solution
(HNO3/H2S04), resulting in functionalized biochar (BCF). The results revealed a significant
addition of functional groups and structural changes in BCF. Moreover, the GC/BCF sensor
exhibited a remarkable improvement in the voltammetric response for analytes such as
Escitalopram (EST) and Potassium Ferricyanide/Ferrocyanide ([Fe(CN)s]*7*"). Chapter 3 focuses
on the development of an enzymatic biosensor, GC/BCF/AChE, for the indirect detection of the
pesticide Carbaril (CBR). The biosensor exhibited a linear response to CBR in the range of 5.0 to
30.0 nmol L', with a low limit of detection (LOD) of 4.5 nmol L™!. Furthermore, we successfully
quantified CBR in real apple samples, achieving recoveries between 102.5% and 118.6% using the
standard addition method. Chapter 4 involves the synthesis, characterization, and application of
BC nanocomposites modified with Copper (CuNPs) and Antimony (SbNPs) nanoparticles. The
GC/BC-CuNPs sensor was applied to the detection of Dopamine (DOP) (0.05 — 5 umol L™, LOD:
0.04 pmol L) and Escitalopram (EST) (0.2 — 5 umol L™, LOD: 0.15 pmol L!). The sensor was
also employed for the determination of DOP in synthetic urine samples and EST in water samples.
The GC/BC-SbNPs sensor was applied to the determination of Methylparaben (MePa) (0.2 to 9.0
pumol L-1, LOD: 0.05 umol L) in personal care products, and the developed method was compared
with UV-Vis spectroscopy. Chapter 5 discusses the development of Paper-Based Electroanalytical
Devices (ePADs) using a 3D-printed Polylactic Acid (PLA) stencil and a custom-made
graphite/glassy varnish conductive ink. The BCF-modified ePAD demonstrated efficiency in
Paracetamol (PARA) detection, with a linear detection range of 5 to 60 umol L' and an LOD of 3.5
umol L. Additionally, the sensor exhibited practical applicability in detecting PARA in
commercial coated tablet and capsule samples. Finally, Chapter 6 provides a conclusion regarding
the promising use of biochar in electroanalytical sensors and discusses future prospects. This work
contributes to advancing the field of electrochemical sensing by offering simple and cost-effective
methods for environmental and biomedical applications.

Key-words: Biochar, Electrochemical Sensors, Nanocomposites, Electrochemical biosensor,
Environmental and Biological applications.
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Introducao e Objetivos

1.1 Eletroanalitica

A Eletroanalitica ¢ uma area que compreende a interacdo entre eletroquimica e a quimica
analitica, em outras palavras, medir grandezas elétricas como corrente, potencial, resisténcia, carga
e avaliar sua correlagdo com espécies quimicas [1]. Esta area da ciéncia tem ganhado grande
popularidade devido a variedade de aplicacdes, a versatilidade na fabricacao de novos sensores com
diferentes formatos e aplicagdes, fizeram com que tais técnicas se difundissem em diferentes areas

de pesquisa.

Diversos trabalhos ao longo da historia contribuiram para o desenvolvimento de técnicas
eletroanaliticas, como o trabalho de Wolcott Gibbs “On the electrolytic precipitation of copper and
nickel as a method of analysis”. Este trabalho ¢ considerado como um dos primeiros a utilizar
eletroandlise de forma quantitativa (Eletrogravimetria) [2]. Podemos mencionar o trabalho do
quimico e fisico alemdo Walther Nernst, que, em 1889, durante seu pds-doutoramento, realizou
pesquisas no campo da potenciometria direta. Como resultado de suas investigacdes, Nernst
desenvolveu a Equacao de Nernst, uma ferramenta essencial para correlacionar o potencial de uma
célula eletroquimica com as concentragdes das espécies quimicas envolvidas. Esse desenvolvimento
significativo permitiu uma compreensao mais profunda e preditiva do comportamento de sistemas

eletroquimicos, tornando-se uma contribui¢do fundamental para a eletroquimica [3].

Desta forma, para uma dada espécie podemos relacionar a sua forma oxidada (O) e reduzida (R)
através da equacdo 1. Tal reagdo ira ocorrer em uma regido de potencial (E) onde o processo de

transferéncia de elétrons seja termodinamicamente ou cineticamente favoravel.
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A equacdo de Nernst (equagdo 2) correlaciona, para sistemas controlados pelas leis da

termodindmica, a concentragdo do analito com a diferenca de potencial utilizando a equagao:

log— 2)

Desta forma, dependendo da diferenca de Potencial (£) em volts (V) aplicado, podemos forcar
uma espécie eletroativa reduzir (ganhar elétrons) ou oxidar (perder elétrons). Através desta
equagao, diversos estudos foram realizados correlacionando o potencial do eletrodo com a atividade
de ions em solugdo. Um exemplo classico € a titulacao potenciométrica para a determinagao de ions
cloreto, brometo e iodeto realizados por Robert Behrend em 1893. Atualmente, o uso da
potenciometria continua a avancar as fronteiras da eletroanalitica com o desenvolvimento de
biossensores potenciométricos, para a deteccdo de contaminantes ambientais, farmacos e

biomarcadores de interesse biomédico [4].

Analogamente, em métodos eletroanaliticos dindmicos (com passagem de corrente), a corrente
resultante obtida do processo de mudanca no estado de oxidagdo de espécies eletroativas ¢
conhecida como corrente faradaica, em outras palavras, obedece a Lei de Faraday (i.e., a reagdo
de 1 mol de uma substancia equivale a 96485 Coulombs). O grafico de corrente-potencial obtido
destas reagdes ¢ conhecido como voltamograma, onde observamos o sinal de corrente [eixo vertical
(ordenada)] versus o potencial de excitagdo [eixo horizontal (abcissa)][5] (Figura 1). Normalmente
podemos encontrar na literatura dois tipos de convengdes para representagdo de um voltamograma,
a dos Estados Unidos (US Convention) e a estabelecida pela Unido Internacional de Quimica Pura e

Aplicada (IUPAC).
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Figura 1 - Comparacdo entre as diferentes convengdes para a representacdo de um voltamograma

ciclico. Adaptado da referéncia da [5].

A forma e a intensidade da resposta voltamétrica estdo diretamente relacionados aos processos
envolvidos nas reacdes que ocorrem na interface eletrodo/solucdo. Dessa forma, o analito, o
eletrolito de suporte, o eletrodo de trabalho e a técnica voltamétrica influenciam diretamente a

performance do ensaio eletroanalitico.

1.2 Sensores Eletroquimicos

A TUPAC define um sensor quimico como "um dispositivo que converte dados quimicos, desde
a concentragdo de um unico componente da amostra até a analise completa da composi¢dao, em um
sinal analiticamente utilizavel" [6]. De forma geral, um sensor quimico consiste em duas unidades
funcionais essenciais: um receptor ¢ um transdutor fisico-quimico. Os receptores sdo variaveis e
podem incluir desde superficies ativadas ou dopadas até moléculas complexas (macro) que
estabelecem interagdes especificas com o analito. Nos sensores eletroquimicos, a informacao
analitica ¢ derivada do sinal elétrico gerado pela interagdo do analito alvo com a camada de
reconhecimento. Diversos dispositivos eletroquimicos podem ser utilizados para monitoramento
ambiental, sendo a escolha dependente da natureza do analito, das caracteristicas da matriz da

amostra e dos requisitos de sensibilidade e seletividade [7].
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O desenvolvimento de sensores eletroquimicos ¢ essencial para a analise de varias substancias,
sendo a escolha do material de modificacdo dos eletrodos um fator-chave nesse contexto. A
crescente ado¢do de nanomateriais tem sido notdvel nessa area, pois esses materiais apresentam
propriedades inicas em nanoescala. Um dos principais beneficios dos nanomateriais reside em sua
area superficial ampliada, que supera consideravelmente a dos materiais convencionais. Isso
possibilita maior capacidade de adsor¢do e reatividade superficial, o que, combinado com a alta
condutividade elétrica dos nanomateriais, resulta em uma deteccdo mais sensivel e eficaz de analito.
Portanto, o uso de nanomateriais na modificacdo de ecletrodos ¢ uma tendéncia crescente ¢
promissora, que estd contribuindo significativamente para avancos em analises quimicas,

bioquimicas e ambientais [8, 9].

Nos ultimos anos podemos observar diversas publicagdes relatando o uso de diferentes
nanomateriais a base de carbono como esferas ocas de carbono [10], carbon black [11], carbon
printex [12], fulereno, nanotubos de carbono (CNTs), grafeno e suas variagdes, pontos quanticos de
carbono, polimeros nanoestruturados € nanoestruturas metalicas/nao-metalicas para a modificacao
de eletrodos de trabalho [13]. O uso de nanomateriais com propriedades mecanicas, quimicas €
eletronicas particulares, ¢ uma estratégia comum no desenvolvimento de sensores eletroquimicos
com o intuito de melhorar a detectabilidade, sensibilidade, seletividade, taxa de transferéncia de

elétrons e ampliagdo do intervalo de potencial [14].

1.2.2 Materiais Carbonaceos na construcio de Sensores Eletroquimicos

O carbono ¢ considerado um elemento quimico muito versatil, podendo fornecer diversas
combinagdes entre seus atomos com hibridizagdo sp® e sp’. Esta caracteristica intrinseca leva a
formagdo de diversos aldtropos com propriedades e caracteristicas unicas para cada material [15].
Dentre os diversos nanomateriais utilizados para a modificagdo de sensores, 0os materiais a base de

Carbono merecem um destaque devido as caracteristicas como:
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i.  Alta condutividade eletronica, especialmente grafeno e seus alotropos [16];

ii.  Alta area superficial especifica [17];
iii.  Alta atividade catalitica com uma cinética quimica superior a outros nanomateriais [18];
iv.  Aumento da adsor¢do de analitos na superficie do eletrodo [19];

v.  Alta estabilidade quimica [20];

Os nanoalotropos de carbono sdo amplamente empregados na fabricacdo e modificacdo de
eletrodos. A combinag¢do desses nanomateriais com oOxidos metéalicos oferece uma vantagem
significativa no desenvolvimento de sensores eletroanaliticos devido ao efeito sinérgico entre os
materiais, resultando em um aumento substancial na sensibilidade dos sensores com essas

superficies nanoestruturadas[21].

Os materiais a base de carbono podem ser categorizados de acordo com sua dimensionalidade,
variadas formas e geometrias. Portanto, ¢ fundamental realizar uma classificacdo precisa das
nanoestruturas com base em sua dimensionalidade, uma vez que esse atributo ¢ intrinsecamente
relacionado ao tamanho, forma e configuragdo natural desses materiais.  Essa estrutura
classificatoria de nanoestruturas teve sua origem nas propostas de Gleiter em 1995 [22], passou por
ampliacdes sob a supervisao de Skorokhod em 2001 [23] e uma revisdo subsequente por
Pokropivny e Skorokhod em 2007 [24]. Em 2015 Georgakilas e colaboradores [15] apresentaram
essa classificagdo de dimensionalidade em relagdo aos nanoaldtropos de carbono. A Figura 2

oferece uma classificacdo dos alotropos de carbono em relagio a sua dimensionalidade, sendo:

a) Dimensiao zero (0D) sdo nanoestruturas que nao possuem extensao em nenhuma
direcdo, sendo "pontos" no espaco tridimensional. Exemplos incluem nanoparticulas
esféricas, nanoclusters e nanocristais. Eles tém um espago interno vazio que pode

acomodar moléculas, metais ou outras nanoestruturas, resultando em propriedades
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b)

d)

unicas, como fotoluminescéncia. Isso os torna uteis em diversas aplicagdes,
especialmente em biotecnologia e imunoensaios. [25].

Estruturas unidimensionais (1D) Estruturas unidimensionais (1D) sd3o nanoestruturas
longas que se estendem em uma Unica dire¢do. Elas tém propriedades unicas devido a
essa dimensionalidade restrita e sdo usadas em areas como eletrOnica, sensores €
materiais avangados. Exemplos de estruturas 1D incluem nanotubos de carbono de
parede simples (SWCNTs), nanotubos de multiplas paredes (MWCNTSs) e nanochifres
de carbono. CNTs se destacam entre os nanoaldtropos de carbono, principalmente na
pesquisa em escala nanométrica, devido a sua alta relacdo entre comprimento e didmetro
dos tubos. Eles exibem propriedades eletronicas, térmicas, mecanicas € quimicas unicas,
0 que os torna promissores para uma ampla variedade de aplicacdes em setores como a
nanoeletronica, biotecnologia e gerenciamento térmico. [26].

Estruturas bidimensionais (2D) como Grafeno, nanofolhas grafiticas multicamadas e
nanofitas de grafeno, que se estendem em duas dimensdes, como um plano ou uma folha
fina. O Grafeno se apresenta como um material de grande destaque entre os aldtropos 2D
devido a sua grande 4rea superficial de 2630 m?*/g, sendo duas vezes maior que a area
superficial dos CNTs (1315 m?/g) e extremamente alta quando comparada ao grafite 3D
(10 m?/g). Também apresenta uma alta condutividade elétrica sendo 6 vezes maior do
que o cobre e 60 vezes maior que os CNTs. O Grafeno apresenta uma alta condutividade
eletronica de 200.000 cm?/ V s. Todas essas caracteristicas fazem com que o grafeno e
suas variedades (6xido de grafeno (GO) e oxido de grafeno reduzido (rGO)) possuam
grande destaque no desenvolvimento de sensores eletroquimicos [27].

Estruturas tridimensionais (3D) como o grafite e diamante, que se estendem nas trés
dimensdes do espago, ou seja, tém extensdo em comprimento, largura e altura.

Diferentemente das estruturas 0D, 1D e 2D, as estruturas 3D ocupam um volume no
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espaco tridimensional. Na area de eletroanalitica, podemos citar o eletrodo de diamante
dopado com boro (DDB), que apresenta uma grande versatilidade na deteccdo de

farmacos em geral devido a sua grande janela de potencial [28].

Carbono (cebola)
R

Nanotubos de Carbono de Parede Simples

Pontos
de
Carbono

Nanofitas de Grafeno

Folhas de Grafite LUt e e Y
Multicamadas Grafite

Figura 2 — Classificacdo dos aldtropos do carbono segundo a sua dimensionalidade. Traduzido e
reutilizado com permissdo da Ref. [8]. Copyright © 2018 Elsevier B.V. Todos os direitos

reservados.

Existem diversos nanomateriais carbonaceos para o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos reportados na literatura, principalmente aqueles provenientes do Grafeno. No
entanto, o Biochar, outro material carbonaceo, tem ganhado destaque devido as suas intrinsecas

caracteristicas de adsor¢do de moléculas organicas e inorganicas, sendo aplicado na mitigacao de
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poluentes ambientais. Desta forma, o proximo topico discutird as caracteristicas e aplicacdes deste

material na area Eletroanalitica.

1.3 Biochar: obtencio, estrutura, composiciao e aplicacoes eletroanaliticas

A primeira defini¢cdo proposta por Lehmann e Joseph [29] descreve o biochar como um material
carbonaceo renovavel de baixa densidade, com sua principal aplicacdo na corre¢do do solo, mas
com potencial para mitigar o desperdicio de residuos agricolas e impulsionar inovacdes benéficas
ao desenvolvimento econdmico e social. O termo biochar foi padronizado pela Iniciativa
Internacional Biochar (IBI), que o define como: "Biochar é produzido por pirdlise ou gaseificagdo
— processos que aquecem a biomassa na auséncia ou em uma atmosfera limitada de oxigénio." Essa
padronizacdo tem contribuido para a clareza na compreensao e na aplicacdo desse material [30].
Este material a base de carbono tem sido extensivamente aplicado na remedia¢dao de contaminantes
inorganicos/organicos [31, 32], no desenvolvimento de células a combustivel [33, 34], como

material de armazenamento [35, 36], na corre¢ao do solo [37], e como um catalisador [38, 39].

A Pirolise ¢ o método mais difundido a aplicado para obtencdao do biochar. Este processo de
decomposicdo termoquimica aquece a biomassa, proveniente de origem vegetal ou animal, a
elevadas temperaturas (300-900°C) levando a formagdo de trés produtos: um produto solido
abundante em carbono (Biochar), uma fase liquida (bio-6leo) condensada a partir de matéria volatil
do processo e o restante, gases sintéticos, principalmente 6xidos de carbono (CO e CO;), metano
(CH4) e hidrogénio (H») [40, 41]. O processo de pirdlise de biomassas pode ser representado em

uma reagao geral [42] (Equagdo 1):

. aquecimento X ( 1 )
C,H,0, (biomassa) —— Z C,H,0. + Z C,H,0.+ H,0 + C (biochar)
liquido gds
O processo de pirolise pode ser dividido amplamente em duas amplas categorias, rdpida e lenta,

que podem ser distinguidas de acordo com a taxa de aquecimento, a temperatura de pirdlise e o
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tempo de residéncia [43]. A pirolise lenta se distingue por um aquecimento gradual e um tempo de
residéncia prolongado. A biomassa ¢ submetida a pirdlise a temperaturas em torno de 300-700 °C,
com uma taxa de aquecimento de aproximadamente 0,01-2 °C/s, por um periodo que varia de horas
a dias no reator. J4 a pirdlise rapida ¢ caracterizada por taxas de aquecimento elevadas (> 2 °C/s),
curtos tempos de residéncia (< 10 segundos) e temperaturas moderadas (300—-1000 °C), resultando
principalmente na producao de bio-6leo [44]. A Tabela 1 apresenta dados sobre a pirdlise de
diferentes tipos de biomassa, para obtencdo de biochars utilizados na confeccdo de sensores
eletroquimicos, incluindo informacdes sobre a taxa de aquecimento, o tempo de residéncia, a

temperatura de pirdlise e as condi¢des da atmosfera em que os experimentos foram conduzidos.

Tabela 1 - Dados de pirolise de diferentes tipos de biomassa para a producao de biochar utilizado
na confeccao de sensores eletroquimicos, incluindo informacdes sobre a taxa de aquecimento, o

tempo de residéncia, a temperatura de pirolise e as condi¢des atmosféricas.

Taxa de Tempo de Temperatura de

Biomassa Aquecimento Residéncia Pirdlise (°C) Atmosfera Ref.
Farelo de mamona 0,08 °C s! 60 min 400 - [45]
Bagago de Cana de Acgucar 0,12°C s 60 min 800 Fluxo de N, [46]
Gengibre branco 0,03 °C s 120 min 700, 800 ou 950 Purgado com N, [47]
condi¢des limitadas
Pinheiro - 120 min 600 o [48]
de oxigénio
Groselha indiana (amla) 0,08 °C 5! 120 min 700, 800 ou 900 Na [49]
Este
Bambu 0,5°Cs! 60 900 N>
trabalho

Na producao de sensores eletroquimicos, o biochar geralmente ¢ obtido através da pirdlise em
uma atmosfera inerte de N>, com preferéncia por temperaturas acima de 400°C (Tabela 1). Essas
condig¢des visam alcangar um biochar de alta cristalinidade, ampla area superficial e um rendimento
de produtos aprimorado [50, 51]. Além disso, a temperatura e a taxa de aquecimento sao fatores

determinantes durante a pirolise. Temperaturas abaixo de 400°C resultam em uma estrutura
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predominantemente de carbono alifatico, enquanto temperaturas acima de 400°C aumentam a
propor¢do de carbono aromético. Temperaturas superiores a 600°C promovem a remog¢do de
hidrogénio e oxigénio, levando a formagado de estruturas aromaticas em torno de 800°C. Acima de
1000°C, a estrutura consiste principalmente de carbono e hidrogénio, enquanto a obtengdo de
grafite ocorre em temperaturas acima de 2500°C, embora algumas matérias-primas tenham sido

grafitizadas a temperaturas mais baixas [52-55].

Diferentes biomassas podem ser utilizadas como precursoras (matéria-prima) para a obten¢ao
de biochar. O termo biomassa refere-se a materiais organicos derivados de plantas ou animais,
assumindo varias formas, incluindo sélidos, liquidos e gases, como gorduras, o6leos, produtos
liquidos e residuos so6lidos. Essa biomassa ¢ proveniente de diversas fontes, como a agricultura
(exemplos incluem cana-de-agucar, bambu, milho e arroz), silvicultura (envolvendo arvores,
residuos de madeira e serragem), areas urbanas (como esgoto), culturas energéticas (como 6leos
vegetais) e materiais biologicos (incluindo restos de animais e residuos bioldgicos) [56]. A
composi¢ao polimérica das paredes celulares e outros constituintes da biomassa vegetal variam
amplamente, mas sdo essencialmente feitas de trés polimeros principais: celulose, hemicelulose e
lignina. A presenca desses componentes na matéria-prima da biomassa desempenha um papel
crucial na determinagdo das propriedades fisico-quimicas do biochar [52]. Através de um diagrama
de Van Krevelen podemos observar as transformacoes ocorridas na biomassa durante o processo de
pirdlise. Este diagrama ¢ uma analise grafica bidimensional na qual podemos correlacionar a
relacdo atdmica entre hidrogénio e carbono (H/C) contra a razdo entre oxigénio e carbono (O/C),

como mostrado na Figura 3.
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Figura 3 - Diagrama de Van Kravelen

O biochar produzido por pirdlise lenta se enquadra na categoria de carvao e pode ser
considerado um biocombustivel sélido com qualidade comparavel a do carvdo convencional. Ao
analisar as razoes O/C e H/C, observou-se que o grau de carbonizagao do biochar ¢ influenciado por

processos como desmetilagao, desidratacao e descarboxilagao [57].

A Figura 4 mostra nuvem de palavras relacionada as diferentes biomassas utilizadas para a
producao de Biochar. A segunda nuvem mostra as principais biomassas utilizadas para a producao
de Biochar com o intuito de se aplicar ao desenvolvimento de sensores eletroanaliticos reportados
na literatura. Vale destacar que as biomassas provenientes de biomassa de mamona [58, 59], bambu
[60—62] e cascas de frutas apresentam grande destaque para a produgdo de eletrodos. Biochar
produzido através de tais biomassas apresentam particulas e estruturas de forma heterogénea,

tamanho aleatdrio, com poros ou estruturas de favo de mel (honeycomb) [58, 63].

11
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Figura 4 — Fonte de matéria prima (biomassa) para a produgdo de Biochar e sua respectiva

aplicacdo para o desenvolvimento em sensores eletroanaliticos. As nuvens de palavras foram

produzidas através da ferramenta FreeWordCloudGenerator através dos resultados publicados na

literatura [44, 64, 65].

Nos ultimos anos, houve um notavel aumento da utiliza¢cdo do biochar no desenvolvimento de

sensores eletroquimicos. Isso se deve, em grande parte, a sua estrutura altamente porosa, que ¢ rica

em funcionalidades quimicas e apresenta propriedades Unicas. A crescente apreciacdo dessas

caracteristicas tem impulsionado a pesquisa e o desenvolvimento de biochar como material de

escolha em uma variedade de dispositivos eletroquimicos [66, 67]. A Figura 5 apresenta um

esquema do processo de obtencdo do biochar através do processo de pirdlise. O Biochar ¢ obtido

através da pirdlise controlada de biomassa derivada de madeira, residuos agricolas ou esterco [19,

68].
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Figura 5 — Processo de obtencdo de Biochar e sua posterior modificagdo com Nanoparticulas
metalicas, biomoléculas e tratamento Acido ou Bésico para o desenvolvimento de sensores

eletroquimicos (Fonte: Autor).

1.3.1 Funcionalizacao do Biochar para aplica¢oes Eletroanaliticas

O biochar ¢ conhecido por uma variedade de aplicagdes, principalmente na adsorcao de
poluentes como metais “pesados” e moléculas organicas. Esta caracteristica inerente do Biochar
permite a modificagdo de sensores eletroquimicos para melhorar a resposta voltamétrica de
moléculas organicas através de ligacdes de hidrogénio, atracdo eletrostatica, preenchimento de
poros, interagdo entre elétrons (n- m) e efeitos hidrofobicos [69]. A Figura 6 apresenta os principais

mecanismos envolvidos na interacdo do Biochar com moléculas organicas e inorganicas [70, 71].

13
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Figura 6 — Principais mecanismos de interacdes fisico-quimicas observados no biochar para

Compostos Inorganicos e Organicos (Fonte: Autor).

Com o intuito de aumentar o processo de adsor¢dao e interagdo de moléculas inorganicas e
organicas na superficie do Biochar, este material normalmente passa por um processo de ativacao
ou funcionaliza¢do pos-pirdlise [72]. Entre os principais processos podemos citar o tratamento
quimico com reagentes oxidantes (por exemplo, HNO3;, KMnQs) e bases (por exemplo, NaOH e

KOH) para melhorar a adsor¢do de moléculas orgénicas, metais € compostos inorganicos [69, 73]

Historicamente, a funcionalizacdo do biochar visava aprimorar suas propriedades de adsorcao,
uma vez que sua aplicacdo predominante estava voltada para a remediagdo de solos e a remogao de
poluentes organicos e inorganicos de aguas naturais e superficiais [19]. Entretanto, nos ultimos
anos, a sua aplica¢ao no desenvolvimento de sensores eletroquimicos trouxe novas abordagens e

estratégias para a funcionaliza¢ao deste material.

14
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No contexto das aplicagdes eletroanaliticas do biochar, Oliveira et al. [45], descreveram a
ativagdo bem-sucedida do biochar proveniente de residuos de farelo de mamona. Esse processo
envolveu um tratamento dcido com uma solu¢ao de HNO3 50% (v/v) a 60°C por 3 horas, resultando
em um aumento significativo na quantidade de grupamentos funcionais oxigenados incorporados a
superficie do material. Utilizando um eletrodo compdsito a base de pasta de carbono modificado
com o biochar funcionalizado, os pesquisadores realizaram a determinacdo seletiva do pesticida
metil paration (MP) em amostras de dgua potavel. O eletrodo demonstrou boa sensibilidade, com
limites de detec¢io para o MP de 760 pA L mmol™' e 39,0 nmol L™!, respectivamente. Bichar
ativado com HNO; também foi utilizado na confeccdo de sensores eletroquimicos para a detec¢ao

de metais pesados [59, 74], acido cafeico [75] e compostos fendlicos, como o catecol [76].

1.3.2 Modificacido de Biochar com Nanomateriais

Nanotecnologia ¢ o termo utilizado para areas da ciéncia e engenharia onde os processos
envolvidos para a caracterizacdo, producdao e aplicacdo de materiais, estruturas, dispositivos e
sistemas ocorrem em escala nanométrica [77, 78]. Esta defini¢do da Comissao Europeia (E.C.)
resume de forma geral o significado da nanotecnologia no contexto mais amplo.

A Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) criou em 2007 a Comissdao de Estudo
Especial ABNT/CEE-089 para tratar de assuntos relacionados a Nanotecnologia no que se refere a
“.... terminologia e nomenclatura;, metrologia e instrumentagdo, incluindo especificagoes para
materiais de referéncia;, métodos de ensaio; modelagem e simulagoes; e prdticas de saude,
seguranga e meio-ambiente com embasamento cientifico.” [79]. A propria ABNT afirma que a

comissdo € “espelho do ©/TC 229 — Nanotechnologies” [80]. Desta forma, podemos fazer uso de

conceitos e terminologias utilizados para o melhor entendimento desta grande 4rea da ciéncia.

a) Nanoescala: faixa de comprimento aproximadamente de 1 nm a 100 nm;

15
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b) Nanociéncia: estudo, descoberta e compreensdo da matéria onde se manifestam
propriedades e fendmenos dependentes do tamanho e da estrutura, predominantemente
em nanoescala;

¢) Nanotecnologia: aplicagdo do conhecimento cientifico para manipular e controlar a
matéria predominantemente em nanoescala para fazer uso de propriedades e fendmenos
dependentes de tamanho e estrutura distintos daqueles associados a atomos ou moléculas
individuais, ou extrapolagdo de tamanhos maiores do mesmo material;

d) Nanomaterial: refere-se a particulas soélidas, naturais ou fabricadas, presentes
isoladamente ou em aglomerados, que atendem a certos critérios de tamanho e forma.
Esses critérios incluem dimensdes externas na faixa de 1 nm a 100 nm, formato
alongado (como bastdo, fibra ou tubo) quando duas dimensdes sdo menores que 1 nm e a
outra ¢ maior que 100 nm, ou formato de placa quando uma dimensdo ¢ menor que 1 nm
e as outras sdo maiores que 100 nm. Particulas com pelo menos duas dimensdes externas
ortogonais maiores que 100 pm ndo sdo consideradas na distribuicdo de tamanho
baseada em niimeros. A area superficial especifica em volume deve ser superior a 6 m?
cm™ para que um material seja considerado um nanomaterial [81];

e) Nanoparticula: particula com uma ou mais dimensdes em nanoescala (considera-se que
as nanoparticulas tém duas ou mais dimensdes em nanoescala).

f) Nanocompésito: composito no qual pelo menos uma das fases possui pelo menos uma

dimensdo em nanoescala.

Recentemente, o niimero de formas potenciais de nanomateriais disponiveis para uso em
aplicagdes biotecnoldgicas inclui uma lista crescente de nanoparticulas, nanofios, nanofibras,
nanoestruturas ¢ nanomdaquinas (nano robds). A avaliacio do potencial de toxicidade dos

nanomateriais sugere que existam alguns materiais que possuem caracteristicas que requerem um
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grau de modificagdo em sua estrutura com o intuito de eliminar a possibilidade de efeitos adversos e

risco de exposicao [82].

A) Nanoparticulas Metdlicas

O emprego da nanotecnologia no avango de sensores eletroquimicos estd diretamente associado
a sintese ou integracdo de nanoparticulas (NPs), como as metélicas, de carbono, entre outras, para a
modificacdo de estruturas preexistentes. Isso visa alcancar melhorias no transporte de massa,
aumento da area superficial e otimiza¢do da relacdo sinal-ruido, incluindo capacidade catalitica
[83]. Exemplos classicos incluem o uso de nanoparticulas nobres (ouro, prata e platina) para o
desenvolvimento de diagndsticos [84], e o emprego de nanoparticulas metdlicas ou oOxidos
metalicos de cobre (Cu), niquel (Ni) e cobalto (Co) no desenvolvimento de biossensores ndo-
enzimaticos [85, 86].

Na literatura, encontramos diversas metodologias para a sintese de nanoparticulas. A Figura 7
resume os principais métodos de fabricagdo de nanoparticulas por meio das abordagens Top-down e
Bottom-up. Nossa capacidade de construir estruturas grandes e intrincadas com precisao
nanométrica esta evoluindo rapidamente e envolve abordagens redutivas de cima para baixo (top-

down) e aditivas de baixo para cima (bottom-up).

As técnicas Top-down referem-se a métodos fisicos e quimicos destinados a fragmentar
materiais de grande volume (granel) em particulas menores na escala nanométrica. Processos
controlados externamente, como corte, fresagem e modelagem dos materiais, estdo entre as
principais abordagens utilizadas nas técnicas Top-down. Diversos métodos fisicos, como pirdlise
[87], nanolitografia [88], termdlise ou decomposicao térmica [89] e métodos induzidos por radiagdo

[90], pertencem a esta categoria.

Em contraste, na abordagem de baixo para cima (bottom-up), as nanoparticulas sdo produzidas

pela automontagem de 4tomos, moléculas ou clusters. A técnica Bottom-up apresenta uma grande
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vantagem, pois proporciona um controle muito melhor sobre a formagao do produto final, podendo
fornecer uma grande variedade de tamanhos, formas e composi¢des quimicas. Normalmente, essa
técnica ¢ um procedimento de sintese quimica por via Umida, podendo ser quimico [91],

eletroquimico [92], sonoquimico [93] e sintese verde [94].
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Figura 7 — Representacdo esquematica do bottom-up (esquerda) e top-down (direita) para as
técnicas de sintese de nanoparticulas. Adaptado das referéncias [84, 95-98].

Em relagdo a modificagio do biochar com nanoparticulas metalicas (NPMs) para o
desenvolvimento de sensores eletroquimicos destinados a detec¢do de moléculas de interesse
ambiental e clinico, a seguir serdo discutidos alguns estudos que abordam a incorporagdo de NPMs

em um processo pos-pirolise para a construcao de tais sensores.
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Agustini et al. [99], investiram o uso de nanoparticulas de bismuto (Bi) para a confec¢do de
sensor voltado para a deteccdo de chumbo (Pb) liberado por pratos de cerdmica. Entretanto, a
deposicao das nanoparticulas ndo forma bem elucidadas. O eletrodo de pasta de carbono modificado
com nanoestruturas de biochar e bismuto (nBi-BchCPE) apresentou uma faixa de deteccgdo linear de

5,0 a 1000 nmol L™! e limite de deteccdo de 1,41 nmol L™! para Pb(II).

Outros trabalhos na literatura reportam o uso de sais ou 6xidos (ZnClo, MgO) com o intuito de
incorporar nanoparticulas a superficie do biochar no processo pré-pirdlise. Entretanto, a discussao

serd restrita a incorporagao pds-pirolise de nanoparticulas metalicas.

Neste trabalho foi investigado o uso da redu¢do quimica para a obtencdo de biochar modificado
com nanoparticulas metalicas. A técnica de sintese ou redu¢do quimica, envolve a reducdo de ions
metalicos de seus sais i0nicos utilizando um agente quimico redutor na presenca de um agente
estabilizador sob condi¢des experimentais controladas de pH, temperatura, agitagdo, etc. Entre os
principais agentes redutores podemos citar o Borohidreto de Sodio (NaBH4) [100, 101], Citrato de

Sodio [102], Hidrazina, hidrogénio, hidreto de aluminio e litio e alcoois [97].

Além dos agentes redutores, esta técnica faz uso de agentes estabilizantes. O agente
estabilizador controla o tamanho nanoparticulas. Podemos categorizar os agentes estabilizadores
como os baixa massa molecular (e.g., Citrato, SDS) e os de alta massa molecular (e.g., amido,
tween, PVP, PEG, DISPERBYK). Estabilizadores de baixa massa molecular (geralmente
surfactantes carregados) t€ém a tendéncia de alterar a carga superficial das particulas sintetizadas e
manter a forca repulsiva entre elas, impedindo a agregagdo; esse tipo de estabilizador geralmente
ndo garante estabilidade contra fatores externos (especialmente mudancas na temperatura de
armazenamento € exposicao a luz). Estabilizadores de alta massa molecular atuam para proteger as
particulas sintetizadas de tensdes ambientais, € apresentam uma maior eficiéncia do que os de baixa

massa molecular [84, 103].
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Dessa forma, os proximos topicos abordardo algumas caracteristicas sobre as nanoparticulas de
cobre (CuNPs) e antiménio (SbNPs) que serdo utilizadas para a confec¢do de sensores

eletroquimicos nesta tese.
B) Nanoparticulas de Cobre

Nanomateriais derivados de metais terrestres abundantes tém despertado interesse significativo
como alternativas aos caros catalisadores de metais nobres usados em processos quimicos
convencionais. Especificamente, as nanoparticulas de cobre (CuNPs) sdo atraentes devido a
abundancia e baixo custo do cobre, embora a sua instabilidade sob condi¢des atmosféricas tenha
limitado sua aplicacdo. Para superar esse desafio, exploraram-se estratégias como o
desenvolvimento de nanocatalisadores mais estaveis, incluindo estruturas complexas como
nucleo/casca CuNPs ou sistemas a base de 6xidos de cobre. O cobre, com sua ampla variedade de
estados de oxidagdo (Cu’, Cul, Cu" e Cu'), permite reagdes versateis, destacando as aplicacdes
potenciais desses nanocatalisadores em transformagdes organicas, eletrocatalitica e fotocatalitica,
apesar da necessidade continua de aprimoramento na busca por materiais altamente ativos, seletivos

e econdmicos [104].

O uso de CuNPs para modificagdo de biochar ainda esta muito limitado na literatura. Oliveira et
al. [105] desenvolveram um sensor de pasta de carbono modificado com biochar, no qual realizaram
a eletrodeposi¢cao de nanoparticulas de hexacianoferrato de cobre (nCuHCF) por voltametria ciclica.
As nanoparticulas resultantes apresentaram tamanhos cristalinos de aproximadamente 305+42 nm.
Esse sensor foi empregado na detecgdo seletiva de isoniazida (INZ), demonstrando uma faixa linear

de deteccdo de 1,0 a 10 umol L', com limite de detec¢do 0,063 umol L',

Até onde pode-se constatar, ndo foram relatados na literatura eletrodos modificados CuNPs
tendo BC obtido por redugdo quimica. Devido as propriedades discutidas para estes dois

nanomateriais este sensor ¢ de grande interesse.
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C) Nanoparticulas de Antimoénio

Eletrodos baseados em filmes de antimonio (SbFE) foram introduzidos em 2007 por Hocevar e
colegas como uma alternativa aos eletrodos tradicionais de mercurio e aos de bismuto (BiFE)
apresentados em 2000 por Wang e colaboradores para a detec¢do de metais pesados. Os SbFEs
destacam-se por caracteristicas como uma ampla janela de potencial operacional, operacdo eficiente
em solugdes acidas com pH 2 ou inferior (superior ao relatado para BiFEs) e um reduzido sinal de

redissolu¢@o anddica do proprio antimonio, especialmente em condi¢des otimizadas [106—108].

Além de serem empregados na detecgdo de metais pesados, materiais a base de antimonio (Sb)
e/ou nanoparticulas de antiménio (SbNPs) foram integrados a materiais a base de carbono, como
rGO [109] e MWCNTs [110], para a deteccdo de moléculas organicas. Essa incorporacao resultou
em melhorias na sensibilidade e detectabilidade das técnicas desenvolvidas apos a adicdo das

nanoparticulas metalicas.

Gevaerd et al. [111], desenvolveram um método semelhante, realizando a eletrodeposicdo de
microparticulas de antiménio (Sb) sobre o sensor de biochar (BCPE) por meio da técnica de
Voltametria de Onda-Quadrada (SWV). O sensor SbBCPE foi empregado na determinagdo de
Paraquat, apresentando uma faixa linear de detec¢do de 0,2 a 2,9 pmol L', com um limite de
deteccio de 34 nmol L. Além disso, foi aplicado com sucesso na deteccdo de Paraquat em
amostras fortificadas de agua de torneira e suco de frutas citricas, com obtencdo de boas

recuperagoes.

A junc¢do de nanoparticulas de antimdnio (SbNPs) e biochar ¢ uma abordagem promissora para
aprimorar a eficiéncia na modificagdo de eletrodos, visando o desenvolvimento de sensores
eletroanaliticos. Essa estratégia visa melhorar as caracteristicas eletroquimicas do eletrodo,
aumentando a sensibilidade e seletividade do sensor resultante, ampliando suas aplica¢des na
deteccao de compostos de interesse.
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1.3.3 Aplicacdes de Biochar em Biossensores Eletroquimicos

O Dbiochar também tem sido amplamente utilizado na constru¢do de biossensores
eletroquimicos. Recentes trabalhos na literatura utilizam o biochar como uma plataforma para a
imobilizacdo de anticorpos [112], sequéncias de DNA [113, 114] e enzimas [60, 115], devido a sua
estrutura porosa e altamente funcionalizada, facilitando a imobilizacdo de biomoléculas. Dessa
forma, investigar as propriedades do biochar e sua aplicagdo na construgdo de novos biossensores
eletroquimicos se faz necessario e promissor, abrindo portas para avangos significativos na area de

analises quimicas e ambientais.

Biossensores eletroquimicos possuem um papel importante no avango da quimica analitica. A
insercdo de um componente bioldgico (e.g., enzimas, anticorpos, etc.) confere a tais sensores
caracteristicas Unicas de especificidade a um determinado analito [116]. O elemento de
bioreconhecimento (componente bioldgico) ¢ imobilizado sobre a superficie de um transdutor
(eletrodo de trabalho), que sera responsavel pela conversao do sinal enzimatico em um sinal elétrico

mensuravel que sera processado por detector (potenciostato), como mostrado na Figura 8.

substrato substrato
inibidor

prodito produto

Processamento do Sinal Analitico

Figura 8 - Biossensor Eletroquimico (Fonte: Imagem feita com o aplicativo biorender.)

Biossensores enzimaticos t€ém ampla aplicagdo na eletroanalitica. O primeiro biossensor

eletroquimico foi apresentado por Leland C. Clark Jr. em 1956, quando foi observado que a enzima
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Glicose Oxidase (GOx), quando presente junto ao seu substrato, induzia um processo de
desoxigenacdo no meio reacional, resultando na geracdo de peroxido de hidrogénio (H207) [117].
Assim, Clark construiu seu protétipo inicial utilizando um eletrodo de oxigénio, com a imobilizagdo

da enzima GOXx.

No capitulo 3, discutiremos o desenvolvimento de um biossensor eletroquimico baseado no
principio da inibigdo enzimatica. Para isso, ¢ fundamental abordarmos inicialmente essa categoria
de biossensores.

A) Biossensores baseados em inibi¢do enzimdtica

Uma classe que merece destaque ¢ a dos biossensores baseados no processo de inibigdo
enzimatica [118]. Um inibidor enzimatico ¢ uma substancia capaz de alterar a eficiéncia de uma
reagao de catalise enzimatica, tornando-a mais lenta ou reduzindo sua eficacia, assim como de
alterar a especificidade do componente bioldgico. Podemos dividir os processos de inibicdo em
reversiveis e irreversiveis [119]. Nos processos reversiveis ha a formacao de um complexo entre a
enzima (E), o substrato (S) e o inibidor (I). Este complexo ¢ apresentado na forma de um sistema
em equilibrio, ou seja, dependendo das concentragdes de substrato e do inibidor, alterando dessa
forma a formagdo e dissociagdo do complexo enzima substrato (E-S) [118-120]. A Tabela 2

resume os principais mecanismos para o processo de inibigdo enzimatica.

e Reversivel

i. Competitiva — A substancia inibidora (I) possui caracteristicas semelhantes ao substrato
(S) e pode formar um complexo estavel com a enzima (E-I). Sendo um processo
reversivel, a adicdo de substrato (S) pode descolar o equilibrio para a formagao do
complexo inicial (E-S) (reagdol);

ii. Nao Competitiva — A substincia inibidora (I) se liga a um sitio diferente do que o
substrato (S). Desta forma ocorre a formagdo dos complexos E-S e E-I. Uma substancia
inibidora ndo competitiva pode diminuir a velocidade da reagdo catalitica para a

formagdo do produto (P) (reagdo 2);
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iii. Incompetitiva — A substincia inibidora (I) se liga apenas ao complexo E-S, levando a

formagdo do complexo E-S-I (reagdo 3);

e Irreversivel
Neste caso a substancia inibidora (I) se liga irreversivelmente ao sitio catalitico da enzima. Este

¢ processo ¢ comumente utilizado para avaliar mecanismos de reacao (reagao 4).

Tabela 2 — Diferentes processos de inibicdo enzimatica observando a interagdo entre Enzima (E),

Substrato (S) e substancia Inibidora (I). Adaptado da Ref. [118].

Inibicao Reversivel Inibicao Irreversivel
Inibicao Competitiva Inibicdo Nao Competitiva Inibicdo Incompetitiva
E+S =2ES->E+P E+S =2ES ->E+P E+S =2ES ->E+P E+1 =E-I
+ +
E+1 =2 E-I | I E+1 =E-I
1 I
E-I = E-S-I
(reacdo 1) (reacdo 2) (reagdo 3) (reagdo 4)

B) Enzimas Colinesterases em Biossensores Eletroquimicos

Atualmente podemos encontrar uma grande variedade de biossensores eletroquimicos que
utilizam o processo de inibi¢do enzimatica como uma ferramenta analitica para o monitoramento
contaminantes emergentes em amostras ambientais. As enzimas mais comuns utilizadas para este
fim sdo as colinesterase, tirosinase, xantina oxidase, fosfatase alcalina e glicosidase [121]. A classe
das enzimas colinesterases terdo um enfoque maior neste capitulo devido a sua utilizagdo para a

construc¢do do biossensor proposto.

As enzimas Acetilcolinesterase (AChE) sdo glicoproteinas produzidas pelo figado capazes de
hidrolisar o neurotransmissor Acetilcolina (ACh) levando a formagdo colina e acido acético

(Equacao 3). Devido a sua facil obtencdo comercial e sua versatilidade em produzir biossensores
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rapidos, sensiveis e de facil uso, tem tornado esta enzima um grande atrativo para o

desenvolvimento de metodologias analiticas qualitativas e quantitativas [118].

O

JU ,GHs AChE O , FHs
HeC” 07 N-CH; +H,0 — > P§ + HO_—N-CHy
CHy HsC™ "OH CHa (3)

Acetilcolina Acido Acético Colina

Levando em consideragao o processo de hidrolise enzimatica da AChE (E) para o seu substrato
ACh (S), ¢ possivel correlacionar a influéncia de uma substancia inibidora (I) no equilibrio de

formacao do complexo E-S.

Pesticidas da classe dos carbamatos (metomil, carbaril) e organofosforados (metil paration)
atuam como os principais inibidores de enzimas AChE, dessa forma, sendo possivel correlacionar
sua concentragdo com o processo de inibicdo enzimatica [122—124]. A deteccdo de tais pesticidas
ocorre através do monitoracdo da inibicdo do processo de oxidacdo do Cloreto ou lodeto de
Acetiltiocolina (AChI) levando a formagado seu respectivo dimero, ditio-bis-colina (um subproduto
da hidrélise do neurotransmissor acetilcolina) (Equagdao 4 e 5) [125-127]. Este substrato nao

especifico da AChE tem sido amplamente utilizado para o desenvolvimento de biossensores

enzimaticos.
O
)‘k NQHS CHg 0
o s
HSC S - EHCHs +H20 ﬁ» HSNN—CHs + H3C)J\OH 4
3 CHj;
Nl CHs CHg
2HS” SN-CHy H0mMVy e N> 8—8 I N-CHa+ 2H* 2¢- (5
I 3
vs. Ag/AgCl ' I
CHg CHs CHs

E necessario enfatizar que o processo de inibigdo por um pesticida carbamato ¢ considerado
reversivel, desta forma, o complexo enzima-inibidor (E-I) pode ser desfeito alterando as condi¢des

do equilibrio através das concentra¢des de enzima e substrato [128].
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A contaminac¢do acumulativa de substancias inibidoras da AChE ¢ amplamente descrita na
literatura como intoxicagcdo por anti-AChE, podendo causar inquietagdo, convulsdes parciais ou
generalizadas, cianose, coma, entre outros problemas relacionados a disfungdo dos sistemas
neuroldgico e motor [129—131]. Embora este biossensor tenha sido amplamente desenvolvido,
investigado e aplicado com materiais como Grafeno [125], MWCNTS [132], CNTs, filmes
poliméricos [133] e outros materiais, sua investigacdo utilizando o biochar como plataforma de

imobilizagao serd abordada pela primeira vez no Capitulo 3.

1.4 Dispositivos Analiticos em Papel

Ao explorarmos a pesquisa e desenvolvimento de novas plataformas e abordagens de
sensoriamento eletroquimico, surge uma necessidade crescente por sensores miniaturizados, que
oferecem uma série de vantagens significativas. Dentre a ampla variedade de sensores disponiveis,
destacam-se os eletrodos descartaveis, geralmente confeccionados a partir de materiais como o
polietileno tereftalato (PET) [134, 135], os eletrodos serigrafados, também conhecidos como SPE
(do inglés, screen-printed electrode)[136, 137], e os eletrodos fabricados com a tecnologia de

manufatura aditiva ou impressao 3D [138].

A medida que avancamos nas proximas se¢oes, exploraremos em detalhes o papel e o potencial
dessas plataformas eletroquimicas miniaturizadas em varias aplicagdes analiticas, destacando seus

atributos individuais e contribuigdes para a pesquisa em sensoriamento eletroquimico.

Devido as suas caracteristicas como acessibilidade, baixo custo e facilidade de descarte em
comparacao com os materiais tradicionais usados em microfluidica, o substrato papel se apresenta
como um substrato adequado para o desenvolvimento de sensores. O papel pode ser extremamente
processado através de diversas técnicas como impressdo, revestimento, corte ¢ laminagao com o
intuito de se fabricar dispositivos Point of care testing (PoCT) [139], resultando em produtos

produzidos em massa a baixo custo. Outra vantagem importante do papel como substrato ¢ sua
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estrutura porosa e hidrofilica. O papel celuldsico pode conduzir o fluxo de fluido sem uma bomba
externa através da forga capilar. Além disso, a estrutura celulosica permite alterar as propriedades
do papel, como hidrofobicidade, condutividade e reatividade, modificando a estrutura quimica. No
entanto, o desempenho basico do dispositivo a base de papel depende significativamente das
propriedades do papel, incluindo porosidade, tamanho dos poros, espessura e tipo de material.

Portanto, o papel adequado deve ser selecionado para atender a aplicagdo especifica [140].

Ao alinhar as propriedades intrinsecas do substrato papel com técnicas eletroquimicas, um novo
formato de dispositivo PoCT surgiu, ganhando grande destaque no desenvolvimento de plataformas
analiticas para a deteccdo de diversos analitos de interesse ambiental e clinico [141, 142].
Dispositivos analiticos eletroquimicos (eletroanaliticos) em papel (ePADs, do inglés
electrochemical paper-based analytical devices) surgiram como uma oportunidade para
desenvolver sensores de baixo custo para monitorar contaminantes ambientais (CAs) [143],
biomarcadores [144, 145], patogenos ambientais e alimenticios [146]. Esta tecnologia tem sido
aplicada no campo da eletroandlise devido as caracteristicas adequadas como fabricagdo de
diferentes arranjos de eletrodos. adequados para monitoramento “in loco™” e ampla variedade de

aplicagoes [138, 147-151].

Tradicionalmente, um célula eletroquimica consiste em um conjunto de trés eletrodos (trabalho,
referéncia e auxiliar), que podem ser impressos com tinta de carbono ou pasta de carbono [152]
para se obter um ePAD ou um eletrodo impresso serigrafado (SPE). A tinta consiste principalmente
de um material condutor, como o Grafite, Carbon Black (CB), 6xido de Grafeno (GO) ou
Nanotubos de Carbono (CNTs), juntamente com um aglutinante, plastificante, polimero ou agente
ligante para dar robustez a impressao e evitar deterioracao do sensor impresso [148, 153]. As tintas
a base de carbono podem ser fabricadas em escala de laboratorio usando pé de grafite e agentes
ligantes, como esmalte de unha [154], verniz vitral [134], quitosana [155], poliestireno [156], entre

outros. Sensores em papel sdo amplamente reportados na literatura, abrangendo uma variedade de
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aplicagdes, como a deteccio de contaminantes emergentes [11], o desenvolvimento de
imunoensaios [136] e a analise de moléculas relevantes para as industrias cosmética e alimenticia

[157].

A fabricacdo do eletrodo ¢ uma etapa crucial na producao de um ePAD. Diversas técnicas de
fabricagdo de eletrodos foram apresentadas na literatura, como impressdo em esténcil [158],
impressao a jato de tinta [159], gravagao a laser [160], uso de fita de carbono, desenho a lapis, spray
e revestimento por rotacdo e pulverizagao catddica [140]. No entanto, a fabricagdo tradicional
desses sensores requer o uso de maquinas de serigrafia com telas especiais de nylon e tintas

condutoras comerciais.

Portanto, a busca por novas abordagens de fabricacdo de sensores em papel se torna uma
necessidade. Neste contexto, a técnica de manufatura aditiva (impressdo 3D) tem ganhado um
grande destaque, nos ultimos anos, no desenvolvimento de novos materiais e dispositivos na areas
de Eletroquimica e Quimica Analitica [138]. Com este intuito e visando um acesso mais
democratico para a fabricagao de sensores em papel, o Capitulo 5 ird abordar fabricagcdo de sensores
ePADs por meio de um novo método que utiliza um esténcil de Acido Polilatico (PLA) impresso

em 3D, combinado com uma tinta condutora a base de grafite.

1.5 Espécies de Interesse Ambiental

1.5.1 Contaminantes Ambientais: Ocorréncia, legislacao e métodos de detecgcao
Todas as substancias sao venenosas; nao ha nenhuma que ndo seja veneno. A famosa
observagao feita por Paracelso (1493-1541) de que a “A4 dose certa diferencia um veneno de um

remédio.”, serve como fundamento para a discussao sobre contaminantes ambientais.

A Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) estipula que todos os anos mais de 100.000 produtos
quimicos sdo liberados no meio-ambiente como consequéncia do seu processo de producdo
industrial, sua utilizagdo e posterior descarte. A estrutura quimica, as propriedades fisico-quimicas e
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o ambiente onde uma determinada substancia ¢ liberada, fazem com que o destino final deste

composto seja determinado.

Os poluentes encontrados no meio ambiente podem ser categorizados de origem natural ou
sintética. Um poluente ¢ considerado natural, quando sua presenga no ambiente ndo esta relacionada
a acdo antropogénica!. A presenca de metais no meio ambiente pode ser considerada natural, e
geralmente sdo encontrados em quantidades moderadas que ndo representam riscos a saude.
Entretanto, atividades antropogénicas podem causar ou acelerar o processo de liberagao de

substancias naturais no meio-ambiente (e.g. garimpo) [161].

Contaminantes Ambientais (CA), em sua definicdo, se refere a um grupo de substancias
(organicas, inorganicas, microplasticos, nanoparticulas) ou microrganismos que foram detectados
em amostras de dgua, solo e ar em concentragdes pequenas. Devido a falta de regulamentacdo e
grande variedades de compostos, existe uma grande preocupagdo com o perigo que tais substancias

podem oferecer ao meio-ambiente, ecossistemas, animais e a saide humana [162].

A Figura 9 ¢ um diagrama esquematico ilustrando diferentes fontes, possiveis caminhos,
destino e consequéncias para a saude humana relacionado a contaminantes emergentes. A presenga
de contaminantes provenientes de residuos industriais estd associada ao manuseio incorreto,
derramamento acidental ou causal de tais substancias que podem se infiltrar em corpos d’agua
subterraneos e superficiais. Os contaminantes agricolas, como agrotoxicos, fertilizantes e
praguicidas, apresentam um elevado risco ao meio ambiente devido a facil lixiviacdo e percolagdo,
podendo atingir lengodis fredticos. Os residuos domésticos podem transportar principalmente
produtos farmaceéuticos e de higiene pessoal (PPCPs) levando a contaminagao de 4guas subterraneas
através de aterros sanitarios, estagdes de tratamento de dguas residuais (ETARs) ou de esgoto

(ETE).

! Agdes antropogénicas sdo aquelas causadas pelo ser humano.
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Outra fonte preocupante de CAs sdo os residuos biomédicos provenientes de laboratorios de
diagnostico e hospitais. Residuos liquidos ou sélidos sdo comuns em tais estruturas, € seu manejo
incorreto pode levar a contaminagdo do meio ambiente através de lixiviagdo em aterros sanitarios.
Este processo de lixiviagdo pode comprometer rios, lagos, lencoéis freaticos e outros corpos de agua
superficiais proximos por meio do escoamento superficial. As Estacdes de Tratamento de Esgoto
(ETE) também podem representar um risco para os corpos de agua superficiais devido a poluicao
das aguas subterraneas por meio da interacdo entre as aguas subterraneas e de superficie. Os
processos fisicos de tratamento de esgoto realizados em uma ETE (impactacdo, interceptacao,
difusdo e processo de sedimentagdo) podem facilitar o processo de lixiviagdo de CAs para aguas

subterraneas [162—164].

 Bactéria *Vfrus
#‘ Farmacos 1/

Figura 9 - Representacdo esquematica ilustrando fontes, possiveis caminhos, destino e

consequéncias para a saide de contaminantes emergentes de aguas subterraneas. (Figura feita com a
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ferramenta online biorender, https://biorender.com). Traduzido e reutilizado com permissao da Ref.

[162]. Copyright © 2018 Elsevier B.V. Todos os direitos reservados.

Além disso, a ineficiéncia das estagdes de tratamento de agua (ETAs) na remocdo eficaz de
contaminantes e poluentes da dgua, pode resultar em dgua de qualidade inferior para o consumo
humano. Isso pode ser causado por tecnologias inadequadas, falta de recursos financeiros,

infraestrutura deteriorada e eventos climaticos extremos.

1.5.2 Contaminantes Ambientais no Brasil

A ocorréncia de contaminantes em matrizes ambientais no Brasil ¢ um tema de alta relevancia
que pode abordar diversos aspectos da pesquisa cientifica. O aumento no interesse em se investigar
aspectos legais e econOmicos, técnicas analiticas para a identificacdo e quantificacdo de tais
contaminantes, assim como o desenvolvimento de novas metodologias para a sua remocao,
degradacao e mitigacdo, tem sido o objetivo de diversos grupos de pesquisa brasileiros voltados

para a area ambiental [164].

No Brasil, o Ministério da Satde regulamenta através das portarias 2914/2011, 5/2017 e
888/2021 o padrao de potabilidade de dgua para o consumo humano e consequentemente o Valor
Miéximo Permitido (VMP), expresso em mg/L ou ug/L, para substancias que representam risco a
saude [165, 166]. Embora a legislacdo permanente estipule valores em concordancia com agéncias
internacionais como a Food and Drug Administration (FDA) e a Agéncia de Protecdo Ambiental
dos Estados Unidos (USEPA), os niveis de tais compostos ainda causam grande preocupagao entre

pesquisadores e ambientalistas [167].

Em 2022, o trabalho realizado por Marson e colaborares [164] revisou publicagdes relacionadas
a ocorréncia de CAs no Brasil. Ao longo de um recorte temporal de 10 anos (2011-2021), 375

publicacdes foram relacionadas a estudos para identificagdo, quantificagao e monitoramento de CAs
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em matrizes ambientais em diversos locais do territorio brasileiro. A Figura 10 mostra um
panorama da situagdo de contaminagdo por CAs nas regides brasileiras, de acordo com os artigos
utilizados na revisdo. Os resultados obtidos revelam uma maior frequéncia na presenga de CAs na
regido Sudeste, especialmente no estado de Sdo Paulo (SP), onde h4 uma alta taxa de urbanizagdo e
industrializacdo. No estado de Sao Paulo foi possivel detectar diferentes classes de CAs, uma alta

incidéncia de produtos farmacéuticos e de higiene pessoal (PPCPs), drogas ilicitas e cafeina.
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Figura 10 — Mapa geografico brasileiro ilustrando a detec¢do de cada classe de contaminantes
ambientais (nimero de notificacdes) em distintas regides e Estados do Brasil no periodo de janeiro
de 2011 a novembro de 2021. Reutilizado com permissao da Ref. [164]. Copyright © 2022 Elsevier

B.V. Todos os direitos reservados.

Por outro lado, a classe de agrotoxicos foi detectada com maior frequéncia nos estados de Mato
Grosso, Rio Grande do Sul e Parana. Levando em consideragao que estes estados se encontram nas
regides Centro-Oeste e Sul do Brasil, onde a producdo de milho e soja ¢ intensa (70% do total),
podemos associar a incidéncia de tais poluentes com as atividades econdmicas desta regido. Desta
forma, a identificacdo e monitoramento de CAs, principalmente em areas altamente urbanizadas ou
com atividades de producao agricola/tecnoldgica se torna imprescindivel.
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1.5.3 Escitalopram

O Escitalopram (Figura 11) ¢ um medicamento antidepressivo da classe dos inibidores seletivos
de recaptacao de serotonina (ISRSs) que atuam modulando a distribuicao de serotonina no sistema
nervoso central. Os principais usos dos ISRSs envolvem o tratamento da depressdao (menor e
maior), ansiedade, transtornos obsessivo-compulsivo, bem como episddios disforicos pré-

menstruais [168].

Figura 11 — Estrutura molecular do Escitalopram (Fonte: Repositorio ChemSpider)

O escitalopram atua aumentando a disponibilidade de serotonina no cérebro, o que pode ajudar
a melhorar o humor, reduzir a ansiedade e aliviar sintomas depressivos. E importante destacar que
esse medicamento s6 deve ser usado sob prescricdo médica e deve ser administrado conforme as
orientacdes do profissional de satide, uma vez que seu uso incorreto pode resultar em efeitos
colaterais indesejados. Eletroquimicamente, o Escitalopram ¢ detectado diretamente por meio de
um processo de oxidagdo irreversivel, apresentando um pico anddico em Epa =~ 800 mV vs. SCE,
utilizando um tampao de solu¢do de Britton-Robinson 0,10 mol L—1 (pH 8.0), conforme
demonstrado por Baccarin et al. [169]. Nesse contexto, o continuo desenvolvimento de novas

plataformas de detec¢do ¢ fundamental para avangos nessa area.
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1.5.4 Carbaril

O Carbaril (Figura 12), um agrotoxico da classe carbamato, ¢ amplamente empregado
globalmente para controlar pragas agricolas, estruturais e como moluscicida, destacando-se por sua
eficacia multifacetada. Sua aplicagdo ¢ notavel devido a baixa persisténcia ambiental, embora a
exposicao humana ocorra por residuos alimentares, contato cutdneo e dispersdao aérea. Ao inibir a
acetilcolinesterase nos tecidos nervosos, o Carbaril causa o acumulo de acetilcolina, levando a
hiperestimulagdo colinérgica, toxicidade reprodutiva, transtorno de neurodesenvolvimento e
possivel alteracdo do sistema imunologico, além de ser um possivel carcindgeno. Na mesma linha,
os agrotoxicos organofosforados e carbamatos atuais inibem essa enzima, gerando preocupagdes
sobre contaminacdo cumulativa no corpo humano e sintomas que variam de inquietagdo a graves
disfunc¢des neurologicas e motoras. No contexto brasileiro, o Carbaril assume papel central como
pesticida em plantacdes de macieira, evidenciado pelo limite maximo de residuo (LMR)

estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) de 2,0 mg/kg [170, 171].

Figura 12 - Estrutura molecular do Carbaril (Fonte: Repositorio ChemSpider).

A monitorizacdo dos residuos de agrotoxicos em alimentos e solos ¢ crucial para a detecgdo
precisa por meio de vdrias técnicas de analise, constituindo uma necessidade premente.
Eletroquimicamente, o Carbaril pode ser diretamente identificado através de um processo de
oxida¢do em Epa. = +1,20 V vs. Ag/AgCl [172, 173]. Usando enzimas colinesterases, a deteccao

seletiva do composto ¢ alcancada, ampliando suas aplicagdes sensoriais. A criagdo de biossensores
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eletroquimicos altamente sensiveis, rapidos, confidveis e simples supera as limitacdes das
abordagens convencionais. Assim, os biossensores eletroquimicos com enzimas colinesterases
surgem como estratégia fundamental para detectar agrotdxicos, como o Carbaril, em baixas
concentragcdes, rivalizando com os métodos convencionais, como cromatografia e

espectrofotometria [174].

1.5.5 Metilparabeno

Os parabenos sao compostos amplamente usados nas industrias farmacéutica, cosmética e
alimenticia, devido as suas propriedades conservantes e antimicrobianas. Sintetizados e empregados
industrialmente desde 1920, eles sdo encontrados naturalmente em bactérias, plantas e frutas. Esses
compostos sao valorizados pela conservacao eficaz, estabilidade quimica e baixo custo. No entanto,
sua atividade estrogénica e antiandrogénica levanta preocupacdes, associando-os a problemas de
saude como tumores, incluindo cincer de mama, e infertilidade masculina. Fontes comuns de
exposi¢ao sao produtos farmacéuticos e de higiene pessoal. Os parabenos podem afetar o sistema
reprodutivo e endocrino, interferindo com a atividade hormonal e desencadeando efeitos adversos
no sistema nervoso, imunologico, metabolismo lipidico e niveis de glicose. Eles também tém a
capacidade de serem transferidos de mae para filho, destacando seu potencial impacto
transgeracional. O Metilparabeno (MePa) (Figura 13), apresenta a menor cadeia carbdnica alifatica
e, portanto, facil solubilidade em 4gua. Este parabeno especifico tem sido amplamente investigado
na literatura, e varios estudos relatam sua identificagdo em diversas matrizes ambientais, incluindo
aguas superficiais e de torneira, sedimentos, bem como amostras de leite, soro de leite e urina de

mulheres gravidas [175].
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CH;

HO

Figura 13 - Estrutura molecular do Metilparabeno (Fonte: Repositorio ChemSpider).

Desta forma, devido a alta presenca desse composto em diversas matrizes ambientais, a
deteccdo do Metilparabeno tem se tornado relevante nos ultimos anos. Eletroquimicamente, o
Metilparabeno ¢ diretamente detectado por meio de um processo de oxidagdo irreversivel,
apresentando um pico anddico em Epa = 800 mV vs. Ag/AgCl [176]. Nesse contexto, o continuo

desenvolvimento de novas plataformas de detec¢do ¢ fundamental para avangos nessa area.

1.5.6 Paracetamol

O Paracetamol (Figura 14), também conhecido como Acetaminofeno, ¢ um farmaco analgésico
e antipirético amplamente utilizado para o alivio de dores leves a moderadas e reducao de febre. O
Paracetamol ¢ um solido cristalino branco, praticamente insoluvel em agua e ligeiramente soltvel
em alcool. Como um analgésico, o Paracetamol atua inibindo a enzima Ciclo-oxigenase no cérebro,
o que reduz a sintese de prostaglandinas, responsaveis pela geracdo de sinais de dor e febre no
corpo. Sua acdo analgésica e antipirética tornou-o um dos medicamentos mais utilizados no mundo

para alivio temporario de sintomas leves a moderados [177, 178].

OH
O

J

H4C NH

Figura 14 - Estrutura molecular do Paracetamol (Fonte: Repositorio ChemSpider).
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O uso indiscriminado do Paracetamol pode acarretar sérios riscos a saide. Conforme alerta da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), ¢ crucial seguir as indicacdes contidas na
bula do medicamento. O paracetamol, quando utilizado em doses inadequadas ou por periodos
prolongados, pode causar danos graves ao figado, resultando em hepatite medicamentosa e, em
casos mais extremos, at¢ mesmo a morte. Essa reacdo adversa estd associada a sobrecarga do
sistema hepatico em metabolizar o fdrmaco e seus metabolitos, resultando em actimulo de
substancias toxicas no oOrgdo [179]. Historicamente, esta molécula foi detectada por diversos
sensores eletroquimicos através do monitoramento de um processo reversivel, com um pico de

oxidacdo em Epa = 560 mV vs. Ag/AgCl e um pico de redugdo em Epc =450 mV vs. Ag/AgCl [180].

1.6 Espécies de Interesse Biologico

A deteccao de espécies de interesse bioldgico, como biomarcadores, proteinas, antigenos, virus
e outras moléculas biologicas, desempenha um papel fundamental em diversas areas da ciéncia e da
saude. Essa capacidade de monitorar e detectar essas moléculas nos permite investigar de forma
abrangente fendmenos bioldgicos complexos e, a0 mesmo tempo, simplifica o processo de tomada

de decisdes com base na medicina personalizada [181].

1.6.1 Dopamina

A dopamina (DOP), como ilustrado na Figura 15, ¢ um neurotransmissor essencial que
desempenha um papel crucial na regulagdao das emogdes e processos cognitivos no corpo humano.
Ela pertence ao grupo das catecolaminas e ¢ particularmente relevante no sistema nervoso central.
Os niveis médios de dopamina no sangue ¢ no soro humano geralmente se encontram na faixa de
10° a 10° mol L. E importante destacar que quantidades anormais de dopamina estio associadas a
varias condi¢des médicas, incluindo doengas como Parkinson e Alzheimer. Portanto, a busca por
métodos analiticos que possam oferecer uma deteccdo de dopamina seletiva, sensivel, simples e

acessivel ¢ de grande importancia.
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Figura 15 - Estrutura molecular do Dopamina (Fonte: Repositorio ChemSpider).

Historicamente, a deteccdo eletroquimica da dopamina ocorre através de um processo quasi-
reversivel, caracterizado por um pico anddico em torno de Epa = +200 mV vs. Ag/AgCl e um pico
catdédico em cerca de Epa = +150 mV vs. Ag/AgCl. Essa reacdo redox ¢ comumente catalisada pela
construcdo de biossensores que fazem uso da enzima Lacase. Esses biossensores desempenham um
papel significativo na detecgdo seletiva e sensivel da dopamina, contribuindo para avangos na

pesquisa neuroquimica e diagndstico de disturbios neurologicos [182, 183].
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1.7 Objetivo Geral

O objetivo principal deste trabalho ¢ modificar, caracterizar e avaliar a viabilidade de aplicacao

do biochar derivado de massa de bambu na fabricagdo de sensores eletroquimicos. Este estudo

inclui a investigacdo das propriedades quimicas e eletroquimicas do biochar, com especial atengao

na deteccdo eletroanalitica de espécies quimicas de relevancia ambiental e biologica.

[ ]

1.7.1 Objetivos Especificos

Preparar o biochar por meio do processo de funcionalizagdo acida com solucao sulfonitrica
(HNO3/H2S0s4), avaliar as alteragdes estruturais € na composi¢do biochar funcionalizado (BCF).
Além disso, busca-se avaliar a performance do sensor eletroquimico GC/BCF na resposta
voltamétrica para os analitos Escitalopram (EST) e a sonda-redox Ferricianeto/Ferrocianeto de
Potassio ([Fe(CN)s]*7*);

Desenvolver, caracterizar e aplicar um biossensor eletroquimico baseado em biochar
funcionalizado (GC/BCF) e enzima Acetilcolinesterase (AChE) para a deteccdo indireta do
pesticida Carbaril. Além disso, busca-se demonstrar a aplicacdo eficaz deste biossensor na
deteccao deste agrotdxico em amostras de maca;

Sintetizar, caracterizar e aplicar nanocompositos de biochar (BC) modificados com
nanoparticulas de Cobre (CuNPs) e Antimonio (SbNPs) como modificadores de eletrodos GC.
Avaliar o desempenho do sensor GC/BC-CuNPs na detec¢do de dopamina em amostras de urina
sintética e escitalopram em amostras de dgua. Também avaliar a aplicagdo do sensor GC/BC-
SbNPs na deteccao de Metilparabeno em amostras de produtos de higiene pessoal (PCPs);
Desenvolver um dispositivo analitico em papel (ePAD) utilizando um esténcil de Acido
Polilatico (PLA) impresso em 3D, incluindo a criagdo de uma barreira hidrofobica por meio de
impressao com cera sélida. Modificar com biochar funcionalizado (BCF) e aplica-lo na deteccao

de Paracetamol em medicamentos de baixa qualidade ou falsificados.
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Funcionaliza¢do Acida do Biochar e sua aplica¢do na resposta
voltamétrica de espécies eletroativas

2.1 Objetivo especifico

Preparar o biochar por meio do processo de funcionalizagao acida com solugdo sulfonitrica
(HNO3/H2S0Os4), avaliar as alteragdes estruturais € na composicao biochar funcionalizado (BCF).
Além disso, busca-se avaliar a performance do sensor eletroquimico GC/BCF na resposta
voltamétrica para os analitos Escitalopram (EST) e a sonda-redox Ferricianeto/Ferrocianeto de

Potassio ([Fe(CN)s]* 7).

Os resultados discutidos encontram-se publicados na literatura, e foram reproduzidos com

permissdo da Springer (numero da licenca 5615910865932), a saber:

Martin K.L. Silva, Alcides L. Ledo, Mohini Sain, Ivana Cesarino “A functionalized renewable

carbon-based surface for sensor development”. J Solid State Electrochem 25, 1093—1099 (2021).

2.2 Procedimento Experimental

2.2.1 Materiais, reagentes e equipamentos

Os experimentos eletroquimicos foram realizados em um potenciostato PGSTAT128N com
moédulo de impedancia eletroquimica FRA32M (Metrohm) e a andlise dos dados foi realizada

usando a ferramenta Electrochemical Circle Fit disponivel no software NOVA 2.1.

A caracterizagdo morfologica dos materiais foi realizada por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) usando um modelo QUANTA 200 Fei no Centro de Microscopia Eletronica do

IBB-UNESP Botucatu, Brasil. Os materiais também foram caracterizados por Espectroscopia no
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Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) modelo Spectrum Two FTIR (Perkin Elmer)

equipado com detector DTGS.

Acido Nitrico P.A. (t = 65%) (HNOs) e o Acido Sulfurico P.A. (t = 98%) (H2SO4) foram
adquiridos da Anidrol Brasil. O padrao Escitalopram USP foi adquirido do Direcdo Europeia da
Qualidade dos Medicamentos e Cuidados de Saude (EDQM). O padrao de Dopamina (CAS: 62-31-
7) foi obtido da Sigma-Aldrich. Fosfato monopotassico (KH>PO4), Hidrogenofosfato dissddico
(Na2HPO4), Hexacianoferrato de Potassio (I1) e (III) (K4[Fe(CN)s)] e K3[Fe(CN)g)]) eram de grau
analitico. As etapas de solucdo e diluicao foram realizadas usando adgua ultrapura (resistividade > 18
MQ cm™) de um sistema PURELAB Op¢io-Q—ELGA—-VEOLIA (Sio Paulo, Brasil). A solugio
tampao fosfato (do inglés Phosphate Buffer Solution, PBS) foi utilizado como eletrélito de suporte,

e foi preparado a partir dos sais KH2PO4 e Na;HPO4 na concentracio de 0,2 mol L' (pH 7).

2.2.2 Processo de obtenciao do Biochar

A obtengdo do biochar utilizado nos experimentos ¢ descrito a seguir. Amostras de bambu
(Phyllostachys heterocycla) originarias de espécies tropicais especificas de Fujian (China), foram
cortadas em lascas de tamanho variando de 5 a 10 mm de comprimento e cerca de 1 a 2 mm de
espessura e cerca de 5 mm de largura, pirolisadas sem qualquer pré-tratamento a 900°C em forno
programavel BST/MF/1800. A taxa de aquecimento foi de 30°C/min e o tempo de espera foi de 60
min. O material carbonizado foi pulverizado em moinho Wiley e seco a 105°C durante a noite sem
qualquer tratamento pds-pirdlise [68]. Este material foi sintetizado e doado ao Laboratério de
Nanotecnologia e Eletroanalitica (LEN) pelo Prof. Dr. Mohini Sain da Universidade de Toronto,

Canada.

2.2.3 Funcionalizacdo com solucio sulfonitrica
A funcionalizag¢do do biochar (BC) foi realizada colocando 1,0 g do material em 500 mL de

solu¢do sulfonitrica HNO3 (65% em peso) /H2SO4 (98% em peso) (1:3 v/v). A reacdo de ativagao
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foi mantida sob agitagdo vigorosa por 14 horas a temperatura ambiente. Em seguida, o material foi
filtrado usando uma membrana de nylon (0,45 pm) da GVS Filter Technology. O material obtido
passou por vdrias lavagens com agua ultrapura para remover o excesso de acido, garantindo um pH

neutro (pH 7,0). Posteriormente, o material funcionalizado foi seco a 60°C durante a noite.

A Figura 16 resume o processo de funcionalizacdo do material, incluindo a limpeza através de
uma membrana porosa € a secagem. Apos essa etapa, o material foi suspenso em agua ultrapura na

concentragio de 1,0 mg mL"!.

-

Funcionalizacio Acida

Biochar

Tratamento Limpeza

Acido Filtracdo

" Agitacdo (14 h) {-J ) membrana de nylon
(0.45 pm)

<& J

Figura 16 — Esquema de funcionaliza¢do é4cida do Biochar através do processo de oxidagdo
quimica com solugdo sulfonitrica (1:3 v/v), filtragdo com membrana de Nylon e secagem do
material obtido.

2.2.4 Preparo dos Eletrodos de Trabalho

Os eletrodos de carbono vitreo (GC) foram polidos em uma lixa d’4gua acoplada a uma politriz
modelo Fortel modelo PFLDV, utilizando uma suspensao de alumina (Al>O3) com particulas de 0,5
um, com uma velocidade de 350 rpm. Apos a etapa de polimento, os eletrodos foram sonicados por
5 minutos em etanol P.A. e por 5 minutos em agua ultrapura em um banho ultrassonico da marca
QSonica (amplitude de 75%). Na superficie dos eletrodos polidos e limpos foram gotejados 10 pL
da suspensdo de BC ou BCF (1,0 mg mL™). Os eletrodos foram secos em uma estufa a 40°C por 20

minutos.
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2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Caracterizacao Morfologica e Espectroscopica

As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram utilizadas para caracterizar
morfologicamente a superficie do material e avaliar as alteracdes apdés o processo de
funcionalizacdo 4cida. A Figura 17A mostra uma estrutura tipica para uma amostra de BC, a qual
apresenta uma forma heterogénea, com particulas de dimensdes aleatdrias com poros e/ou estruturas
em geometria de um favo de mel [63]. Apds o tratamento 4cido por 14 h (Figura 17B), o BC
funcionalizado (BCF) apresentou uma diminui¢do das particulas. A diminui¢do do volume dos
poros foi relatada em trabalhos anteriores apds o tratamento acido levando a mudangas

significativas na estrutura dos materiais [73, 184—186].

50 um

Figura 17 — Imagens obtidas por MEV para A) BC nao tratado e B) BC funcionalizado apds

tratamento acido por 12 horas em uma solugdo sulfonitrica 1:3 (v/v).

Além de alteragcdes em sua morfologia, o material BC apresentou alteracdo na composig¢ao de
grupos funcionais em sua superficie. Este efeito estd relacionado ao processo de oxidagcdo quimica
por acidos fortes como os Acidos Nitrico e Sulfurico tendem a aumentar a quantidade de grupos

funcionais acidos [185]. Desta forma, os espectros de FTIR na Figura 18 indicam que BC nao
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tratado (curva a) tem grupos funcionais de oxigénio com uma banda em 1590 cm™ correspondente a
um grupo carbonila (C=0). Uma banda em 1210 cm™! confirma a existéncia de ligagdes C—O. Além
disso, uma pequena banda em 2780 cm indica o alongamento das ligagdes C=C. Apds a
funcionalizagcdo acida, o numero e a intensidade das bandas na analise de FTIR aumentaram
consideravelmente. Os espectros para BCF (B) mostram bandas em 1700 atribuidas ao alongamento
C=0 de um grupo carboxila, enquanto as bandas em 1615 e 1537 cm™ sdo atribuidas ao
alongamento C=0O de grupos cetona ou carbonila. Apenas os espectros BCF apresentam uma banda
em 1400 cm™ atribuida a um grupo nitro (-NO2). A banda em 1150 cm™' pode ser atribuida a
vibragdes O=S=0 do grupo SOsH, mostrando a incorporagdo de grupos sulfurosos apos
modificagdo 4cida [187, 188]. Seguido por uma banda em 1044 cm' para ligacdes carbono-
nitrogénio [73, 189, 190]. O efeito geral na composicao do material apos a funcionalizagdo acida foi

a incorporacdo de grupos funcionais na superficie do BC.

a) BC

|
1583 1209

- ——b) BCF

Transmitancia (%)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Figura 18 — Espectro obtido por espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de

Fourier (FTIR) para os materiais BC (curva a) e BCF (curva b).
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2.3.2 Resposta voltamétrica para espécies quimicas eletroativas

A voltametria ciclica foi utilizada para avaliar os efeitos do tratamento &cido em carbono
renovavel. A Figura 19A mostra a resposta voltamétrica de trés eletrodos diferentes em uma
solugdo contendo 5,0 mmol L' do par redox. O eletrodo GC/BC (curva a) apresentou um processo
eletroquimico reversivel bem definido com pico de oxidacdo em E,. = 326 mV e, o eletrodo
modificado BCF apresentou um pico de oxidagdo em 305 mV. Comparado ao GC nido modificado
(linha tracejada), os eletrodos modificados com BC (curva a) e BCF (curva b) tiveram um aumento
na resposta de pico anddico de 30% e 41%, respectivamente. Quando analisamos os potenciais de
pico anddico (Epa) e catddico (Epc), podemos correlacionar a eficiéncia do eletrodo no processo
redox do par redox ferri-ferro. Dessa forma, o eletrodo GC ndo modificado apresentou uma
variagdo de potencial (AEp) de 266 mV, enquanto que o sensor GC/BC teve um AE, de 190 mV e o
GC/BCF obteve um AE, de 134 mV. A diminui¢@o no valor de AE), estd associada a uma melhora

na reversibilidade do processo de redox da sonda ferri-ferro.

12
40F m—
""" GC w===ex GC
30F \ a) GC/BC I0F ——a)GC/BC
a0l -~ b) GC/BCF ——b) GC/BCF
< 10k : <
310 = = __:j'()
~ OF . e ~
4k
10k
20 F 2r
30 F o
-40 B L 1 1 1 1 1 -2 C 1 1 1 L L
02 00 02 04 06 08 0,0 0.3 0.6 0.9 1,2 1,5
E/V vs. Ag/AgCl E/V vs. Ag/AgCl

Figura 19 — Voltamogramas Ciclicos dos eletrodos GC nao modificado (linha tracejada), GC/BC
(curva a) e GC/BCF (curva b) em: A) 5,0 mmol L' do par redox [Fe(CN)s]*"*". B) Solugao PBS

(0,2 mol L, pH 7,0) com 100 pmol L' de EST. (v=50 mV s™).
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A Figura 19B mostra os voltamogramas obtidos na presenga de 100 umol L' de EST,
revelando um processo de oxidacdo irreversivel em +1,00 V (vs. Ag/AgCl/KCl) para GC/BC (curva
a) ¢ GC/BCF (curva b). A varredura de potencial reverso ndo mostrou processos de reducao,
sugerindo irreversibilidade do processo. Gholivand et al. [191] e Nouws et al. [192] reportaram
resultados similares, onde o pico de oxidag¢do para EST ¢ atribuido a transferéncia de dois elétrons
no grupo amina tercidria terminal (como demonstrado na Figura 20). O eletrodo modificado com
BCF apresentou um aumento na /pa de 25% em relagdo ao eletrodo GC/BC e de 40% sobre o

eletrodo GC (linha tracejada).

Figura 20 — Reagdo de oxidagao do Escitalopram.

2.3.3 Espectroscopia de Impedincia Eletroquimica

A Figura 21 mostra os diagramas de Nyquist obtidos para eletrodos GC (B), GC/BC (e) e
GC/BCF (A) em experimentos EIS registrados em duas configuragdes diferentes: A Figura 21A
mostra dados EIS registrados sob um potencial de circuito aberto (OCP) na presenca de 5,0 mmol
L do par redox [Fe(CN)s]*"*". A Figura 21B mostra os dados EIS registrados no potencial de

eletro-oxidag¢do EST (+1,0 V vs. Ag/AgCl) em PBS pH 7,0.
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Figura 21 - Diagramas de Nyquist obtidos para eletrodos GC nao modificado (m), GC/BC ndo
tratado (®) e GC/BCF (A) em: A) presenca de 5,0 mmol L' do par redox [Fe(CN)s]*"* e B)

presenca de 100 umol L' de EST em PBS pH 7,0.

Esses resultados experimentais foram otimizados quantitativamente em um circuito equivalente
de Randles (detalhe Figura 20A) para quantificar a Resisténcia de Transferéncia de Carga (Rc), a
Resisténcia Ohmica da Solucdo (Rs) e a capacitancia interfacial, aqui representada como o elemento
de fase constante (CPE). Os valores de Rt obtidos estdo resumidos na Tabela 3. Em ambos os
experimentos o valor de R diminuiu da seguinte forma: GC > GC/BC > GC/BCF. A diminuig¢ao
dos valores de R esta associada a deposicado de BC e BCF na superficie do eletrodo. Diferentes
trabalhos relatam o uso de eletrodos modificados com biochar, proveniente de diferentes biomassas,
apresentaram uma resposta voltamétrica melhor para espécies eletroativas, esse comportamento
pode ser atribuido ao processo de adsor¢do de moléculas na estrutura do biochar através de

diferentes interagdes intermoleculares [59, 193, 194].
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Tabela 3 — Parametros obtidos por EIS na caracterizagdo dos eletrodos modificados para diferentes

espécies eletroativas.

Analito Eletrodo R (kQ) R,(kQ) CPE (uF s*) o

[Fe(CNe) >+ GC 3.3 31,0 1,8 0,901
GC/BC 2.4 55,7 1.9 0,960
GC/BCF 1.9 58,9 3,6 0,941

PBS com EST GC 164 133 0,35 0,995
GC/BC 51 168 0,66 0,964
GC/BCF 47 152 0,70 0,991

Os resultados deste estudo revelaram uma notavel melhora nas respostas voltamétricas para as
espécies eletroativas avaliadas, um comportamento diretamente atribuido ao aumento dos grupos
funcionais na superficie do biochar, alcangado por meio do processo de funcionalizagdo acida. Isso
estd em consonancia com descobertas anteriores, como as de Oliveira et al. [45], que observaram
um aumento na area superficial, volume e didmetro dos poros em um biochar de torta de mamona
apos ativacao acida com HNOs;. Da mesma forma, He et al. [195] reportaram o uso de uma solugao
sulfonitrica H»SO4 (75 mL, 18 mol L) e HNOs (25 mL, 12 mol L) para funcionalizar
nanoparticulas de biochar (BCNPs), o que resultou em uma notavel diminui¢do no tamanho das
nanoparticulas (de 480 nm para aproximadamente 175 nm). Os resultados obtidos para os valores
de R demonstram paralelamente uma similaridade com os perfis de voltametria ciclica (CV),
indicando um aumento na reversibilidade dos processos redox, bem como um incremento nas

correntes de pico anddico (/pa) para ambas as espécies eletroativas avaliadas.

2.4 Conclusao parcial

Com base nos resultados discutidos neste capitulo, pode-se concluir que a modificagdo dos
eletrodos GC com os materiais BC ¢ BCF demonstrou claramente um aprimoramento significativo

na resposta voltamétrica em relagdo ao par redox [Fe(CN)s]** e ao EST, quando comparada aos
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eletrodos ndo modificados. Além disso, foi evidenciado que a funcionalizagdo do material BC
resultou no enriquecimento da superficie do material carbonidceo com grupos funcionais
oxigenados, incluindo carbonila, carboxila, nitro e enxofre, ampliando consideravelmente as
oportunidades de interagdes intermoleculares entre os analitos e o sensor modificado. Essa
caracteristica desempenha um papel fundamental no aumento da detectabilidade (valores menores
de LOD) dos sensores eletroquimicos desenvolvidos com o material BCF. Portanto, os resultados
indicam que o BCF se mostra como uma escolha promissora para a constru¢do de uma variedade de

sensores eletroquimicos de alto desempenho, abrindo novas perspectivas para aplicacdes analiticas.
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Desenvolvimento de Biossensor Eletroquimico utilizando Biochar
Funcionalizado e Acetilcolinesterase para Detecgdo de Carbaril em
Alimentos

3.1 Objetivo Especifico

Desenvolver, otimizar e aplicar um biossensor eletroquimico baseado em biochar
funcionalizado (GC/BCF) e enzima Acetilcolinesterase (AChE) para a detec¢do indireta do
pesticida Carbaril. Além disso, busca-se demonstrar a aplicagdo eficaz deste biossensor na detec¢ao

deste agrotoxico em amostras de maca.

Os resultados discutidos estdo publicados na literatura e foram reproduzidos com permissao da
MDPI. Conforme a licenca Creative Commons CC BY de acesso aberto, qualquer parte do artigo
pode ser reutilizada sem necessidade de permissdo, desde que o artigo original seja devidamente

citado:

Erik W. Nunes, Martin K.L. Silva et al. “Acetylcholinesterase Biosensor Based on
Functionalized Renewable Carbon Platform for Detection of Carbaryl in Food”. Biosensors, 12,

486 (2022).

3.2 Procedimento Experimental

3.2.1 Reagentes
A Enzima Acetilcolinesterase (EC:232-559-3) de Electrophorus electricus (enguia elétrica)
Tipo VI-S (po6 liofilizado, 200-1000 unidades/mg de proteina), o substrato Iodeto de Acetiltiocolina

(AChI) e o padrao analitico de Carbaril PESTANAL® (CAS: 63-25-3) foram obtidos de Sigma-
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Aldrich (Alemanha). Solug¢des do tampdo PBS 0,2 mol L™ foram preparadas conforme descrito na

SECAO 2.2.2. A instrumentagio utilizada foi a mesma especificada na SECAO 2.2.2.

3.2.2 Fabricacio Biossensor Enzimatico

A revisao da literatura destaca varias técnicas de imobilizagao, incluindo aprisionamento fisico,
adsor¢do, ligacdo covalente e reticulacdo covalente. No contexto deste trabalho, optou-se pela
adsor¢do e interacdes intermoleculares entre os grupos funcionais do biochar (BC) e biochar
funcionalizado (BCF) para a imobilizagao da enzima AChE. Para a fabricacdo do biossensor, I mL
de BC ou BCF (1 mg mL™") foi misturado com 200 pL (contendo 80 U) da suspensdo da enzima
AChE em solucao de PBS (pH 7,0). Uma aliquota de 10 pL da mistura foi gotejada sobre a
superficie de um eletrodo GC limpo e polido previamente. Os eletrodos foram secos a temperatura
ambiente. A Figura 22 resume as etapas de funcionalizagdo acida do Biochar (capitulo 1) e a

fabricagdo do biossensor eletroquimico.

/ Funcionalizacao - \

Biochar
Tratamento Limpeza
Acido a Filtracio E — a (remogdo de acido)
& T ATBHs Lh {_:)_) membrana de nylon Secagem
' (0.45 pm) (60°C)
,,,,,,,, ¥ P I‘(}p(lf’(l({"fi(‘) Biossensor ‘S‘Z
ranco r 7
*% com Carbaril ¢ /
) /
2
E 4

Corrente (uA)

ooy

Suspensio A
BCF/AChE (80 U)  Sonicador de Ponteira
(75%, 20 min)

\ Voltametria de Pulso Diferencial Carbono Vitreo /

Figura 22 — Representagdo esquematica do processo de funcionalizacdo 4cida do biochar, a

Potencial (V)

respectiva fabricacdo dos biossensores enzimaticos utilizando eletrodos GC e a metodologia de

avalicao por Voltametria de Pulso Diferencial.
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3.2.3 Preparacio de amostras reais para analise de CBR

Para a determinacdo de carbaril em amostras reais, amostras de mac¢as foram adquiridas em um
supermercado local (na cidade de Botucatu-SP, Brasil) e selecionadas como amostra real. A macas
foi escolhida como amostra devido ao Limite Maximo de Residuos (LMR) de 2,0 mg/kg ser o
maior entre as culturas relacionadas a monografia deste agrotdxico, segundo a ANVISA [170].
Dessa forma, 100 g de maca (incluindo casca e carogo) foram triturados em liquidificador em 100
mL de solugio de PBS 0,2 mol L™ (pH 7,5). Apos a trituragiio, a mistura foi centrifugada por 5 min
a 3500 rpm e seu sobrenadante foi coletado e utilizado para os experimentos voltamétricos. A
andlise por DPV foi conduzida usando amostras de maga fortificadas com 10 nmol L' de CBR.
Trés adigdes consecutivas do padrao foram feitas para a quantificacdo do analito pelo método de

adi¢do de padrao. [196].

3.2.4 Deteccao de carbaril através do processo de inibicao da enzima AChE

Experimentos de voltametria de pulso diferencial (DPV) avaliaram as respostas eletroquimicas
do biossensor GC/BCF/ACHE de -0,3 a 0,5 V, a uma velocidade de varredura (v) de 50 mV s! em
solucdo de PBS 0,2 mol L™! (pH 7,0) contendo 50,0 pmol L' de AChI. O tempo de incubagdo para
solugdes padrdo AChl e CBR foi de 5 min. A curva analitica foi construida sobre o efeito de
inibi¢do da corrente de pico anddica (/) de AChI na presenca de carbaril. A inibi¢ao (I (%)) da
enzima AChE foi determinada medindo a corrente de pico anddica de ditio-bis-colina antes (/o) e

apos (i) incubagao com o inibidor catalitico [127] carbaril usando a seguinte Equac¢ao (6):

1(%) = 2% x 100 (6)

I

Para fins de comparagao, a linha de base dos voltamogramas foi ajustada.
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3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Processo de Imobilizacao de AChE e Oxidacao de Iodeto de Acetilcolina

Conforme revisado na literatura, o biossensor de AChE atua explorando a inibicdo da atividade
enzimatica por agrotoxicos, predominantemente pelas classes de carbamatos e organofosforados
[197]. As medidas de DPV foram realizadas para caracterizar o processo de oxidagdo da reagdo
enzimatica entre a enzima AChE e seu substrato, AChl, respostas do biossensor GC/BC/AChE
mostrado na Figura 23. Na auséncia de AChI (curva a), nenhum processo eletroquimico foi
observado. Em contrapartida, confirma-se o processo de imobilizagdo enzimatica na superficie do
eletrodo modificado (curva b), mesmo sem a necessidade de adicdo de um agente aglutinante como
glutaraldeido ou di-imida. O processo de imobilizagdo enzimatica em biossensores ¢ uma etapa
essencial para garantir a estabilidade, seletividade e eficicia desses dispositivos. Sem a
imobilizacdo adequada, as enzimas podem ser lixiviadas ou inativadas, comprometendo a
reutilizag¢do dos eletrodos e a eficacia do biossensor ao longo do tempo. Além disso, a imobiliza¢ao
ajuda na orientagdo correta das enzimas e na redu¢do de interferéncias de outras moléculas na

amostra, garantindo a precisao das medig¢des [118].
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Figura 23 — Voltamograma de Pulso Diferencial do biossensor GC/BC/AChE em PBS 0,2 mol L

(pH 7,5) na auséncia (curva a) e presenca (curva b) de 50,0 pmol L' de AChI. (Condi¢des da DPV:

a=100mV, tm=50ms, v=10mV s™).

3.3.2 Otimizacao da resposta voltamétrica do biossensor enzimatico

Foi realizado o efeito do processo de funcionalizacao 4cida na capacidade do carbono renovavel
em detectar o pico de oxida¢do da tiocolina. A resposta da corrente de pico de anddica (/pa) da
tiocolina dos biossensores GC/BC/AChE e GC/BCF/AChE foi comparada, evidenciando um
aumento de 28% na corrente de pico anddica da resposta do dimero do biossensor GC/BCF/AChE,
conforme mostrado na Figura 24. Ambos os materiais foram avaliados usando 100 ug mL! da

enzima AChE.
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Figura 24 — Voltamogramas de Pulso Diferencial obtidos para os biossensores GC/BC/AChE
(curva a) e GC/BCF/AChE (curva b) em solugdo de PBS 0,2 mol L! pH 7,5 na presenga de 50,0

umol L' de AChI (Condi¢des da DPV: a =100 mV, tm =50 ms, v=10mV s™).

A funcionalizac¢do/tratamento acido do Biochar tem sido amplamente aplicada para aumentar a
presenca de grupos organicos oxigenados, bem como a razdo oxigénio/carbono [62, 65], e em
alguns casos reduzir a porosidade [198]. Modificagdes na composicao e estrutura deste material a
base de carbono podem favorecer o processo de imobilizagdo enzimatica de adsorcao (forca de Van
der Waals ou interacdo idnica) e ligacdo covalente [65]. O Biochar de forma geral tem sido
utilizado como uma plataforma de imobilizagdo de enzimas para uma variedade de aplicagdes,
como hidrolise [199], degradacdo enzimatica [200], remocdo de moléculas no tratamento de aguas

residuais [201] e biossensores eletroquimicos [112].

Para fins de otimizag¢do, a concentragdo da suspensio de BCF durante a construcdo do

biossensor foi avaliada nas concentragdes de 25 a 100 ng mL™'. A Figura 25A mostra a resposta
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dos biossensores na presenga 50 pmol L' do substrato enzimatico. A corrente de pico anddico (/pa)
atinge seu valor maximo na concentragio de 50 pg mL, que foi utilizada em todos os
experimentos seguintes. Além disso, a concentracio da enzima AChE utilizada foi de 40 pg mL™,
valor esse que foi otimizado em trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa [125]. O efeito do pH
do eletrolito suporte na corrente de pico anddico (/pa) também foi estudado variando o pH de 5,5 a
8,0. A Figura 25B mostra que a oxidacdo da tiocolina atinge seu valor madximo em pH 7,5, o que ja
foi relatado na literatura como uma condi¢do onde atividade enzimatica da AChE apresenta uma
melhor performance, sem desnaturacdo e consequentemente perda de sua atividade catalitica [202].

Portanto, o pH 7,5 foi escolhido em todos os experimentos subsequentes.

0,40 0,35
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i I < 020}
~_ 020} — s
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C,/pemL pH
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Figura 25 — A) Efeito da concentracio de BCF (ug mL™!") e B) Efeito do pH na corrente de pico
anoddico de oxidagdo da tiocolina para o biossensor GC/BCF/AChE em uma solugio de 0,2 mol L™!

PBS contendo 50,0 pmol L' de AChI.

3.3.3 Curva de calibracio para Carbaril
Ap6s o processo de otimizagdo, o biossensor GC/BCF/AChE foi aplicado na detec¢ao de
carbaril utilizacao experimentos de DPV com o intuito de se avaliar uma faixa linear de detecgao

para o analito. A curva analitica foi baseada na diferenca da corrente de oxidagdo da tiocolina
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(secdo 3.2.4) antes e apds a adicao de diferentes concentragdes de carbaril. O biossensor apresentou

uma resposta linear de 5,0 a 30,0 nmol L™ conforme mostrado na Figura 26.
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Figura 26 — A) Voltamogramas para o biossensor GC/BCF/AChE na auséncia (curva b - vermelha)
e na presenca de 5, 10, 15, 20, 25 e 30,0 nmol L™ de Carbaril em 0,2 mol L! PBS (pH 7,5). B)
Dependéncia linear da inibigdo da enzima com as concentragdes de Carbaril. (Condi¢des da DPV: a

=100 mV, tm=50ms,v=10mV s™).

A equagdo 7 correlaciona o processo de inibicdo em fun¢do da concentragdo de carbaril, com

um coeficiente de correlagdo de 0,982 (n=6).

1 (%) = 1,5E-4 + 2,62*Ccarpari(nmol L) (7

Seguindo as recomendagdes da IUPAC, o biossensor proposto apresentou um limite de detec¢ao
(LOD) de 4,5 nmol L' (0,91 ng mL™") e um LOQ de 15,0 nmol L (3,02 ng mL""). Estes valores
foram calculados através das equacdes 8 e 9, respectivamente. Onde DP ¢ o desvio padrao dos

valores de corrente de pico para o 50 pmol L™! de AChL.

pP 8 LO 10
= *
slope ®) Q slope

LOD = 3,3 9)
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O método desenvolvido demonstrou ser sensivel a detec¢do de carbaril. A Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) afirma que o teor maximo de residuos (LMR) na cultura da maga ¢
de 2,0 mg/kg, e a Ingestdo Didria Aceitavel (IDA) ¢ de 0,003 mg por kg de peso corporal [170].
Considerando a alta toxicidade e os aspectos teratogénicos do carbaril, o desenvolvimento de

biossensores capazes de detectar este pesticida carbamato em baixas concentra¢des ¢ fundamental.

A Tabela 4 compara o desempenho analitico do biossensor GC/BCF/AChE com outros
biossensores eletroquimicos de carbaril relatados recentemente. Du et al. [203] sintetizaram um
filme de quitosana depositado eletroquimicamente na superficie do eletrodo de ouro combinado
com a enzima AChE. O biossensor baseado em filme de polianilina de eletropolimerizacao para
imobilizacdao da enzima AChE em nanotubos de carbono foi desenvolvido por Cesarino et al. [132].
Loguercio et al. [204] otimizaram as condi¢des de superficie para imobilizar a enzima AChE
usando filmes nanocompdsitos de nanoparticulas de ouro e polipirrol dopado com indigo carmim e
dodecil sulfato. Além disso, os biossensores AChE-e-pGON/GCE e GC/rGO/AChE, desenvolvidos
respectivamente por Li et al. [205] e Silva et al. [125], se destacaram entre os biossensores com

menores LODs para deteccdo do pesticida carbaril.

Tabela 4 — Comparagdao de caracteristicas analiticas com outros biossensores relatados para

detec¢ao de carbaril.

Faixa de Deteccao LOD

Método Biossensor Ref.
(nmol L) (nmol L)
CV AChE-CHIT/Au 25-500 14,9 [203]
DPV GC/rGO/AChE 10— 50 1,9 [125]
DPV AChE-e-pGON %/GCE 1,5-30,3 0,74 [205]
SWV 3 GC/MWCNT #/PANI °/AChE 9,9 -49,6 4,6 [132]
Crono® Ppy-IC-DS1- AuNP-AChE 0,25 -1,24 0,16 [204]
DPV GC/BCF/AChE 5-30 4,5 Este trabalho
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ICHIT/Au: eletrodo de ouro modificado com quitosana; 2e-Pgon: rede de oxido de grafeno
poroso induzida eletroquimicamente; *SWV: Voltametria de onda quadrada; *“MWCNT: nanotubos
de carbono de paredes multiplas; PANI: polianilina; *Cronoamperometria

Embora outros biossensores possam apresentar LODs mais baixos, materiais como o BCF
validam o uso de fontes renovaveis de carbono no desenvolvimento de biossensores eletroquimicos
com resultados semelhantes para a deteccdo de pesticidas carbaril e levando a fabricagdo de

dispositivos analiticos para seguranca alimentar [150].

Conforme enfatizado nos experimentos anteriores, a funcionalizagdo 4cida de materiais
carbonaceos, como o carbono renovavel, tende a formar grupos funcionais no material
(principalmente grupos carboxilicos, nitro e hidroxilicos), ndo apenas promovendo um efeito
catalitico na oxidagdo dos dimeros, mas também aumentando as propriedades de intera¢do entre o
carbono renovavel e biomoléculas como a enzima AChE [193]. Enzimas tendem a ser imobilizadas
em superficies de eletrodos funcionalizados, principalmente por meio de interagdes como adsor¢ao,
encapsulamento, ligacdo covalente e reticulacdo covalente [118]. O carbono renovavel utilizado
neste estudo possui fortes caracteristicas de adsor¢ao para moléculas organicas [19], com a presenga
de grupos funcionais em sua superficie [45]. O efeito sinérgico dessas duas caracteristicas atuou de
forma construtiva para melhorar o processo de oxidacdo da tiocolina, levando a uma maior

detectabilidade.

3.3.4 Influéncia do interferente no desempenho do biossensor GC/BCF/AChE

Para avaliar a influéncia de possiveis interferentes e investigar a seletividade do biossensor
proposto. A Figura 27 mostra as respostas de corrente de pico anddico (/pa) referentes ao processo
de oxidagdo da tiocolina (a) e apds a incubagdo com 30 nmol L' de CBR (b). Apés a leitura com o
analito de interesse, o biossensor foi incubado uma solugdo de PBS contendo concentragdes de 5
(c), 10 (d) e 15 nmol L™! (e) de 4cido aminometilfosfonico (AMPA) por cinco minutos. O AMPA ¢

o principal metabodlito do herbicida glifosato, apresentando baixa inibicdo da enzima AChE [206].
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Como esperado, o biossensor apresentou boa seletividade ao inseticida carbaril, ja que o inseticida
carbamato inibiu quase que exclusivamente o processo de oxidac¢do do ditio-bis-colina. Por outro
lado, ao analisar varias concentragdes de AMPA, o biossensor ndo mostrou alteragao significativa

no processo de oxidagao da tiocolina.
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Figura 27 — A) Voltamogramas obtidos usando o biossensor GC/BCF/AChE na auséncia de
inibidores (curva a), na presenca de 30 nmol L™ de Carbaril (curva b), e adi¢des sucessivas de 5
nmol L(curva c¢), 10 nmol L!(curva d) e 15 nmol L (curva e) do interferente AMPA. B) Grafico

de barras indicando a inibi¢do do sinal analitico na presenca de Carbaril e AMPA.

3.3.5 Estabilidade, repetibilidade e reprodutibilidade

A avaliacdo do tempo de vida do biossensor proposto foi realizada por experimentos de DPV na
presenca de 50,0 pmol L' de AChI (Figura 28A). O biossensor GC/BCF/AChE apresentou
respostas semelhantes a oxidagdo da tiocolina no periodo de 2, 3, 4 e 6 dias. Durante as medicdes, o
biossensor foi armazenado em solu¢io de PBS 0,2 mol L' (pH 7,5) a 4°C. Apés 8 dias de
armazenamento, observou-se uma mudanca significativa na resposta eletroquimica da oxida¢do da
tiocolina (Figura 28B). Apesar de apresentar uma estabilidade enzimatica aparentemente menor em
comparagdo com 0s biossensores baseados em grafeno, o biochar ¢ considerado uma opg¢ao de

material de baixo custo e renovavel, com um processo de sintese mais simples [125].
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Figura 28 — A) Voltamogramas obtidos usando o biossensor GC/BCF/AChE na presenca de 50

umol L' de AChI apds o processo de armazenamento a 4°C por 0, 2, 4, 8 e 10 dias. B) Grafico de

barras indicando a perda do sinal analitico evidenciando a perda da atividade enzimatica da AChE.

A repetibilidade de 9,3% para o biossensor proposto foi obtida medindo a resposta de corrente
de cinco voltamogramas DPV apés cinco minutos de incubagiio em uma solugido com 50 pmol L!
de AChI. A reprodutibilidade de 9,7% foi determinada pelo desvio padrdo de 5 voltamogramas
sequenciais de trés experimentos [207]. A repetibilidade e reprodutibilidade do biossensor
GC/BCF/AChE apresentaram valores superiores quando comparado a outros biossensores
eletroquimicos [127]. Isso pode estar associado ao fato de que o biossensor proposto ndo utiliza
agentes de reticulacdo (glutaraldeido) ou bioconjugacdo, nem polimeros semicondutores
(polianilina ou polipirrol) que aumentam a estabilidade da enzima AChE, mas, por outro lado,

adicionariam complexidade na fabricagdo do biossensor.

3.3.6 Analise de Amostras de Maca para a Determinacio de Carbaril

Este estudo avaliou a aplicabilidade do biossensor desenvolvido em uma matriz de amostra real,
conforme descrito na se¢do 3.2.3. Mesmo em uma matriz complexa, o biossensor GC/BCF/AChE
apresentou uma boa resposta e linearidade para determinagdo de carbaril. No entanto, vale a pena

notar que a corrente de pico anoddica da resposta da tiocolina mudou. Isso pode ser correlacionado

61



CariTuLo 3

com o efeito matriz, observado apos a adicdo da amostra fortificada com 10,0 nmol L' de carbaril.
A oxidagdo da tiocolina mudou de 120 para ~170 mV, conforme mostrado na Figura 29A.
Comportamento semelhante também foi observado na deteccdo de carbaril em amostras de tomate

por Silva et al. (2018) [125].
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Figura 29 — Adicdo de método padrdo proposto para detectar carbaril em amostras de maga. A)
Voltamogramas de Pulso Diferencial na auséncia da amostra (linha tracejada), amostra de macga
fortificada com 10,0 nmol L' de Carbaril (a) e concentragdes de carbaril adicionado de 10,0 (c),
20,0 (d) e 30,0 (e) nmol L', B) Curva de recuperagio obtida com o biossensor proposto em amostra

real.

Para a construgdo da curva resposta pelo método da adi¢do padrdo foram realizadas trés adi¢des
sucessivas de carbaril nos sistemas 10,0, 20,0 e 30,0 nmol L™ para a construgdo da curva resposta
pelo método da adigdo padrdo. Ainda assim, nenhuma mudanca significativa foi observada na
determinagdo da concentracdo de pesticida (Figura 2B). A determinagdo de carbaril em amostras de
maci foi realizada em triplicata, obtendo-se valor médio de 10,90 + 0,90 nmol L™!. A recuperagdo
da concentracdo adicionada variou de 102,5 a 118,6%. A Figura 29B também apresenta a curva de
calibracdo (m) comparada a curva da adi¢do de padrio (®), e € notavel a diferenga do coeficiente

angular (slope) entre as duas regressdes. A curva da adi¢do de padrdo apresenta um coeficiente
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angular menor, em relagdo a curva de calibracdo, levando a metodologia a ficar menos sensivel.
Entretanto, o método de adi¢do de padrdo corrige o efeito da matriz e as mudangas da resposta do
instrumento [196], dessa forma, a alteragdo do coeficiente angular ¢ justificada pela complexidade
da amostra. A presenga dos desvios positivos obtidos na recuperagdo da concentragdo adicionada
pode estar associada a presenga de algumas moléculas constituintes da maga, como agucares, fibras

alimentares e minerais (principalmente sddio e ferro).

3.4 Conclusao parcial

O biossensor eletroquimico GC/BCF/AChE proposto foi aplicado com sucesso para a
determinagdo do pesticida CBR em amostras de maca nos niveis mais baixos estipulados pela
ANVISA. O biossensor proposto apresentou uma resposta linear para a deteccdo de CBR no
intervalo de 5 a 30 nmol L, com um LOD de 4,5 nmol L. Embora o biossensor tenha uma
estabilidade relativamente curta, seu carater de baixo custo e simplicidade de producdo trazem
grande apelo aos seus usudrios. Além disso, 0 método proposto apresentou valores adequados de
repetibilidade (9,3%) e reprodutibilidade (9,7%). Em amostras reais de maga, a determinacdo de

CRB, apesar da alta interferéncia da matriz, produziu resultados satisfatorios.
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Desenvolvimento de sensores eletroquimicos baseados em Biochar e
nanoparticulas metdlicas para a detec¢do de Dopamina, Escitalopram e
Metilparabeno.

4.1 Objetivo Especifico

Sintetizar, caracterizar e aplicar nanocompoésitos de biochar (BC) modificado com
nanoparticulas de Cobre (CuNPs) e Antimonio (SbNPs) como modificadores de eletrodos GC.
Avaliar o desempenho do sensor GC/BC-CuNPs na detec¢ao de dopamina em amostras de urina
sintética e escitalopram em amostras de agua. Também avaliar a aplicagcdo do sensor GC/BC-SbNPs

na deteccao de Metilparabeno em amostras de produtos de higiene pessoal (PCPs);

Os resultados discutidos estdo publicados na literatura e foram reproduzidos com permissao da
MDPI. Conforme a liceng¢a Creative Commons CC BY de acesso aberto, qualquer parte do artigo

pode ser reutilizada sem necessidade de permissao:

G.C. Gomes, M.K.L. Silva, F.C. Barreto & 1. Cesarino, Electrochemical Sensing Platform Based on
Renewable Carbon Modified with Antimony Nanoparticles for Methylparaben Detection in Personal

Care Products, Chemosensors, 11, (2023) 141.

Também foi utilizado um artigo publicado pela Elsevier, onde mantém-se o direito de inclui-lo

em uma tese ou dissertacdo, desde que nao seja publicado comercialmente.

C.M.B. Trindade, M.K.L. Silva & 1. Cesarino, Copper nanostructures anchored on renewable

carbon as electrochemical platform for the detection of dopamine, fluoxetine and escitalopram,
Sens. and Act. Reports, 4, (2022) 100107.
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4.2 Procedimento Experimental

4.2.1 Materiais, reagentes e equipamentos

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico: Cloreto de Antimonio (SbCl3), Cloreto de
Cobre (CuCly), padrao de Metilparabeno (CAS: 99-76-3), o padrao de Dopamina (CAS: 62-31-7)
foram adquiridos da Sigma-Aldrich. O padrao Escitalopram USP foi adquirido do Direcao Europeia
da Qualidade dos Medicamentos e Cuidados de Saude (EDQM). Solucdes do tampao PBS 0,2 mol
L' foram preparadas conforme descrito na SECAO 2.2.2. A instrumentacio utilizada foi a mesma

especificado na SECAO 2.2.2.

4.2.2 Sintese dos nanocompoésitos BC-CulNPs e BC-SbNPs

A sintese dos nanocompdsitos foi realizada por um processo de reducdo quimica relatado em
trabalhos anteriores [6,18]. Resumidamente, uma quantidade de 40 mg de BC foi adicionada a um
béquer com 30 mL de etanol e a mistura foi homogeneizada usando um desruptor ultrassénico de
células (QSonica), por 15 min. Em seguida, foram adicionados 16 mg do surfactante Dodecil
Sulfato de Sodio (SDS), e a solugdo foi sonicada 15 minutos. Para o processo de reducao quimica,
26 mg de Borohidreto de sodio (NaBH4) foram adicionados e a solucao foi sonicada por mais uma

hora.

A incorporagdo de nanoparticulas foi realizada a partir de uma metodologia desenvolvida pelo
grupo de pesquisa em trabalhos anteriores [91]. Para a incorporacao das nanoparticulas, foram
preparadas solugdes dos sais de Cloreto de Cobre (CuCl) (12 mg) e Cloreto de Antiménio (SbCl3)
(16 mg), em etanol suficiente (~ 5 mL) para a solubilizagdo dos sais. Essas solucdes foram
adicionadas sob agitacdo magnética a solucdo preparada (separadamente) de BC/SDS/NaBH4. Apods
o processo de redu¢dao quimica das nanoparticulas, os materiais BC-CuNPs e BC-SbNPs foram

centrifugados e limpos com etanol P.A. por 3 vezes.
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Por fim, uma dispersdo dos materiais BC, BC-SbNPs e BC-CuNPs a 1,0 mg mL"! de cada
material foi preparada em agua ultrapura para modificacdo do eletrodo. Os materiais foram

sonicados em um disruptor celular ultrassonico (QSonica) por 1 ciclo de 10 minutos antes do uso.

Além disso a morfologia dos materiais BC-CuNPs e BC-SbNPs foi caracterizada por
microscopia eletronica de varredura (MEV, JEOL, modelo JSM-7500F) e por Espectroscopia de
Energia Dispersiva de Raios-X (EDS Thermo Scientific) no Instituto de Quimica (IQ) da UNESP,

Araraquara, Brasil.

4.2.3 Preparacio dos eletrodos de trabalho

Previamente, o eletrodo GC foi submetido a0 mesmo processo de limpeza descrito na SECAO
2.2.4. Ap6s o eletrodo de GC polido, ja limpo e seco em temperatura ambiente, foi gotejado 10 puL
da suspensdo a ser estudada (BC, BC-SbNPs ou BC-CuNPs). O eletrodo foi seco em estufa a 40°C
por 20 min. A Figura 30 resume o processo de sintese dos nanocompositos e aplicacdo dos

sensores modificados para a detec¢do de moléculas de interesse biologico e ambiental.
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Figura 30 — Esquema representando o processo de modificagdo do Biochar com nanoparticulas de
Cobre (CuNPs) e de Antimdénio (SbNPs) para a detec¢do de Dopamina, Escitalopram e

Metilparabeno.
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4.2.4 Preparo de amostras reais

Cinco amostras diferentes de PCPs foram adquiridas em um supermercado local em Botucatu,
Sao Paulo, Brasil. Higienizante para as maos (alcool etilico 70°), enxaguante bucal, desodorante,
emoliente para cuticulas e creme hidratante foram escolhidos para anélise de acordo com a presenga
de metilparabeno como constituinte na formulacao, conforme informado em seus rétulos. Todas as
amostras foram diluidas em 1:10 em etanol. Apos diluicao adequada, uma aliquota de 250 pL foi
adicionada a uma célula eletroquimica de 20 mL com PBS 0,1 mol L' (pH 7,0). A andlise
quantitativa de MePa foi realizada pelo método de adi¢do de padrdo, no qual concentragdes

conhecidas do padrao foram adicionadas durante a analise.

Para validagdo da metodologia eletroanalitica, as amostras também foram analisadas em
espectrofotometro UV-Visivel (monofeixe) MODELO UV-MS51 da BEL Engineering®, Monza
(Milano), Italia. Uma varredura de comprimento de onda foi realizada de 350 a 220 nm, com um
passo de 1 nm por ponto de leitura. As amostras também foram enriquecidas com quantidades
conhecidas de padrao MePa. Os resultados obtidos pelas técnicas UV-Vis e DPV foram utilizados

para comparar as quantidades de MePa.

Urina humana sintética foi preparada conforme descrito em nosso trabalho anterior.
Resumidamente, os componentes da solugdo sdo: 1,10 g de CaCl,-2H>0, 2,92 g de NaCl, 2,25 g de
NaxSOq4, 1,40 g de KHoPOy4, 1,60 g de KCI, 1,00 g de NH4Cl, 25,00 g de uréia e 1,10 g de creatina

em pH 7,0 [182].

Amostras de dgua encanada foram coletadas no Laboratorio de Eletroanalise e Nanotecnologia
(LEN) na cidade de Botucatu, Brasil. As amostras analiticas foram fortificadas com concentragdes

conhecidas dos padrdes analiticos de DOP e EST.

67



CarituLo 4

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Caracterizacio morfolégica, espectroscopica e eletroquimica dos nanocompositos

A Figura 31 apresenta as caracterizagOes realizadas para os materiais BC (A), BC-CuNPs (B1-
B5) e BC-SbNPs (C1-C5). Por conveniéncia, as caracterizagdes neste subtopico serdo discutidas

utilizando-se a legenda das figuras, numeradas de acordo com os materiais.
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Figura 31 — Caracterizagao dos materiais: Imagens de FEG-SEM para o material BC (A), para o
material BC-CuNPs (B1 e B2); histograma do tamanho das CuNPs (B3) e seu espectro EDS (B4); e
caracterizacdo eletroquimica por CV em 0,2 mol/L PBS (pH 7, v= 50 mV s™). Similarmente,

imagens de FEG-SEM para o material BC-SbNPs (C1 e C2); histograma do tamanho das SbNPs
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(C3) e seu espectro EDS (C4); e caracterizagado eletroquimica por CV em 0,5 mol/L HCI (v=50 mV

S_l)."

A morfologia e o tamanho das nanoparticulas na superficie do precursor BC ¢ BC-CuNPs foram
caracterizados por FEG-SEM. Conforme mostrado na Figura A, o BC proveniente da biomassa de
bambu tende a formar estruturas de favo de mel pontiagudas com derrames e colmeias [62]. A
Figura B1 e B2 mostram o nanomaterial BC-CuNPs correspondente, com nanoparticulas de cobre
em formato irregular com aglomeragdo excessiva. Trabalhos anteriores na literatura relataram uma
forma semelhante com nanoparticulas de oxido de cobre [208-210]. A Figura B3 mostra a
contagem de didmetro de nanoparticulas entre 7-35 nm, com um didmetro médio de 12 nm. O
espectro EDS na Figura B4 foi usado para confirmar a composi¢cdo do compdésito BC-CuNPs. Os
resultados revelaram a presenca de nanoparticulas de CuO com bandas de Cu (0,93 Ev) e O (0,52

Ev).

A caracterizagdo eletroquimica (Figura BS) do eletrodo GC/BC-CuNPs foi realizada em PBS
0,1 mol L' (pH 7,0), com velocidade de varredura de 50 mVs™!, variando o potencial de -0,8 a +0,5
V. Nenhum processo eletroquimico foi observado para o eletrodo GC/BC. Por outro lado, no
voltamograma ciclico para o eletrodo GC/BC-CuNPs, hd um processo de oxidagao-redugao com
picos bem definidos no eletrodo modificado com nanoparticulas de cobre, que se refere a oxidacao
(Cu® para Cu®*") e reducio do mesmo, confirmando sua incorpora¢io no eletrodo. Os picos

observados estdo de acordo com trabalhos publicados anteriormente [100, 206, 211].

As Figuras C1 e C2 mostram o nanomaterial BC-SbNPs em diferentes magnitudes, e a inclusdo
de nanoparticulas de Sb com tamanho médio de 50 nm (Figura C3). A Figura C4 mostra o
espectro de EDS obtido do nanocompdsito BC-SbNPs, confirmando a composi¢ao do material com

carbono (0,255 Ev), oxigénio (0,522) e antimonio (3,60 Ev).
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A caracterizagdo eletroquimica do compoésito contendo antiménio foi realizada por
experimentos de voltametria ciclica com velocidade de varredura de 50 mV s™! em solugdo de HCI
0,5 mol L'. A comparagio foi entre o eletrodo do GC modificado apenas com o BC sem
modificagdo e o eletrodo do GC modificado com BC-SbNPs. Na Figura C5 ¢ possivel observar que
no eletrodo GC/BC (linha tracejada) ndo ocorreram processos eletroquimicos. Ao contrario, quando
as GC/BC-SbNPs foram realizadas (linha continua), foi possivel observar um processo
eletroquimico referente as nanoparticulas de antimdnio. O pico de oxidagdo mostrado na
voltametria de eletrodo GC/BC-SbNPs em 19 mV (linha continua) est4 associado a oxidagio de Sb°
para Sb*>. Na varredura reversa, é possivel observar um processo de redugio de Sb em -305 mV.
Portanto, podemos concluir que os processos eletroquimicos presentes no voltamograma
correspondem a presenga de Sb na superficie do eletrodo, o que prova que as nanoparticulas foram

bem incorporadas ao GC/BC [101, 109, 111, 212, 213].

4.3.2 Aplicacio do sensor GC/BC-SbNPs na deteccio de Metilparabeno

4.3.2.1 Comportamento Eletroquimico do Metilparabeno

O comportamento eletroquimico do metilparabeno (MePa) no eletrodo GC/BC-SbNPs foi
realizado por voltametria ciclica (CV) com velocidade de varredura de 50 mV s em solugio
tampdo fosfato (PBS) 0,2 mol L™ pH 7,0, adicionado com 100 umol L' de MePa. Os resultados,
apresentados na Figura 32A, revelaram a auséncia de qualquer processo eletroquimico na auséncia
do analito (linha tracejada). No entanto, na presenc¢a de 100 pumol L-1 de MePa (linha continua), foi
observado um pico de oxidacdo irreversivel em Ep, = + 0,878 V vs. Ag/AgCI/KCI (3,0 mol L.
Este processo de oxidagdo ¢ consistente com descobertas anteriores, como as relatadas por Piovesan
et al. [214], que identificaram um pico proximo a 0,86 V. A Figura 32B mostra o efeito da variacao
da velocidade de varredura (v) no processo de oxidacio do MePa entre 10 mV s' ¢ 75 mV s'. O

grafico log Ipa vs. log v (mV s!) revelou uma relagdo linear com um R? de 0,9974 com uma
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inclinacao (slope) de 0,5833. De acordo com a literatura [215], uma inclinacao do grafico log-log de
aproximadamente 0,5 indica uma taxa de reagcdo controlada por difusdo [216]. A Figura 32C ilustra
o mecanismo de oxidagao da molécula de MePa. A oxidagdao de compostos fenolicos geralmente

ocorre por meio da transferéncia de um unico elétron e proton [176].
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Figura 32 — A) Voltametria ciclica no eletrodo GC/BC-SbNPs em solug¢do 0,1 mol L' PBS pH 7,0
na auséncia (linha tracejada) e na presenca (linha continua) de 100 pmol L' MePa. (Condi¢des da
DPV: a =75 mV, tm = 50 ms, v = 10 mV s!). B) Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes
velocidades de varredura (Insercdo: relagdo linear log /pa vs. log v). C) Mecanismo de oxidacdo para

o0 MePa.

A técnica de DPV foi empregada com o intuito de se comparar a resposta analitica nos
diferentes eletrodos de trabalho no processo de oxidagdo de 10 umol L' de MePa. A Figura 33
mostra os resultados obtidos para o eletrodo GC (linha tracejada), GC/BC (curva a) e GC/BC-

SbNPs (curva b). Dessa forma, podemos observar o impacto positivo da incorporagdo das SbNPs ao
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BC na deteccdo do MePa, uma vez que o valor da corrente de pico anddico € significativamente
maior em comparacdo ao BC nao modificado, demonstrando eficidcia em sua aplicacdo para a
deteccao. Aumentou-se a corrente por um fator de 4,4 ¢ 6,8 para os eletrodos GC/BC e GC/BC-
SbNPs, respectivamente, quando comparados ao GC nao modificado. Portanto, compostos
fenolicos, como o MePa, podem ser facilmente adsorvidos na superficie do carbono por ligagao de

hidrogénio, adsor¢ao fisica ou empilhamento n-n de elétrons da cadeia de carbono [45].

0,7 . 0.8 - 0,9 . 1,0
E/Vvs. Ag/AgCl
Figura 33 — Voltamogramas de pulso diferencial de eletrodos em solu¢do 0,1 mol L' PBS pH 7,0
adicionada de 10,0 pmol L' MePa para eletrodo GC (linha tracejada), eletrodo GC/BC (a) e

eletrodo GC/BC-SbNPs (b). (Condi¢des da DPV: a=75mV, tm =50 ms, v=10mV s™).

O uso de SbNPs na confecgao de sensores eletroquimicos tem sido ampliado nos ultimos anos
devido as suas propriedades eletronicas, fisicas, estruturais, opticas, quimicas e cataliticas [91, 110,
217]. Além disso, foi relatado que a adigao de SbNPs cria um efeito sinérgico com nanomateriais de
carbono (por exemplo, biochar, nanotubos de carbono, grafeno) devido ao aumento da area
superficial da plataforma sensorial, assim como, em alguns casos, apresenta um processo
eletrocatalitico. Essas nanoparticulas também oferecem a vantagem de baixo custo em comparagao

com metais mais nobres, tornando-se uma escolha economicamente viavel para aplicagdes
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sensoriais. Além disso, elas demonstraram aumentar significativamente a resposta voltamétrica para
os analitos inorganicos (metais pesados) [101] e organicos (Paraquat, Orciprenalina, Tramadol, etc)
[111, 218]. Também podemos levar em consideracao que o antimdnio possui capacidade de operar
com sobrepotenciais maiores para a evolucao do hidrogénio, ou seja, evita que a evolugdo de

hidrogénio ocorra em potenciais mais baixos [111].

4.3.2.2 Otimizacdo da composicao do eletrodo na resposta voltamétrica do metilparabeno

Outro parametro importante otimizado foi a influéncia da concentracdo do filme de BC-SbNPs
no eletrodo, que foi obtido realizando um DPV com 5 eletrodos diferentes variando a concentragao
do compésito de 0,5 a 2,0 mg mL"!, na amplitude de 75 mV e uma varredura taxa de 10 mV s, em
solucdo 0,2 mol L' de PBS pH 7,0 acrescida de 10 pmol L' de MePa. Conforme mostrado na
Figura 34, podemos observar que o filme de concentragdo que apresentou maior corrente de pico
anédica (Ipa) foi de 1,0 mg mL"!, quando utilizado para a modificacio do eletrodo. Também
podemos observar que ndo houve uma variagdo significativa do potencial de oxidacdo (Epa).

Portanto, para todos os proximos experimentos e analises de MePa, essa concentracao foi aplicada.

0,40 0,85
0,35
oy
=
0,30 2
4084 ~
< 025 <
~ “
202
20,20 Uﬁg
>
0,15 40,83 g
e
0,10
0,05
k. L A L A 1 A 1 A 1 A L A 'l " 'l A L 0’82
0,00 025 050 075 100 125 1,50 1,75 2,00
-1
CBC-SbNPs/ mg mL

Figura 34 — Relacdo entre a concentragio do filme de BC-SbNPs (mg mL™") e sua influéncia com

Iva Epa 10 processo de oxidagio de 10,0 pmol L™! MePa.
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4.3.2.3 Influéncia do pH no processo de oxidacio do MePa

O estudo de otimiza¢@o do pH do eletrélito de suporte foi conduzido por meio de experimentos
de Voltametria de Pulso Diferencial (DPV) no eletrodo GC/BC-SbNPs, na presenga de 10 umol L
de MePa. Durante esses experimentos, foram avaliados os efeitos sobre a corrente de pico anddico
(Ipa) € o potencial de pico anddico (Epa). Variou-se o pH do eletrdlito PBS de 5,0 a 10,0 para
determinar a faixa de pH que proporcionaria a melhor resposta do analito. A Figura 35A mostra os
experimentos comparativos de DPV em diferentes pH para 10 umol L' de MePa, mostrando a

mudanga nos processos de oxidagdo deste composto fenolico.

A 0.6 _B

of
[
L]

pH

Figura 35 — A) Voltamogramas de Pulso Diferencial utilizando o eletrodo GC/BC-SbNPs na
presenca de 10 pmol L' em solucdo de PBS 0,2 mol L' em diferentes pHs, de 5,0 a 10. (Condi¢des
da DPV:a=75mV, tm =50 ms, v= 10 mV s™). B) Relacio de /,» (M) e Ep, (®) em fungio do pH

da solugdo tampao.

Na Figura 35B, observando melhor este estudo, ¢ possivel observar uma relacdo de
dependéncia entre a corrente de pico anddica (/pa) € a variacdo do pH. O grafico também mostra que
a corrente anddica de pico tem um valor maximo exatamente em pH 7,0, entdo esse valor foi

escolhido e utilizado na analise a seguir. Para o valor do potencial de oxidac¢do (Epa), podemos notar
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a mudanca do potencial onde MePa para valores mais negativos conforme o pH aumenta, o que esta
relacionado com a reducao da concentragao idnica de hidrogénio, portanto, diz respeito ao processo
de desprotonacdo que ocorre durante a oxidacdo. O grafico Epa vs. pH apresenta uma regressao
linear (Figura 35B), com um coeficiente angular de -55,40 mV, o que indica que a oxidagdao do
metilparabeno envolve a participacdo do mesmo numero de protons e elétrons. Este ¢ um processo
com um mecanismo previamente relatado para a oxidacdo do metilparabeno que envolve dois
proétons e dois elétrons [219, 220]. O ponto de inflexao entre os pHs 8,0 ¢ 9,0 corresponde ao pKa
do analito, semelhante ao valor de 8,17 relatado na literatura [221]. Além disso, os resultados
indicaram que MePa tem uma resposta de corrente anodica mais alta quando a solucao de PBS em
pH 7,0 ¢é usada como eletrdlito suporte. Portanto, esta solucdo foi utilizada para as analises

subsequentes.

4.3.2.4 Curva de calibracdo, limites de detecgdo e quantificacdo

A Figura 36A apresenta os experimentos de DPV, utilizando o eletrodo GC/BC-SbNPs
proposto, seguindo todas as condi¢des otimizadas descritas durante o trabalho. Os voltamogramas
apresentaram uma regido linear de 0,2 a 9,0 umol L' com adi¢des de MePa, conforme equagio
apresentada (Figura 36B), com coeficiente de correlagdo de 0,990 (n=9). De acordo com as
recomendacdes da ITUPAC, o limite de detecgdo (LOD) encontrado foi de 0,05 pmol L', que foi
determinado usando o 3o/slope, onde ¢ € o desvio padrdo de 10 voltamogramas do branco. O limite
de quantificagdo (LOQ) obtido foi de 0,16 umol L' determinado por 10c/slope, também conforme

recomendado pela [UPAC

75



CarituLo 4

0,40

04 9,0 pmol L™
A K ' B

Il

i ,03 +0,04*C
030F r 3 Me

0,990

Pa

HRE

060 065 070 075 080 085 090 095 LU 4 5 6_1 T8 9
E/V vs. Ag/AgCl C,p, | pmol L

1
5
a3

Figura 36 — A) Voltamograma de pulso diferencial usando GC/BC-SbNPs em solugio 0,2 mol L™
PBS pH 7,0 com concentragdes de MePa variando de 0,2 a 9,0 pmol L. (Condi¢des da DPV: a =

100 mV, tm = 50 ms, v= 10 mV s™). B) Relacdo linear entre /s € Cmepa.

A Tabela 5 apresenta outros estudos na literatura sobre detec¢do eletroquimica de
metilparabeno e outros parabenos. Piovesan et al. [214] relataram um eletrodo modificado com
base em 60xido de grafeno reduzido (rGO) e nanoparticulas de ouro (AuNPs) dispersas em quitosana
(CS) para a determinacdo voltamétrica de metilparabeno (MePa). Os autores descreveram uma faixa
linear de detecgdo voltamétrica de 0,03 a 1,30 umol L™ (R? = 0,990), com um LOD de 13,77 umol
L' e um LOQ de 41,73 pmol L™'. O AuNP-RGO-CS/GCE também foi aplicado na detecgdo de
MePa em PCPs com recuperagdes variando de 84,3 a 133,5%. Outros materiais a base de carbono
para modificagdo de eletrodos, como rGO [56] e Nanotubos de carbono de paredes multiplas
(MWCNTs) [222] apresentaram resultados eficientes para a deteccdo de MePa. Em particular, o
trabalho relatado por Baytak et al. [223], um eletrodo de GCE modificado com nanofibras de
carbono (CNFs) e nanoparticulas de niquel-cobalto-paladio, , apresentou o menor LOD relatado até
o momento, 0,0012 pmol L-!. Embora alguns artigos discutidos neste manuscrito tenham mostrado

LODs mais baixos, o sensor GC/BC-SbNPs exibiu uma faixa linear em concentragdes adequadas
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para detectar MePa em amostras de PCPs. Portanto, a proxima sec¢ao abordara a aplicacao do sensor

proposto em amostras reais.

Tabela 5 — Comparagdo da faixa linear de detec¢do, limite de detecgdo, limite de quantificacdo e

amostras reais utilizadas em diferentes sensores eletroquimicos reportados na literatura para a

deteccao de MePa.

Eletrodo Faixa Linear (umol L) LOD (umol L) LOQ (umol L) Ref.
Eletrodo de Ouro 40 — 1000 1,71 5,70 [220]
GCE/MWCNTs-LB 1,0 —80 0,40 - [222]
Au/(MNP/Ppy); electrode 0,0 — 131,40 0,0995 - [224]
(Co-Ni-Pd)NPs-CNFs/GCE 0,003 — 0,3 0,0012 - [223]
GCE/rGO/RuNPs 0,5-3,00 0,24 - [225]
AuNP-rGO-CS/GCE 0,03 -1,30 0,0138 0,04173 [214]
GC/BC-SbNPs 0,2-9,0 0,05 0,16 Este trabalho

* Au: eletrodo de ouro, AuNP: nanoparticulas de ouro, CS: quitosana, MNP: nanoparticulas magnéticas, Ppy:
polipirrol, GCE e GC: eletrodo de carbono vitreo, RuNPs: nanoparticulas de ruténio, MWCNTs-LB: filme Langmuir-
Blodgett (LB) de Nanotubos de Carbono de Paredes Multiplas, (Co-Ni-Pd)NPs: nanoparticulas de cobalto, niquel e
paladio, CNFs: nanofibras de carbono

4.3.2.5 Determinacdo de MePa em PCPs

O eletrodo GC/BC-SbNPs foi aplicado na quantificagdo de MePa em amostras reais de PCPs
usando a metodologia DPV desenvolvida descrita na se¢do anterior. A extragdo de MePa ¢ a

preparagio da amostra sdo discutidas na SECAO 4.2 4.

Para comparar a confiabilidade do sensor eletroquimico, uma metodologia comparativa de
espectrofotometria UV-Vis foi empregada nas amostras PCPs e os resultados foram comparados. A
Figura 37 mostra a curva de calibragdo obtida para a metodologia comparativa. O espectro de
absorbancia exibiu um pico maximo de absorbancia em Amax = 262 nm. A técnica apresentou uma
faixa linear de 1,0 a 60 pmol L™ (R? = 0,996), com LOD de 0,625 umol L' e LOQ de 2,10 pmol L~
!, Embora os valores de LOD e LOQ para esta técnica tenham sido maiores em comparacdo com a
eletroquimica, a comparagdo entre as duas técnicas foi possivel.
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Figura 37 — Espectros UV-Vis (350 — 220 nm) para diferentes concentragdes de MePa (1,0 a 60
umol LY. (Inser¢do: respectiva curva de calibragdo mostrando a relacdo linear de absorbancia vs.

[MePa]/umol L)

A Figura 38 ilustra a estratégia adotada neste estudo para a detec¢dao precisa de MePa em
produtos de cuidado pessoal (PCPs). Foram desenvolvidas duas metodologias: a voltametria de
pulso diferencial (DPV) utilizando o sensor GC/BC-SbNPs e a espectrofotometria no ultravioleta-
visivel (UV-Vis) para quantificacio do analito. Para ilustrar, na Figura 38A, apresenta-se a
quantificagdo por DPV, enquanto na Figura 38B, ¢ apresentada a quantificagdo por UV-Vis de uma

amostra de enxaguante bucal.
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Figura 38 — Quantificacdo de MePa na amostra de enxaguante bucal pela técnica (A) DPV:
amostra (s), e adi¢do de 1,0 umol L™ (a), 2,0 pumol L! (b) e 3,0 umol L' (c). (B) Metodologia UV-
Vis: amostra (s), e adi¢do de 5,0 pmol L' (a), 10,0 umol L' (b) e 20,0 umol L™ (c). (Insercdo:

Quantificacdo de MePa pelo método de adicao padrio.).

A Tabela 6 mostra a recuperacao de MePa usando método de adicao de padrao para as técnicas
DPV e UV-Vis. O erro calculado compara a concentragdo de MePa obtida entre as duas técnicas
(nota de rodapé). As amostras de desinfetante para as maos e bochechos apresentaram menores
erros devido a extragdo de MePa por extragdo liquido-liquido (LLE) sendo mais eficiente em
amostras liquidas do que naquelas em consisténcia semi-solida (creme) [60]. Além disso, os PCPs
em forma de creme e gel podem conter mais fragrancias, emulsificantes, filtros ultravioleta,
acrilatos, conservantes e antioxidantes que podem interferir na analise UV-Vis devido a tais
compostos terem mais grupos cromoéforos (um grupo insaturado que absorve a luz) dentro sua
estrutura quimica [61-63]. Dessa forma, o efeito matriz teria menos impacto na técnica

eletroquimica DPV.
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Tabela 6 — Resultados obtidos na quantificacdo de MePa empregando-se o método voltamétrico

com o sensor GC/BC-SbNPs e o método comparativo por UV-vis.

Amostras MePa (pg/mL) Erro relativo (%)!
(1:10 em etanol P.A.) DPV UV-Vis
Desinfetante para as maos 50,30 + 0,50 51,00 £ 0,50 -1,50
enxaguante bucal 49,22 + 0,80 52,95 +0,92 -3,80
Desodorante 468,50 2,60 513,51 +1,80 -8,80
Emoliente para cuticulas 394,50+ 5,60 456,45+2,20 -13,33
Creme hidratante 221,40 £2,70 255,61 +£1,50 -13,40

! Erro Relativo: DPV vs. UV-Vis (Cppy- Cuv-vis / Cuv-vis) x 100%

4.3.3 Deteccao de Dopamina e Escitalopram com o sensor GC/BC-CuNPs

4.3.3.1 Comportamento eletroquimico de DOP e EST

A fim de avaliar a viabilidade e o alcance da aplicagdo do nanomaterial BC-CuNPs no campo
eletroanalitico, o sensor proposto foi usado para detectar as moléculas DOP e EST. Essas moléculas
possuem um mecanismo de oxidagdo bem conhecido relatado na literatura [62, 169, 226]. Os
experimentos CV mostrados nas Figuras 39-A1 e 39-B1, foram registrados na auséncia de um
analito (linha tracejada), e na presenca de 100 umol L' da molécula alvo, usando o GC/BC-CuNPs
como eletrodo de trabalho. Na Figura 39-Al1, o processo de oxidacdo reversivel do
neurotransmissor DOP ¢ observado no experimento CV, com potenciais redox em Eya =240 mV e
Eyc =160 mV vs. Ag/AgCl/KCI. Na Figura 39-B1, o processo de oxidacdo irreversivel da droga

EST ¢ observado em Ep. = 0,90 V vs. Ag/AgClI/KCl.
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Figura 39 - Voltamogramas ciclicos obtidos com o sensor GC/BC-CuNPs na auséncia (linha
tracejada) e na presenca de 100 umol L' de DOP (A1) e 100 umol L' de EST (B1). (v=10mV s
1. Voltamogramas de pulso diferencial comparando-se os eletrodos a) GC), b) GC/BC e GC/BC-
CuNPs no processo de oxidagdo de 10 pmol L' de DOP (A2) e 10 pmol L' de DOP (B2).
(Condi¢des da DPV: a = 100 mV, tm = 50 ms, v = 10 mV s™"). Experimentos realizados em 0,2 mol

L' PBS (pH 7).

Os experimentos de DPV foram realizados em solugfio tampdo PBS 0,2 mol L! (pH 7) contendo
10 umol L' de cada analito comparando-se a resposta voltamétrica para os eletrodos GC (curva a),
GC/BC (curva b) e GC/BC-CuNPs (curva c). Na Figura 39-A2, as respostas DPV dos GC/BC-
CuNPs (curva c) para 10 pmol L' de DOP mostraram um aumento de 1,3 vezes na corrente de pico

em comparagdo com o eletrodo GC/BC (curva b) e um aumento de 2,0 vezes em compara¢ao com
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GC simples. Todos os trés eletrodos tiveram picos em potenciais quase idénticos de Epa=+180 mV

vs. Ag/AgCl.

O mesmo comportamento foi observado na Figura 39-B2, onde a resposta do eletrodo GC/BC-
CuNPs para EST mostrou um aumento de 2,5 vezes em comparacdo com GC/BC e um aumento de
9,0 vezes em comparagdo com GC ndo modificado. O eletrodo GC/BC-CuNPs também apresentou
um pico de oxidagdo em Ep, = +870 mV vs. Ag/AgCl, confirmando um efeito eletrocatalitico

associado a incorporagdo das CuNPs.
4.3.3.2 Otimizacdo da resposta DOP e EST no eletrodo GC/BC-CuNPs

Com o intuito de melhorar a resposta voltamétrica dos analitos DOP e EST, otimizou-se alguns
parametros experimentais, incluindo a concentracdo do nanocomposito BC-CuNPs, o pH do
eletrolito de suporte, bem como a aplicagdo de um potencial de pré-tratamento e o tempo de

limpeza da superficie do eletrodo.

A influéncia da concentragao do nanocomposito BC-CuNPs na resposta de corrente de pico dos
analitos a 10 umol L' foi investigada em concentragdes de 0,25, 0,50, 0,75, 1,0 e 1,25 mg mL™!
(figura ndo mostrada). Os resultados indicaram que a concentra¢do de 1,0 mg mL™! proporcionou a
maior resposta de pico anodico para todos os analitos. Portanto, essa concentragcdo foi selecionada

para os experimentos subsequentes.

Inicialmente, investigamos o efeito do potencial de pré-tratamento e do tempo de aplicacdo do
potencial da superficie do eletrodo, uma vez que a deteccdo eletroquimica de drogas pode ser
afetada por um processo de adsorc¢do na superficie do eletrodo de trabalho [50]. Observou-se que a
dopamina ndo apresentou alteracdo significativa na resposta da corrente de pico com a aplicacdo de
potencial de pré-tratamento. No entanto, o escitalopram (EST) exibiu uma influéncia na resposta da

corrente de pico quando o pré-tratamento foi implementado. O potencial aplicado foi variado entre -

82



CarituLo 4

1,2 a-0,8 V e tempos de aplicacao entre de 15 a 45 s. A aplicagdo de um potencial de -1,0V por 30
segundos resultou em uma resposta mais consistente € com menor variagdo na corrente de pico
anddica para o analito EST. Isso indicou uma reducao na adsor¢do de EST na superficie do sensor
GC/BC-CuNPs. Portanto, essa etapa de pré-tratamento do eletrodo de trabalho foi adotada nos

experimentos subsequentes com essa molécula.

A influéncia do pH do eletrolito de suporte foi avaliada na faixa de pH 5,0 a 9,0. Os resultados
da DPV indicaram que a maior resposta de corrente para DOP e EST foi obtida a pH 7,0. Portanto,

os experimentos subsequentes foram conduzidos utilizando um tampao PBS a pH 7,0.
4.3.3.3 Curvas de Calibracdo

Os experimentos de DPV foram realizados em triplicata usando os parametros experimentais
otimizados para obter uma curva analitica para a determinacdo de DOP e EST com o eletrodo

composto GC/BC-CuNPs.

A Figura 40 (A1-A2) mostra que os experimentos de DPV tiveram uma resposta linear para o
pico anédico de DOP na faixa de 0,05 a 5,0 pmol L' (n=11), com um LOD de 0,04 umol L. Na
Figura 40 (B1-B2), os experimentos de DPV tiveram uma resposta linear para o pico anddico de

EST na faixa de 0,2 a 5,0 pmol L' (n=7), com um LOD de 0,15 pmol L.
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Figura 40 — Curvas analiticas usando a técnica de DPV com o eletrodo GC/BC-CuNPs em 0,2 mol
L PBS pH 7,0 e a respectiva dependéncia linear das correntes de pico com A1-A2) DOP (0,05 a

5,0 pmol L") e B1-B2) EST (0,2 a 5,0 pmol L).

A Tabela 7 resume a ampla variedade de fontes renovaveis de carbono e diferentes estratégias
de modificag¢do para aplicacdes eletroanaliticas. A deteccdo de drogas antidepressivas usando uma
plataforma de deteccdo baseada em carbono renovavel nunca foi relatada. Biochar tem sido usado
para a adsor¢do e remocao de fluoxetina de estagdes de tratamento de dguas residuais e ambientes
aquaticos [227, 228]. Relatamos um trabalho anterior utilizando um carvao renovavel ativado por

tratamento acido (HNO3/H2SO4) para detecgdo eletroanalitica de EST [62], no entanto, o objetivo
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principal deste ultimo artigo foi investigar a melhoria do transporte eletronico e da resposta

eletroquimica para um inorganico (sonda redox) e um alvo analitico organico.

Tabela 7 — Plataformas de deteccdo analitica eletroquimica baseadas em fontes renovaveis de

carbono e outros materiais a base de carbono.

Eletrodo modificado Analito  Faixa Linear (umol L") LOD (umol L)  Ref.

Biochar Ativado Dopamina 1,6 —72 3,2 [49]
d0OMC/CSF eletrodo Dopamina 0,2 —-80 0,11 [229]
®ZnCl,-CF/GCE Dopamina 2-2000 0,16 [230]
AuNPs@PANI/GSPEs Dopamina 1-100 0,86 [226]
BC-CuNPs Dopamina 0,05-5,0 0,04 *
Escitalopram 0,2-5,0 0,15 *
°CuNi NPs-BCPE Glicose 7 —23,67 2,3 [231]
4hCuHCF-BCPE Isoniazida 1-10 0,063 [105]

*Tecidos de seda carbonizados cobertos com carbono mesoporosos encomendados. °Eletrodo de carbono
microporoso derivado da casca kiwi ativado por cloreto de zinco. °Eletrodo de pasta de carbono a base de
biochar decorado com CuNi NPs bimetalicos. “Eletrodo de Biochar modificado com Hexacianoferrato de cobre
nanoestruturados (nCuHCF). *este trabalho.

Zhang et al. [230] reportou umafaixa linear de detec¢do variou de 2 a 2000 umol L' para a
dopamina, com um LOD de 0,16 umol L!. Além da detecgdo eletroquimica de dopamina, Selvolini
et al. [226] investigaram o desempenho analitico de um eletrodo impresso em tela de grafite (GSPE)
modificado com polianilina eletrodepositada (PANI) e nanoparticulas de ouro (AuNPs). O sensor
mostrou uma boa resposta para a deteccio de DOP na faixa de 1-100 pmol L' com um LOD de
0,86 umol L™!. O desempenho analitico dos BC-CuNPs propostos apresentou uma faixa inferior de
concentragdes de 0,05 a 5,0 umol L', com LOD de 0,04 pmol L' (40 nmol L!). Além disso, esta é

a primeira vez que uma plataforma de deteccdo de carbono renovavel ¢ usada para a deteccdo
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eletroanalitica de drogas antidepressivas e neurotransmissores dopaminérgicos. O desempenho
aprimorado do eletrodo GC/BC-CuNPs pode ser atribuido a superficie altamente porosa do BC e ao

efeito sinérgico acoplado as nanoparticulas de cobre.
4.3.3.4 Estudos de reprodutibilidade do sensor GC/BC-CuNPs

A reprodutibilidade da resposta voltamétrica DOP e EST usando o sensor GC/BC-CuNPs foi
testada usando um conjunto de trés eletrodos, em que cada experimento consistia em cinco
voltamogramas de pulso diferencial. Em seguida, o coeficiente de variacdo (CV) foi calculado
usando o/X *100%, onde ¢ € o desvio padrdo e X é a média das medidas. Os resultados mostraram

um CV de 3,70% e 5,80% para DOP e EST, respectivamente.
4.3.3.5 Determinacdo de DOP e EST em amostras complexas

Para avaliar plenamente a aplicabilidade e eficacia do sensor GC/BC-CuNPs em cenérios do
mundo real, realizou-se uma série de experimentos em amostras complexas. Primeiramente,
investigou-se a detec¢do de DOP em amostras de urina humana sintética, uma matriz complexa que
pode apresentar diversos componentes interferentes. A Figura 41 A-B ilustra a analise de DOP em
concentragdes de 0,1, 0,2, 0,4 e 1,0 umol L™ usando o método de adi¢do de padrdo. Os resultados
revelaram que a presenca dos componentes da urina humana sintética nao teve uma influéncia
significativa no processo de oxidacdo do neurotransmissor, demonstrando a robustez do sensor

GC/BC-CuNPs.

Além disso, expandimos nossas investigacdes para amostras de agua da torneira, onde
detectamos o EST em concentragdes de 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 umol L™, conforme demonstrado na
Figura 42 A-B. Notavelmente, os resultados obtidos revelaram uma resposta voltamétrica

consistente e confidvel para o EST, mesmo em uma matriz complexa como a dgua da torneira.
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Essas analises foram corroboradas pelos resultados da Tabela 8, que mostram recuperagdes dentro

de uma faixa de £10% de erro.

40

A

30

2
L N 1 N 1 . \ = 1 L " ] PRt i 1 i 1 i 1 " 1 i L

0,00 l 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 l 0,30 04  -02 0,0 0,2 0.4 (}]‘6 0,8 1.0
E/Vvs. Ag/AgCl C,,,/ nmol L

Figura 41 — A) Voltamogramas de Pulso Diferencial obtidos com o sensor GC/BC-CuNPs em
amostra sintética de urina humana fortificadas com DOP nas concentragoes de 0,1 (s), 0,2 (a), 0,4
(b) e 1,0 pmol L (c). B) Recuperagio das concentracdes adicionadas pelo método de adigdo de

padrao.
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Figura 42 — A) Medi¢des DPV corrigidas da linha de base de EST em amostra de agua da torneira
fortificada com 0,5 (s), 1,0 (a), 1,5 (b) e 2,0 pmol L' (¢) com o padrio analitico. B) Recuperacdo

das concentracdes adicionadas pelo método de adig¢do de padrao.
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Tabela 8 — Determinacdo de DOP e EST em amostras reais (n=4). Mostrando os valores

adicionados (umol L), encontrado (umol L), porcentagem de recuperagio e Desvio Padrio

Relativo (%).
Adicionado Encontrado
Amostras Analito Recuperado (%) DPR (%)
(umol L) (umol L)

0,100 0,099 + 0,005 99,7 8,02
Urina Sintética DOP 0,200 0,193 £0,012 100,0 7,90

Humana diluida
em PBS (1:5) 0,400 0,408 £0,016 102,1 2,55
1,000 0,993 + 0,030 99,3 3,81
0,500 0,509 + 0,013 101,9 9,21
Agua da torneira 1,000 0,980 + 0,004 98,0 3,06

diluida em PBS EST

(1:10) 1,500 1,490 +£ 0,012 99,3 1,34
2,000 2,043 £ 0,077 102,2 1,50

4.4 Conclusao parcial

O Capitulo 4 abordou a sintese, caracterizagdo e aplicagdo dos nanocompdsitos BC-CuNPs e
BC-SbNPs nas construcdes de sensores eletroquimicos. O sensor GC/BC-SbNPs apresentou um
aumentou para a resposta voltamétrica de MePa, sendo possivel obter uma faixa linear de detecgdo
entre de 0,2 a 9,0 umol L™, com um LOD de 0,05 umol L. Adicionalmente, o sensor proposto
apresentou precisdo e seletividade na detec¢do de MePA em amostras de produtos de higiene
pessoal, que foi comprovado através da comparagdo entre o método voltamétrico e o método
espectrofotométrico. J& o sensor GC/BC-CuNPs foi aplicado na deteccdo de DOP, obtendo-se uma
faixa linear entre 0,05 ¢ 5,0 pmol L™, com um LOD de 0,04 umol L', E para EST na faixa de 0,2 a

5,0 pmol L', com um LOD de 0,15 pmol L. Quando aplicado em amostras complexas, o sensor
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apresentou um desempenho satisfatorio, tanto para a detec¢do de DOP em amostras de urina

sintética, quanto para EST em amostras de agua de torneira.
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Fabricacdo de Sensor Eletroquimico em Papel modificado com Biochar
Funcionalizado para a detecgdo de Paracetamol.

5.1 Objetivo Especifico

Desenvolver um dispositivo analitico em papel (ePAD) utilizando um esténcil de Acido
Polilatico (PLA) impresso em 3D, incluindo a criacdo de uma barreira hidrofébica por meio de
impressao com cera sélida. Modificar com biochar funcionalizado (BCF) e aplica-lo na detecgdo de

Paracetamol em medicamentos de baixa qualidade ou falsificados.

5.2 Procedimento Experimental

5.2.1 Materiais, reagentes e equipamentos

Grafite em pd (< 20um, sintético) foi obtido da Sigma-Aldrich. Verniz Vitral da marca
Acrilex® foi obtido em papelaria local. Solugdes do tampdo PBS 0,1 mol L' (pH 7) foram
preparadas conforme descrito na SECAO 2.2.2. Amido, Polietilenoglicol (PEG), Alcool Polivinilico

(PVA) e Cloreto de Sodio eram de grau analitico.

Os experimentos eletroquimicos foram realizados em um potenciostato modelo 600E
Potenciostato/Galvanostato da CH Instruments (Estados Unidos), equipado com software chi6005e.
A caracterizacdo morfologica dos materiais foi realizada por Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV) usando um modelo QUANTA 200 Fei no Centro de Microscopia Eletronica do IBB-

UNESP Botucatu, Brasil.

Para a quantificagdo do PARACETAMOL, foram adquiridas amostras comerciais do farmaco

na forma de comprimidos (contendo 500 mg de Paracetamol) e capsulas de antigripal (contendo 400
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mg de Paracetamol, 4 mg de Maleato de Clorfeniramina e 4 mg de Cloridrato de Fenilefrina) em
uma farmacia local. Apos a aquisi¢do, as amostras foram submetidas a etapas de maceragdo e
pesagem. Em seguida, foram preparadas duas solugdes-padrao tedricas com uma concentragao de
20,0 pmol L' de PARA, utilizando uma solugdo tampdo PBS 0,1 mol L' com pH 7. A

quantificagdo do PARA nas amostras foi determinada por meio de ensaios de adi¢ao e recuperacao.

5.2.2 Fabricacao dos sensores ePAD

O esténcil foi projetado para imprimir 6 sensores em cada lote, compreendendo duas partes:
uma placa 3D com duas fileiras de trés eletrodos (trabalho, referéncia e auxiliar) e uma segunda
placa que da suporte a impressao, unidas com parafusos borboleta (Figura 43A e 43B). O esténcil
3D foi impresso utilizando a técnica de modelagem por deposi¢ao fundida com filamento
termoplastico de Acido Polilatico (PLA) Cherry EasyFill 1,75mm (Fila 3D, Brasil). A impressdo do
esténcil foi realizada com uma impressora ANET ET4-PRO (Anet Technology, China) com os
seguintes parametros: Temperatura de impressao (bico) a 200°C; temperatura da mesa de impressio
a 65°C; espessura da camada de 0,1 mm. O processo de fatiamento para gerar o G-CODE foi feito

usando o software aberto Ultimaker Cura versdo 4.8.0 (Ultimaker B.V., Holanda).

A tinta condutora foi adaptada do trabalho realizado por Pradela-Filho et al. [134]. A tinta a
base de carbono foi elaborada misturando manualmente p6 de grafite (GR) e verniz vitral (VV)
como agente ligante, na propor¢ao de 60%/40% (m/m). A mistura foi homogeneizada manualmente
com 400 pL de etanol/acetona (1:1) para garantir a viscosidade da tinta, como mostrado na Figura

41C.

A Figura 43D resume as etapas de fabricagdo dos sensores ePAD. Primeiramente, o padrao
hidrofébico foi projetado para criar um reservatorio para o eletrdlito suporte (I) durante os
experimentos voltamétricos. Os pontos pretos em um fundo branco foram desenhados usando

software de desenho (Inkscape). Um padrao projetado foi impresso no papel com uma impressora
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de escritorio ColorQube 8580 da Xerox (EUA) (II). Em seguida, o papel encerado foi levado a uma
estufa por 2 minutos a 100°C (III). O aquecimento derreteu a cera impressa, que penetrou no
substrato, criando uma parede hidrofobica (cinza) ao redor do circulo hidrofilico (branco). O
sistema de trés eletrodos foi impresso usando o esténcil PLA mencionado anteriormente, aplicando-

se a tinta condutora com o auxilio de um pincel (IV).

.I—(IH l—(I)—- l—(I)—l.
—p— -—(IH I—(IH 5o

Tinta Condutora

l I - Desenho I
IV —Esténcil 3D PLA

l I — Impressao Cera (solido)

ll Aquecimento a

Nevso (200°C, 1 min) Neeso

Figura 43 - Fabricagao passo a passo dos ePADs: A) Projeto 3D do esténcil fabricado em PLA para
a confecgdo de sensores em papel. B) Impressdao 3D com filamento de PLA. C) Confeccao da tinta
condutora. D) Delimitagcdo do espago para eletrolito com: (I) Projeto do software, (II) Impressao em
cera (solida), (III) Aquecimento para que a cera penetre nas fibras do papel e crie uma barreira
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hidrofobica, (IV) Fabricacdo dos sensores usando o esténcil e a tinta condutora (grafite/verniz

vitral) e (V) ePAD fabricado. E) Adaptagdo com garras tipo “jacaré” para medidas eletroquimicas.

Finalmente, o ePAD foi obtido para os experimentos voltamétricos (V). Os ePADs foram secos
a temperatura ambiente por 12 horas antes do uso. Os sensores obtidos tinham aproximadamente
2,5 cm de altura/largura, com o eletrodo de trabalho (WE) medindo 5 mm de didmetro.
Aproximadamente de 150 mg de tinta condutora foram usados para cada lote de fabricagdo. Antes
dos experimentos voltamétricos o eletrodo de trabalho do ePAD foi modificado com 10 pL da
suspensio de BCF na concentragio de 1,0 mg mL"'. A Figura 41E apresenta as adaptagdes

utilizadas para leitura com garras metalicas “jacaré”.

5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Caracterizacao Morfolégica

Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) dos ePADs fabricados sdo mostradas na
Figura 44. Na Figura 44A ¢ possivel observar algumas fibras de celulose misturadas com
estruturas de grafite. Na Figura 44B. as estruturas de grafite sdo aglomeradas dispostos
aleatoriamente com dimensionamento variando de 0,5 a 50 um. Essa superficie caracteristica pode
estar relacionada ao uso de pincel para a abordagem de impressdo manual desenvolvida para este
trabalho. Nas Figuras 44C e 44D, as imagens apresentam a morfologia do ePAD modificado com o
material BCF, onde podemos observar a presenca de estruturas de biochar aderidas a superficie do

SE€Nsor.
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Figura 44 - Microscopias MEV da tinta de carbono espalhada sobre substrato de papel com

ampliagdo em A) x 5,000 e B) x 10,000, C) e D) ePAD modificado com BCF.

5.3.2 Caracterizacio eletroquimica dos sensores ePAD

Com o intuito de se obter a melhor composi¢@o da tinta condutora para fabricagdo dos sensores
ePADs, otimizou-se a propor¢do entre grafite (GR) e o verniz vitral (VV). Dessa forma, a Figura
45A apresenta voltamogramas ciclicos obtidos com ePADs fabricados com diferentes composigdes
de tinta condutora (GR-VV) utilizando uma aliquota de 150 pL de uma solugio 0,2 mol L' PBS
(pH 7.,4) contendo 0,1 mol L' de KCl e 5,0 mmol L' do par redox [Fe(CN)e]**, v=50 mV s”'. As
propor¢des de G:V (m/m), foram de 80:20 (Tinta 1), 70:30 (Tinta 02), 60:40 (Tinta 03) e 50:50

(tinta 04), considerando uma massa total de 150 mg. A tinta condutora 03 apresentou a melhor
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resposta voltamétrica, assim como um melhor manuseio na fabricagdo dos sensores ePAD, sem
ocasionar craquelamento ou vazamento da tinta através do esténcil de PLA. A Tabela 09 apresenta
os valores de corrente Ipa € Ip € a separacdo de potencias de pico anddico e catddico (AEp) para os
potenciais redox da sonda, para todos os sensores avaliados. Dessa forma, podemos observar que o
sensor ePAD fabricado com a Tinta GR-VV 03, apresenta uma corrente de oxidagdo em I, = 213
pLA, uma corrente de reducdo em Ipc = -208 pA e uma separacdo dos potenciais de pico anddico e

catddico de AE, = 772 mV vs. Grafite (pseudo-referéncia).

300F
200F — — - Tinta 01 ePAD
Tinta 02 200 ePAD/BCF
100 L Tinta 03
100 F
<
el |
~— 0 ~ 0F
~ ~
-100 F
-100
=200
=200
1 L 1 1 L =300 b 1 1 1 )
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
E /' V vs. Grafite E /' V vs. Grafite
(A) (B)

Figura 45 - Voltamogramas Ciclicos em PBS 0,2 mol L' contendo 0,1 mol L*! de KCI e 5,0 mmol
L' de [Fe(CN)s]*’*: A) Comparagdo da performance ePADs com diferentes formulagdes de tinta
condutora GR-VV. B) Comparando a resposta voltamétrica do sensor ePAD sem modificacao

(linha vermelha) e do sensor ePAD/BCF (linha preta).

Apbs o processo de modificagdo com 10 puL de BCF (1,0 mg mL™") sobre o eletrodo de trabalho,
podemos observar que o voltamograma apresentou uma melhor reversibilidade do processo redox,
com um AE, = 387 mV vs. Grafite, como mostrado na Figura 45B. Assim como um aumento

significativo nas respostas de corrente anddica e catodica da sonda redox (Tabela 9).
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Tabela 9 — Otimizacgdo do processo de fabricagdo do sensor ePAD com diferentes tintas condutoras
e sua modificagdo com o material BCF. Comparacdo por correntes de pico anodico (/pa), catddico

(Ipc) e separacdo entre picos redox (AEp).

Sensor Proporc¢io GR-VV Ia (nA) L (uA)  AEp (mV)
Tinta 01 - 80:20 (m/m) N/A N/A N/A
Tinta 02 - 70:30 (m/m) 158 -159 1420
ePAD
Tinta 03 — 60:40 (m/m) 213 -208 772
Tinta 04 - 50:50 (m/m) 187 -190 980
ePAD/BCF - 294 -284 387

Apesar do desempenho voltamétrico do sensor ePAD/BCF ser menor quando comparado a
outros sensores descartaveis reportados na literatura [134, 135, 154], este sensor apresentou uma
resposta linear quando a velocidade de varredura da CV foi variada entre 10 e 100 mV s™' (Figura
46A). E possivel observar um aumento progressivo e linear nas correntes para o processo redox em

fun¢do da velocidade de varredura, como mostrado no grafico /pa / Ipc vs v'’? (Figura 46B).
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Figura 46 - A) Voltamogramas ciclicos obtidos com o sensor ePAD/BCF em uma solugdo 0,2 mol
L' PBS (pH 7.,4) contendo 0,1 mol L' de KCI e 5,0 mmol L' do par redox [Fe(CN)s]*”*", para as

velocidades de varredura de 10, 25, 50, 75 ¢ 100 mV s'. B) Grafico / vs. v'2.

Utilizando a equagdo de Randles-Sevcik (Equacao 10) e os valores encontrados no experimento
demonstrado na Figura 45B, no intervalo de potenciais de —1,0 a 1,0 V vs. Grafite, solugdo 0,2 mol

L' PBS (pH 7,4) contendo 0,1 mol L' de KCl e 5,0 mmol L' do par redox [Fe(CN)s]**", temos:

3 1 1
I, =2,69x10°n2 A Dz CvZ (10)

Onde I, refere-se a corrente de pico (anoddica ou catddica), A corresponde a area eletroativa
(cm?), C é a concentragdo da sonda utilizada (mol cm™), D ¢ o coeficiente de difusdo das espécies
em solugdo [Fe(CN)6]** (7,6 x 107® cm? s7!), n refere-se ao numero de elétrons transferidos na
reacdo redox e v € a velocidade de varredura [232]. Rearranjando a equagdo 10 em termos da area
eletroativa do eletrodo, podemos compara-la com a equacdo da curva no grafico da Figura 45B (/pa

vs. v'2). Dessa forma, o primeiro termo da equacdo 11 corresponde ao coeficiente angular do

grafico (Ipa vs. v'?) [233].

I 1
14

A=—x
v2

31 (11
2,69 x 10512 D2 C

Considerando o coeficiente angular como 1,36x107 (apos a conversdo de pA para A), chegamos
ao resultado de que a 4rea eletroativa do sensor ePAD/BCF é de 0,37 cm?. Embora esse valor seja
considerado baixo em comparagao com outros eletrodos relatados na literatura, ¢ importante notar

que o sensor demonstrou uma resposta linear a variacao da velocidade de varredura.

5.3.4 Comportamento eletroquimico do Paracetamol
O comportamento eletroquimico do paracetamol (PARA) no sensor ePAD/BCEF foi avaliado por

voltamteria ciclica (v =50 mV s™!) com um volume de 150 pL de PBS 0,2 mol L™! pH 7,0, contendo
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200 pmol L™ de PARA. Os resultados apresentados na Figura 47A mostram que nenhum processo
eletroquimico foi observado para a resposta voltamétrica na auséncia de PARA (linha tracejada).
No entanto, na presenca de PARA (linha continua), observa-se um processo reversivel com um
processo de oxidagdo em Epa = 500 mV vs. Grafite, e um processo de redugdo em Epc = 300 mV vs.
Grafite. A Figura 47B apresenta o mecanismo de redox envolvido neste processo, onde o PARA ¢
oxidado a N-acetil-p-benzoquinonaimina, e consequentemente reduzido novamente para a molécula

original [234].

8 OH O

— — -Ausencia PARA A B
6L Presenga 200 pmol L' PARA )\ | |
4 CH,

N
|
2H', 2¢
== ey
O

Figura 47 - A) Voltamogramas ciclicos do sensor ePAD/BCF na auséncia (linha tracejada) e

I/ uA

0,0 0.2 0,4 0,6 0.8 1,0 PARA
E / V vs. Grafite

presenca de 200 pmol L' de PARA em 0,1 mol L' de PBS (pH 7,0), v=50 mV s"\. B) Mecanismo

de oxidagao do Paracetamol em N-acetil-p-benzoquinonaimina no sensor ePAD/BCF.

A Figura 48 apresenta voltamogramas de varredura linear obtidos para diferentes sensores. As
medidas foram realizadas no intervalo de potencial entre 0 e 1,1 V, em solucdo de tampao fosfato
0,1 mol L™! (pH 7,0) na auséncia (linha tracejada) e presenca de 50 pmol L™!, para o sensor ePAD
(curva a) e para o sensor ePAD/BCF (curva b). Dessa forma, podemos observar um aumento na
corrente de pico anddico para o sensor modificado com o material BCF, sendo utilizado para a

construcdo da curva de calibragdo na préxima se¢ao.
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Figura 48 — Voltamogramas de varredura linear obtidos com o sensor ePAD na auséncia (linha
tracejada e na presenca (curva b) de 50 pmol L' PARA, assim como o sensor ePAD/BCF na

presenca de 20 pmol L' PARA (curva c) (v=25 mV s™).

5.3.5 Curva Analitica

Apos a caracterizagdo eletroquimica por voltametria ciclica, o sensor ePAD/BCF foi utilizado
para a deteccdo de PARA por meio da técnica de voltametria de varredura linear (LSV). Esses
experimentos foram conduzidos dentro da faixa de potencial de 0 a 1,1 V, com uma velocidade de
varredura de 25 mV s™'. Foram utilizadas aliquotas do eletrélito de suporte contendo concentragdes
de PARA de 5, 20, 30, 50 e 60 umol L™, como mostrado nos voltamogramas da Figura 49A.
Podemos observar um aumento linear na corrente /p. com o aumento da concentracdo de PARA,

entre 5,0 e 60 pmol L™ (Figura 49B), com um LOD de 3,50 pmol L', seguindo a equagio:

Lo (RA) = 3,70 + 0,07*Cpara (umol L) (R? = 0,9834, n=5)
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Figura 49 — A) Voltamogramas de Varredura Linear obtidos com 150 pL da solugdo 0,2 mol L
PBS, pH 7,0 com diferentes concentracdes de PARA variando de 5,0 a 60 pmol L e B) Relagio

linear entre pico de corrente anddica e concentragdo de PARA.

O sensor ePAD/BCF demonstrou limites de deteccao semelhantes aos encontrados em sensores
que empregam tintas a base de grafite ou ligantes de custo mais baixo [134, 154]. Além disso, a
incorporagdo de outros materiais de carbono na formulagao da tinta, como nanotubos de carbono de
paredes multiplas (MWCNT) [135], nanofitas de grafeno reduzidas (rGNRs) [235], e tintas de
carbono disponiveis comercialmente [157], tem o potencial de reduzir ainda mais os limites de
deteccao (LODs). Os ePADs também demonstraram um desempenho analitico comparavel ao que
foi relatado na literatura para a determinagdo de diversas moléculas, incluindo farmacos,

desreguladores endocrinos e neurotransmissores, conforme evidenciado na Tabela 10.
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Tabela 10 - Caracteristicas de dispositivos analiticos eletroquimicos baseados em papel.

Método de Fabricacao Tinta condutora Analito LOD Ref.
(umol L)
Espalhado com pincel Grafite/esmalte 80:20% (m:m) Dopamina 5,2 [154]
Mascara adesiva Grafite/verniz vitral 80:20% (m:m) Dopamina 4,1 [134]
Catecol 9,0
Hidroquinona 5,3
Estriol 0,080
Grafite/esmalte 52:48% (m/m) + 20 pL.  Acido Cafeico 0,2 [135]
de suspensao de MWCNT?

Serigrafia Tinta a base de grafite e tinta Ag/AgCl Bisfenol A 0,03 [11]
Po6 de carbono (10% m/m) com 9,0 g de Capsaicina 0,085 [157]
tinta grafite
Tinta de carbono e rGNRs® Sulfametoxazol 0,09 [235]

Trimetoprim 0,04
Esténcil impresso 3D  GR-VV 60:40% (m:m) + 400 pL PARA 3,50 *

acetona/etanol (1:1)

“Multiwalled Carbon Nanotubes, "Reduced Graphene Nanoribbons,

5.3.6 Aplicacio do sensor ePAD/BCF na quantificacio de paracetamol

A seletividade do sensor ePAD/BCF para a quantificagdo do paracetamol (PARA) foi avaliada

por meio de medidas voltamétricas em uma solugdo contendo 20,0 umol L™! de PARA. Além disso,

foram incluidas diversas espécies quimicas frequentemente encontradas em formulagdes deste

farmaco, as quais, em alguns casos, sdo utilizadas com o intuito de falsificar ou subdosar o

medicamento. Essas substancias foram consideradas como possiveis interferentes e incluiram

amido, PEG, alcool polivinilico e cloreto de s6dio [236]. A Tabela 11 apresenta os valores obtidos

para os diferentes interferentes. Nao foram observadas respostas significativas de alteracdo da

corrente de pico, com uma recuperac¢ao do sinal de £10%, ou varia¢ao do potencial de oxidagao.
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Tabela 11 — Efeito de possiveis interferentes na determinacio por LSV de 20 umol L'! de PARA na

proporcao 1:1 [PARA]:[interferente].

Interferente Interferente (%)
Amido -3,20
PEG -5,00
Alcool
Polivinilico -9,20
MMC - 8,50

Para verificar a aplicabilidade do sensor ePAD/BCF, a quantificagdo de PARA foi realizada em
amostras comerciais de analgésico e antigripal. O preparo das amostras foi descrito na SECAO
5.2.3. A amostra de analgésico, de acordo com o fabricante, possui 500 mg de farmaco por
comprimido revestido. E a capsula de antigripal, de acordo com o fabricante, possui 400mg
paracetamol misturados com 4mg Maleato de Clorfeniramina e 4mg de Cloridrato de Fenilefrina.
Dessa forma, apOs o respectivo processamento das amostras e sua dilui¢do, a concentragdo de
paracetamol foi quantificada por ensaios de adi¢ao e recuperagdo. A Tabela 12 apresenta os valores
“Rotulados” na bula, o valor adicionado (umol L), o valor recuperado (pmol L) e o erro relativo.
Para cada amostra, a determinagdo foi realizada em triplicata. Dessa forma, podemos observar que o
sensor ePAD/BCF apresentou uma resposta satisfatoria na quantificacdo do farmaco em

formula¢des comerciais.
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Tabela 12 — Determinagao de PARA em amostras reais de comprimido comercial de paracetamol e
capsula de antigripal. Mostrando os valores rotulados em mg de cada farmaco, a concentracdo

adicionada e o valor detectado pelo sensor ePAD/BCEF e o erro relativo (%).

Adicionado Detectado
A t Rotul E 9
mostras otulado (mg) (umol L) (umol L) rro (%)
C imid
Omprimco 500 mg/comprimido 20,00 18,70 + 0,03 - 6,67
Paracetamol
Capsula Paracetamol 400mg

Maleato de Clorfeniramina 4mg 20,00 18,50 + 0,05 -7,50

antigripal Cloridrato de Fenilefrina 4mg

Erro (%) = (Vabicionapo - VpetecTADO) /VADICIONADO *100

5.4 Conclusao parcial

Neste capitulo, apresentou-se uma abordagem inovadora para a fabricacdo de sensores ePAD,
com foco na utilizagdo da tinta GR:VV (60:40, m/m) sobre o substrato de papel, resultando na
criagdo de dispositivos analiticos eficazes para aplicagdes eletroanaliticas. A incorporagdo do
material BCF mostrou-se fundamental para a melhoria da resposta voltamétrica, especialmente na
presenca da sonda redox [Fe(CN)s]**". Os resultados revelaram uma érea eletroativa de 0,20 cm?
para o sensor proposto calculados através da Equagdo de Randles-Sevcik. O sensor ePAD/BCF
apresentou uma deteccdo linear para PARA no intervalo de 5 a 60 pmol L}, com um LOD de 3,50
pumol L', Também se demonstrou a aplicabilidade pratica desse sensor na detecgio PARA em
amostras de comprimido revestido e capsula de analgésico comerciais, onde o sensor apresentou

recuperagdes satisfatoria para o farmaco de -6,67% e -7,50%, respectivamente.

O sensor demonstrou seletividade em relacdo a interferentes comuns encontrados em amostras
falsificadas ou subdosadas, mantendo um desempenho satisfatério na deteccio de PARA. Esses
resultados destacam sua promissora utilidade em cenarios de analise eletroquimica, oferecendo uma

ferramenta valiosa para a detecg¢@o confiavel de substancias de interesse clinico e farmacéutico.
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Conclusao Geral

6.1 Conclusdes Gerais

Este estudo de doutorado abordou a aplicagdo do biochar no desenvolvimento de varias
plataformas de sensoriamento eletroquimico. A versatilidade desse material permitiu investigar seu
processo de funcionalizagdo &cida, avaliar as alteragdes resultantes por meio de técnicas de
microscopia e espectroscopia, € examinar sua eficacia na modificacao de eletrodos, resultando em
melhorias na resposta voltamétrica para moléculas eletroativas. Essas avaliagdes foram conduzidas

utilizando técnicas voltamétricas e de impedancia, como demonstrado no Capitulo 2.

Devido a sua notavel funcionalizag¢do, o material BCF foi empregado na imobilizagdo da enzima
AChE, resultando na criagdo do sensor GC/BCF/AChE. Este sensor foi aplicado com éxito na
determinacdo de CARB em amostras de macga, representando um avanco significativo no
desenvolvimento de biossensores para garantir a seguranga alimentar, como demonstrado no

Capitulo 3.

Neste trabalho, também se explorou a modificagdo do BC com nanoparticulas metalicas. No
Capitulo 4, foi estabelecida uma abordagem para detectar MePa utilizando o sensor GC/BC-SbNPs,
onde o sensor demonstrou precisdo e seletividade na detecgdo de MePA em produtos de higiene
pessoal, confirmado comparativamente com um método espectrofotométrico. Da mesma forma, o
sensor GC/BC-CuNPs foi empregado na deteccdo de DOP e EST. Em amostras complexas, o
sensor apresentou desempenho satisfatorio tanto para DOP em urina sintética quanto para EST em

agua de torneira.
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Finalmente, o material BCF, previamente explorado nos Capitulos 2 e 3, foi empregado na
modificacdo de um dispositivo analitico em papel, buscando aprimorar a deteccdo voltamétrica de
PARA. Esse esfor¢o visa desenvolver uma plataforma miniaturizada para assegurar a qualidade em

amostras falsificadas ou subdosadas deste farmaco.
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