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RESUMO

Neste projeto foram desenvolvidos materiais nanoestruturados, usando o método sol-
gel, para aplicagdo como sensores e biossensores para determinagdo de metil paration e
tributirina que sdo analitos de interesse da industria de alimentos. Primeiramente foram
desenvolvidos compdsitos com alto teor de nanotubos de carbono de paredes multiplas
(NTCPM), utilizados para confeccionar eletrodos de pasta de carbono. O compdésito de
nanotubos de carbono de paredes mdltiplas/zirconia (NTCPM/ZrO;) foi caracterizado em
relacdo as suas propriedades morfolégicas, texturais e eletroquimicas, provando que uma
grande quantidade de NTCPM foi incorporada, mantendo suas caracteristicas. Esses eletrodos
foram testados para determinacdo de metil paration, apresentando sensibilidade de 1,47 pA uM
"1 L e baixo limite de detecgdo (9,0x10° mol Lt). Na sequéncia, foram desenvolvidos eletrodos
a partir da deposicédo de filmes sobre o vidro FTO (6xido de estanho dopado com fltor) por dip
coating. Inicialmente filmes finos de silica/zirconia (SiO2/ZrO.,) e de silsesquioxano contendo
as nanoparticulas de ouro foram depositados em seguida a enzima lipase (Candida rugosa) foi
imobilizada em um filme de silica (FTO/SiO2/ZrO2/AuNP/Lipase). Através da voltametria
ciclica, usando o p-nitrofenil palmitato, foi evidenciada a imobiliza¢do da enzima. Esse eletrodo
foi utilizado como biossensor de tributirina por espectroscopia de impedancia eletroquimica
apresentando um limite de deteccio (LD) de 1,86x10° mol L* e a sensibilidade foi de 5,37x10"
6 Q mol? L.

Palavras-chave: Sensor Eletroquimico, Biosensor Eletroquimico, Sol-Gel, Zirconia, Nanotubos

de Carbono, Nanoparticulas de ouro, Metil Paration, Tributirina.
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ABSTRACT

In this project, nanostructured materials were developed by sol-gel method, for application as
sensors and biosensors to determine analytes of interest to the food industry. First, composites
with a high content of multi walled carbon nanotubes (MWCNT) were developed and used to
make carbon paste electrodes. The composite of multi walled carbon nanotubes/zirconia
(MWCNT /ZrO,) was characterized concerning its morphological, textural and electrochemical
properties, proving that a large amount of MWCNT was incorporated, maintaining their
characteristics. These electrodes were tested to determine methyl parathion, with a sensitivity
of 1.47 pA uM 1 L and a low detection limit (9.0x10° mol LY). In sequence, electrodes were
developed from the deposition of films on FTO glass (fluorine-doped tin oxide) by dip coating.
Initially, thin films of silica/zirconia (SiO2/ZrO>,) and silsesquioxane containing the gold
nanoparticles were deposited, and then the lipase enzyme (Candida rugosa) was immobilized
on a silica film (FTO/SiO./ZrO2/AuNP/Lipase). The immobilization of the enzyme was
evidenced with cyclic voltammetry using p-nitrophenyl palmitate. This electrode was used as
tributyrin biosensor by electrochemical impedance spectroscopy with a detection limit (LD) of
1.86x10® mol L and the sensitivity of 5.37x10° Q mol™ L.

Keywords: Electrochemical Sensor, Electrochemical Biosensor, Sol-Gel, Zirconia, Carbon

Nanotubes, Gold Nanoparticles, Methyl Parathion, Tributyrin.
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1 INTRODUCAO

Os sensores e bhiossensores eletroquimicos tornaram-se dispositivos importantes em
varias areas como alimenticias, medicinais, ambientais, bioldgicas, entre outras, por se tratar de
um método simples, de baixo custo e com alta especificidade e sensibilidade [1]. Os sensores
sdo uma ferramenta analitica que permite verificar diferengas de concentracdo do analito,
baseando-se em um sinal elétrico fornecido por uma resposta ou reagdo de uma espécie quimica
[2,3]. No caso dos biossensores eletroquimicos a resposta vem de um componente bioldgico
que pode ser uma enzima, um peptideo, um anticorpo, um &cido nucleico, entre outros [2,4].

Existem diferentes tipos de dispositivos eletroquimicos, como 0s sensores e
biossensores amperométricos [5], fotoeletroquimicos [6], impedimétricos [7] e voltamétricos
[8]. Estes podem ser aplicados em diversas analises da inddstria de alimentos como no
processamento, no monitoramento, na garantia de qualidade e seguranca dos alimentos [9]. Tais
dispositivos apesar de apresentarem, de modo geral, boa especificidade e sensibilidade, podem
ser aprimorados com eletrocatalisadores e nanoestruturas [1], como nanotubos de carbono e as
nanoparticulas de ouro. Essas nanoestruturas quando aplicadas nos sensores e biossensores
melhoram a transferéncia de elétrons, a especificidade, a relagdo sinal/ruido e também
aumentam a area eletroativa, consequentemente melhoram o desempenho analitico, além de
permitir a incorporacdo de biomoléculas, como as enzimas [10].

Diante do exposto, o desenvolvimento de sensores e biossensores eletroquimicos
aplicados na industria de alimentos tém se tornado uma alternativa em relacdo as técnicas
tradicionais que utilizam a espectroscopia e experimentos quimicos para 0 monitoramento e
analise de alimentos. Esses dispositivos trazem respostas seletivas, em tempo real e com baixo
custo [9]. Os dispositivos eletroanaliticos sdo passiveis de muitas possibilidades de design e
tipos, e as pesquisas nessa area estdo centradas na procura de dispositivos que sejam cada vez
mais seletivos e sensiveis para as diversas demandas [11-13].

Nesse sentido, esse trabalho visa desenvolver duas propostas de design de sensores e
biossensores eletroquimicos utilizando o método sol-gel que permite a preparacao de sensores
em varias formas como pdés, monolitos e filmes. Com esse método é possivel sintetizar sistemas
baseados em matrizes diversas com caracteristicas apropriadas para construcdo de sensores
eletroquimicos, como alta estabilidade, porosidade adequada que permite a imobilizacdo de
catalisadores para aplica¢fes quimicas, entre outros [14]. Adicionalmente devido as reaces em
fase liquida e em baixa temperatura que ocorrem no processo sol-gel, é possivel a inclusao de

polimeros, moléculas organicas, células, enzimas, nanoestruturas entre outros [15-18] para



obtencdo de revestimentos inorganicos ou hibridos que sdo de interesse na construcdo de
biossensores [19].

A primeira proposta é a preparacdo de um compdsito contendo alto teor de nanotubos
de carbono de paredes multiplas em uma matriz de zircénia (NTCPM/ZrO>), que foi utilizado
na confeccdo de um eletrodo pasta de carbono. Esse tipo de composito ainda ndo foi utilizado
na preparacdo de sensores eletroquimicos. A segunda proposta é o desenvolvimento de uma
plataforma baseada na deposicdo de uma sequéncia de filmes sobre eletrodos de vidro FTO
(6xido de estanho dopado com fluor) na qual é depositado um filme fino de silica/zircénia, apos
um filme fino de silsesquioxano contendo nanoparticulas de ouro e finalmente um filme
contendo enzima lipase.

Tendo em vista que a zirconia é um Oxido de metal de transicdo que apresenta alta
seletividade e capacidade de troca ionica, torna-se um material adequado para aplicagdo em
catalise, separacéo e sensores [20-24]. A seletividade do dxido de zirconio esta relacionada aos
sitios acidos e basicos de Lewis que ele possui. Quando materiais contendo dxidos de metal de
transicdo sdo sintetizados pelo método sol-gel, formando uma estrutura mesoporosa, eles
apresentam Otimas propriedades eletronicas, oOpticas e cataliticas [25,26] e os NTC podem
melhorar ainda mais as propriedades mecanicas e a condutividade desses dxidos [27-29]. Os
nanotubos de carbono possuem caracteristicas como alta condutividade elétrica, térmica,
resisténcia mecanica, resistividade/estabilidade térmica, aléem de apresentar sensibilidade para
detectar biomoléculas em baixas concentracdes e sob condi¢cdes ambientais, que favorecem sua
aplicacdo para fabricacdo de sensores [30].

Neste trabalho o eletrodo do tipo pasta de carbono, confeccionado com o composito de
NTCPM/ZrO,, foi planejado para ser utilizado na determinagdo de um pesticida
organofosforado (OP), o metil paration. Apesar dos pesticidas OP serem classificados como
pesticidas persistentes, que causam danos ambientais, ainda sdo amplamente utilizados em
muitos paises, resultando em contaminacgdo de alimentos e da &gua, causando Sérios riscos a
salde humana. Como os pesticidas OP sdo potentes inibidores da enzima acetilcolinesterase,
levando a toxicidade colinérgica grave em caso de inalacdo, exposi¢ao cutanea ou ingestdo [31],
seu monitoramento ainda é necessario.

Outro tipo de design proposto € a utilizacdo de vidros FTO que pertencem ao grupo de
vidros condutores TCO (6xidos condutores transparentes), pois apresentam boa estabilidade
térmica e quimica [32]. Os TCOs sdo materiais que conduzem eletricidade, sdo transparentes a

luz visivel e geralmente sdo preparados com a tecnologia de filmes [33]. Neste trabalho foi



depositado sobre o vidro FTO um filme fino de silica/zirconia cuja solugdo foi obtida pelo
método sol-gel. Posteriormente foram depositados filmes finos de uma dispersdo de
nanoparticulas de ouro em um silsesquioxano iénico e entdo foi imobilizada nessa superficie
um filme de silica contendo a enzima lipase (Candida rugosa). Apds essas etapas, a proposta é
utilizar o vidro FTO para determinacdo de triglicerideos. Essas substancias quando em altos
niveis na alimentagdo estdo relacionadas a doenga cardiaca coronéria, aterosclerose e
hiperlipidemia [34].

Dessa forma, o objetivo deste trabalho consiste em desenvolver materiais
nanoestruturados a partir de uma matriz de zircbnia obtida pelo método sol-gel para
desenvolvimento de sensores e biossensores eletroquimicos. Tém-se como objetivos
especificos:

e Produzir um eletrodo do tipo pasta de carbono com o composito de NTCPM em
matriz de zirconia e usa-lo como um sensor de metil paration;

e Depositar em vidros condutores FTO filmes finos de silica/zirconia, filmes de
silsesquioxano contendo nanoparticulas de ouro utilizando o método sol-gel para
obter os sols e 0 método dip coating para formar filmes sobre os eletrodos que
irdo servir de base para imobilizar um filme de enzima;

e Desenvolver um biossensor para triglicerideos, imobilizando a enzima lipase

(Candida rugosa) sobre o vidro condutor FTO com filmes depositados.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SENSORES E BIOSSENSORES

Sensores e biossensores sdo dispositivos que fornecem uma resposta relacionada a
quantidade de uma espécie quimica. Esses dispositivos possuem trés elementos principais: um
receptor /bioreceptor, um transdutor e um sistema de processamento de sinal. Sendo que o
receptor/bioreceptor que detecta o analito especifico, estd imobilizado na superficie do eletrodo
e o transdutor é responsavel por converter o sinal da reacdo em um sinal elétrico. Dependendo
do sinal, os sensores e biossensores podem ser considerados eletroguimicos, Opticos,
termométricos e piezoelétricos e podem detectar um analito liquido, gasoso ou solido. No
entanto, os biossensores sdo classificados em um grupo independente de sensores. Esses
dispositivos podem ser aplicados tanto para analises de matrizes bioldgicas, como néo

bioldgicas. Ja os sensores, que ndo possuem uma estrutura biolégica de reconhecimento, ndo



sdo considerados biossensores, ainda que utilizados em sistemas bioldgicos. Dentre 0s sensores
e biossensores, os eletroquimicos se destacam por sua simplicidade, capacidade de deteccdo e
baixo custo [4].

O interesse da inddstria de alimentos, da medicina, entre outras, em sensores e
biossensores eletroquimicos tem aumentado devido ao surgimento de novas opg¢des de projeto
e construcdo dos eletrodos, que apresentam a possibilidade de incorporagdo de micro eletrodos,
eletrodos quimicamente modificados em varios sistemas de sensores altamente sensiveis [4]. O
uso desses dispositivos tem sido til, pois quando comparados com métodos tradicionais, eles
oferecem melhor sensibilidade e estabilidade [9].

A importdncia do desenvolvimento de sensores para deteccdo de pesticidas
organofosforados (metil paration, malaoxon, malation, paraoxon, entre outros) esta relacionada
a alta toxicidade e persisténcia no ambiente dessas substancias. Estes pesticidas sdo
responsaveis por causar contaminacdo de fontes de agua, solo e alimentos. Eles atuam como
inibidores da enzima colinesterase no corpo humano e animal, que acarreta em neuropatia
periférica, trata-se de um dano que pode acometer diferentes nervos, prejudicando a fungéo do
Orgdo e causando problemas de saude relacionados ao tipo de nervo afetado [35].

Na literatura sdo reportados sensores para metil paration (MP) desenvolvidos com
materiais a base de nanotubos de carbono (NTC) [8,35-40]. Wu e colaboradores [36]
construiram um sensor de carbono vitreo modificado com nanocompositos que foi obtido
baseado na tecnologia de impressdo molecular e na tecnologia eletroquimica para MP. O
desempenho de conducdo e os locais eficazes de impressdo foram aprimorados por um
nanocomposito de NTC decorados com nanoparticulas de ouro. Em estudo realizado por Huang
et al. [37] um eletrodo de carbono vitreo foi modificado com um nanocomposito de paladio e
nanotubos de carbono de parede multipla (NTCPM) para deteccdo de MP. Em outro trabalho,
desenvolvido por Zeng et al. [8], foi obtido um sensor para detectar MP baseado na modificacao
de um eletrodo de carbono vitreo por um filme de nanocompédsito de NTCPM e poli
(acrilamida), o sensor exibiu uma alta adsorcao e forte afinidade para MP. Dong e coautores
[40] desenvolveram um nanocompdsito a base de NTCPM, 6xido de cério e ouro que foi
sintetizado por um método de precipitacdo em duas etapas para modificar um eletrodo de
carbono vitreo. Eles combinaram as propriedades individuais de cada componente como a
condutividade elétrica, capacidade de adsorcdo dos nanotubos de carbono e as propriedades
cataliticas e eletronicas das nanoparticulas de ouro e por fim forte afinidade por grupos fosfato

do 6xido de cério.



Nesse contexto, novas propostas de desenvolvimento de sensores eletroquimicos para
metil paration, mais simples, estveis e com baixo limite de deteccdo ainda s&o necessérias.
Sendo assim, os materiais ceramicos com alto teor de NTCPM em matriz de zirconia séo
promissores para 0 uso em sensores de metil paration como proposto no presente trabalho.

No que se refere aos biossensores eletroquimicos, os pioneiros na utilizacdo de
biossensores eletroquimicos foram Clark e Lyons nos anos 60 [41] Nos biossensores
eletroquimicos, a resposta sera obtida a partir da interacdo entre a biomolécula e o analito, que
ird gerar uma corrente amperomeétrica, um potencial, um acimulo de carga potenciométrica ou
alterar a impedancia de um meio entre os eletrodos ou as propriedades condutivas [42].

Os biossensores baseados em enzimas, DNA, tecidos, imunossensores, entre outros, tém
sido os mais utilizados, sendo que o primeiro biossensor enzimatico foi relatado por Updike e
Hicks em 1967 [43]. As principais enzimas utilizadas sdo as oxiredutases, peroxidases, amino
oxidases e as oxidases, que sdo imobilizadas no suporte por forcas de van der Waals, ligacao
covalente ou ligacdo i6nica e aprisionamento [9]. O desenvolvimento de sensores e
biossensores eletroquimicos tem avancado na ultima década, e embora ja existam indmeros
dispositivos com diferentes finalidades, ainda ha muito espaco para estudos que visem 0
aperfeicoamento desses dispositivos.

Os disturbios clinicos causados por niveis elevados de triglicerideos (TG) sdo bem
conhecidos e estdo aumentando, com isso 0s meios de diagnosticos e analise clinica da deteccao
de TG em urina, sangue e alimentos vem se tornando cada vez mais importantes [44]. Por essa
razdo existem na literatura varios biossensores reportados para deteccdo de triglicerideos (TG)
[44-48].

Rezvani et al. [45] construiram um biossensor para TG baseado na imobilizacdo da
lipase em carbono ativado funcionalizado com uma amina. Esse material foi entdo depositado
no eletrodo de grafite e a estabilizacdo da enzima imobilizada foi alcancada por meio de um
filme de quitosana. Solanki e colaboradores [46] sintetizaram um nanocompaosito de quitosana
e Oxido de zirconio, que foi depositado eletroforeticamente em vidros revestidos com 6xido de
indio e estanho para a deteccdo de tributirina. As enzimas lipase e glicerol desidrogenase foram
imobilizadas neste eletrodo. No trabalho desenvolvido por Kartal et al. [48], a lipase foi
imobilizada em um eletrodo de vidro por meio de uma membrana de gelatina reticulada com
glutaraldeido. Os autores reportam que o funcionamento do biossensor, que se baseia na
variacdo do pH que ocorre devido a hidrolise enzimatica da tributirina em acido butirico. Yicel

et al. [49] propuseram um biossensor amperomeétrico para deteccdo de triglicerideos construido



com trés enzimas, glicerol quinase (E.C.2.7.1.30), glicerol-3-fosfato oxidase (E.C.1.1.3.21) e
lipase (E.C.3.1.1.3), que foram co-imobilizadas individualmente na superficie de um eletrodo
de carbono vitreo utilizando uma membrana de gelatina e glutaraldeido como reticulante.

Como mencionado acima, alguns dos biossensores séo obtidos a partir da imobilizacéo
de mais de uma enzima na deteccgdo de triglicerideos. No entanto, a proposta deste trabalho é
desenvolver de um biossensor contendo somente a lipase aprisionada em um filme de silica
sobre a superficie do vidro FTO ja contendo filmes de um compdsito a base de silica e zircbnia
e nanoparticulas de ouro. A proposta do biossensor de triglicerideos neste projeto é baseada no
uso da lipase, que é uma hidrolase, ou seja, que ndo apresenta comportamento de oxidagédo e
reducdo. O biossensor obtido somente com a lipase imobilizada, depende da deteccéo indireta
do analito, que pode ser alcancada por meio de técnicas que ndo necessitem do processo de
oxirreducdo, como por exemplo, a espectroscopia de impedéncia eletroquimica (a utilizacdo da
técnica sera detalhada no item 2.5.3 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica). As enzimas
possuem um alto custo, por isso é preferivel construir biossensores com apenas uma enzima
imobilizada [45].

2.2 METODO SOL-GEL

O processo sol-gel baseia-se na conversdo de um sol liquido em uma fase gel por uma
série de reacOes de hidrdlise e condensacao de seus precursores [50]. Os reagentes precursores
para a sintese dos géis inorganicos sdo geralmente alcoxidos que podem ser de silicio ou de
metais, como zirconio, aluminio e titdnio que se encontram inicialmente dissolvidos nesse
liquido [51]. Esse método utiliza temperaturas amenas na formacéo de uma rede polimérica por
meio de reacdes de policondensacgéo [50]. As reacdes de hidrolise (Equacdo 1) e condensacdo
(Equacdes 2 e 3) para precursores alcooxidos de silicio no processo sol-gel sdo apresentadas a
sequir [52,53]:

Si (OR), + H,0 —» OH — Si(OR)5; + ROH Equagio 1
(OR); — SiOH + HO — Si(OR)5 — [OR)3Si — 0 — Si(OR);] + H,0 Equagio 2
(OR); — SiOH + OR — Si(OR)5 = [OR)5 Si — 0 — Si(OR)s] + R — OH Equacio 3

A primeira etapa ocorre em solucao, o alcdxido (-OR) € hidrolisado e ha formacdo dos
grupos silanois (Si-OH). Na proxima etapa ocorre a formagéo de um sol, onde as particulas ou

cadeias primarias estdo dispersas na fase liquida. Os grupos silandis se polimerizam por



condensacdo formando os siloxanos (Si-O-Si) e a medida que a condensacao vai acontecendo,
a viscosidade aumenta e ha a formacao de um gel coloidal ou polimérico que posteriormente se
solidifica apds a evaporacgdo do solvente [50,53]. Essa reacdo ndo se completa em temperatura
ambiente, formando assim um material amorfo, poroso com a superficie revestida de grupos
silandis devido as reacBes de condensagdo incompletas. Na Figura 1 € mostrada a estrutura
quimica do 6xido de silicio sintetizado por sol-gel usando o precursor tetraetil ortosilicato
(TEQS).
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Figura 1: Estrutura quimica do 6xido de silicio obtido por sol-gel [54].

O precursor da silica mais usado no método sol-gel tem sido o TEOS uma vez que é
uma substancia ecologicamente correta, tendo como unico subproduto da reacdo o etanol. Os
materiais sintetizados com TEOS apresentam boas propriedades mecanicas e por isso tém sido
empregados em adesivos, revestimentos, catalisadores, materiais eletrdonicos e sensores [55].
Esse precursor forma redes mais robustas com reatividade moderada e alto grau de controle,
onde variacdes simples nas condi¢bes de sintese, como na temperatura, pH, catalisadores e
aditivos permitem obter silicas com diferentes tamanhos e formatos, como monolitos, filmes,
fibras e pos, aumentando a gama de aplicacdes. E possivel obter dxidos de diferentes metais
como aluminio, zinco, zirconio ou mesmo 6xidos mistos, usando-se 0s precursores adequados.
A Figura 2 apresenta um esquema com as etapas de uma sintese sol-gel e algumas de suas

aplicacdes.
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Figura 2: Etapas do processo sol-gel e a versatilidade de suas aplicacGes [15].

Em relacdo a porosidade desses materiais, 0s tamanhos de poros formados tém sua
classificagdo definida segundo a IUPAC. Os materiais microporosos apresentam poros de ate 2
nm, 0s mesoporosos de 2 a 50 nm e 0s macroporosos acima de 50 nm [56].

Usando o método sol-gel é possivel sintetizar sistemas baseados em matrizes de silica
ou outros Oxidos metalicos com caracteristicas apropriadas para construcdo de sensores
eletroquimicos. Esses materiais apresentam otimas propriedades como alta estabilidade, rigidez
fisica (para compactacdo em forma de discos ou obtencéo de mondlito), porosidade adequada
que permite a imobilizacdo de catalisadores para aplicacGes quimicas [14]. Ainda devido as
reacOes em fase liquida e em baixa temperatura que ocorrem no processo sol-gel, é possivel a
inclusdo de polimeros, moléculas organicas, células, nanoestruturas entre outros [15,16] para
obtencdo de revestimentos inorganicos ou hibridos que sdo de interesse na construcdo de
sensores e biossensores [19].

Sd0 mencionados na literatura, varios trabalhos utilizando a técnica sol-gel para
obtencdo de compositos e filmes, usados na modificacdo de eletrodos para construcdo de
sensores e biossensores. Sinha et al. [57] reportaram em seu estudo a imobilizacdo da enzima
acetilcolinesterase em uma matriz sol-gel de éxido de zinco depositada em eletrodos impressos,
utilizada como um sensor amperomeétrico na deteccao de pesticidas organofosforados. Du et al.
[58], em seu trabalho construiram um biossensor para pesticidas organofosforados. Os autores

utilizaram um eletrodo de carbono vitreo com a enzima acetilcolinesterase imobilizada. O



eletrodo foi modificado com um compdsito de silica derivado do sol-gel e contendo
nanoparticulas de ouro. Esse material forneceu um microambiente biocompativel para a
enzima, servindo para estabilizar sua atividade e também evitou que ela saisse da interface.
Raghu e colaboradores [59] também utilizaram a enzima acetilcolinesterase. Porém, em seu
estudo a enzima foi imobilizada em um filme de silica obtido por sol-gel a fim de modificar um
eletrodo de pasta de carbono e usa-lo na deteccdo de metil paration e acefato. Lillo-Ramiro et
al. [60] sintetizaram filmes de 6xido de cobre pelo método sol-gel. Os filmes foram depositados
em substratos de silicone pela técnica de deposi¢do spin coating. O material obtido foi usado
como sensor para a glicose. O éxido de cobre sofre oxidacdo em contato com glicose, formando
0 &cido gluconico. Dessa forma os filmes de dxido de cobre apresentaram-se adequados para
serem usados como sensor ndo enzimatico na deteccdo de glicose.

Neste trabalho o método sol-gel sera utilizado tanto para obtencdo do compdsito
contendo um alto teor de NTCPM com zirconia (utilizado como sensor para metil paration),
quanto para a formacao de filmes na superficie do vidro FTO com silica e zirconia, assim como

na etapa de imobilizagdo da enzima.

2.2.1 Composito a Base de Nanotubos de Carbono e Zirconia

Os nanotubos de carbono (NTC) séo estruturas cilindricas com nanémetros de diametro
e muitos micrémetros de comprimento [61]. Sdo formados por uma camada de carbonos
trigonais hibridizados do tipo sp? com estrutura hexagonal enrolada em forma de um tubo oco
e podem ser de parede simples ou de paredes multiplas (NTCPM). No caso dos NTCPM, sdo
estruturas formadas por maltiplos tubos concéntricos que rodeiam um ao outro e dependendo
da sua quiralidade séo classificados em alétropos metalicos ou semicondutores [62].

Os NTC foram descobertos em 1991 [63] e desde entdo as pesquisas sobre eles tém
aumentado consideravelmente. Isso se da principalmente no uso de NTC para obtencdo de
eletrodos [64—67] pois contribuem para melhorar as propriedades eletrdnicas. Na sua presenca,
as reacOes de transferéncia de elétrons, apresentam correntes mais altas e sobre tensdes mais
baixas [62,68] e a cinética de transferéncia de elétrons € mais rapida que nos eletrodos de
carbono tradicionais. Essas caracteristicas resultam em sensores com baixo limite de detec¢édo
em matrizes complexas e com maior sensibilidade quando o analito estd em baixas
concentracdes. No entanto, muitos fatores influenciam a elaboracdo de um bom sensor de NTC.
Por exemplo, a modificacdo da superficie dos NTC, o pré-tratamento dos nanotubos, a adi¢do

de mediadores de elétrons e o método de fixagdo do eletrodo. As propriedades fisicas e
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cataliticas também tornam os NTC ideais para 0 uso em sensores, pois apresentam estabilidade
quimica, alta condutividade e resisténcia mecanica [69].

Além disso, os NTC sdo considerados um excelente refor¢co para os 6xidos de metal de
transicdo, e sdo uma Otima alternativa para sintese de compositos [70,71]. Quando materiais
contendo 6xidos de metal de transicdo séo sintetizados, de forma com que tenham uma estrutura
mesoporosa, eles apresentam 6timas propriedades eletronicas, Opticas e cataliticas [25,26] e 0s
NTC podem melhorar ainda mais as propriedades mecanica, elétrica e a condutividade desses
oxidos [27-29]. Dentre os 6xidos de metal de transicdo, destaca-se o 6xido de zircnio (ZrO.)
devido a sua alta seletividade e capacidade de troca ibnica, que o torna um material adequado
para aplicacdo em catélise, separacdo e sensores [20-24], além disso o éxido de zircdnio possui
sitios &cido e bésico fracos, o que o torna mais seletivo para adsorcéo [72,73].

Recentemente foi publicado por Chang et al. [74] um sensor para H>O,. Os autores
utilizaram nanoparticulas de zirconia, poli (azul de toluidina) e gelatina funcionalizada com
NTCPM para formacgédo de filmes sobre um eletrodo de carbono vitreo. Wang et al. [24],
sintetizaram um composito mesoporoso com NTCPM e ZrO; por um processo hidrotermal
utilizando um surfactante cationico resultando na formacdo compdsito com importante valor
aplicacional devido a excelente condutividade elétrica, estrutura oca unidimensional e grande
area superficial. Dos Santos e colaboradores [71] preparam um compdsito contendo
aproximadamente 40% de NTCPM dispersos em uma matriz de ZrO2 pelo método sol-gel. Os
pesquisadores obtiveram um material, com alta area superficial, boa condutividade e poroso.

Neste contexto, produzir um sensor com um compdsito de NTCPM e zirconia, obtido
por sol-gel, torna-se interessante. Sendo possivel combinar de forma sinérgica as propriedades
fisico-quimicas pertencentes aos seus precursores assim como obter novas propriedades devido
ao tamanho reduzido dos dominios que o constituem [51]. Na presente tese a zirconia sera
utilizada como matriz para os NTCPM, que por sua vez serdo dispersos em uma solucéo aquosa
contendo o estearato de aménio como dispersante. Dessa forma, 0 nanocompadsito obtido pelo
método sol-gel ira conter as caracteristicas da zirconia e dos NTCPM, e serd usado para

confeccdo de um sensor para deteccdo do pesticida metil paration.

2.2.2 Oxidos Mistos de Silica/Zirconia Aplicados para Formagcao de Filmes
Dentre muitos sélidos com inumeras aplicacBes, 0s 0xidos mistos sdo materiais com
capacidade para combinar as propriedades mecanicas e quimicas dos éxidos que 0s constituem.

Existem muitos métodos empregados para a sintese desses materiais. Entre eles estdo as rotas
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hidrotermais, co-precipitacdo, a via do oxalato, processos sonoquimicos e o sol-gel, que vem
sendo bastante usado por resultar em materiais homogéneos [75].

No processo sol-gel, o propdxido de zirconio hidrolisado reage com os grupos hidroxilas
do TEOS também hidrolisado para formar dimeros e oligdmeros com ligagdes Si-O-Zr [76]. A
estrutura quimica de um compdsito de silica/zirconia (SiO2/ZrO2) é mostrada na Figura 3.
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Figura 3: Estrutura quimica do composito silica/zirconia.

Os materiais formados pela silica pura ou de sistemas formados por dois componentes
como SiO2/ZrO; possuem boa resisténcia mecanica, além de 6timas propriedades oOpticas [77].
Esses sistemas formados pela incorporacdo de zirconia em matrizes de silica resultam em
materiais amorfos ou com cristalizacdo incipiente [75,77-79]. A silica limita as mudancas
estruturais quando eles sdo aquecidos, fornecendo uma estrutura isotrépica que permite uma
variedade de composicdes, sendo que o material formado a partir de silica/zirconia é
relativamente inerte e inofensivo [76].

Os sols produzidos a partir de SiO2/ZrO, podem ser usados como revestimentos e
quando depositados em substratos, podendo criar peliculas finas [77]. As técnicas de deposi¢édo
de filmes dipping, spraying e spinning permitem o revestimento de uma ampla variedade de
substratos e geometrias complexas [19]. Dentre elas, a técnica dip coating possui vantagens por
ser um processo simples, ocorrer em baixa temperatura, permite uniformidade de deposicéo e
apresenta configuracdo econdmica, no que diz respeito ao equipamento utilizado. Este possuli
uma construcao simples. A técnica se resume em trés etapas: mergulhar, remover e secar. Além
dessas vantagens, a quantidade e espessura dos filmes podem ser controladas pelo nimero de
mergulhos, concentracdo da suspensdo ou variando a velocidade dos mergulhos [80,81]. Essa
técnica permite a modificacdo de superficies, como vidros condutores, para confeccdo de
eletrodos para biossensores.

No que diz respeito a filmes de 6xidos, eles podem ser mesoporosos, apresentando-se
como materiais com propriedades interessantes, sendo adequados para revestimentos

avancados na obtencdo de dispositivos optoeletronicos, sensores, entre outros [82,83]. Alguns
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estudos sobre filmes finos de ZrO», derivados de sol-gel, mostram que esses materiais possuem
natureza porosa. Kumar e Reddy [84] sintetizaram por sol-gel, filmes finos de ZrO, mesoporoso
utilizando como catalisador o &cido cloridrico, e o depositaram sobre um substrato de vidro pela
técnica dip coating. A caracteristica amorfa e mesoporosa dos filmes foi verificada por
microscopia eletronica de transmissdo. Soller-Illia e coautores [82] sintetizaram de forma
reprodutivel filmes finos mesoporosos com uma estrutura mista de silica/zirconia. A deposicdo
dos filmes foi feita em substratos de vidro, folhas de polimero (celulose acetato) ou pastilhas
de silicio por dip coating. Wu e Sheng [85] obtiveram membranas de ZrO, com estrutura porosa
usando o processo sol-gel. Os autores utilizaram o acido acético como um ligante quelante para
minimizar a aglomeracdo de zirconia e estabilizar o processo de hidrolise-condensacao.

Além disso, a obtencdo de filmes pelo método sol-gel oferece vantagens como féacil
fabricacéo, controle quimico e microestrutural. Os filmes e camadas derivadas do processo sol-
gel apresentam alta area de superficie especifica e também uma superficie externa que permite
funcionalizacdo por biomoléculas [15]. Batra e colaboradores [86], descreveram um metodo
para a construcdo de um biossensor eletroquimico altamente sensivel para a deteccdo de
bilirrubina. O biossensor foi construido imobilizando covalentemente a bilirrubina oxidase em
um composito de nanoparticulas de silica revestidas de zirconia/quitosana, eletrodepositado em
um eletrodo de ouro. Arglello et al. [14] reportaram um eletrodo construido a partir de um
composito contendo o azul de metileno imobilizado em uma matriz de silica/zirconia
fosforilada. O material obtido foi misturado com grafite e pressionado para confec¢éo de discos.
A sintese ocorreu pelo método sol-gel e o eletrodo oxida eletrocataliticamente a dopamina, o
acido ascorbico e acido drico.

Filmes de silica/zirconia tém sido pouco explorados na construcdo de sensores e
biossensores [87—89]. Dessa forma se pretende explorar as propriedades desse 6xido misto na
construcao de dispositivos para a quantificacdo dos analitos ja citados. Neste trabalho, filmes
finos de SiO./ZrO; serdo depositados na superficie de eletrodo de vidro FTO. Esse tipo de
eletrodo abre possibilidades de desenvolvimento de sensores para varios analitos, pois a
zirconia, devido as suas propriedades quimicas, pode ser modificada com diferentes espécies

eletroativas.
2.2.3 Nanoparticulas de Ouro

Os nanomateriais metalicos possuem propriedades elétricas, cataliticas e dpticas unicas

que atraem a atencdo para o uso em tecnologia de sensores. Dentre as nanoparticulas metalicas,
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destacam-se as de ouro, de prata, de platina, de niquel, de cobre, de ferro e de cobalto, visto que
elas apresentam condutividade, estabilidade, biocompatibilidade, atividade eletrocatalitica e
alta area superficial [66].

As nanoparticulas de ouro (AuNP), sdo de grande interesse na modificagdo de eletrodos
para sensores e biossensores. Além das propriedades apresentadas pelas nanoparticulas
metalicas, as AuUNP, quando incorporadas em eletrodos, aumentam a condutividade e
transferéncia de elétrons entre a superficie do eletrodo e os centros redox [36,66,90,91]. Além
disso, fornecem uma maior quantidade de locais eletroativos disponiveis para acomodar analito,
[92] apresentam alta area superficial [93] e também diminuem o sobrepotencial requerido em
respostas eletroquimicas [58,94]. Devido a todas essas caracteristicas descritas, as
nanoparticulas de ouro tém sido aplicadas em &reas como nanomedicina, biodeteccdo,
fotocatalise dentre outros campos [44].

Para o presente trabalho, as AuNP serdo dispersas e aplicadas em forma de filmes na
superficie do vidro FTO j& contendo o filme de SiO2/ZrO,. Tem-se como objetivo, melhorar as
propriedades do FTO e facilitar a incorporacdo da enzima lipase. Para conseguir a dispersao
das AuNP, sera utilizado um silsesquioxano i6nico como agente estabilizante, controlador de
tamanho e de ades@o das AuNP. Este material foi desenvolvido pelo Laboratorio de Sélidos e
Superficies (LSS), da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Figura 4). Para obtencéo
dos silsesquioxanos iénicos € realizada a policondensacéo de seus precursores organosilanos
ibnicos pelo método sol-gel [95,96]. Os principais precursores sdo o cloreto de 1-azonia-4-
azabiciclo[2,2,2]octano [97] e o cloreto de 1,4 diazoniabiciclo[2,2,2]octano [98]. Os
silsesquioxanos formam ligacdes estaveis de Si-O-Si em sua estrutura [99]. A sua solubilidade
em agua e solventes polares e a interagdo dos grupos SiO-H, existentes nos silsesquioxanos,
permite o recobrimento de matrizes inorganicas como alumina, silica, titania e vidros, formando
filmes estaveis [100]. Dessa forma, proporciona as matrizes, as propriedades de troca idnica
pertencentes aos grupos organicos [100,101].

Este material vem sendo utilizado pelo grupo para varias aplicacfes. A combinacgdo das
propriedades dos seus componentes organicos e inorganicos permite ao mesmo ser utilizado na
formacdo de filmes em superficies [101-103], como modificador de eletrodos [104] e para

estabilizacdo de nanoparticulas metalicas [95].
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Figura 4: Silsesquioxano contendo o grupo cationico 1,4 diazoniabiciclo[2,2,2]octano.

Podemos destacar alguns trabalhos na literatura sobre biossensores para triglicerideos
obtidos com eletrodos modificados com nanoparticulas de ouro. Phongphut e coautores [105]
desenvolveram um biosensor amperomeétrico para deteccdo de triglicerideos. Foi utilizado um
nanocomposito baseado em ouro e poli (3,4-etilenodioxitiofeno) poli (estireno-sulfonato) para
modificar eletrodos impressos. As enzimas lipase, glicerol-3-fostato oxidase e glicerol quinase
foram co-imobilizadas. Os autores reportaram que as nanoparticulas de ouro melhoraram
significativamente as respostas eletroquimicas. No trabalho publicado por Wu et al. [106] foi
fabricado um biossensor para triglicerideos baseado na modificagdo de um eletrodo de carbono
vitreo com um biocomposito de lipase e ouro nanoporoso. O biossensor apresentou excelente
sensibilidade, seletividade, estabilidade e habilidade anti-interferente. Zhang et al. [93]
desenvolveram um biossensor contendo AuNP, que apresentou excelente desempenho de
deteccdo. O eletrodo foi construido com base em um hibrido de polidopamina e nanoparticulas

de ouro depositado em vidro condutor ITO e usado na deteccdo de tributirina.

2.2.4 Imobilizacdo de Enzima para Biossensores

A definicdo de imobilizacdo enzimatica pode ser expressa como o confinamento das
moléculas de enzima em uma matriz/suporte. A imobilizacdo pode ser feita através de ligacdes
quimicas entre a enzima e 0 suporte ou o aprisionamento na matriz [107]. O encapsulamento
biomolecular em matrizes de silica derivadas de sol-gel foi relatado pela primeira vez em um
estudo publicado por Braun et al. [108] que aprisionou enzimas em matrizes de TEOS. A
imobilizacdo enzimatica em materiais sol-gel requer uma menor quantidade de enzima quando
comparado com a imobilizacdo covalente via glutaraldeido, pois a atividade enzimatica é
preservada devido a auséncia da formacdo de liga¢cdes quimicas [57].

A tecnologia de imobilizacdo de enzimas solucionou problemas como a estabilidade das
enzimas, perdas de atividade, reduziu o tempo de resposta enzimatica e proporcionou a
utilizacdo de dispositivos que sdo facilmente manipulados, tanto em sistemas estacionarios ou
de fluxo [107]. Também se tem mostrado importante em areas como a ciéncia biomédica, a

biotecnologia e na producao de biossensores [109].
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Os biossensores enzimaticos sdo alternativas eficientes na deteccdo de varios analitos
pois apresentam alta seletividade [48,110-112]. Neste trabalho, o interesse esta na construcéo
de um biossensor enzimatico para deteccédo de triglicerideos. Nesse sentido, a principal enzima
usada nos biossensores para deteccdo desse analito € a lipase. A resposta desses dispositivos é
baseada na reacdo dessa enzima com um substrato, que nesse caso € um triglicerideo, que
formam glicerol e acidos graxos [105].

As enzimas lipases também nomeadas triacilglicerol éster hidrolases (EC 3.1.1.3),
catalisam a hidrdlise da ligacdo de éster carboxilico em tri, di e monoacilgliceréis e os acidos
graxos que sdo 0s principais constituintes de gorduras e Oleos animais, vegetais e
microrganismos [48,113]. Outras reacdes de bioconversdo em solventes organicos também séo
catalisadas pelas lipases como esterificacdo, hidrélise, transesterificacdo, acidolise e amindlise
[113]. As lipases possuem inumeras aplica¢Ges industriais que incluem producéo de biodiesel,
perfumaria, cosméticos, determinacdo biocatalitica de produtos farmacéuticos, empresas de
nutricdo e sabor, producdo de biossensores, entre outras [48,113]. Quase todas as células
produzem a lipase, no entanto, as lipases produzidas por micro-organismos sao amplamente
utilizadas por possuir aplicacBes mais praticas devido a facil modificacdo das propriedades e
dos baixos custos de producéo.

Dentre as vérias fontes de lipase, a obtida a partir do microrganismo Candida rugosa
tem sido bastante utilizada por ter ampla especificidade e alta atividade, tornando-se ideal para
aplicacdo em biossensores [113]. Zehani et al. [110] constataram em seu trabalho que a lipase
Candida rugosa apresentou melhor sensibilidade e limite de deteccdo para diazinon quando
comparada com os resultados obtidos com a lipase pancreas suino. Califano e colaboradores
[112] escolheram a lipase Candida rugosa pois ela apresenta especificidade posicional (que é
a capacidade de atuar em todas as ligacdes gliceridicas, independentemente de sua posi¢éo).
Eles utilizaram a técnica de laser pulsado matriz-assistido, para depositar a lipase no substrato.

Assim, na presente tese, a lipase (Candida Rugosa) foi escolhida para ser imobilizada
no vidro FTO utilizando uma matriz de silica e ser usada na construcdo de um biossensor de

triglicerideos.

O Quadro 1 traz uma relacéo de biossensores produzidos com a lipase Candida rugosa.
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Quadro 1: Biossensores desenvolvidos com a Lipase Candida rugosa
Lipase utilizada Finalidade do biossensor

Deteccdo de tributirina e pesticida
[48]
Determinagédo de metil paration
[114]

Anélises de alimentos [115]

Lipase de Candida rugosa
(EC 3.1.1.3)

Deteccdo de diazinon [110]

Detecgdo malation [111]

Deteccéo de pesticida [116]

Deteccdo de B-ésteres hidroxiécido
e triglicerideos [112]

Deteccdo de triglicerideos [49]

2.3 VIDRO CONDUTOR FTO (OXIDO DE ESTANHO DOPADO COM FLUOR)

Oxidos condutores transparentes (TCO) sdo materiais condutores e oticamente
transparentes que sdo importantes em muitas aplicacdes devido a demanda por essas
caracteristicas. As principais aplicacdes desses materiais estdo na fabricacao de células solares,
sensores, biossensores, entre outros [33].

Os vidros condutores FTO (6xido de estanho dopado com fluor) séo vidros do grupo
TCO (6xido condutor transparente) que apresentam boa estabilidade quimica e térmica e
quando comparados com outros TCO. Além disso, sdo melhores condutores elétricos,
apresentam melhor transmitancia optica, refletancia infravermelha e resisténcia a abrasao fisica
[32,117]. A caracteristica de bom condutor do FTO € devido ao 6xido de estanho ser dopado
com fldor, onde o fldor substitui o oxigénio de modo intersticial e substitucional, atuando como
um doador de elétrons, tornando-o um semicondutor degenerado do tipo-n. Sua estabilidade
guimica e térmica ndo é afetada mesmo em altas temperaturas, porque ndo depende somente do
oxigénio para fornecer portadores de carga, que sao também os fluoretos intersticiais e
substitucionais [117].

O vidro FTO vem sendo escolhido para construcdo de biossensores devido a sua alta
condutividade elétrica, alta tolerdncia a abrasdes fisicas, estabilidade quimica sob condicdes
atmosféricas e custo-beneficio [118-122] Mahari e coautores [118], fabricaram um

imunossensor usando o vidro FTO como eletrodo com nanoparticulas de ouro e o anticorpo
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monoclonal nCovid-19 imobilizado e avaliaram a mudanc¢a na condutividade elétrica. Eles
conseguiram um imunossensor altamente especifico, ultrassensivel e que fornece resultados
entre 10 e 30 segundos. O vidro FTO foi usado por Vadeji e Dehghani [119] no
desenvolvimento de um biossensor eletroquimico de DNA para os estudos eletroanaliticos de
etoposideo (potente agente clinico anticancer). Um nanocompdsito de 6xido de cobalto-ferrita-
grafeno modificado com hidréxido de zinco/camada dupla foi depositado eletroforeticamente
na superficie do vidro FTO. O eletrodo exibiu baixo limite de detecgdo, alta sensibilidade,
seletividade e oOtima reprodutibilidade. Esmaeeli et al. [120], utilizaram nanofibras de
polianilina modificadas com dxido de cobre e depositaram sobre o vidro FTO para obter um
sensor nao enzimatico para medir a glicose. Os resultados por eles apresentados comprovaram
a exceléncia do eletrodo proposto devido a sua facilidade de preparo, seletividade e estabilidade
adequadas. Khan e colaboradores [121], usaram um método quimico de etapa Unica para o
crescimento direto de nanobastdes de 0xido de zinco bem alinhados em vidro FTO. Eles usaram
esse eletrodo como sensor para detecgéo de piperidina (substancia usada na sintese de produtos
farmacéuticos e aditivos alimentares). O dispositivo fabricado apresentou excelentes
performances em relacdo a sensibilidade e limite de deteccdo. Em outro estudo, Dumore e
Mukhopadhyay [122] obtiveram um sensor eletroquimico, utilizando eletrodo de vidro FTO
coberto pela técnica de spin coating com nanoparticulas de selénio, para detecgédo de peroxido
de hidrogénio. Eles mencionam que o eletrodo apresentou propriedades de deteccao
eletroquimica de importantes para biomarcadores de H20, podendo também ser aplicado no
monitoramento de saude, na industria de alimentos e no monitoramento ambiental.

Nesta tese, um filme de SiO2/ZrO2/AuNP foi depositado por dip coating no vidro FTO
e posteriormente, a enzima lipase foi imobilizada em uma matriz de silica e usada para formar
um filme sobre o vidro FTO. Essas modificacdes tornaram os eletrodos adequados para

quantificacdo de tributirina.
2.4 ANALITOS ESTUDADOS
2.4.1 Metil Paration
O termo pesticida se refere a qualquer composto quimico com fungdo de matar varios

tipos de pragas como roedores, fungos, insetos, ervas daninhas entre outros e sao categorizados

como rodenticidas, fungicidas, inseticidas e herbicidas respectivamente. Conforme sua
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composicdo, o0s pesticidas sdo classificados em carbamatos, piretroides, piretrina,
organoclorados (OC) e organofosforados (OP).

Os pesticidas organofosforados sdo compostos toxicos usados como inseticida,
helmeticida, fungicida, herbicida e nematocidas que vém sendo aplicados h& quase cinco
décadas no controle de pragas domésticas e na agricultura. O mais grave € que seus residuos
continuam contaminando recursos hidricos, frutas, vegetais e até alimentos processados,
afetando a salide de muitos organismos como peixes, passaros e seres humanos [123,124].

A toxicidade dos compostos OP é causada pela inibicdo de atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE), que é fundamental para o funcionamento adequado do sistema
nervoso central. A inibicdo da enzima ocorre por um mecanismo de fosforilagdo da AChE que
impede a enzima de catalisar a acetilcolina resultando em um acimulo excessivo de
acetilcolina, que leva a uma toxicidade colinérgica. Essa toxicidade causa fasciculacdo e
interrompe a transmiss@o neuroldgica causando um estado de hiperexcitacdo e paralisia dos
musculos e do centro respiratorio [8,123].

Dentre os varios pesticidas organofosforados, o metil paration (O, O-dimetil-O- (p-
nitrofenil fosforotioato, MP) possui amplo espectro de aplicagdo como inseticida agricola,
urbano e doméstico. Seus residuos sdao muito prejudiciais para a saude humana através da
absorcdo pela pele, membranas mucosas, pelo trato gastrointestinal e respiratério mesmo em
baixos niveis [36,125].

Devido sua extrema toxicidade, existe uma variedade de métodos para detec¢do do MP
que foi desenvolvida nos ultimos anos, como espectroscopia de massa, cromatografia liquida
de alta eficiéncia, cromatografia liquida ou gasosa acoplada e quimiluminescéncia. Essas
técnicas demandam tempo, pré-tratamentos complexos da amostra, instrumentos caros e
manipulacdo por pessoas treinadas, o que limita suas aplicacdes. Assim, os métodos
eletroquimicos podem ser uma alternativa para deteccdo de MP. Quando comparados, 0sS
métodos eletroquimicos apresentam vantagens em relacéo a essas técnicas pois possuem baixo
custo, facil operacao, boa estabilidade e resposta rapida [126].

Nesse sentido, pretende-se desenvolver um sensor para MP utilizando um compdsito a
base NTCPM e zirconia para fabricacdo de eletrodos de pasta de carbono. As respostas

eletroquimicas para MP foram obtidas usando a voltametria de pulso diferencial.
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2.4.2 Triglicerideos

Os triglicerideos (TG) séo ésteres compostos por um glicerol e trés moléculas de acido
graxo que desempenham uma fungdo importante no metabolismo como transportadores de
gordura dietética e fonte de energia [105]. Para ser considerado normal e saudavel, os niveis de
TG no sangue devem estar entre 40-160 mg dL para homens e 35-135 mg dL* para mulheres
[105,127,128]. Quando esses niveis se elevam na corrente sanguinea ocorre a deposi¢do de
placas de gordura nas paredes das artérias causando aterosclerose. Isto pode elevar os riscos de
desenvolver a hiperlipidemia que por sua vez causa doencas coronarias [45,105,106] e também
outras doencas que envolvem o metabolismo lipidico de varios disturbios enddcrinos [128].

Como visto, o nivel de TG no sangue é um indicador importante de anormalidades no
metabolismo lipidico. No entanto, o nivel de TG nos alimentos também se tornou significativo,
pois houve um aumento da conscientizacdo sobre a satde e pela criagdo de normas regulatorias
mais rigorosas para industria de alimentos. Dessa forma a determinacdo de TG, que seja
sensivel e seletiva, € importante para o diagnostico e supervisao alimentar [105,106].

Neste trabalho a lipase foi imobilizada no vidro FTO, e um biossensor impedimétrico
para determinacdo da tributirina (TB) foi desenvolvido. A tributirina é um pré-farmaco de
butirato natural, trata-se de um triglicerideo de &cido graxo de cadeia curta e neutro. E uma
substancia absorvida rapidamente e quimicamente estavel no plasma, sendo metabolizada por
lipases intracelulares difundindo-se por meio de membranas, liberando butirato diretamente na
célula [129]. A escolha da tributirina esta relacionada ao fato de que ela pode ser atribuida como
um substrato comum para lipases de varias origens [130]. Podemos citar alguns trabalhos que
desenvolveram biossensores para deteccdo de para triglicerideos e que usaram a tributirina
como substrato [45,46,131-133].

2.5 TECNICAS ELETROQUIMICAS

A deteccdo eletroquimica é usualmente realizada pelo controle do potencial no eletrodo
de trabalho, pela capacidade do analito em se oxidar ou reduzir e pelo monitoramento da
corrente em funcdo do tempo. Sabe-se que muitos compostos organicos, bioldgicos, compostos
de interesse ambiental e farmacéuticos apresentam sitios oxidaveis ou redutiveis em suas
moléculas tornando a aplicacdo de deteccéo eletroquimica viavel [4].

Nos processos eletroquimicos, a reacdo de transferéncia de carga que ocorre na interface
eletrodo/solucéo pode ser convertida em um sinal eletrénico como corrente (amperométrico),

ou potencial (potenciométrico) e propriedades de conducéo alteradas (condutométricos) [134].
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As deteccgdes eletroquimicas usam células contendo os eletrodos necessarios e a forma
mais usual de montagem da célula eletroquimica é com o uso de trés eletrodos (Figura 5). Sdo
eles: o eletrodo de referéncia, que possui um potencial fixo, que pode ser o Ag/AgCl, Hg/Hg.Cl
(ECS) ou eletrodo de hidrogénio padrdo, o eletrodo de trabalho, que é onde as reacdes de
interesse acontece; e um contra eletrodo feito de um material condutor inerte (platina ou
grafite), cuja fungdo é completar o circuito elétrico e entdo a corrente é registrada como fluxo
de elétrons entre o eletrodo de trabalho e o contra eletrodo [4,135].

Na solugdo contida na célula é necessaria a adigdo de um eletrdlito suporte para diminuir
a resisténcia da solucdo nas medidas de potencial controlado, minimizar a contribuicdo
migracional ao fluxo total das espécies eletroativas e manter a forca ibnica constante [4]. Entdo
todos os eletrodos sdo conectados em um potenciostato. A técnica e 0s parametros a serem

usados séo selecionados através de um software do equipamento [135].

Conexoes dos eletrodos

Aberturas para adicio de

s reagentes e/ou remogio de gas
s = ~— Tampa de teflon
ﬁ Reservatorio de vidro
_ /— Solugédo eletrolitica
/]
- Eletrodo de trabalho

Eletrodo de referéncia

Contra eletrodo

Figura 5: Representacdo de uma célula eletroquimica [135].

Utilizando técnicas eletroanaliticas pode-se determinar as figuras de mérito do sensor
que sdo a sensibilidade, o limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ), entre outros.
Sdo termos usados para descrever a menor concentracdo de um analito que pode ser medido
com seguranca por um procedimento analitico. De acordo com a Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) o limite de detec¢do de um método é a menor concentracao
ou quantidade absoluta de analito que tem um sinal significativamente maior do que o sinal de
um branco apropriado. LQ é a concentracdo mais baixa em que um analito pode ndo ser apenas

detectado de forma confidvel, mas também que algumas metas predefinidas de viés e
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imprecisdo sejam atendidas. A capacidade de detectar o analito com confianga ndo é a mesma
que a capacidade de relatar com confianca sua concentracdo ou de distinguir entre sua
concentracdo em duas amostras. Portanto o Comité de Quimica Analitica Ambiental da
Sociedade Americana de Quimica recomenda o limite de quantificacdo [136,137].

2.5.1 Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica (VC) é uma técnica eletroquimica bastante comum, e é empregada
para avaliar processos de oxidagdo e reducdo de espécies. Também é (til para estudar reacdes
quimicas iniciadas por transferéncia de elétrons, como na catalise [135]. A eficiéncia desta
técnica resulta de sua caracteristica de rapidamente fornecer informagbes sobre a
termodinamica de processos redox, da cinética de reacdes heterogéneas de transferéncia de
elétrons.

A voltametria ciclica consiste em aplicar uma diferenca de potencial (com valor inicial
e final pré-definidos) [4] a uma taxa de varredura (V s*) como ilustrado na Figura 6 (a),
indicando que durante o experimento o potencial varia linearmente a uma determinada
velocidade por segundo através do eletrodo de trabalho e registra-se os valores da corrente em
funcdo do potencial aplicado [4,135], como ilustrado na Figura 6 (b), que mostra os picos de

oxirreducao da solucdo.
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Figura 6: Relacéo de potencial em relagéo ao tempo em voltametria ciclica (a) [138]. Tipico voltamograma ciclico

obtido pela relacéo entre intensidade de corrente e potencial (b).

Através dos voltamogramas ciclicos (Figura 6 (b) obtém-se parametros com o potencial
de pico anddico (Epa) e pico catddico (Epc), corrente de pico anodica (ipa) e catodica (ipc) € 0S
potenciais de meio pico Ep=(Epa + Epc)/2, esses valores correspondem a metade do valor

méaximo atingido pelas correntes anddicas e catddicas [139].
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Em relagéo a reversibilidade da reacdo, que ocorre no eletrodo, esta pode ser classificada
em reversivel, irreversivel e quasi-irreversivel. Na reacdo reversivel é observado no
voltamograma um par de picos, anddico e catddico, em que a variagdo da corrente de pico com
a raiz quadrada da velocidade de varredura é linear e o potencial de pico ndo varia com a
velocidade de varredura. Em uma reacéo irreversivel um sobrepotencial maior é necessario para
conduzir os processos de oxidacdo e reducdo e o pico se desloca-se com a velocidade de
varredura, para potenciais mais positivos (pico anddico) ou para potenciais mais negativos (pico
catodico). Ja na reacao quasi-irreversivel os picos de oxirreducao também sdo vistos, no entanto
0 que a difere da reacdo reversivel é a cinética de transferéncia eletrénica interfacial, que ocorre
de forma mais lenta. Assim, a corrente de pico pode ndo se apresentar proporcional a raiz
quadrada da velocidade de varredura e ainda pode-se notar uma tendéncia a irreversibilidade
ao aumentar a velocidade de varredura [138,140].

Ainda a respeito da variagdo da corrente com a velocidade de varredura, pode-se obter
mais informag6es como 0 mecanismo de controle do processo de oxirreducdo. Maiores valores
de velocidades de varredura diminuem o tamanho da camada de difusdo e correntes mais altas
sdo registradas. Quando a relagéo entre a intensidade de corrente e a velocidade de varredura
for linear considera-se que o processo é controlado por adsorcdo. Por outro lado, quando a
relacdo entre a corrente de pico e raiz quadrada da velocidade de varredura for linear, considera-
se que o processo € controlado por difusdo da espécie que se oxida e se reduz. O processo
controlado por difusdo, para uma reacao redox reversivel, pode ser descrito pela equacéo de
Randles-Sevcik [140]:

i, = 2,69.105.n°/2.A.Dy.C .v'/2

Onde ip € a corrente de pico (A), n é o numero de elétrons transferidos no processo redox, A é
a area eletroativa (cm?), Do € o coeficiente de difusdo da solugéo redox e C é a concentragéo da
solucdo redox.

Durante o registro de corrente em um voltamograma estdo envolvidos dois diferentes
processos, que correspondem a geracdo de corrente capacitiva e de corrente faradaica. Esta
Gltima, € gerada obedecendo a Lei de Faraday em que o fluxo de elétrons de uma reacéo quimica
é diretamente proporcional a quantidade de carga elétrica que passa pela interface
eletrodo/solucédo [140,141]. Enquanto que a corrente capacitiva € atribuida a corrente produzida

durante a polarizacdo da dupla camada elétrica na superficie do eletrodo. Esse processo €

23



inerente do sistema, visto que se aplica potenciais entre dois eletrodos, logo havera passagem
de corrente na solucdo devido a separacgdo de cargas [140,141].

A voltametria ciclica foi utilizada em varias etapas desse trabalho. Resultados
importantes das caracterizaces eletroquimicas, tanto para o eletrodo de pasta de carbono
modificado com NTCPM/ZrO; quanto para o eletrodo FTO/SiO2/ZrO2/AuNP/Lipase, foram
obtidos por voltametria ciclica, como a intensidade de corrente de pico, a relacdo ipa/ipc € a
separacgdo do pico anoddico (Epa) e do pico catodico (Epc). Atraves desses parametros, é possivel
avaliar comparativamente a reversibilidade do processo redox envolvido na superficie dos
eletrodos. Também foi possivel avaliar as reagdes de oxirreducao de analitos, célculo de area

eletroativa e verificacdo de processos envolvidos na interface eletrodo/solucao.

2.5.2 Voltametria de Pulso Diferencial

Voltametria de pulso diferencial (VPD) € uma técnica de pulso idealizada para
minimizar as correntes de carregamento de fundo. A sequéncia de pulsos (Sn) em que um
potencial de linha de base € mantido por um periodo de tempo especificado antes da aplicacédo
de um pulso de potencial, da a forma de onda da VPD. A corrente € medida no tempo t', um
pouco antes da aplicacdo do potencial de pulso. Entdo o potencial é levemente elevado
(normalmente 100 mV) e a corrente € medida novamente no tempo t, no final do pulso (Figura
7). O potencial do eletrodo de trabalho é entdo retornado a um valor menor do que durante o
pulso direto (mas pode ser configurado para retornar a qualquer valor), de modo que o potencial
da linha de base de cada pulso é aumentado ao longo da sequéncia. E possivel fazer uma
varredura positiva (em direcdo a um limite anodico) ou negativa (em direcdo a um limite
catddico) [140,142].

Potencial
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S;
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|
|
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Figura 7: Representacdo esquematica da aplicacdo de potencial em funcdo do tempo em voltametria de pulso
diferencial [143].
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A voltametria de pulso diferencial tem uma sensibilidade de corrente maior e apresenta
melhor resolucdo que a voltametria ciclica [139]. A VPD se baseia na diferenca de taxas de
decaimento da corrente de carga e da corrente faradaica. Essa técnica consiste em medir a
corrente em diferentes pontos, antes e no final da aplicagdo do pulso. O resultado da
superposicao periddica de pulsos de amplitude constante em uma rampa de potencial continua
esta relacionado com o potencial aplicado [138]. Conforme mostrado na Figura 8, o potencial
de pico, corresponde ao ponto méaximo do pico e serve para identificar a espécie eletroativa. E
desejavel que o valor da corrente correspondente ao potencial de pico seja proporcional a
concentracdo da espécie eletroativa, para que seja possivel a sua determinagdo quantitativa
[143].

E —

Figura 8: Registro digital de uma voltametria de pulso diferencial [141].

Por possuir maior sensibilidade para deteccdo de analitos, a voltametria de pulso
diferencial foi utilizada neste trabalho para caracterizacdo do sensor de MP. A técnica foi
aplicada para encontrar a melhor resposta do eletrodo em relacdo a escolha do tampéo e pH, e
para encontrar as figuras de mérito do sensor desenvolvido (determinacéo de limite de deteccéo,

sensibilidade e interferentes)

2.5.3 Espectroscopia de Impedéancia Eletroquimica

Impedéancia pode ser definida como uma forca de oposicéo a corrente elétrica em um
circuito, e ¢ medida com a mesma unidade que a resisténcia, Q (ohm) [144]. A técnica de
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) é usada para caracterizar o comportamento
de um sistema eletroquimico, que permite avaliar diversos fenbmenos que ocorrem na célula
eletroquimica.

A EIE consiste em analisar a resposta do dispositivo eletroquimico quando é aplicado

um sinal de pequena amplitude, sobreposto ao valor nominal da corrente (modo galvanostéatico)
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ou tensdo (modo potenciostatico) através dos terminais do sistema. A impedancia (Z) é entdo
calculada como a razéo entre a resposta e o sinal aplicado, dessa forma analisa-se o espectro de
impedancia em funcdo das condigbes de operacdo e as variacbes que mudam a forma do
espectro [145]. Uma alternativa de representacdo das medidas de impedéancia é o tracado de
Nyquist que mostra Zim vs Zgre para diferentes valores de ohm, onde Zim e Zre S80 as partes
imaginérias e real da impedancia respectivamente [140].

Diferentes arcos podem aparecer em fun¢do dos fendmenos que ocorrem na superficie
do eletrodo. A representacdo dos espectros de impedancia também pode ser através de um
modelo de circuito equivalente, chamado de modelo de Randle [140] (Figura 9). O circuito é
formado por dois resistores, um capacitor e um elemento néo linear, chamado de impedéncia
de Warburg. A primeira resisténcia representa as perdas ohmicas do sistema (Rm). A
impedancia de Faraday é considerada para descrever os efeitos da polarizagdo dos eletrodos,
que pondera tanto as perdas por ativagdo quanto as perdas por difusdo. A segunda resisténcia
(RcT) é para modelagem de transferéncia de carga e a impedéncia de Warburg (Zw) é usada
para representar os efeitos de transferéncia de massa. Conectado em paralelo com um capacitor
tem-se a impedancia de Faraday para caracterizar os fendmenos de acumulo de carga na dupla
camada (Cdl) [145].

”Cdl
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Figura 9: Representacdo do circuito de Randle [145].

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) € uma técnica que permite avaliar
fendmenos quimicos e bioldgicos em superficies, Gtil no desenvolvimento de sensores e
biossensores [110].

Os sensores impedimétricos podem ser divididos em duas categorias: faradaico ou nao
faradaico. Nos sensores com a deteccdo faradaica, uma sonda redox € utilizada e a resisténcia

de transferéncia de elétrons, Rct, € monitorada. Assim o Rct pode ser afetado por uma
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superficie carregada que apresenta uma carga atrativa ou repulsiva sobre os ions proximos aos
eletrodos. A carga da superficie depende da temperatura, do pH, entre outros fatores [146].

A EIE tem sido uma ferramenta importante para estudar as interacfes biomoleculares,
detectando mudancas na capacitancia e na resisténcia de transferéncia de elétrons interfacial na
superficie do eletrodo [110,147]. Pode ser usada para diferentes eventos ocorridos em
biossensores como por exemplo: reacdo enzima-substrato, antigeno-anticorpo, adsorcao
celular, permitindo os reconhecimentos complexos de forma sensivel [110].

A EIE possui alguns beneficios quando comparada com outros métodos eletroquimicos,
destacando-se o0 uso de corrente alternada (AC) de pequena amplitude para o sistema, portanto
é uma técnica nao destrutiva, podendo ser usada para muitos materiais. A EIE também permite
descrever com eficacia a elétrica real e formacdo de dupla camada de um eletrodo e é Util para
controlar mudancas nas caracteristicas elétricas causadas por reagdes de bio reconhecimento na
superficie do eletrodo modificado [7,148,149].

Diante do exposto, o0 uso da técnica de EIE neste trabalho sera de grande importancia
para caracterizacdo do biossensor de triglicerideos, visto que somente a lipase sera utilizada no
biossensor. Dessa forma, as medidas obtidas serdo da variacdo na resisténcia a transferéncia de
elétrons causada pelas adi¢bes de tributirina, que na presenca da lipase sofre hidrélise
resultando nos produtos glicerol e &cidos graxos, estes Gltimos, alteram a concentracdo de H*

na solucao.

3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAIS

NTCPM Baytubes C150P (Bayer, Alemanha), propoxido de zirconio (IV) em 1-
propanol (Sigma-Aldrich, USA, 70 %), acido acético (Dinamica, Brasil, 99,7 %), acetilacetona
(Sigma-Aldrich, Alemanha, 99 %), acido estearico (Dindmica, Brasil, 95 %), hidrdxido de
amonia (Dindmica, Brasil, 28-30 %), metil paration (Sigma-Aldrich, Alemanha), etanol
(Emsure Merk, Alemanha, 99,9 %), diclorometano (Merk, Alemanha, 99,5 %), cloreto de
potassio (Emsure Merk, Alemanha, 99,5 %), 6leo mineral (Farmax, Brasil 100 %) vidro
revestido com éxido de estanho dopado com flior FTO (Sigma-Aldrich, USA, ~7Q/sq), tetraetil
ortosilicato TEOS (Sigma-Aldrich, USA, 98 %), acido cloridrico (Emsure Merk, Alemanha, 37
%), hidréxido de sdédio (Dindmica, Brasil), Lipase Candida rugosa EC 3.1.1.3 Tipo VII,
>700 unidades/mg solido (Sigma-Aldrich, USA), p-nitrofenil palmitato pNPP (Sigma-Aldrich,
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USA, >98 %) tributirina (Sigma-Aldrich, 97%), Triton x-100 Octoxynol (Nuclear, Brasil), 1,4
diazoniabiciclo[2,2,2]octano DABCO (Sigma-Aldrich, USA, >99 %), N,N- dimetilformamida
(Sigma-Aldrich, USA, 99,8 %), cloropropiltrimetoxisilano CPTMS (Sigma-Aldrich, USA,
>97%), metanol (Vetec, Brasil, 99,8 %), formamida (Vetec™, Sigma-Aldrich, Alemanha, 98
%), acido cloroaurico feito com 4&cido nitrico (Sigma-Aldrich, Alemanha, >65 %); acido
sulfarico (Ecibra, Brasil, 95-98 %) e ouro, (Vetec, Brasil), borohidreto de sddio (Nuclear,
Brasil, 97 %). Tampéo Britton-Robinson (BR) usou-se &cido acético, acido cloridrico e acido
borico (Neon, Brasil, 99,5 %), tampédo fosfato de sodio usou-se fosfato de s6dio monobasico
(Fmaia Gold, Brasil, 99 %) e bibasico (Dinamica, Brasil, 99 %), tampéo acetato de sédio usou-
se acetato de sddio anidro (Vetec, Brasil, 99 %) e acido acético. Todos reagentes sdo de grau
analitico e foram usados sem nenhuma purificacdo. Para todas solucdes aquosas, foi utilizada

agua destilada.

3.2 METODOS

Inicialmente serdo descritas as etapas necessarias para produzir um eletrodo do tipo
pasta de carbono com o compdsito de NTCPM em matriz de zirconia. No item 3.2.1 sera
descrito o procedimento para preparar o compdésito NTCPM/ZrO- e no item 3.2.2 sera detalhada
a preparacdo do eletrodo de pasta de carbono com esses materiais. Posteriormente, serdo
especificadas as etapas de preparacdo do eletrodo baseado no vidro FTO. Nos itens 3.2.3 e 3.2.4
serdo relatadas as etapas de preparacdo das dispersfes de AuNP. Nos itens 3.2.5 e 3.2.6 seréo
expostas as deposicdes de filmes de silica/zirconia e de nanoparticulas de ouro no vidro FTO e
no item 3.2.7 serd explicada a imobilizacdo da enzima lipase. Todos os materiais obtidos foram

sintetizados pelo método sol-gel.

3.2.1 Composito NTCPM/ZrO;

Para a obtencdo de um composito com alto teor de NTCPM efetuaram-se os célculos a
partir da massa molar do propdxido de zirconio (327,22 g mol™), para que a quantidade final
de NTCPM presente no compoésito NTCPM/ZrO; estivesse entre 40% e 60%
(NTCPM40%/ZrO2 e NTCPM60%/Zr0O.).

Considerou-se gque durante a hidrolise de 1 mol do propdxido de zircénio (Figura 10), a
molécula de 4gua provoca a sua quebra formando o hidroxido de zircénio e propanol conforme
a Equacdo 4. O hidrdéxido de zirconio ird4 se policondensar, ocorrendo entdo a formagdo do

xerogel de zircodnia, sendo considerado que se formou 1 mol de zirconia para cada mol de
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propoxido adicionado. A zircdnia estequiométrica possui massa de 123,22 g mol-1, como pode
ser visto na Equacdo 5 e foi usada essa propor¢do para estimar a massa de NTCPM necessaria
para atingir a quantidade final de NTCPM no compdsito.

HSC/\,O O\/\CH3
ch\/\o 0/\/CH3

Figura 10: Estrutura quimica do propéxido de zirconio (V).

Hidrélise: ZT(063H7)4 + 4‘H20 d ZT(OH)4 + 4‘C3H70H Equagéo 4

Policondensacgio: Zr(OH), = Zr0, + 2H,0 Equacdo 5

Os compositos com alto teor de nanotubos de carbono de parede multipla (NTCPM)
foram sintetizados utilizando o metodo sol-gel, conforme técnica adaptada e descrita por
Almeida et al. [70]. Um fluxograma da sintese dos compositos a base de NTCPM/ZrO, é
apresentado na Figura 11.

Para obtencdo de amostras homogéneas, inicialmente foi realizada a dispersdo dos
NTCPM em agua destilada contendo um surfactante como agente dispersante. O surfactante
estearato de aménio foi produzido a partir do acido estearico e hidréxido de aménio sob
agitacdo a 70 °C por 15 minutos. As proporcdes foram calculadas para obtencdo de 1 g de
estearato de amonio em 100 mL de agua destilada (1 g 100 mLt). Essa solucéo foi agitada a
50 °C por 4 horas.

Posteriormente, em 10 mL da solucéo acima foi adicionado 0,9 g e 1,35 g de NTCPM
para preparar compoésitos com 40 e 60% respectivamente. Essa mistura foi colocada no
ultrassom por 10 horas, em temperatura ambiente, com o recipiente fechado para ndo haver
evaporacdo da agua. Depois de decorridas 10 horas, tem-se entdo a dispersdo aquosa dos
NTCPM, pronta para ser utilizada na sintese do compdsito usando a técnica sol-gel.

A sintese do composito consistiu na mistura de 5,0 mL de propoxido de zirconio, 2 mL
de acetilacetona e 10 mL de &gua destilada contendo o estearato de aménio e 0s NTCPM
dispersos anteriormente. Depois que todos 0s reagentes sdo misturados, utilizando agitacédo
magnética em temperatura ambiente, acontece a formacao do gel que em geral ocorre em 30
minutos. O gel formado é mantido em repouso e em temperatura ambiente por uma semana

para secagem. Apos esse periodo, o resultado € um xerogel que consiste em uma mistura
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contendo NTCPM/ZrO, mais os residuos organicos da sintese, que foram eliminados com

lavagem em etanol e secagem a vacuo. O xerogel seco foi armazenado em um dessecador até o

uso.

olugio Aquosa de
Estearato de Amo6nio

e NTCPM

Propoéxido de Zirconio + Acetilacetona

A 4

Etanol

|¢

A vécuo ‘ NTCPM40%/Zr0, e NTCPM60%/ZrO,

Figura 11: Fluxograma da sintese dos compositos NTCPM/ZrO,.

3.2.2 Preparacao de Eletrodos Pasta de Carbono com o Compésito NTCPM/ZrO;

Os eletrodos de trabalho de pasta de carbono (EPC) foram produzidos utilizando 0,0150

g do composito e 0,006 mL de 6leo mineral (nujol). O compdsito foi previamente triturado em

agata e em seguida misturado com o nujol para formacéo de uma pasta. Esta pasta foi prensada

manualmente em uma tampa de teflon com uma cavidade de 0,1 cm de profundidade de um

eletrodo de trabalho contendo um disco de platina de 0,5 cm de didmetro colado em um tubo

de vidro com um fio de cobre como condutor conforme a Figura 12.

Fio de cobre

| Tubo de vidro

Tampa de teflon

| —
(o) Pasta de carbono

Figura 12: llustragdo de um eletrodo pasta de carbono.
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No Quadro 2 estdo apresentados todos os materiais produzidos e que passaram por

caracterizagdo eletroquimica.

Quadro 2: Materiais produzidos e caracterizados eletroquimicamente.

o _ Técnica
Materiais Eletrodo Analito o
Eletroquimica

o Voltametria
Composito NTCPM40%/ZrO> EPC - ol
ciclica

Voltametria
. ) ) ciclicae de
Composito NTCPM60%/ZrO; EPC Metil paration |
pulso

diferencial

_ _ _ _ Voltametria
Silica/Zirconia Vidro FTO - o
ciclica

) ) ] _ Voltametria
Silica/Zirconia com AuNP Vidro FTO - o
ciclica

- oA ) ) o Espectroscopia
Silica/Zirconia com AuNP/Lipase Vidro FTO | Triglicerideos

de impedancia

3.3 TECNICAS DE CARACTERIZACAO

3.3.1 Analise Termogravimetrica

Os materiais NTCPM/ZrO; e os NTCPM puros da Bayer (Bytubes) foram submetidos
a analise termogravimétrica (TGA) usando um analisador TGA-50 (Shimadzu, Japao). As
amostras foram aquecidas a partir da temperatura ambiente até 900 °C a uma taxa de 20 °C min’

! em atmosfera inerte usando nitrogénio como gas de purga.

3.3.2 EDS obtido por Microscopia Eletrénica de Varredura
A analise elementar do composito NTCPM60%/ZrO, foi realizada com um
espectrémetro de raios X por dispersdao em energia conservativa (Thermo-Fisher) acoplado a

um microscopio JEOL LV5800. A amostra foi compactada como discos (4,6 ton cm™) e
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metalizada com carbono para evitar o carregamento elétrico. O teor de carbono e zircénio foi
obtido com procedimento de quantificagcdo do software "Noran System Six", utilizando filtro

top-hat para remover o ruido de fundo e corregdo ¢ (pZ) para corrigir os efeitos da matriz.

3.3.3 Microscopia Eletronica de Transmissio

A microscopia eletronica de transmisséo (MET) foi realizada no equipamento JEOL —
JEM 1200 EXII, operando a uma tensdo de 80 kV. A suspensdo do composito
NTCPM60%/ZrO, foi obtida dispersando a amostra em alcool isopropilico no banho de
ultrassom por 5 minutos, entdo 1 gota dessa dispersao foi adicionada sobre o porta amostra de
cobre (grid), revestida com carbono e seca a temperatura ambiente.

3.3.4 Isotermas de Adsorgao e Dessorcao de N2

As isotermas de adsorcdo e dessorcdo de N, foram obtidas para 0s compositos
NTCPM40%/ZrO, e NTCPM60%/ZrO,, na temperatura do nitrogénio liquido utilizando o
equipamento Tristar 11 3020 Krypton Micromeritics.

As amostras foram submetidas a um tratamento térmico de 120 °C por 10 horas sob
vacuo. A area superficial foi obtida pelo método de multipontos BET (Método Brunauer,
Emmet e Teller) e a curva de distribuicdo de poros foi obtida pelo método BJH (Método de

Barret, Joyner e Hallenda).

3.3.5 Anélise Elementar de C,He N
Os compositos NTCPM40%/ZrO, e NTCPM60%/ZrO, foram analisados para detectar
a quantidade de carbono utilizando o equipamento Perkin ElmerMCHNS/O, 2400.

Aproximadamente 2 mg de amostra foi usada na analise.

3.3.6 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram obtidos para o compdsito NTCPM60%/ZrO, e para 0s
NTCPM puros, utilizando um espectrémetro Horiba Jobin-Yvon iH30 com laser de Hélio-
Nednio com comprimento de onda de 632 nm e poténcia nominal de 10 mW e CCD refrigerada

com nitrogénio liquido.
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3.3.7 Difracéao de Raios X
A difracdo de raios X foi realizada para o compdsito NTCPM60%/ZrO, e para 0s
NTCPM puros em um difratbmetro da Siemens D500, usando radiagdo Cu-Ka (A=0,154056

nm), com geometria 6/26 com 26 variando de 10° a 90°.

3.4 MEDIDAS ELETROQUIMICAS

As caracterizac@es eletroquimicas realizadas por voltametria ciclica (VC) e voltametria
de pulso diferencial (VPD) foram realizadas em um potenciostato/galvanostato IviumsStat
utilizando o software Ivium e para a espectroscopia de impedéancia eletroquimica (EIE) utilizou-
se 0 potenciostato/galvanostato AUTOLAB PGSTAT 30/FRA 2 e utilizou-se o software Nova
2.0.

As medidas foram realizadas em uma célula eletroquimica de trés eletrodos: eletrodo de
trabalho, eletrodo de referéncia (eletrodo de calomelano saturado para o EPC modificado e
eletrodo de prata cloreto de prata, para o eletrodo de vidro FTO com filmes depositados) e um
fio de platina como contra eletrodo. Os eletrodos de trabalho utilizados foram os EPC,
preparados com o0s materiais NTCPM40%/ZrO,, NTCPM60%/ZrO,, e com 0s vidros
FTO/SiO2/ZrO,, FTO/SiO2/ZrO2/AuNP e FTO/SiO2/ZrO,/AuNP/Lipase, ao ser utilizado, uma

area de 1 cm? foi isolada para realizacdo das medidas.

3.4.1 Sensor para Metil Paration

3.4.1.1 Caracterizacao por Voltametria Ciclica

Os EPC preparados com os materiais NTCPM40%/ZrOz, NTCPM60%/ZrO, foram
caracterizados por voltametria ciclica. Utilizou-se como sonda uma solucéo aquosa contendo o
par redox ferrocianeto/ferricianeto de potassio 0,001 mol L contendo o eletrélito suporte KCI
0,5 mol L. As medidas foram realizadas em temperatura ambiente, e os voltamogramas
ciclicos foram realizados em diferentes velocidades de varredura (5 a 300 mVs™?). A faixa de
potencial foi de -0,2 até 0,6 V.

3.4.1.2 Caracterizacao por Voltametria de Pulso Diferencial
Para o sensor de metil paration (MP) utilizou-se 0 EPC NTCPM60%/ZrO,. Foram

realizados testes de tampdo usando os tampdes fosfato de sddio (PBS), acetato de sodio (AC) e
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Britton-Robinson (BR) todos 0,1 mol Lt em pH 7. Maiores intensidades do pico de interesse
do MP foram observadas nos tampdes PBS e BR, entdo esses tampdes foram testados em
diferentes valores de pH. Para o tampé&o PBS foi testado os pH 5,8; 6,4; 7,0; 7,4 e 8,0 e tampéo
BR os pH 4,0; 4,5 e 5,0. As medidas foram obtidas por VPD.

A resposta do eletrodo EPC NTCPM60%/ZrO, em relacdo as adicbes de MP foi
verificada por VPD e utilizou-se na célula 10 mL de tamp&o BR 0,1 mol L pH 4 contendo
KCI 0,1 mol L. A solucéo estoque do pesticida foi preparada em etanol na concentracdo de
0,01 mol L e aliquotas de 20 pL a 200 pL foram adicionadas para construgdo da curva de
calibracdo. A cada adigéo, a solugéo foi agitada por 15 segundos e permaneceu em repouso por
60 segundos antes da leitura. A faixa de potencial aplicada foi de 0,5 até -0,7 V, tempo de pulso
de 110 milissegundos, amplitude de pulso de 100 mV, velocidade de varredura de 20 mV s™.

3.4.1.3 Analise de Interferentes para Metil Paration

Os interferentes foram escolhidos baseando-se na possibilidade de a presenca dessas
substancias interferirem na deteccdo do MP, testou-se os cations e os anions Cu?*, CI-, Mg?*,
S04%, Na*, Ni** e 0 composto nitroaromatico pNPP. Os interferentes na detecgdo de MP foram
testados para 0 EPC NTCPM60%/ZrO,. Uma aliquota de 10 pL, na concentragdo de 0,1 mol
L1, foi adicionada logo ap6s a adigdo e leitura do MP. As medidas foram realizadas por

voltametria de pulso diferencial.

3.4.1.4. Amostra Real
Para preparo da solucdo estoque de amostra real, a soja (30g) foi triturada com
diclorometano (30 mL), o extrato foi filtrado e entdo adicionou-se 2 mL de etanol. Utilizando

essa solucdo, foi preparada a solugio estoque de extrato de soja contendo 0,01 mol L™ de MP.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 DESENVOLVIMENTO DE UM SENSOR PARA MP USANDO UM COMPOSITO
DE NANOTUBOS DE CARBONO E ZIRCONIA

Neste trabalho foram obtidos dois compoésitos a base de nanotubos de carbono e
zirconia, o composito NTCPM40%/ZrO> planejado para ter 40% de nanotubos carbono e o

compédsito NTCPM60%/ZrO- planejado para ter 60% de nanotubos de carbono.
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Esses compdsitos foram aplicados como eletrodos de pasta de carbono para

determinacéo de metil paration.

4.1.1 Caracterizacao Estrutural e Textural Dos Compdsitos NTCPM/ZrO;

O composito NTCPM60%/ZrO,, foi caracterizado por TGA, EDS por MEV, MET,
BET, CHN, espectroscopia de Raman e DRX, ja o compdsito NTCPM40%/ZrO, foi
caracterizado pelas técnicas TGA, BET e analise elementar CHN.

A andlise termogravimétrica (TGA) forneceu informacGes sobre a perda de massa dos
compédsitos NTCPM40%/ZrO,, NTCPM60%ZrO, e dos NTCPM puros da Bayer (Baytubes).

Os termogramas obtidos estdo apresentados na Figura 13.

100 4
95-
90-
85-

80+

% massa

754
| —— NTCPM Baytubes

20 —— NTCPM40%/zr0,
{ —— NTCPMB0%/Zr0,

65 7t r r < r < r 111717
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Temperatura (°C)

Figura 13: Analise termogravimétrica dos compésitos NTCPMZrO; e dos NTCPM puros da Baytubes.

Conforme a Figura 13, as amostras dos compositos NTCPM/ZrO; apresentaram perdas
de massa significativas durante todo processo de aquecimento. Entre temperatura ambiente e
150 °C ocorrem as perdas de massa relativas a umidade dos materiais analisados. Essas perdas
estdo proximas a 8 % e 4 % para as amostras de compdsito com 40 % e 60 % de NTCPM
respectivamente, e préximas de zero para 0s NTCPM puros que sdo hidrofdbicos, indicando
assim gque os compasitos se tornaram mais hidrofilicos.

As amostras dos compdsitos, ao contrario dos NTCPM puros, contém toda parte
organica proveniente da fase sol-gel e apresenta maior perda de massa entre 150 e 600 °C. A
partir de 250 °C, a perda de massa dos compositos também esta relacionada a desidroxilacéo
dos grupos hidroxila do xerogel de zircénia formado durante o processo sol-gel, que sdo

convertidos em éxido de zircdnio durante o aquecimento [71]. Mesmo considerando todas as
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perdas, o residuo dos compdsitos com 40 e 60 % de NTCPM s&o de 67,4 % e 73,3 % da massa
original, respectivamente.

Por outro lado, os NTCPM puros Baytubes apresentam perda de massa mais expressiva
a partir de 500 °C, mantendo um residuo de 84,5%, indicando sua alta estabilidade térmica. A

Tabela 1 traz o percentual de massa perdida em determinadas faixas de temperatura.

Tabela 1: Perda percentual de massa das amostras de NTCPM/ZrO;

Percentual de perda de massa (%6) ]
Residuo
Amostra 25°C-150 150°C-600 600 °C-900
(%)

°C °C °C
NTCPM40%/ZrO, 7,82 19,62 5,17 67,39
NTCPM60%/ZrO; 4,0 19,0 3,75 73,25
NTCPM Baytubes 0,0 4,51 10,97 84,52

A Figura 14 (a) mostra uma imagem de MEV do composito NTCPM60%/zirconia
obtida com elétrons retroespalhados, em que areas escuras e claras formam dominios

micromeétricos.

Energia Raio X (keV)

Figura 14: Imagem de elétrons retroespalhados obtida por MEV do comp6sito NTCPM60%/zirconia (a). Espectros
EDS de (b) area 1 (escuro) e (c) area 2 (claro).

Nas imagens de elétrons retroespalhados (Figura 14 (a), as regides com ndmeros
atdbmicos mais altos sdo claras devido ao alto poder de espalhamento dos elementos de maior

numero atbmico. Os espectros de EDS das areas 1 e 2 (Figura 14 (b) e 18 (c), respectivamente)
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indicam que a area escura 1 é rica em carbono (e pobre em Zr), enquanto a area clara 2 é rica
em Zr (e pobre em carbono).

A técnica de MET fornece detalhes da morfologia dos NTCPM. As imagens do
composito NTCPM60%/ZrO; sdo apresentadas na Figura 15 (a) e 19 (b).

»

100 nm
I

Figura 15: Microscopia eletronica de transmissdo do compdsito NTCPM60%/ZrO, em diferentes magnificacGes.

As imagens de MET, no modo de transmissdo convencional, fornece detalhes da
morfologia do compdsito NTCPM60%/ZrO.. E possivel observar que a integridade fisica e
morfolégica do NTCPM estd preservada. O material escuro e aparentemente amorfo, que
envolve os emaranhados de NTCPM, é interpretado como a matriz de zircbnia, visto que o
zirconio tem um alto nimero atdmico e, portanto, aparece escuro nas imagens de MET
convencional. Essas caracteristicas ja foram observadas em trabalhos anteriores [70,71]. As
imagens confirmam que o0s nanotubos estdo presentes em grandes propor¢des volumétricas,
suficientes para fornecer caminhos continuos que permitem a condutividade elétrica. Neste
composito, a fracdo de zirconia fornece suporte para 0 NTCPM.

A analise textural dos compositos NTCPM/ZrO, foi avaliada por isotermas de adsor¢éo
e dessorcdo de nitrogénio, que sdo apresentadas na Figura 16, e das quais sdo obtidas as curvas
de distribuicdo de poros apresentadas na Figura 17. A area superficial e volume de poros estdo

apresentados na Tabela 2.
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Figura 16: Analise textural dos compdsitos NTCPM/ZrO,: Isotermas de adsorcdo-dessorgao de No.

Nas isotermas mostradas na Figura 16, se observa em todos compdsitos um aumento da
quantidade de adsorcdo de nitrogénio em uma pressao relativa P/Po acima de 0,8, e também
presenca de histerese, esse comportamento € tipico de materiais mesoporosos contendo poros
maiores que 5nm [150].

As curvas de distribuicdo de tamanho de poros BJH (Figura 17), apresentam distribuicéo
bimodal de poros. A regido dos poros com diametro abaixo de 5 nm com pico em 2,3 nm esta
relacionada aos poros formados pela boca dos tubos dos NTC e a regido dos mesoporos com
didmetro entre 10 e 50 nm, com méaximo em 30 nm, deve-se ao enrolamento desses tubos [153],
conforme observado por MET. Esta distribuicdo de tamanho de poros bimodal é tipica de
NTCPM e foi mantida nos compositos [154,155].
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Figura 17: Distribuicdo de tamanho de poros dos compdsitos NTCPM/ZrO, obtida pelo método BJH.

Conforme a Tabela 2, os compositos NTCPM40%/ZrO, e NTCPM60%/ZrO, apresentaram
volume de poros de 0,406 e 0,469 cm? g e area superficial de 96 e 135 m? g* respectivamente.
Essas porosidades e areas superficiais significativas podem ser explicadas pela presenca de uma
elevada quantidade volumétrica de NTCPM nos compasitos, que é maior ainda no composito
NTCPM60%/ZrO,. Quando considerados isoladamente, os NTCPM possuem uma area
superficial de 196 +5 m? g [154]. Estes resultados de propriedades texturais, evidenciaram a
presenca de micro e mesoporosidade nos compdsitos de NTCPM/zirconia, bem como a elevada
area superficial que tornam este tipo de material elegivel para sua aplicacdo como eletrodo, pois
facilitam o processo de difusdo dos analitos, melhorando a resposta do eletrodo.

Os compositos NTCPM40%/ZrO, e NTCPM60%/ZrO, foram analisados pela técnica
de Andlise Elementar CHN com o intuito de verificar a quantidade de carbono que foi

incorporada. O resultado esta apresentado na Tabela 2:

Tabela 2: Andlise elementar e valores de area superficial e volume de poros dos compdsitos
NTCPM60%/ZrO2 e NTCPM40%/ZrO,.

Area Volume de
Amostra C (%) H (%) superficial poros
(m>g™) (cmé g
NTCPM40%/ZrO- 40,76 2,42 96 0,406
NTCPM60%/ZrO- 44,63 1,57 135 0,469
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De acordo com o resultado obtido, pode-se concluir que um alto teor de NTCPM foi
incorporado, como pode ser verificado também pelas imagens de MET, e pela espectroscopia
Raman (Figura 18) que apresenta picos caracteristicos dos NTC. O composito que foi planejado
para conter aproximadamente 60 % de NTCPM pela anélise elementar apresentou cerca de 45
%.

No trabalho de dos Santos et al. [71] uma quantidade menor de NTC, cerca de 40 % foi
incorporada ao compdsito e foi obtida uma porcentagem de carbono semelhante a 40 %. No
entanto, no presente trabalho o compésito passou por um processo de lavagem com etanol,
podendo ter removido o excesso de NTCPM que nédo foi incorporado a matriz de zirconia,
podendo ter resultado em uma menor porcentagem de NTCPM no composito depois de lavado.

No caso do compdsito NTCPM40%/ZrO; o teor de carbono encontrado também foi
proximo de 40 %. Pode-se concluir que talvez a matriz de zirconia tenha capacidade de reter
apenas 40 % de nanotubos de carbono sem que ocorra lixiviacao.

O compdsito NTCPM60%/ZrO,, assim como os NTCPM puros da Baytubes foram
caracterizados pela técnica de espectroscopia Raman. Os espectros obtidos podem ser

observados na Figura 18 e sua insercao respectivamente.

T T v T v
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!

Figura 18: Espectro Raman do compdésito NTCPM60%/ZrO,. Figura inserida: Espectro Raman dos NTCPM puros
da Baytubes.

O espectro dos NTCPM puros apresentado na insercao da Figura 18, é caracteristico das

estruturas de carbono, contendo as bandas D, em ~1350 cm?, que esta relacionada aos defeitos

devido aos atomos de carbono tetraédricos contidos nos NTCPM; banda G em ~1580 cm™ que
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é atribuido a vibracdo dos hexégonos formados pelos carbonos trigonais da estrutura dos
nanotubos e a banda G' em ~2680 cm™ que representa o tom harmaonico da banda D [156].

Essas mesmas bandas sdo encontradas no espectro do composito NTCPM60%/ZrO;
(Figura 18), confirmando assim a presenca e integridade dos NTCPM. O espectro também
mostrou um efeito de fluorescéncia causado pela presenca de zirconia. Resultado semelhante
foi obtido pelo estudo de dos Santos et al. [71] em que materiais baseados em NTCPM
incorporado em zirconia.

O composito NTCPM60%/ZrO>, assim como 0s NTCPM puros da Baytubes também
foram caracterizados pela técnica de difracdo de raios X. A Figura 19 mostra o difratograma do
compédsito NTCPM60%/ZrO; e do NTCPM puro (insercdo da Figura 19). Pode-se observar que
0 compdsito apresenta o pico caracteristico do NTCPM que aparece em 260 = 26°, este pico esta
relacionado ao plano grafitico 002 do carbono.

O difratograma do composito apresentado na Figura 19 é muito semelhante ao
difratograma dos nanotubos de carbono puros, sendo um bom indicativo da composi¢do do
composito ser majoritario em NTCPM [71]. Ademais, ndo foram observados picos referentes a
fase formada pelo gel de zirconia, apenas um halo entre 25° e 35°, indicando que esta fase nesse
composito estd na forma amorfa. Esse resultado era esperado, uma vez que a zirconia foi
preparada pelo método sol-gel a temperatura ambiente e ndo sofreu nenhum tratamento térmico

que pudesse induzir a cristalizacdo.
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Figura 19: Difratograma de raios X do compdésito NTCPM60%/ZrO-. Figura inserida: Difratograma de raios X
dos NTCPM puros da Baytubes.
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4.1.2 Caracterizacdo Eletroguimica em Solucdo de Ferro/Ferricianeto de Potassio
(Ks3[Fe(CN)s])/K4s[Fe(CN)e]) dos Compdsitos a Base de NTCPM/ZrO>

O comportamento redox dos eletrodos modificados com NTCPM40%/ZrO, e
NTCPM60%/ZrO>, foi avaliado por VC em uma solucdo de Ks[Fe(CN)e]/Ka[Fe(CN)s] com
concentracdo de 0,001 mol L contendo KCI 0,5 mol L, os voltamogramas ciclicos apds

estabilizacdo das medidas sdo apresentados na Figura 20.

[—— NTCPM40%/ZrC,
—— NTCPM60%/ZrO,

-15 T T T
-0,2 0.0 0.2 0.4 0,6

E (V vs ECS)

Figura 20: Voltamogramas ciclicos comparativos dos EPC com os compdsitos NTCPM40%/ZrO, e
NTCPM60%/ZrO; na presenca de Ks[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s] 0,001 mol L e velocidade de varredura 20 mV s™.

Nos voltamogramas obtidos é possivel observar o comportamento redox do sistema
Fe(I1)/Fe(111) similar nos dois EPC avaliados, com valores de potenciais de picos de oxidacédo
e reducdo proximos. O compdsito NTCPM60%/ZrO, mostrou uma corrente capacitiva menor
entre os potenciais de -0,2 e 0,1 quando comparado com o material NTCPM40%/ZrO,. Esse
resultado pode estar associado a maior quantidade de nanotubos de carbono incorporados no
compédsito NTCPM60%/ZrO-, que causaram a formacdo de uma dupla camada elétrica menor
na interface eletrodo/solucdo, consequentemente uma menor corrente capacitiva.

Apesar de apresentar uma diferenca pequena na porcentagem em massa carbono,
conforme o resultado de CHN, a propor¢do volumétrica de carbono no composito
NTCPM60%/ZrO> aumenta devido a sua baixa densidade, se comparada a da zirconia. Devido
a isso o composito NTCPM60%/ZrO, apresentou maior area superficial e também maior
volume de poros (Tabela 2). A partir desses voltamogramas, construiu-se a Tabela 3 com
pardmetros pertinentes ao estudo eletroquimico como intensidade de pico anddico (ipa),

intensidade de pico catodico (ipc), a relagdo ipa/ipc € a separacéo do pico anddico (Epa) € do pico
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catodico (Epc), sendo AE= Epa — Epc. Através desses pardmetros, € possivel avaliar

comparativamente a reversibilidade do processo redox envolvido na superficie dos EPC.

Tabela 3: Parametros eletroquimicos determinados por VC com velocidade de varredura de 20

mV st

EPC AE, (MV)  ipa (HA) e (LA) ipalipe
NTCPM40%/ZrO, 120 12,0 12,1 0,99
NTCPM60%/ZrO; 140 5,9 5,8 1,01

Todos os EPC modificados apresentaram separacdao de picos cujo valor € superior ao
valor de AE; ideal, que é 0,059 V. Esse comportamento € tipico de um processo quasi-
reversivel, indicando resisténcia de transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo
[154,155]. Em relacéo a intensidade dos picos anodico (ipa) € catodico (ipc), 0 valor da relacdo
ipa/ipc, Proximo a 1, indica boa reversibilidade [157,159].

De acordo com os valores da Tabela 3, o material NTCPM40%/ZrO> apresentou menor
sobrepotencial para a transferéncia de carga, ou seja, menores valores de AEp quando
comparados ao material NTCPM60%/ZrO,. Adicionalmente, observa-se a maior intensidade
de picos anddico e catodico, na velocidade de 20 mVs?, para o EPC NTCPM40%/ZrO>
entretanto esse eletrodo apresentou-se mais capacitivo em relagdo ao composito
NTCPM60%/ZrO,, e tratando-se de medidas quantitativas é desejavel uma maior contribuicéo
da corrente faradaica do que de corrente capacitiva.

Os VC dos EPC NTCPM/ZrO. em diferentes velocidade de varredura, de 5 a 300 mVs
1 e estdo apresentados na Figura 21 (a) para 0 EPC NTCPM60%/ZrO- e na Figura 22 (a) para
0 EPC NTCPM40%/ZrOs.

As relagdes entre ipa, ipc € a V2 e entre ipa, ipc € a v s30 mostradas nas Figura 21 (b) e

Figura 22 (b) respectivamente.
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Figura 21: VC do EPC NTCPM60%/ZrO- variando as velocidade de varredura de 5 a 300 mVs™ em solugéo de
Ks[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s] 0,001 mol L™ (a). Relagao linear entre ipa, ipc € V¥2 (b).
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Figura 22: VC do EPC NTCPM40%/ZrO, variando as velocidade de varredura de 5 a 300 mVs™ em solucdo de
Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] 0,001 mol L™ (a). Relagéo linear entre ips, ipc € v (D).

E notéavel para os dois EPC um ligeiro aumento na separacao do pico, que é proporcional
ao aumento da velocidade de varredura, sugerindo que o processo envolvido na interface
eletrodo/solucdo é quasi-reversivel [138]. Além disso, os VC do EPC NTCPM60%/ZrO,
mostraram uma relacdo linear entre a raiz quadrada da velocidade de varredura e a intensidade
dos picos anddico e catodico, conforme mostrado na Figura 21 (b).

As equacdes das retas da relacdo linear entre a raiz quadrada da velocidade de varredura
e a intensidade dos picos anddico e catodico obtidas para o eletrodo NTCPM60%/ZrO; sdo

descritas por:

ipa(1A) = 1,37 (£0,24) + 0,92 (£0,02) v'/2 (mV'/2s™1) com R? = 0,991  Equagio 6

ipe(uA) = —2,97 (£0,13) — 0,59 (£0,01) v"/2 (mV /2 57) com R? = 0,993 Equagéio 7
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As equac0es das retas da relacéo linear entre a velocidade de varredura e a intensidade
dos picos anddico e catodico obtidas para o eletrodo NTCPM40%/ZrO- sdo descritas por:

ipa(MA) = 9,32 (£1,09) + 0,24 (£0,01) v(mV s~')com R* = 0,992 Equacdo 8

ipe(uA) = —8,81 (£1,13) — 0,25 (+0,01) v(mV s~*)com R? = 0,992 Equaciod

O comportamento linear entre ipa, ipc € V2, sugere que a oxidacao e a reducio da solucio
sonda na interface eletrodo/solucdo sdo controladas majoritariamente por difusdo [160,161].
Assim, a area eletroativa do EPC NTCPM60%/ZrO, pode ser calculada com aproximacéo
usando a Equacédo 11 do modelo de Rendles-Sevcik [161].

i, = 2,69.105.n°/2.A.Dy.C .v'/2 Equacio 10

Onde ip € a corrente de pico (A) a 0,02 V s, n é o nimero de elétrons transferidos no processo
redox, A é a éarea eletroativa (cm?), Do € 0 coeficiente de difusdo de uma solugdo de
Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] (6,7x10°® cm2 s?), C é a concentracio da solugdo de
Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] (1x10° mol L?).

Isolando A (area eletroativa) da Equacdo 11, a area eletroativa foi determinada,
resultando em 7,4 mm? para EPC NTCPM60%/ZrO., que é semelhante a outros eletrodos
baseados em NTCPM [163,164]. Esta area eletroativa quando comparada com demais trabalhos
citados, € considerada satisfatoria para aplicacdo do eletrodo como sensor [8,31].

Para o eletrodo NTCPM40%/ZrO; ndo se aplica a equacdo do modelo de Randles-
Sevcik, pois ele s6 apresentou relagdo linear entre a velocidade de varredura e ipa € ipc cOnforme
mostrado na Figura 22 (b), indicando um que processo de oxidacao e reducao do Fe(I1)/Fe(l1l)
é controlado majoritariamente por adsorcéao.

Para confirmar qual processo ocorre na superficie do eletrodo, plotou-se o grafico da
relacéo entre log ipa, ipc VS log v conforme mostrado na Figura 23. As equagfes das retas séo

descritas por:
logi,, (uA) = 0,27 (£0,02) + 0,65 (£0,01) log v (mV s™')com R* = 0,999 Equagéo 11
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logi,, (nA) = 0,28 (£0,03) + 0,64 (£0,02) log v (mV s~')com R* = 0,995 Equacéo 12

2,0

1,61

1,24

log i (nA)

0,8

: , . . .
0,6 1,2 1,8 24
log v (mV s™)

Figura 23: Relacéo linear entre 10 ipa, 109 ipc € log V.

Valores de coeficiente angular entre 0,5 e 1,0 indicam que o processo é controlado por
difusdo e adsorcdo simultaneamente [165,166]. Os coeficientes angulares das regressoes
lineares obtidos foram 0,64 e 0,65. Dessa forma pode-se dizer que 0s processos de oxidacéo e
reducdo do Fe(ll)/Fe(lll) na superficie do eletrodo NTCPM40%/ZrO sdo controlados por

adsorcéo e difusao.

4.1.3 Aplicagdo do Composito NTCPM60%/ZrO, como Sensor Eletroquimico Para Metil
Paration

Diante dos resultados obtidos, para aplicacdo na deteccdo de MP, escolheu-se o
compédsito NTCPM60%/ZrO». O material contendo 40 % de nanotubos, 0 NTCPM40%/ZrO.,
possui uma maior proporc¢ao de zircdnia em sua composicao e, o eletrodo construido com este
material apresentou uma baixa reprodutibilidade e pouca estabilidade nas medidas do branco
em solucdo tampéo para deteccdo do MP. E a estabilizacdo é uma etapa importante antes da
adicdo do analito.

Séo apresentados na Figura 24, os VC do EPC NTCPM60%/ZrO2 na auséncia (curva
A) e presenca de 291,3x10° mol L de MP (curva B) em solugdo tamp&o BR (pH 4).
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Figura 24: VC do EPC NTCPM60%/ZrO; (A) na auséncia e (B) na presenga de 291,3x10° mol L de MP em
solucéo tamp&o BR 0,1 mol L pH 4. Velocidade de varredura 20 mV s,

Nota-se, que na auséncia de MP, ndo é verificado corrente de pico anodico ou catodico.
E quando em presenga de MP observa-se um par de picos redox reversiveis, com potencial de
oxidacdo em -0,04 V e de redugdo em -0,07 V. Os picos reversiveis sao atribuidos ao processo
de transferéncia de dois elétrons [8,37] e estdo relacionados as reacdes de oxidacdo e reducéo
do grupo hidroxilamina (-NHOH) e do grupo nitroso (-NO). Sendo que a redugédo do grupo
nitro do MP para o grupo hidroxilamina corresponde ao pico de reducao irreversivel (Epc=-0,5

V), como representado na Figura 25.

S S S
I I I
0" ome 0”1 > OMe 0”7 1> 0OMe
OMe OMe OMe
- +
4o, 4H ¢ o =2
NO, NHOH NO

Figura 25: Representacdo das reacdes de oxirreducdo do MP.

As medidas de corrente em funcdo da velocidade de varredura fornecem informacdes
sobre 0 mecanismo na interface do eletrodo/solucdo. As VC dos EPC modificados com
NTC60%/ZrO; na presenca de MP, em diferentes velocidades de varredura (5 a 300 mV s?)

sdo mostradas na Figura 26.

47



120

1300 my s’ / \

T 0 50 100 130 200 250 300
_240_ v(m\ls )
-0,6 -0,3 0,0 0,3 0,6
E (V vs ECS)

Figura 26: VC obtidos em diferentes velocidades de varredura (5 a 300 mV s) para o EPC NTCPM60%/ZrO, em
solugdo tampédo BR 0,1 mol L™ pH 4 contendo 291,3x10® mol L de MP. Figura inserida: Relag8o entre ipa,ipc €
V.

Observa-se que as correntes de pico anodico e catodico aumentam linearmente com o
aumento da velocidade de varredura, indicando que a reacdo na superficie do eletrodo &
controlada por adsorcdo [167]. Na insercdo da Figura 26, pode ser observada uma relacéo linear
entre a velocidade de varredura e as intensidades de pico anddico e catddico obtidas para o EPC

modificado com NTCPM60%/ZrO- na presenca de MP. As equagdes sdo descritas por:

ipa(uA) = 3,27 (£0,88) + 0,35 (£0,01) v (mV s~1) com R? = 0,997 Equagéo 13
ipc(uA) = 8,6 (£0,72) — 0,34 (£0,01) v (mV s™Y)com R? = 0,989 Equacéo 14

Com o intuito de confirmar qual processo ocorre na superficie do eletrodo, plotou-se o
grafico que mostra a relacdo entre log i, e log v conforme mostrado na Figura 27 e equacdes

sdo descritas por:

logiy,(nA) = —0,16 (£0,03) + 0,88 (£0,01) log v (mV s~')com R* = 0,997 Equacéo 15

logiy(uA) = —0,15 (£0,07) 4+ 0,90 (£0,04) log v (mV s~")com R* = 0,989 Equacéo 16

48



l0g i (1A)

0,2

06 08 1,0 1,2 1,4 16 1,8 2,0 2,2 2,4 26
-1
log v (mV s’)

Figura 27: Relacéo linear entre 10 ipa, ipc € l0g V.

De acordo com esse modelo, quando os coeficientes angulares das relacGes entre log ip
e log v apresentam valores entre 0,5 e 1,0, ha indicacdo de que o processo € controlado por
difusdo e adsorcdo simultaneamente. Um valor de inclinacdo de 0,5 implicaria um processo
controlado somente por difusdo, enquanto um valor de 1,0 indica que o processo € controlado
somente por adsorc¢éo [165,166].

Quatro séries de experimentos foram realizados com eletrodos diferentes na presenca
de MP e em condic¢des semelhantes (Tabela 4). Os coeficientes angulares medios, os desvios
padrdo e os coeficientes de variacdo sdo apresentados em sequéncia. O coeficiente angular
médio do log ipa vs log v foi de 1,01, com desvio padréo de 0,09 e o coeficiente de variacdo foi
de 8,9 %. Quanto a reacdo catddica, o coeficiente angular médio do log ipc vs log v foi de 1,09

com desvio padrdo de 0,06 e o coeficiente de variacao foi de 5,5 %.

Tabela 4: Coeficientes angulares das relagdes entre log ip e log v para EPC NTCPM60%/ZrO-
em solucédo tampédo BR 0,1 mol L™ pH 4 contendo 291,3x10° mol L de MP.
Coeficiente log ipa Vs log v Coeficiente log ipc vs log v

0,99481 1,0831
1,10034 1,0783
0,84878 0,98904
1,10716 1,211746

Considerando-se que o coeficiente angular e média foram préximos a 1, pode-se afirmar

que 0 mecanismo de oxidacao e reducdo do MP é controlado por adsorg¢do. O EPC modificado
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por NTCPM60%/ZrO; é baseado em um compdsito no qual os componentes sdo dispersos em
um nivel de micrémetro. Tanto a porcao de zirconia, quanto o NTCPM apresentam capacidade
de adsor¢do do MP. Essa caracteristica nos NTCPM, pode ser atribuida a grande &rea
superficial desse material que facilita a reagdo eletroquimica do MP [39]. Ja a zircOnia apresenta
afinidade especifica por grupos fosfato contidos no MP [168].

4.1.4 Comportamento Eletroguimico do MP por Voltametria de Pulso Diferencial

A fim de obter a melhor resposta para a detecgédo de MP com 0 EPC NTCPM60%/ZrO3,
foram avaliados por VPD, o comportamento do eletrodo em diferentes solugfes tampao (acetato
de sddio, Britton-Robinson e fosfato de sddio), comumente reportadas na literatura
[37,169,170] para detecgéo desse analito.

Essas avaliacbes de tampdo e pH sdo etapas muito importantes, que permitem
determinar as condig¢Ges Otimas que viabilizam o processo de oxidagéo/reducéo na superficie
do eletrodo e de deteccdo do analito, visando obter a melhor resposta do eletrodo, como a
melhor sensibilidade e o menor limite de detec¢do. A Figura 28 apresenta os VPD obtidos para

0s tampdes estudados.
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Figura 28: VPD do EPC NTCPM60%/ZrO; na presenga de 291,3x10 mol L de MP com v=20 mV s! em tamp&o
AC, BR e PBS, 0,01 mol L, todos em pH 7.

Nos VPD obtidos é possivel observar o pico caracteristico da reacdo de reducao do MP.
Vale ressaltar que para cada analise construiu-se um novo eletrodo, e para inferir em qual
tampéo apresentou melhor resultado, calculou-se os valores de i, para cada tampéo testado.

Conforme os valores de i, obtidos, se observa que as intensidades de corrente catodicas

foram similares para BR (29,4 pA) e PBS (24,2 pA) (considerando a altura do pico a partir da
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sua base). Dessa forma foram realizados testes em PBS em uma faixa mais ampla de pH,
variando de 5,8 até 8,0 Figura 29 (a). Ao observar os resultados, se pode notar que maiores

intensidades de corrente foram obtidas em valores de pH mais acidos.
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Figura 29: VPD do EPC NTCPM60%/ZrO; na presenca de 291,3x10° mol L de MP com v=20 mV s em PBS,
0,1 mol L%, em pH de 5,8 até 8,0. Figura inserida: Efeito do pH na corrente catodica do pico (a). VPD do EPC
NTCPM60%/ZrO; na presenca de 291,3x10° mol L de MP com v=20 mV s em BR, 0,1 mol L, em pH de 4,0
a 5,0. Figura inserida: Efeito do pH na corrente catddica do pico (b).

Todavia, em trabalhos reportados na literatura [40,169,170] o MP apresentou valores
significativos de intensidade de corrente em pH &cido. Dessa forma a resposta do analito foi
testada em tampdo Britton-Robinson nos pH 4,0; 4,5 e 5,0 (Figura 29 (b), uma vez que esse
tampdo apresentou resposta satisfatoria.

Conforme mostrado na Figura 29(b), os picos caracteristicos do MP sdo mais intensos
em pH 4,0. Logo esse foi 0 pH escolhido para realizar a determinacdo do MP por voltametria
de pulso diferencial. O fato do pico de reducdo do MP apresentar melhores resultados de
corrente em valores de pH mais acidos, esta relacionado com a concentracdo de H* no meio,
que favorece as reacdes eletroquimicas que envolvem transferéncia de prétons, como é o caso
das reacdes de oxirreducdo do MP (Figura 25). Ja valores de pH mais alcalinos podem resultar
em degradacdo dos compostos presentes nos pesticidas OP [37,171].

O resultado de VPD para MP, usando 0 EPC NTCPM60%/ZrO2, em uma faixa mais
ampla de potencial, ¢ mostrado na Figura 30. Dois picos de reduc¢do sdo vistos, um préximo a -
0,5 V e outro proximo a 0,1 V. O pico de reducdo de MP em -0,5 V (NO.-MP a NHOH-MP)
foi selecionado, uma vez que a intensidade deste pico foi maior quando comparado com o pico
de reducdo do MP a 0,1 V, conforme observado. O mesmo pico de reducdo de MP também foi
escolhido no estudo de Govindasamy et al. [172].

A curva (B) da Figura 30 também mostra o VPD do MP na mesma concentracao,

utilizando um EPC modificado sem zircénia, utilizando apenas NTCPM, onde ¢é possivel
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observar que 0s picos s&0 menos intensos e menos definidos. Esse resultado indica que a
presenca de zircbnia no composito potencializa marcadamente a resposta do eletrodo,
aumentando a intensidade dos picos de reducdo e deslocando a posicdo dos picos para valores
de potencial mais positivo. J& foi demonstrado que a ligacdo Zr-O da zircbnia atrai fortemente
grupos fosforicos dos pesticidas organofosforados (OP) proporcionando assim uma forte
afinidade por esse grupo [124, 125]. A zircdnia é usada com frequéncia como um agente de
captura para enriquecimento seletivo de OP e proteinas fosforiladas devido a sua forte afinidade
com o grupo fosforico [168].

(A)

06 g4 opoo o2 o4
E (V vs ECS)

Figura 30: VPD do EPC NTCPM60%/ZrO- (Curva A) e EPC NTCPM (Curva B) em solucéo tampdo BR 0,1 mol
L pH 4,0 na presenca de 99x10° mol L de MP.

A resposta do eletrodo NTCPM60%/ZrO, em relagdo as adicbes de MP em
concentragBes na faixa de 19,9x10° mol L™ a 176,8x10° mol L™ foi verificada por VPD em
tampdo Britton-Robinson 0,1 mol L™ pH 4,0. Os voltamogramas obtidos sdo mostrados na
Figura 31 (a) e a variacdo da intensidade de corrente em funcdo da concentracdo do MP é

mostrada na Figura 31 (b).
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Figura 31: VPD do EPC NTCPM60%/ZrO, em solugdo tampdo BR 0,1 mol L pH 4,0 com adicdes de metil
paration 0,01mol L(a). Relagdo linear entre iy € a concentracdo de MP (19,9%x10 e 176,8x10° mol L™?) (b).

Conforme pode ser visto na Figura 31 (b), existe uma relacdo linear entre i, € a
concentracio de MP na faixa de 19,9x10° a 176,8x10-6 mol L que é descrita pela Equacéo
18:

i (uA) = 2,185 (£2,06) — 1,475 (+0,02) [MP](umol L~1) com R? = 0,999 Equacéo 17

A sensibilidade do eletrodo foi obtida pelo coeficiente angular da reta que apresentou o
valor de 1,475 pA uM 1 L. O limite de deteccdo (LD) calculado foi de 9x10° mol L™ por meio
da formula LD = 3*SDy/sensibilidade e o limite de quantificacdo (LQ) foi obtido pela férmula
LD = 10*SDy/sensibilidade foi de 0,03x10° mol L. Onde SDy é 0 desvio padrdo do branco
com n=3. A seguir, a Tabela 5 mostra uma comparacdo do EPC NTCPM60%/ZrO, com outros

eletrodos reportados na literatura para deteccao de MP.

Tabela 5: Comparacao de diferentes eletrodos na determinacdo de metil paration

Limite de deteccéo

Eletrodo Faixa linear (mol L™?) REF.
(mol L)

AB-—chitosan

) 2x10%-1,0x10* 2,0x10° [173]
film/CGE

Pd/MWCNTSs 3,43x107-4,81x10° 1,72x1077 [37]

MWCNTs—

5x10° - 1x10° 2x10° [8]

PAAM/GCE

MIPs 2,0x107 -1,0x10° 6,7x10® [38]
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Limite de deteccéo

Eletrodo Faixa linear (mol L) REF.
(mol L
0,005x10° — 2780x10-
Ag@GNRs/SPCE . 0,5%10° [172]
CNTs/CP 3,43x10%- 3,43x10° 13,4x10°° [39]
_ 0,002 - 5x10°®
TiO,/Graphene/GCE 1x10° [170]
5-100x%10°
MIP/Au/GCE 0,05 — 15x10° 0,01x10 [174]
CP5-rGO/GCE 0,001 — 150x10° 0,3x10° [171]
ZrO2 NPs-
_ 17,2x10°- 6,86%x 106 9,61x10° [125]
chitosan/PEDOT/ITO
NPG/GCE 0,5 150x10° 0,02x10 [175]
Este
NTCPM60%/ZrO- 19,9 - 176,8x10°® 9,0x10° trabalho
[176]

AB: Acetileno Preto

CGE: Eletrodo carbono ceramico

Pd/MWCNTSs: Paladio/Nanotubos de parede multipla

PAAM: Poli (acrilamida)

MIPs: Polimeros molecularmente impressos

GNR/SPCE: Nanofitas de grafeno/eletrodo de carbono impresso em tela
CNTs/CP: Nanotubos de carbono/Papel de carbono

CP5-rGO: Pillar[5]arene-Grafeno reduzido

ZrO2 NPs/PEDOT/ITO: Nanoparticulas de zirconia/ Poli 3,4-etilenodioxitiofeno/6xido de indio
dopado com estanho

NPG: Ouro nanoporoso

Se pode notar que o eletrodo deste trabalho apresentou baixo LD quando comparado
com a maioria dos trabalhos, indicando que é altamente sensivel em baixas concentracdes. E
um resultado muito interessante quando se leva em consideracdo que o eletrodo foi construido
com um compdsito relativamente simples obtido por uma técnica de baixo custo que € o sol-
gel.

O LD obtido é suficiente para a deteccdo de concentracdes letais para peixes, a qual,
segundo o estudo de Monteiro [177], a dose letal foi de 3,97 mg/L (13,6x10° mol L?) e de
acordo com Machado e Fanta [178] a concentracio letal é de 7 ppm (24x10° mol L.

Ainda, segundo a Resolugdo CONAMA 20/86, revisada para a Resolugdo CONAMA

357/05, que estabelece que a dose permitida de organofosforados totais e carbanatos para
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garantir a vida aquatica é de 10 pg L (0,343x10° mol L), também esta dentro dos valores
que 0 EPC NTCPM60%/ZrO; é capaz de detectar.

Outro fator importante é que a resposta para o metil paration foi alcancada com 1 minuto
e 15 segundos ap6s a imersdo do eletrodo na solugcdo contendo MP enquanto alguns trabalhos

apresentam respostas depois de um tempo maior [8,124,169,170].

4.1.5 Interferentes

Como se pretende aplicar o eletrodo produzido em amostras reais, é de grande
importancia avaliar o efeito de alguns ions e compostos nitro aromaticos na deteccdo do MP e
testar a seletividade do compdsito NTCPM60%/ZrO». A determinacdo por VPD do MP em
concentracio 49,8x10° mol L™, foi testada na presenga de 10 pL de uma solugdo 0,1 mol/L?
dos fons Cu?*, CI, Mg?*, SO4*, Na*, Ni** e do composto nitrofendlico pNPP conforme pode
ser vista na Figura 32.

Os resultados indicaram uma alta seletividade do MP pelo composito NTCPM/ZrOo, ja
que n&o apresentou alteracéo significativa na intensidade do pico do MP. Apenas os ions Mg?*
e SO, apresentaram interferéncia na medida de MP. Esses ions, quando em concentragéo de

9,4x10° mol L implicaram em uma reducéo de 7,8 % na ipc do pico do MP Figura 32 (c).
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Figura 32: VPD do EPC NTCPM60%/ZrO, em solugdo tampédo BR 0,1 mol L pH 4 na presenca de
49,8x10¢ mol L de MP com adigGes dos fons de Cu?* (a), de CI- (a, b e d), de Ni?* (b), de Mg?*(c) de
S04 (c) de Na* (d) e do PNPP (e).

4.1.6 Repetibilidade e Reprodutibilidade

A repetibilidade e reprodutibilidade do EPC confeccionado com o NTCPM60%/ZrO-
foram avaliadas. O teste de repetibilidade foi realizado por VC em uma solucdo contendo
99x10® mol Lt de MP conforme mostrado na Figura 33. O mesmo eletrodo foi usado em 13
ciclos e o desvio padrao relativo das medidas foi de 0,91 %. Apos 20 ciclos o desvio aumentou
para 7,6 %. Para o teste de reprodutibilidade foram usados 7 eletrodos diferentes usando uma
solugéo contendo 39,8x10°° mol L de MP (Figura 34). O desvio padréo relativo obtido foi de

14,2 %, indicando uma boa reprodutibilidade na preparagédo dos eletrodos.
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Figura 33: VC do EPC NTCPM60%/ZrO, em solucdo tampao BR 0,1 mol L pH 4 na presenca de 99x10 mol
L! de MP em solugdo tamp&o BR 0,1 M pH 4 em velocidade de varredura de 20 mV s,
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Figura 34: Reprodutibilidade do sensor NTCPM60%/ZrO. na presenga de 39,810 mol L de MP com os valares
de corrente catddica representadas em modulo para cada eletrodo.

4.1.7 Aplicagdo em Amostras de Extrato de Soja

Para avaliagdo do sensor eletroquimico em amostra real, a determinacdo de MP foi
realizada em uma amostra de soja contaminada com MP. Foram utilizadas diferentes
concentracdes de MP nas amostras de soja, a saber, 160, 180 e 200x10° mol L*. As
recuperacgdes das amostras medidas ficaram entre 102 e 113 %, e o desvio padréo relativo foi
de 5,2 %. O pesticida MP néo foi detectado nas amostras em branco. Esses resultados indicam
que este eletrodo apresenta potencial para a determinacdo de MP em amostras de extrato de

soja.

5 CONCLUSOES

Neste trabalho foram desenvolvidos materiais nanoestruturados a partir de uma matriz
de zirconia: os compositos NTCPM60%/ZrO? e NTCPM40%/ZrO?. Esses compositos foram
utilizados para obtencdo de eletrodos de pasta de carbono e usados como sensores de metil
paration (MP). Os compositos foram caracterizados em relacao as suas propriedades estruturais,
morfoldgicas e texturais. De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que os
NTCPM mantiveram suas caracteristicas tipicas, e que os compositos tém um alto teor de
NTCPM. Todos os compdsitos apresentaram éareas superficiais maiores que 100 m? g2, sendo
essa, uma boa caracteristica para aplicacdo dos compaositos como eletrodos.

Em relacdo a caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos de pasta de carbono (EPC)
NTCPM/ZrO,, foi possivel concluir que 0 EPC NTCPM60%/ZrO, possui caracteristicas
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eletroquimicas desejaveis para medidas quantitativas. O sensor para MP foi entdo obtido com
0 compdsito NTCPM60%/ZrO, apresentando baixo limite de detecgdo (9,0x10° mol L1), boa
reprodutibilidade (14,2%) e também boa repetibilidade, com um desvio padréo relativo de
0,91% quando utilizamos o mesmo eletrodo para realizar 13 medi¢gdes do MP. O eletrodo
mostrou-se seletivo, visto que apenas os fons de Mg?* e SO2;* diminuiram em 7,8% a
intensidade do pico de reducdo irreversivel do MP.

Em conclusdo, foi desenvolvido um sensor promissor para deteccdo de MP em
alimentos, visto que quando aplicado em extrato etandlico de soja apresentou recuperacdo e
repetibilidade satisfatorias. O sensor também possui resposta rapida se comparado a outros
apresentados na literatura.

Este desempenho foi atribuido ao composito mesoporoso baseado em cerca de 45% em
massa de NTCPM altamente disperso em uma matriz de zirconia, sintetizado pelo método sol-
gel. Nesse sentido, a zirconia desempenha um papel de potencializar a resposta do eletrodo
devido a sua afinidade pelo MP, alem de atuar como suporte para a dispersdo do NTCPM.
Devido as suas importantes caracteristicas fisico-quimicas, 0 composito € promissor para
aplicacdo na determinacéo de outros analitos com propriedades redox. Além disso, ao utilizar
as propriedades quimicas da zirconia, 0 compdsito pode atuar como suporte para espécies
eletroativas no estudo de analitos especificos.

Tambem utilizando o método sol-gel, foi desenvolvido um biossensor para triglicerideos
(TG). Os eletrodos foram construidos a partir da deposicao de filmes sobre a superficie do vidro
condutor FTO por dip coating. De acordo com medidas eletroquimicas por voltametria ciclica,
desses eletrodos, foi possivel concluir que o sol-silica/zircénia contendo 10 % mol de silica
mostrou-se mais adequado. O eletrodo FTO/SiO2/ZrO, com 5 mergulhos na dispersdo de
nanoparticulas de ouro/DABCOSIL resultou em melhor desempenho. Assim, este eletrodo foi
considerado ideal para imobilizar a enzima lipase, sendo que na concentragio 5,4 mg mL™ de
lipase o eletrodo FTO/SiO2/ZrO2/AuNP/Lipase respondeu as adi¢des de pNPP por voltametria
ciclica. Concluimos dessa forma, que nesta concentracdo a enzima apresentou atividade e este
eletrodo foi utilizado como biossensor para detec¢do de tributirina.

Através dos espectros de UV-Vis dos filmes de SiO2/ZrO; e SiO2/ZrO./AuNP, se
comprovou que houve a formacao de filmes de nanoparticulas de ouro, sendo essa modificacao
importante para a imobilizacdo das enzimas. Pelas imagens de MEV, podemos comprovar que
a metodologia empregada na formacdo dos filmes foi satisfatoria, uma vez que os filmes se

apresentam homogéneos e sem defeitos. Os filmes SiO2/ZrO2/AuNP e SiO./ZrO2/AuNP/Lipase
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apresentaram-se hidrofilicos. A espessura média dos filmes de SiO2/ZrO; e SiO2/ZrO./AuNP
foi menor que 1 pm, sendo entdo considerados filmes finos.

O biossensor obtido com o eletrodo FTO/SiO2/ZrO,/AuNP/Lipase foi avaliado em
relacdo as adicGes de tributirina por EIE. O mesmo apresentou duas faixas lineares, assim foi
calculado dois limites de deteccdo: 1,86x10° mol L e 5,73x10° mol L. A sensibilidade foi
de 5,37x10° Q mol? L e 1,75%10° Q mol™ L. Diante desses valores podemos concluir que o
eletrodo é altamente sensivel, sendo promissor para deteccdo de TG em amostras reais, tanto
em alimentos como em fluidos humanos.

Dessa forma pode-se concluir que as metodologias desenvolvidas e empregadas na
construcao deste biossensor foram apropriadas e eficientes. Portanto, podem ser utilizadas para
futuros trabalhos na imobilizagdo de outras enzimas em variados substratos que permitam a
modificacdo pela tecnologia de formagéo de filmes.

Em concluséo geral, nota-se a versatilidade do método sol-gel no desenvolvimento de
materiais para construcdo de sensores e biossensores. Utilizando este método foi possivel
também elaborar novas metodologias apropriadas na obtencéo das dispersdes do tipo sol para

formacéo de filmes finos em substrato vitreo.
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