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Resumo

Os polifendis sdo compostos naturais abundantemente presentes no vinho, em
maior quantidade no vinho tinto. Além das propriedades antioxidantes sdo responsaveis
pelas propriedades organoléticas (sabor, aroma e cor) de um vinho e da sua capacidade
de envelhecimento, estando intimamente relacionados com a sua qualidade.

Atualmente, os métodos oticos sdo utilizados para a quantificacao dos polifendis,
no entanto, apresentam limitacGes significativas, uma vez que sofrem a interferéncia
por parte de uma grande diversidade de outros compostos que ndo contribuem para as
propriedades organoléticas do vinho, tais como o didxido de enxofre, o acido ascérbico
e o acido sérbico. Outras técnicas como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)
e a Eletroforese Capilar (CE), que permitem a quantificacio de polifendis sem
interferéncias significativas, raramente sdo utilizadas fora de um ambiente de
investigacao por serem muito demoradas e dispendiosas.

Neste trabalho, sdo apresentados os estudos relativos ao desenvolvimento de
um sensor eletroquimico seletivo de polifendis com desempenho semelhante a dos
protétipos laboratoriais ja testados no nosso laboratério. Os elétrodos Glassy Carbon
Electrode (GCE) e Screen Printing Carbon Electrode (SPCE) foram modificados com CNT
funcionalizados. As condigdes experimentais foram otimizadas relativamente a natureza
dos grupos funcionais introduzidos nos CNT e massa de CNT em ensaios eletroquimicos
com polifendis padrdao e amostras de vinhos, recorrendo a diferentes variaveis
experimentais (volume de solugdo de amostra, tempo de contacto com a amostra,
técnica de detecdo).

Foram desenvolvidos e testados protdtipos de sensores impressos por técnicas
de inkjet-printing, screen-printing e stencil-printing, como também moddulos de
modificacdo de elétrodos comerciais (SPCE) em diferentes substratos (aglomerados de
nanotubos de carbono, substrato celuldsico e diferentes substratos poliméricos).

Apesar destes sensores desenvolvidos mostrarem-se adequados e com
resultados promissores, o objetivo deste trabalho nao foi alcangado por completo, pelo

que a otimiza¢cdao dos mesmos requer a realiza¢ao de ensaios adicionais.



Abstract

Polyphenols are natural compounds abundantly present in wine, in greater
quantity in red wine. In addition to the antioxidant properties are responsible for the
organoleptic properties (flavour, aroma and colour) of a wine and its aging ability, being
closely related to its quality.

Currently, optical methods are used for the quantification of polyphenols,
however they have significant limitations, since they are subject to interference by a
large diversity of other compounds that do not contribute to the organoleptic properties
of the wine, such as sulphur dioxide, ascorbic acid and sorbic acid. Other techniques
such as High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) and Capillary Electrophoresis
(EC), which allow the quantification of polyphenols without significant interference, are
rarely used outside a research environment because they are very time consuming and
expensive.

In this work the studies related to the development of a selective
electrochemical sensor of polyphenols with similar performance to the laboratory
prototypes already tested in our laboratory are presented. The Glassy Carbon Electrode
(GCE) and Screen Printing Carbon Electrode (SPCE) electrodes were modified with
functionalized CNTs. The experimental conditions were optimized with respect to the
nature of the functional groups introduced in CNT and mass of CNT in electrochemical
tests with standard polyphenols and wine samples, using different experimental
variables (sample solution volume, contact time with sample, detection technique).

Sensor prototypes printed by inkjet-printing, screen-printing and stencil-printing
techniques, as well as commercial electrode modulating modules (SPCE) on different
substrates (carbon nanotube agglomerates, cellulosic substrate and different polymer
substrates) were developed and tested.

Although these sensors have been shown to be adequate and with promising
results, the objective of this work has not been fully achieved, so the optimization of

these sensors requires additional tests.
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Capitulo 1



1. Introdugao

Hoje em dia, a ciéncia e tecnologia seguem um rumo de desenvolvimento de
novas tecnologias e métodos que visam facilitar e melhorar a qualidade de vida das
pessoas.

Um dos avangos importantes foram os sensores, visto que sdo portateis,
seletivos e mais importante sdo faceis de operar por pessoas sem qualquer formacao, o
exemplo mais conhecido sdo as “tiras” usadas pelos portadores de diabetes para
quantificar a glucose numa soé gota de sangue.

O objetivo deste projeto foi desenvolver um dispositivo constituido por um
sensor eletroquimico e um método analitico para a quantificacao seletiva de polifendis
em vinhos, uma vez que os polifendis fazem parte do grupo de antioxidantes que sao
constituintes importantes do vinho. O papel dos polifendis num vinho estd intimamente
relacionado com a sua qualidade.

No presente capitulo sera feita uma breve descricdo acerca dos antioxidantes, a
sua importancia para saude humana, com especial destaque dos polifendis e seu papel

nos vinhos e ainda os métodos usados na sua caracterizagao.

1.1 Antioxidantes

Os antioxidantes (AO) sdo compostos capazes de prevenir ou retardar a oxidacdo
de outras substancias, nomeadamente as espécies reativas de oxigénio (ROS). As ROS
classificam-se, de acordo com a sua natureza, em dois grupos: as radicalares e as nao-
radicalares (Figura 1). ™1

Os mais reativos sdo os radicais livres que apresentam na sua estrutura eletrdes
na camada de valéncia desemparelhados. Estes radicais podem reagir com outras
moléculas, oxidando-as e provocando rea¢des em cadeia, que quando ocorrem em
células podem danificd-las ou causar a sua morte. Este processo designa-se como stress

oxidativo. (2
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Figura 1.Alguns exemplos de ROS radicalares e néo radicalares 1

O stress oxidativo ocorre quando a velocidade de producdo de radicais livres é
superior a capacidade do organismo de os eliminar e reparar os danos produzidos como
consequéncia, a acumulacdo destes danos é responsavel pelas diversas doencas
degenerativas. 2

O papel principal dos AO é interromper as reacGes em cadeia eliminando os
radicais livres intermediarios e inibindo outras reacdes de oxidacdo. Os AO convertem
os radicais livres em espécies menos reativas, ou redutoras, reduzindo estas espécies
por transferéncia eletrdnica, processo de oxidacdo-reducdo como representado na

Equacdo 1. B

AO,.; + ROS - AO0,,; + H,0
Equacao 1

Como foi visto anteriormente, um dos maiores problemas do stress oxidativo é
o desgaste e envelhecimento celular. O radical hidroxilo é a espécie mais reativa de
todas as espécies reativas de oxigénio. Ele é capaz de reagir com a maioria dos
constituintes celulares incluindo lipidos, proteinas e DNA. O radical menos reativo é o
02". De acordo com os estudos, este radical é responsavel pelo desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, doenca de Parkinson e Alzheimer, cancro e

envelhecimento.*



Como os AO possuem a capacidade de converter ou neutralizar as espécies
reativas de oxigénio, evitando assim a formacdo de lesGes nas células, é aconselhavel
incluir os antioxidantes numa dieta equilibrada. Varios estudos demonstraram que, uma
dieta equilibrada e atividade fisica regular sdao fundamentais na prevencao de doencas
associadas a acumulacao de radicais livres, além de influenciarem positivamente na
qualidade de vida do ser humano. P!

Os antioxidantes estdo presentes em quase todos os legumes, horticolas e frutas,
especialmente em citrinos (laranjas, lim3o, tangerina, etc.). E de destacar os polifendis,
um grupo muito vasto e variado, pelo que estdo disponiveis numa grande diversidade
de alimentos, nomeadamente na soja e produtos derivados, cacau, vinho tinto, chas e
infusdes, principalmente cha verde e cha branco. O recurso aos suplementos
alimentares a base de AO ndo é recomendado pela Fundacdo Portuguesa de

Cardiologia.®

1.2 Vinho - definigao, classificacdao e producgao

O vinho é definido como uma bebida alcodlica que resulta do processo de
fermentagdo, parcial ou completa, do sumo proveniente das uvas esmagadas ou
maceradas, com recurso a leveduras.”! O teor alcodlico do vinho depende da
concentracio de aclcares presentes no sumo das uvas.®! Como foi referido
anteriormente, o vinho, em especial destaque tinto, é rico em antioxidantes. Os vinhos
s3o classificados de acordo com a origem, classe, cor e teor de agucar. ' Na Figura 2

estda representado um esquema de classificacdo de vinhos mais comuns em Portugal.

[ Classificagdo do vinho ]

Vinho de mesa

tinto Vinho rosé Vinho branco Vinho licoroso Vinho espumante

Figura 2.Esquema de classificagéo de vinhos



Estes tipos de vinho ndo sé diferem na sua composi¢ao e tipo de produgcdao como
também possuem propriedades organoléticas distintas. Propriedades organoléticas sdo
propriedades quimicas e fisicas, como a cor, o aroma, o sabor, a textura, etc,
caracteristicas de uma substancia/material que podem ser percebidas pelos nossos

sentidos. 1% Na Figura 3 est3o ilustrados os tipos de vinho referidos anteriormente.

Vinho tinto Vinho rosé Vinho branco Vinho espumante
- A
1y 1)
(N

\

Figura 3. Alguns tipos de vinho

O processo de producdo dos vinhos é complexo e um pouco demorado e pode
variar de acordo com o tipo de vinho. Vdrios fatores sdo responsaveis pelas
caracteristicas e a qualidade final do vinho. Destes, destacam-se a casta de uva, os
processos de vinificacao utilizados, o tipo de solo, o clima e as leveduras utilizadas no
processo de fermentagdo. (1%

O processo de vinificacdo é o processo mais importante na producao do vinho,
apesar de ser maioritariamente mecanizado, ndo exclui a importancia e alguns cuidados
por parte dos vinicultores. O processo de producdo dos vinhos vem desde a colheita até

ao engarrafamento, a seguir sdo descritas as etapas do processo de vinificacdo.

e Colheita- processo em que as uvas sdo retiradas da videira. Nesta etapa, é
importante colher as uvas no seu ponto ideal de amadurecimento para o tipo de
vinho desejado. Uma vez que, realizando a colheita mais cedo, obter-se-ao
vinhos mais acidos, com menor teor alcodlico e um aroma mais fresco. Ao
contrario do que acontece quando as uvas sao colhidas mais maduras, o vinho

terd uma acidez reduzida e um maior teor alcodlico. (12



Esmagamento- Nesta etapa é produzido o mosto. As uvas colhidas sdo colocadas
numa maquina onde os engacos dos bagos sdao removidos e as peliculas das uvas
s3o rompidas delicadamente. [13]

Fermentagdo alcodlica- E a etapa mais culminante de todo o processo, pois afeta
diversas propriedades quimicas e sensoriais do vinho. Nesta etapa, o agucar
natural presente nas uvas é transformado em etanol sob acdo das leveduras.
Nesta fase, é importante controlar a temperatura, pois, para que a fermentacao
alcodlica ocorra é necessdria uma temperatura superior a 12 °C. Também,
diferentes tipos de vinhos sdo produzidos sob condi¢cdes de temperaturas
diferentes, por exemplo, o vinho tinto fermenta a uma temperatura entre 25 e
30 °C, a esta temperatura ocorre uma maior extracdo dos compostos fendlicos,
fazendo com que os vinhos tintos adquiram mais cor, aroma e estabilidade
oxidativa. Contrariamente, a temperatura de fermentagdo de vinhos brancos
situa-se entre os 16 e 20 °C, havendo uma menor extracdo dos compostos
fendlicos, no entanto, a baixas temperaturas, os compostos volateis,
responsaveis pelo aroma no vinho, sdo mais estaveis e, consequentemente ha
menor perda por evaporac3o. 14

Processos de estabilidade- Apds a fermentacdo alcodlica, o mosto é filtrado para
remover todos os residuos sélidos e organicos depositados no fundo do tanque.
Dependendo do tipo de vinho, este poderd sofrer diferentes tipos de
estabilizacdo. O processo mais comum é adicdo de didxido de enxofre na forma
de metabissulfito de sédio ou potassio, cuja principal funcdo estabilizar as
enzimas e leveduras, evitando uma segunda fermentac3o do vinho. [*°]
Envelhecimento- O envelhecimento dos vinhos ocorre normalmente em barris
de madeira ou aco inoxiddvel. Quando é armazenado num barril de madeira,
este adquire uma cor mais estavel e o paladar mais complexo devido a
transferéncia de substancias aromaticas presentes na madeira. No entanto, os
barris de madeira tém pequenos orificios que permitem a entrada de oxigénio
que vai reagir com compostos fendlicos presentes no vinho. Geralmente, a fim
de ultrapassar a exposicdo do vinho ao oxigénio, este é armazenado nos tanques
de aco inoxidavel, e para melhorar as suas propriedades organoléticas, é

colocado uns pedacos de madeira de carvalho dentro do tanque. (16!



e Engarrafamento- depois de todos estes processos, o vinho é finalmente
engarrafado e mantido em repouso até ser comercializado. A qualidade e o
preco dos vinhos dependem desse tempo, pois, quanto maior for o tempo de
repouso maior sera o custo. No entanto, é de realcar que esse tempo depende
da estabilidade oxidativa dos vinhos que estad relacionada com o tipo e a

concentracdo de compostos fendlicos.

1.3 Polifendis

Como foi referido anteriormente, os polifendis sdo compostos naturalmente
presentes no vinho e estdo intimamente ligados a qualidade do vinho devido a sua
contribuicdo para as propriedades organoléticas e participacdo no processo de
envelhecimento do mesmo. S3o substadncias caracterizadas por possuirem um ou mais
grupo hidroxilo ligado a um anel aromatico. Os polifendis podem ser divididos em dois

grupos principais: flavonoides e nado flavonoides (Figura 4).
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Figura 4. Classes de compostos fendlicos presentes no vinho [17]



1.3.1 Compostos flavonoides

O grupo dos flavonoides consiste num vasto grupo de compostos polifendlicos
que estdo presentes em maiores quantidades nas grainhas, nas polpas e nas peliculas
das uvas. Os principais compostos flavonoides sdo as flavonas, os flavondis, as
flavanonas, os flavanois, os flavanondis e as antocianinas. Estes compostos partilham a
mesma estrutura base, um esqueleto de quinze carbonos que forma dois anéis de

benzeno (A e B) e um anel heterociclo de pireno (C) (Figura 5). 8

Figura 5. Estrutura base dos compostos flavonoides

As principais propriedades dos flavonoides sdo a atividade antiviral,
anticancerigena e antibacteriana. *®! Entre os grupos, os compostos flavonoides
desempenham fung¢des distintas. Por exemplo, as flavonas e as flavanonas possuem alto
poder antioxidante, prevenindo assim a oxida¢do do vinho. Os flavanéis e os flavanondis
conservam as propriedades organoléticas do vinho, nomeadamente estabilizam a cor e
o sabor do vinho. Os flavondis protegem as antocianinas da condensagdo e da
polimerizacdo oxidativa, preservando a cor avermelhada dos vinhos. As antocianinas sdo
responsaveis pela coloracdo vermelha e azul das cascas das uvas: elas reagem com os
taninos originando estruturas que permitem a estabilidade da cor. %2221 A Figura 6

mostra as estruturas quimicas dos compostos flavonoides referidos anteriormente.
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Figura 6. Estruturas quimicas dos compostos flavonoides

Um dos polifendis que pertence ao grupo dos flavandis e que foi estudado neste
trabalho é a catequina. A catequina é um fitonutriente com elevado poder antioxidante
gue se encontra abundantemente distribuido na natureza, principalmente no cha verde.
A sua estrutura, ilustrada na Figura 7, compreende cinco grupos hidroxilo, dos quais
quatro se encontram ligados diretamente a anéis aromaticos. Tem propriedades de

prevencao das doencas degenerativas e cancerigenas provocadas pelos radicais

livres.[23]
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HO O oH
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Figura 7. Estrutura molecular da catequina



1.3.2 Compostos nao flavonoides

O grupo dos compostos nao flavonoides é maioritariamente constituido por
acidos fendlicos, estilbenos e taninos. Estes compostos ndo possuem cor, no entanto
melhoram e estabilizam a cor dos vinhos tintos através das reacGes intermoleculares,
contribuem para o sabor e possuem elevada atividade bioldgica. (24

O grupo dos 4cidos fendlicos estd dividido em dois subgrupos: os acidos
hidroxibenzoicos que sdo derivados do acido benzoico (acido galico, acido salicilico,
acido vanilico, etc.) e os acidos hidroxicindmicos que sdo derivados do acido cinamico
(dcido cafeico, acido p-coumarico, acido ferulico, etc.). Na Figura 8 estdo indicas as

estruturas moleculares do acido benzoico (A) e acido cinamico (B).

(A) (B) o

OH
OH

Figura 8. Estrutura molecular de (A) dcido benzoico e (B) dcido cindmico

Estes compostos estdo abundantemente presentes na pele e polpa das uvas e
possuem elevado poder antioxidante. Os polifendis estudados neste trabalho, e que
pertencem a este grupo, sdo o acido galico e o acido tanico.

Acido galico é um derivado do acido benzoico com trés grupos hidroxilo em
posicdes orto (4cido 3,4,5-triidroxibenzoico) (Figura 9). E usado como um padrdo para a
quantificacdo de fendis em diversos analitos pelo reagente de Folin-Ciocalteau, onde os
resultados s3o dados em equivalentes de acido galico. 25! E abundantemente presente

em chas e vinho tinto.

HO OH
OH

Figura 9. Estrutura molecular de dcido gdlico
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O 4acido tanico é um polifenol que pertence a categoria dos acidos fendlicos
constituido por uma molécula de glicose central a qual estdo ligadas cinco cadeias
compostas por duas moléculas de acido gélico ligadas por esterificacdo (Figura 10).

E encontrado em diversos alimentos tais como, chd verde, chocolate, uvas e

vinho e possui propriedades antioxidantes, anticancerigenas e antibacterianas. [2°!

Figura 10. Estrutura molecular de dcido ténico

Deste modo, a informacao relativa ao contelddo de polifendis é relevante para
diferentes entidades no setor da indUstria vinicola, nomeadamente vitivinicultores,
endlogos e, de uma forma global, as empresas de producdo de vinho. A quantificacao
exata dos polifendis nas uvas beneficiard os vitivinicultores que podem valorizar as suas
uvas quando estas apresentam concentracbes superiores de polifendis, o que se

traduzira em maiores lucros e em vinho de melhor qualidade.

1.4 Importancia do vinho e polifendis na satide humana

O vinho faz parte da cultura e dieta humana desde a pré-histdria até aos dias de
hoje, sendo um dos simbolos importantes para muitas civilizagdes. Como foi visto
anteriormente, o vinho é um universo de compostos, cujos constituintes principais sdo
os polifendis. Varios estudos indicam que o consumo de vinho em quantidades
adequadas, dose didria recomendada: um copo para as mulheres e dois copos para os
homens, apresentam efeitos benéficos para a saide humana. Alguns autores sugerem
que o consumo moderado de vinho previne doencgas cardiovasculares, diabetes tipo Il,

deméncia e declinio cognitivo. A quantidade de antioxidantes depende de vinho para
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vinho, deste modo o vinho tinto é considerado como tendo mais efeitos benéficos para
a saude quando comparado com outros vinhos, uma vez que possui maior teor de

antioxidantes.[?”]

1.5 Métodos de quantificacao de compostos fendlicos

Atualmente, os polifendis sdao quantificados através de métodos 6ticos,
nomeadamente pelo método de Folin-Ciocalteau, mas estes métodos apresentam
importantes limitacdes por sofrerem interferéncia por parte de uma grande diversidade
de outros compostos que ndo contribuem para as propriedades organoléticas de um
vinho. Apesar de existirem técnicas, como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC) que permite a quantificacdo de polifendis sem interferéncias significativas, esta
técnica é muito demorada e dispendiosa, raramente é utilizada fora de um ambiente de
investigacao. Os métodos eletroquimicos sdo cada vez mais estudados e desenvolvidos
a fim de ultrapassar estas limita¢gdes e permitir uma quantificacdo simples, rdpida e

pouco dispendiosa.

1.5.1 Métodos oticos

Um dos métodos mais amplamente utilizado na quantificacdo do conteudo total
de polifendis e espécies redutoras de um dado analito é o método de Folin-
Ciocalteau.l?®! Este método é muito simples e consiste em oxidar os polifendis utilizando
um agente oxidante (permanganato de potdssio) e o reagente de Folin-Ciocalteau
(mistura dos acidos fosfotungstico e fosfomolibdico), que reagem com os fendis devido
as suas propriedades redutoras./?®! Quando ao reagente Folin- Ciocalteu é adicionado
um antioxidante este perde a sua cor amarela dando origem a uma cor azul. A
concentracdo dos compostos fendlicos é determinada a partir dos valores de
absorvancia, onde se verifica um aumento da absorvancia com a concentracdo de
antioxidante na amostra. 3%

Outro método utilizado é a medicao da absorvancia a 280 nm, este método é

ainda mais simples porque apenas requer a diluicdo das amostras. Este método baseia-
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se na absorcdo da radiacdo ultravioleta das ligagdes duplas dos anéis de benzeno e
atomos de oxigénio neste comprimento de onda.’3!

Apesar da sua simplicidade, estes dois métodos apresentam baixa sensibilidade
e seletividade, sdo sensiveis a qualquer substancia redutora. Ou seja, no caso de vinho
que tem uma matriz complexa, o acido ascérbico, diéxido de enxofre, os agucares
redutores como a glucose e frutose sao exemplos de interferentes, devido a presenca
destes interferentes, a concentracdo dos compostos fendlicos, obtida por métodos

6ticos, tende a ser superior a verdadeira.3?

1.5.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é a técnica mais indicada para a
detecdo e quantificacdo de compostos ndo voldteis, como é o caso de polifendis. Esta
técnica consiste numa fase movel, uma coluna de fase reversa e um detetor de UV/Vis
ou de diodos. 33 Muitas vezes, um espetrémetro de massa (MS) é acoplado ao sistema
de HPLC, para garantir ndo sé a separacao e quantificacdo, como também a identificacdo
dos polifendis, porque a MS é uma técnica de andlise estrutural.

Apesar de ser uma técnica muito seletiva, o elevado custo dos equipamentos e
por ser uma técnica muito demorada e exigir certo nivel de conhecimento no seu
manuseamento, passa a ser uma técnica pouco escolhida pelos produtores do

vinho. 3334

1.5.3 Métodos eletroquimicos

Os métodos eletroquimicos estdo cada vez mais estudados na detecdo e
quantificacdo dos polifendis, nos varios alimentos bem como o vinho, nomeadamente
técnicas voltamétricas, voltametria ciclica (CV) e voltametria diferencial por impulsos
(DPV). B3 No entanto, estes métodos ainda n3o sdo predominantemente utilizados
devido as especificacdes necessarias para a montagem das células eletroquimicas e sua
operacao, que requerem operadores com alguma especializacdo na darea.

Na técnica de CV, o potencial aplicado varia linearmente com o tempo. A

corrente registada resulta de processos faradaicos (transferéncia de carga resultante
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das reagGes de oxidacdo-reducdo) e de uma componente capacitiva (devida a separagao
de cargas na interface do elétrodo-soluc¢do).3%371 A técnica de CV ndo permite uma
analise quantitativa precisa da capacidade antioxidante uma vez que ndo traduz o
consumo da espécie oxidante. Deste modo, o CV tem sido principalmente utilizado em
estudos preliminares e comparativos, através da andlise do potencial de pico de
oxidacdo e da forma do voltamograma.[3®!

Enquanto que, no DPV o potencial é aplicado na forma de impulsos. Os
voltamogramas sao obtidos a partir da diferenca entre as correntes medidas no final do
impulso e antes de aplicar o impulso em funcdo do potencial, a corrente é medida
imediatamente antes de cada mudanca de potencial, diminuindo a corrente capacitiva,
pelo que a medi¢do da corrente do pico é mais facil e mais exata. 3637

Os parametros utilizados na caraterizacdo dos polifendis sdo a intensidade da
corrente de pico e a area integrada sob o pico, que sdo proporcionais a concentracao de
espécies redutoras presentes na amostra. A partir da quantificacdo destes parametros
é normalmente caracterizada a capacidade antioxidante.l*! Na sua maioria, os
polifendis apresentam eletroatividade, capacidade em doar eletrdes, a sua oxidagao
eletroquimica permite uma detecdo seletiva e boa sensibilidade, mesmo em matrizes
complexas. 40!

Os primeiros estudos efetuados nesta area, foram realizados utilizando um
elétrodo de carbono vitreo (GCE). Os trabalhos reportados com este elétrodo indicam
que este tem boa capacidade de detegdo e quantificagdo de compostos fendlicos, mas
sofre interferéncias por parte das oxidacGes do acido ascérbico e do didxido de enxofre,
afetando a seletividade do GCE. Muitas vezes a superficie do GCE pode sofrer passivacao
originada pela formagdo de um filme resultante da oxida¢dao de alguns polifendis, que
provoca diminuicdo da intensidade de corrente associada a oxidacdo dos restantes
polifendis. (41421

Outros elétrodos frequentemente utilizados sdo sensores obtidos por técnicas
serigréficas (SPCE). Estes sensores sdao mais vantajosos em relacdo ao GCE, pois
permitem ultrapassar dificuldades associadas a limpeza/polimento da superficie do GCE
bem como uso de sistema de trés elétrodos separados (ligacdo demorada e pouco
pratica). Os trés elétrodos (trabalho, secundario e referéncia) sdo impressos no mesmo

dispositivo, pequeno, descartavel e facil de utilizar. [*3! Apesar dessas vantagens face ao
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GCE, quando utilizados na analise de vinhos, tém as mesma limitacdes relacionadas com
a falta de reprodutibilidade e seletividade. A falta de reprodutibilidade esta relacionada
com a camada de passivacao que se forma durante a oxidacdo das espécies e a baixa
seletividade tem a ver com a presenca de interferentes que se oxidam no mesmo
intervalo de potencial que os polifendis.

A fim de ultrapassar os problemas anteriormente referidos, a modificacdo da
superficie dos elétrodos de carbono tem tido grande interesse por parte da comunidade
cientifica. Estes elétrodos podem ser facilmente modificados com vdérios substratos, por
exemplo com oxidos de grafeno, nanotubos de carbono ou enzimas. Deste modo,
conseguimos obter sensores muito versateis, com um leque de aplicacdes bastante
vasto.[#4 4]

Como exemplo, a enzima oxidase pode ser utilizada na modificacdo dos
elétrodos. Ela é capaz de oxidar os compostos fendlicos com a reducao do oxigénio a
agua. Ou entdo, uma peroxidase que reduz o peréxido de hidrogénio a dgua enquanto
os compostos fendlicos sofrem oxidacdo. [3% 46!

Alguns dos exemplos que se encontram descritos na literatura para andlise de
vinhos s3ao o GCE modificado com uma camada de nanoparticulas de ouro contendo a
enzima tirosinase e o SPE modificado com as duas enzimas oxidase lacase e peroxidase,
imobilizadas por reticulagdo quimica. Através destas modificacdes foram desenvolvidos
novos biossensores capazes de quantificar os compostos fendlicos com elevada
seletividade.*¢4748]  por outro lado, estes biossensores apresentam reduzida
estabilidade do material biolégico, que limita as condi¢Ges de utilizacdo e de
armazenamento. Para além do reduzido tempo de vida destes dispositivos, os custos de
produc¢do sao normalmente elevados.

Deste modo, a modificacdo dos elétrodos (GCE e SPCE) com os nanotubos de
carbono tém despertado um enorme interesse. O objetivo desta modificagao consiste
no aumento da drea de contacto do elétrodo com o analito, melhorando a seletividade
e sensibilidade do método. A seletividade do método é baseada na interacdo seletiva
destes compostos com a superficie do elétrodo modificado com CNT através da

adsorc3o seletiva dos polifendis na superficie do mesmo.[*°!
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As principais vantagens dos elétrodos modificados face aos ndo modificados sao
a facilidade de modificacdo e manuseamento, aumento da seletividade e sensibilidade
do método, a um custo relativamente reduzido. Ambos os aspetos cientificos e
industriais irdo acelerar a producdo desses elétrodos para andlises do mundo real. Os
préximos anos ndo serao apenas prova de principio em revistas cientificas, mas serao
uma tecnologia pratica, tornando o futuro cheio de possibilidades. 5051

Deste modo, a possibilidade de desenvolver um sensor e um método analitico
seletivos para a quantificacao de polifendis resultard em vantagens diversas, associadas
a obtencdo de um dos parametros quimicos mais relevantes em termos da composicao

de um vinho, com elevada rapidez e baixo custo.
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Capitulo 2



2. Parte experimental

2.1 Reagentes e solugoes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e a 4gua ultrapura utilizada foi
obtida por purificacdo de agua num sistema Milli-Q Simplicity 185 (Millipore). Na Tabela
1, estdo apresentadas algumas caracteristicas importantes relativas aos reagentes

utilizados.

Tabela 1. Lista dos reagentes utilizados e respetivas caracteristicas

Hidrogenofosfato de potassio KoHPO, Acros Organics 174,20
Fosfato de potdssio monobasico KH,PO,4 Fisher Scientific 136,09
Acido tartarico C4H6Os Merck 150,09
Hidréxido de sddio NaOH Eka Chemicals 39,997
Catequina Ci15H1406 Sigma-Aldrich 290,26

Acido tanico C76Hs2046 Riedel-deHaen 1701,19

Acido gélico C7Hs0s Sigma-Aldrich 170,12

A preparacdo das solugcdes padrdo, solugdes tampao e solugdes das amostras
encontra-se descrito em seguida.

O pH das solugdes foi medido e/ou ajustado recorrendo a um medidor de pH da
CyberScan 510 pH, com um elétrodo de vidro combinado da Hanna Instruments, cuja
calibracdo foi efetuada todas as vezes que foi utilizado, usando as solu¢des tampao de

pH 4,01 e pH 7,01.

Solugdo tampao fosfato 0,15 M, pH 7,40

A solucdo tampao de fosfato 0,15 M pH 7,40 foi preparada por pesagem cerca
de 5,81 g de KH,PO4 e de 8,43 g de K;HPO4 em 4gua ultrapura para um volume total
de 1 L. Esta solucdo foi utilizada na limpeza eletroquimica dos sensores como também
na sua ativacao. A ativacdo do sensor é realizada antes da sua primeira utilizagdo, sao
colocados 75 pL da solugdo tampao e é feito um ciclo de voltametria ciclica no intervalo

de potencial entre 0 a 1V e a velocidade de varrimento de potencial de 100 mV s™.
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Solugao de acido tartarico 0,032 M, pH 3,20

A solucdo de acido tartdrico 0,032 M foi preparada dissolvendo cerca de 4,955 g
do composto em dgua ultrapura num baldo volumétrico de 1 L. O pH desta solugao foi
ajustado para 3,20 utilizando uma solu¢do de NaOH 1,0 M. Esta solugao foi utilizada para
diluir as solucdes stock de acido galico, catequina e acido tanico e diluir as amostras de

vinho, funcionando igualmente como branco nas analises por técnicas voltamétricas.

Solugao stock de acido galico 0,0030 M

A solucdo mae de 4cido gélico foi preparada por pesagem de 0,0051 + 0,0001 g
em etanol absoluto (Fischer Scientific) num baldo volumétrico de 10,00 £ 0,04 mL. Esta
solucdo foi sempre armazenada no congelador e mantida no gelo para minimizar a sua
degradacdo. A partir desta solucdo foram preparadas todas as solugdes padrao

utilizadas neste estudo, recorrendo ao uso de micropipetas.

Solugdo stock de catequina 0,0030 M

A solucdao mae de catequina foi preparada por pesagem de 0,0087 + 0,0001 g em
etanol absoluto (Fischer Scientific) num baldo volumétrico de 10,00 + 0,04 mL. Esta
solucdo foi sempre armazenada no congelador e mantida no gelo para minimizar a sua
degradacdo. A partir desta solucdo foram preparadas todas as solucdes padrao

utilizadas neste estudo, recorrendo ao uso de micropipetas.

Solugao stock de acido tanico 0,0030 M

A solucao mae de acido tanico foi preparada por pesagem de 0,0510 + 0,0001 g em
etanol absoluto (Fischer Scientific) num baldo volumétrico de 10,00 + 0,04 mL. Esta
solucao foi sempre armazenada no congelador e mantida no gelo para minimizar a sua
degradacdo. A partir desta solucdo foram preparadas todas as solucdes padrao

utilizadas neste estudo, recorrendo ao uso de micropipetas.

19



2.2 Amostras de vinho

Neste trabalho foram utilizados como amostras vinho branco Borba Sovibor Alentejo
DOC 2008 e vinho tinto Adega de Pegdes Vinho Regional Peninsula de Setubal 2013. As
solucdes de amostra foram preparadas por diluicdo de por¢cdes de amostra, cerca de 25
mL, que foram transferidas da garrafa comercial para um erlenmeyer com tampa do tipo
Suba-Seal sob atmosfera inerte (argon) e armazenadas no frigorifico. As amostras de
vinho branco foram diluidas de 1:10, 1:250 e 1:400, e as amostras de vinho tinto foram

diluidas de 1:25 e 1:2000, com acido tartarico pH 3,20 num volume total de 10 mL.

2.3 Suspensdo 1,0 mg/mL de CNT

As suspensdes de nanotubos de carbono (CNT) 1,0 mg/mL foram preparadas por
mistura cerca de 10 mg de nanotubos de carbono de parede multipla (MWCNT, Nanocy!
— NC7000™) previamente funcionalizados com 10 mL de uma solu¢do metanol: agua
(1:1). O metanol (Fischer Scientific) utilizado apresentava 99,8 % de grau de pureza. A
mistura foi submetida a um processador ultrassénico Hielscher UP100H com ponta M52
UP50/100H de amplitude 60 % e 0,95 de ciclo para obter uma suspensdo de CNT

homogénea.

2.4 Ensaios eletroquimicos

Os ensaios voltamétricos foram realizados recorrendo a dois tipos de células
eletroquimicas, de acordo com a natureza do elétrodo de trabalho utilizado.

Com o elétrodo de carbono vitreo (GCE) (CHI104, CH Instruments, Inc) com 3 mm de
didmetro, utilizou-se um elétrodo de referéncia tipo Ag/AgCl, 3 M KCI (CH Instruments,
Inc) e um fio de platina como elétrodo secundario. Estes 3 elétrodos ficam imersos num
copo com cerca de 10 mL (Figura 11).

A superficie do elétrodo de trabalho foi polida antes de cada utilizagdo e /ou da sua
modificacdo numa camurcga de polimento onde foi colocada uma pequena quantidade
de suspensdo de diamante policristalino da Buhler (MetaDi Supreme, polycrystalline, 3

um, No. 406631F), aplicando uma pequena pressdo e movimentos circulares em forma
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de “8” durante 15 vezes. Para remover os residuos de alumina, o elétrodo foi enxaguado

com agua ultrapura e seco com papel absorvente.

Figura 11. Célula de trés elétrodos: elétrodo de trabalho (centro), elétrodo de referéncia (direita) e elétrodo

secunddrio (esquerda)

Foram também realizados ensaios com células eletroquimicas integradas com
elétrodos impressos, tal como comercializado pela DropSens (ref. 110). Este tipo de
dispositivo (SPCE), ilustrado na Figura 12, também dispde de ligagGes elétricas impressas
sobre um substrato ceramico. Os elétrodos de trabalho (didmetro 4 mm) e auxiliar sdo
de carbono e o elétrodo de pseudo-referéncia é de prata. Os elétrodos foram ligados a
uma interface (DRP-DSC, DropSens) e os contactos entre os 3 elétrodos foi efetuado

colocando uma gota da solucdo a analisar (75 pL) sobre estes.

Figura 12. Célula de trés elétrodos SPCE ligada a interface DropSens (DRP-DSC)
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O controlo, a aquisicdo e posterior tratamento de resultados foi efetuado
utilizando um potencidstato AUTOLAB PGSTAT30 controlado pelo software “General
Purpose Electrochemical System” da Eco Chemie, versao 4,9.

A modificacdo dos elétrodos de trabalho foi realizada por drop-casting. A
superficie do elétrodo de trabalho do GCE foi modificada por deposicdo de 5 L de
suspensao de CNT utilizando uma micropipeta adequada. A superficie com a suspensao
foi colocada a secar sob uma lampada de incandescéncia. O elétrodo de trabalho do
SPCE foi modificado com 7,5 pL de suspensao de CNT pelo mesmo processo. Os
elétrodos de GCE e do SPCE modificados com CNT sdo denominados CNT@GCE e
CNT@SPCE, respetivamente.

Os ensaios voltamétricos foram realizados recorrendo a duas técnicas diferentes,
voltametria ciclica (CV) e voltametria diferencial de impulsos (DPV). Na voltametria
ciclica, os voltamogramas foram registados no intervalo de potencial entre 0a 1V, ea
velocidade de varrimento de potencial de 100 mV s*. Nos ensaios de voltametria ciclica
o varrimento anddico corresponde ao varrimento direto.

Na voltametria diferencial de impulso, o intervalo de potencial, normalmente,
foi definido entre 0 e 0,8 V, amplitude de modula¢ao de 100 mV, degrau de impulso de
4,95 mV e velocidade de varrimento de 9,9 mV s*. Nos ensaios em que a dete¢do foi
antecedida pela adsorc¢do das espécies a superficie do elétrodo de trabalho, as variaveis
experimentais relevantes, tais como potencial aplicado, volume e concentracdao das
solugdes foram controladas.

Foi aplicado o potencial constante de 0 V durante 90 segundos. Na célula
convencional (V=10 mL) a agitagdo mecanica foi controlada (velocidade constante a 400
rpm), utilizando uma barra magnética e uma placa de agitacdo (P SELECTA, AGIMATIC-
E). No caso de células miniaturizadas, nomeadamente com SPCE, CNT@SPCE e com
sensores produzidos por técnicas de impressdao no ambito do projeto PhenolicQuant,
desenvolvido em parceria com Instituto de Polimeros e Compésitos da Universidade do
Minho e TecMinho, ndo foi realizada agitacdo e o volume de solucdo e de amostras foi

de 50 pL.
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2.5 Tratamento estatistico e calculo de incertezas

A concentracgdo, C, de uma solucdo preparada por dissolu¢do da sua massa para um

determinado volume, V, é dada por:

c="u
MV

Onde m é a massa e M é a massa molar do composto.

Todos os valores médios apresentados neste trabalho correspondem a duas
réplicas.

A reta de calibracdo é apresentada de acordo com a seguinte expressao:
y=(b+tSp)x + (a £ tSy)

Onde b é o declive e a ordenada na origem. As incertezas associadas ao declive, Sh, e a

ordenada na origem, Sa, sao determinadas de acordo com as seguintes equacgdes:

_ Laf
Sﬂ - S}-l,"ﬂ:' FTEEJ:"[_IT}E

Sylx
5, = ——
¥ Llxi—x)2

em que Sy/x representa o desvio padrdo dos pontos experimentais a reta

_ |Exi—#)
SJ""r'r - n—2=

Os intervalos de confianca representam o valor corrigido para o t de Student que

corresponde a probabilidade de 95 % e um numero de graus de liberdade N para n-2.
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A rejeicdo de valores em retas de calibracdo foi baseada nos resultados
estatisticos, os que contribuiam para piores dados estatisticos (coeficiente de
correlacdo, limite de detecdo, declive, etc.) eram rejeitados.

O cdlculo do erro associado a concentracao é obtido da seguinte forma:

X0 £ t Sxo

Onde Sy € calculado a partir da seguinte equacgao:

5 =X i+l+ __
“ b |m n b (x,-X)

(yo — y)z
-

Os limites de detecdo (Ldd) foram calculados a partir dos parametros estatisticos

da reta, recorrendo a seguinte equacgao:

Ldd =3 2&
b
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Capitulo 3



3. Resultados e discussao

Parte 1: Desenvolvimento do método

Nesta secg¢ao sdo apresentados e discutidos os resultados relativos a detecdo de
polifendis utilizando duas células eletroquimicas diferentes, uma convencional e uma
célula miniaturizada descartavel. A célula convencional compreende um elétrodo de
carbono vitreo, GCE, como elétrodo de trabalho, um fio de platina como elétrodo
secundario e um elétrodo de Ag/AgCl (KCl, 3 M) como elétrodo de referéncia. A célula
miniaturizada, comercializada pela DropSens é constituida por elétrodos planos de
trabalho impressos por screen-printing sobre um substrato ceramico. Esta célula
denominada SPCE, possui elétrodos de trabalho e secundario constituidos por uma tinta
a base de carbono e um elétrodo de pseudo-referéncia composto por tinta de prata.

Os resultados obtidos com estes sistemas eletroquimicos em solu¢des padrao de
um polifenol de referéncia, o acido galico (AG), foram utilizados como referéncia para
comparar com os obtidos com os elétrodos de trabalho modificados com nanotubos de
carbono, CNT. Como ja referido na parte experimental, os elétrodos de trabalho GCE e
do SPCE foram modificados por drop-casting e foram designados CNT@GCE e
CNT@SPCE, respetivamente.

Os dados foram obtidos recorrendo a duas técnicas voltamétricas,
nomeadamente a voltametria ciclica, CV, e a voltametria diferencial por impulsos, DPV.
Os resultados apresentados sdo comparados tendo em conta as diferentes varidveis
experimentais testadas, bem como os parametros de desempenho de sensibilidade e
limite de detec¢do, e também através do aumento da sensibilidade da detec¢do associada
a modificacdo, designado por amplificacao.

Apds a caracterizacdo do método, foram realizados ensaios em solucbes de
amostras de vinhos branco e tinto, de modo a avaliar o teor total de polifendis destas

amostras.
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3.1 Ensaios utilizando um GCE

O carbono vitreo é um dos materiais mais extensamente utilizado como
substrato na construcdo de sensores. Para além de apresentar uma janela bastante
ampla de potenciais disponiveis, tanto na regido das oxidagcdes como das redugdes, a
sua superficie é facilmente renovada através de polimentos suaves. Assim, o mesmo
elétrodo pode ser usado em iniUmeros ensaios, reduzindo os custos envolvidos.

O GCE é muito usado para quantificar moléculas organicas e inorganicas. No
entanto, este carece de seletividade e apresenta limites de detecdo ndo muito baixos.
A modificacdo do GCE é uma das estratégias que pode ser utilizada para melhorar o
seu desempenho. A possibilidade de recuperacdo da superficie apds a sua modificagao,

por polimento, possibilita a sua utilizacdo no desenvolvimento de sensores.

3.1.1 Caracterizagao do acido galico usando um GCE

O AG, considerado um polifenol modelo, é um derivado do 4cido benzoico com trés
grupos hidroxilo em posicGes orto (acido 3,4,5-triidroxibenzoico) e é oxidado em dois
processos sequenciais que originam dois picos de oxidacdo. Nestes processos estao
envolvidos dois eletrdes e dois protdes com a consequente formac3o da quinona. %

As respostas voltamétricas obtidas com o GCE, por CV e por DPV, em solucdes
padrdao de AG de 30, 60, 90 e 120 uM em 4cido tartarico 0,032 M e pH 3,20 estao
apresentadas na Figura 13 A e 13 B, respetivamente. Estes voltamogramas foram

registados num volume de 10 mL da solugdo padrao.

61 A ——Branco 6 1 B Branco
1 (nA) 30uM 1 (nA) =30 uM
41 ) 4 ——60 UM

¥l ——60puM
5 90 uM 90 uM
120 uM 120 uM

0 jf— \
0,4 0,6 0,8 1 =
. ,,//'l/ 0 ‘ | = ‘
2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
E/V (Ag/AgCl)
E/V (Ag/AgCl)

Figura 13. Voltamogramas obtidos com um GCE em solugdes padrdo de AG em dcido tartdrico 0,032 M e pH 3,20

por: (A) CV (v= 100 mVs-1) e (B) DPV (AEs=5 mV e Ep= 100 mV)
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Em ambos os casos, os voltamogramas apresentam dois picos de oxidacdao. No
caso dos voltamogramas obtidos por CV, os picos de oxidacdo sdo largos e com linha de
base mal definida e apresentam uma elevada corrente capacitiva. Ambos os processos
de transferéncia eletrénica tém um caracter irreversivel, devido a auséncia de picos no
varrimento de potencial no sentido inverso. O pico com maior intensidade situa-se a
Ep1= 0,45V e o de menor intensidade a E;2 = 0,75V, sendo a razao entre as intensidades
de corrente de ambos os picos cerca de 5. Por DPV, o primeiro pico surge a Ep1 = 0,35V
e o segundo a Ey2 = 0,70V, e a razdo das intensidades de corrente entre os dois picos é
cerca de 7. Os picos de oxidacdo sdo simétricos, a linha da base esta bem definida e ndo
apresenta corrente capacitiva tdo elevada como no CV uma vez que no DPV a corrente
é medida sempre no final do impulso onde a corrente capacitiva é baixa. O facto de
voltamogramas apresentarem dois picos de oxidagdo, sugere que o processo de
transferéncia de carga ocorre em duas etapas separadas que podera ser justificada com
a estabilizagdo do intermediario formado apds a transferéncia do primeiro eletrdo.>31 A
auséncia do pico inverso, nesta janela de potencial, pode resultar do facto da quinona
formada pela oxidacdo ndo ser reduzida, ou entdo, a oxidacdo do AG ndo gera uma
qguinona estavel.

A partir dos voltamogramas obtidos das solucdes padrdo de diferentes
concentracOes de AG foram tracadas trés curvas de calibracdo, nomeadamente de
intensidade de corrente do primeiro pico por CV e por DPV e de drea integrada do
voltamograma por DPV, tendo em conta todo o intervalo de potencial, que estdo
apresentadas na Figura 14. Para cada concentragdao estao apresentados dois pontos
correspondentes a duas réplicas. Os pontos assinalados a vermelho foram desprezados
de acordo com o tratamento estatistico efetuado, de modo a obter valores de maior
sensibilidade e maior coeficiente de correlacdo. Na Tabela 2 apresentam-se as equacgoes
das retas, coeficiente de correlacdo (r), limites de detecdo (Idd) e sensibilidade das trés

retas de calibracao.
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Figura 14. Curvas de calibragdo do AG obtidas com GCE da: (A) intensidade de corrente do primeiro pico obtido por
CV; (B) intensidade de corrente do primeiro pico obtido por DPV e (C) drea integrada sob o voltamograma obtido por

DPV

Tabela 2. Equagdo da reta, coeficiente de correlagdo, limite de detegdo e sensibilidade para as curvas de calibragdo

apresentadas na Figura 14

cVv 1(A)=(0,031+0,003)[AG](M)-(0,1+0,3) 0,992 19 0,031
DPV I(A)=(0,039+0,005)[AG](M)+(0,3%0,5) 0,992 22 0,039
Area(C)=(0,49+0,04)[AG](M)+ (2+3) 0,997 12 0,49

Da andlise da Tabela 2, pode-se verificar que independentemente da técnica
utilizada, os métodos baseados na intensidade de corrente de pico apresentam um
coeficiente de correlacdo, um limite de detecdo e uma sensibilidade semelhantes, no
entanto os valores obtidos pela avaliacdo da area integrada por DPV sdo muito
superiores. A incerteza associdada aos declives das retas varia entre os 8 e 13 % e é
considerada aceitavel. A incerteza associada a ordenada na origem engloba o ponto

(0,0), demonstrado que esta incerteza também é aceitdvel.

29



3.1.2 Caracterizagao acido galico usando um CNT@GCE

A quantifica¢do realizada com o GCE foi repetida com o elétrodo de GCE modificado
com CNT, CNT@GCE. A modificacao foi efetuada por drop-casting depositando 5 plL da
suspensdo de CNT 1,0 mg/mL preparada em agua:metanol 1:1, tal como foi descrito na
parte experimental (sec¢do 3).

As respostas voltamétricas obtidas por CV e por DPV em solu¢bes padrdo de AG de
1,5; 3,0; 4,5; e 6,0 UM com o CNT@GCE estdo apresentadas na Figura 15 (A) e 15 (B),
respetivamente. A aquisicdo destes sinais foi realizada na solucdo de eletrdlito apdés uma
etapa de adsor¢ao, em que foi aplicado durante 90 s um potencial de 0 V ao elétrodo de
trabalho em contacto com a solugdo contendo AG sob agitagdao controlada (400 rpm).
Apds a adsorcao, o elétrodo foi enxaguado com agua destilada antes do registo de cada
voltamograma, tal como descrito na parte experimental.

Os valores de potencial e tempo de adsor¢ao usados na adsorc¢do correspondem a
valores de referéncia do laboratério considerados aceitaveis por constituirem um bom

compromisso entre a sensibilidade obtida e o tempo do ensaio.

20 10 PR
1(nA) A ! (u) B Branco
15 7 8 - —1,5uM
10 1 6 3,0uM
5 - —4,5uM
4 ‘
0 T T T T 1 | 6,0 UM
s 0,2 04 o “,‘J/ N 2 4
) _/
-10 0+ —
E/V (Ag/AgCl) 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Branco =—1,5uM 3,0uM =4,5uM E/V (Ag/AgCl)

Figura 15. Voltamogramas obtidos em solugées padrdo de AG em dcido tartdrico 0,032 M e pH 3,20 por: (A) CV e (B)
DPV com o CNT@GCE

Os voltamogramas obtidos com o CNT@GCE numa solucdo de AG apresentam
apenas um pico simétrico, estreito e com linha de base bem definida, quer em CV quer
em DPV. Os picos surgem aproximadamente a E, =0,41V e a E, =0,38 V por CV e DPV,
respetivamente.

As alteracdes da forma do voltamograma estdo de acordo com a mudanca
observada relativamente ao processo de transferéncia de carga, controlado por difusdo
qguando é utilizado o GCE ndao modificado. O processo passa a ser controlado por

adsorcdo na presenca de CNT na superficie do elétrodo. A presenca das espécies
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adsorvidas na superficie do elétrodo resulta em sinais mais estreitos e de maior
intensidade, comparativamente aos obtidos com a espécie ativa em solucdo. Este tipo
de sinais apresenta vantagens, particularmente no que diz respeito a uma maior
sensibilidade de detecdo. Por comparacado dos declives das retas de calibragdo obtidos
com o CNT@GCE relativamente aos do elétrodo ndo modificado, verifica-se que na
presenca dos CNT o sinal eletroquimico sofre um incremento que se traduz numa
amplificagao do sinal sempre superior a 22 vezes. Este valor atinge 43 vezes quando se
comparam as curvas de calibragdo baseadas na intensidade de corrente obtida por DPV.

A auséncia do 22 pico de oxidacdo nos voltamogramas do AG no elétrodo
modificado mostra que o mecanismo de oxidacado é diferente nos dois elétrodos. Esta
situacdo pode resultar do facto do AG adsorvido na superficie do elétrodo facilitar a
ocorréncia dos dois processos ao mesmo potencial, ou alternativamente a ndo
ocorréncia do 22 processo de transferéncia eletrdnica por uma estabilizacdo do produto
formado na primeira transferéncia eletrénica. Os dados que dispomos ndo nos
permitem testar estas hipoteses.

Relativamente a qualidade dos resultados analiticos, verifica-se que incerteza
associada ao valor dos declives é aceitavel (sempre inferior a 18 %). Os coeficientes de

correlacdo sdo bons e os limites de detecdo situam-se entre 0,6 e 1 uM.
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Figura 16. Curvas de calibragdo do AG obtidas com o CNT@GCE da: (A) intensidade de corrente de pico obtida por CV;

(B) intensidade de corrente de pico obtida por DPV e (C) drea integrada sob o voltamograma obtido por DPV

Tabela 3. Equagdo da reta, coeficiente de correlagdo, limite de deteg¢do e sensibilidade para as retas de calibragdo

apresentadas na Figura 16

CV  I(A) = (0,84+0,08)[AG](M)+(0,1£0,2) 0,995 0,56 0,84 28 x
DPV  I(A) = (1,7+0,3)[AG](M)- (0,30,8) 0,991 1,1 1,7 43 x
Area(C) = (11+1)[AG](M) -(3t5) 0,996 0,81 11 22 x

Da analise da Tabela 3, verifica-se que o método baseado na intensidade de
corrente de pico obtido por DPV apresenta um coeficiente de correlacdo mais baixo e
um limite de detegdo mais alto, no entanto é o que apresenta melhor amplificagdo do
sinal. Por sua vez, o método baseado na quantificacdo da drea integrada por DPV é o
que apresenta melhor coeficiente de correlacdo e a sensibilidade. O método baseado
na intensidade de corrente de pico obtido por CV apresenta um bom coeficiente de
correlacdo e o limite de detecdo mais baixo, apesar de ter baixa sensibilidade e
amplificagao do sinal. A incerteza associada aos declives das retas varia entre os 8 e
13 %. Aincerteza associada a ordenada na origem engloba o ponto (0,0).

De acordo com os resultados, pode-se concluir que a presenca dos CNT tem uma
grande influencia na gama de trabalho e no limite de detecdo. No GCE, a gama de

trabalho é de 30 a 120 uM e limite de detecdo é de 20 uM, aproximadamente.
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Comparativamente ao GCE modificado com CNT s3o valores muito elevados, no
CNT@GCE a gama de trabalho é de 1,5 a 6,0 uM e limite de detecdo aproximadamente
1 uM. A vantagem de trabalhar com a gama de trabalho e limites de detegdo baixos é a
possibilidade de trabalhar com solugdes muito diluidas, ou seja, havera pouca influéncia

de interferentes.

3.1.3 Analise voltamétrica de amostras de vinho

O método desenvolvido para a avaliacdo do teor de polifendis foi aplicado a
amostras de vinhos branco e tinto utilizando a técnica de DPV. Esta técnica foi escolhida
uma vez que os sinais obtidos em forma de pico simétrico facilitam a leitura e sdo pouco
afetados pela contribuicdo de correntes residuais, utilizando tanto o GCE como o
CNT@GCE.

As solugdes de amostra de vinho branco foram preparadas por diluicdo das amostras
provenientes de garrafas comerciais de 75 cL com uma solugdo de acido tartarico 0,032
M a pH 3,20. Nos estudos realizados com o GCE efetuou-se uma diluigao de 1:10,
enquanto com o CNT@GCE a diluicdo foi de 1:400.

Tal como para o AG, os voltamogramas obtidos na amostra de vinho branco com o
CNT@GCE foram tracados na solucdo de eletrélito (tartarico 0,032 M a pH 3,20) apds a
realizacdo de um passo de adsor¢cdao na solucdo de amostra de vinho. No passo de
adsorcdo foram controladas a agitacdo (400 rpm), o tempo de adsorcdo (90 s) e o
potencial de adsorg¢do (0 V).

A partir dos valores da intensidade de corrente de pico e da area integrada dos
voltamogramas registados a partir das solu¢des de amostras de vinho foi avaliado o teor
total de polifendis considerando a interpolacdo destes valores nas retas de calibracao
do AG nas mesmas condi¢des experimentais. Deste modo, o valor obtido de teor total

de polifendis é expresso em concentragdo equivalente de AG.
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Figura 17. Voltamogramas de DPV de solugées de amostra de vinho branco diluidas obtidos com: (A) GCE (diluigdo
1:10) e (B) CNT@GCE (diluigdo 1:400)

Da andlise da Figura 17, observa-se que o numero de picos e a sua forma
dependem do sensor utilizado. Assim, quando o GCE ndo é modificado obtém-se
voltamogramas com dois picos largos, assimétricos e pouco intensos a 0,45 V e a
0,85 V. Por outro lado, com o CNT@GCE, regista-se apenas um pico a 0,45 V, bem
definido e simétrico e com uma intensidade de pico muito mais elevada, ainda que a
diluicdo da amostra seja muito superior.

Os valores do teor total de polifendis expresso em concentracdo de AG, obtidos
a partir da intensidade de corrente de pico e de area por interpolagdo, encontram-se
apresentados na Tabela 4.

Este estudo foi também efetuado com uma solucdo de amostra de vinho tinto.
Como ilustrado na Figura 18, a forma dos voltamogramas obtidos com o GCE traduz a
maior complexidade do perfil quimico do vinho tinto. O vinho tinto apresenta uma
matriz complexa, rica em polifendis e outros compostos oxiddveis. Consequentemente,
os voltamogramas obtidos com o GCE também apresentam um perfil de oxidacdo mais
complexo com 3 picos largos, pouco separados e de baixa intensidade. O primeiro pico
aparece a 0,40V, osegundoa 0,65V e o terceiroa 0,85 V. A concentragdao de compostos
fendlicos é também superior nos vinhos tintos, pelo que as amostras foram sujeitas a

uma maior diluicdo mais elevada.

34



3 3
A —VT 125 I (1) B = \/T 1:2000

1 (HA)
2 2
1 1
i J\/*/L 0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
E/V (Ag/AgCl) E/V (Ag/AgCl)

Figura 18. Voltamogramas de DPV obtidos numa solugdo de amostra de vinho tinto obtidos com: (A) GCE (diluigGo
1:25) e (B) CNT@GCE (diluigdo 1:2000)

Em oposi¢ao ao verificado no voltamograma registado com o GCE, com o
CNT@GCE é apenas registado um pico de oxidacao a 0,50 V. Comparativamente com a
resposta do AG e da solugdo da amostra de vinho branco, este pico é mais largo e
apresenta uma assimetria do lado esquerdo. A intensidade deste sinal € muito superior
a obtida com o GCE, apesar de ser obtido numa solucdo que é 80 vezes mais diluida.

Na Tabela 4 estdo indicados os valores do teor de polifendis totais presentes no
vinho expressos em concentracdo de acido galico obtidos com o GCE e o CNT@GCE para
as duas amostras de vinho obtidos por interpolacdo nas retas de calibracdo tracadas a
partir da area integrada por ser mais facil e pratico de analisar, tendo em conta a diluicao
respetiva. A forma dos picos nos voltamogramas dos vinhos é assimétrica e irregular,

principalmente no vinho tinto e o potencial de pico sofre desvios.

Tabela 4. Concentragdo de polifendis totais a partir da reta de calibragdo e teor total obtido em solugdes de amostras
de vinho branco e tinto expresso em equivalente de concentragdo do dcido gdlico para a técnica DPV utilizando o

elétrodo de GCE e CNT@GCE

Vinho branco Vinho tinto
GCE 0,4+0,1 1,5+0,2
CNT@GCE 1,1+0,2 50+1,0

Da analise da Tabela 4, verifica-se que os valores obtidos variam com o sensor
utilizado e sdo 3 vezes superiores quando se utiliza o CNT@GCE face ao CNT. Verifica-se
ainda que os resultados obtidos na amostra de vinho tinto face ao do vinho branco sdao
4 a 5 vezes superiores no vinho tinto. As diferencas observadas devem-se a riqueza do

vinho tinto em polifendis e a contribuicdo do mecanismo de adsorc¢ao devido aos CNT.
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A fim de avaliar a justeza dos resultados obtidos, realizaram-se ensaios de
recuperacao, fortificando as solugdes de amostra de vinho branco e tinto. Assim, a uma
solucdo de amostra de vinho adicionou-se uma quantidade conhecida de solugdo
padrdo de AG (30 uM e 1,5 uM para o GCE e para o CNT@GCE, respetivamente) e
determinou-se a taxa de recuperagao. A taxa de recuperacgado foi estimada a partir do
guociente entre o sinal obtido na amostra fortificada e a soma dos sinais obtidos na
solucdo de AG e na solucdo de amostra de vinho.

Na Figura 19 (A) e (B) estdo comparados os voltamogramas de uma solugdo de
AG, com os de uma solucao de amostra de vinho branco (diluicdo 1:10 ou 1:400) e os
das amostras fortificadas, obtidas com o GCE (A) e o CNT@GCE (B). Na Figura 19 (C) e
(D) sdo apresentados os mesmos conjuntos de voltamogramas obtidos no estudo da
fortificacdo de uma solugcdo de amostra de vinho tinto (diluicdo 1:25 ou 1:2000) com o
GCE e 0o CNT@GCE, respetivamente.

Na Tabela 5 estdo indicadas as taxas de recuperagao para cada amostra de vinho
e sensor, obtidas através da interpolacdo dos valores de 4area integrada na

correspondente reta de calibragao.
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Figura 19. Comparagdo dos voltamogramas de uma solugdo de AG, com os de uma solugdo de amostra de vinho
branco e os das amostras fortificadas, obtidas com: (A) GCE e (B) CNT@GCE e uma solugdo de amostra de vinho tinto

e voltamogramas obtidos com: (C) GCE e (D) CNT@GCE
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Tabela 5. Taxa de recuperagdo obtida nas amostras de vinho com GCE e CNT@GCE fortificadas com AG

Vinho branco Vinho tinto
GCE 86+3 74+1
CNT@GCE 109+1 129+ 12

Da analise da Tabela 5, verifica-se que os resultados apresentam valores
aceitaveis para a amostra do vinho branco ja que as taxas obtidas variam entre os 86 e
109 % estando dentro do valor esperado para este nivel de concentragao.

No entanto, relativamente a solucdo de amostra de vinho tinto os valores de taxa
de recuperacdo afastam-se mais do valor esperado, sendo que a diferenca obtida com
os dois sensores é maior nesta amostra face aos resultados obtidas na amostra de vinho
branco. Este afastamento pode dever-se a maior complexidade da matriz do vinho tinto
e ao facto de entre cada registo voltamétrico o GCE necessitar de ser limpo e modificado
de novo. Acresce ainda que o facto da necessidade de preparar solugdes de amostra de
vinho serem preparadas novamente antes da realizagao do ensaio de recuperagao.

A maior simplicidade da resposta obtida com o elétrodo modificado poder3a estar
associada a alteracbes dos mecanismos de oxidacdo dos diferentes componentes
presentes na amostra resultantes da sua adsor¢do nos CNT imobilizados na superficie
do GCE. Por outro lado, ndo se pode descartar a possibilidade de alguns componentes
ndo serem detetados por ndo se adsorver nas condicdes em que a experiéncia foi
realizada. De modo a testar estas hipoteses é necessdria a realizacdo de ensaios em
solucdes contendo diferentes polifendis isoladamente e em misturas destes. Estes
estudos ndo foram realizados no ambito desta tese por questdes relacionadas com os

objetivos pré-estabelecidos e por limitacdes de tempo.
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3.2 Ensaios realizados com elétrodos impressos

Os elétrodos impressos tém vindo a ganhar maior popularidade em aplicagdes
de quimica analitica face aos elétrodos tradicionais. Este facto é justificado pela
facilidade de utilizacdo dos mesmos devido a estes normalmente integrarem o conjunto
de elétrodos que constituem a célula eletroquimica. Por outro lado, sendo descartaveis
ndo requerem o uso de métodos de pré-tratamento para a renovacao da superficie,
simplificando os ensaios envolvidos na medigdo. Nesse sentido, os ensaios

anteriormente realizados com o GCE foram repetidos com um SPCE comercial.

3.2.1 Caracterizagao do acido galico com SPCE

As condicOes experimentais utilizadas com o SPCE foram semelhantes as usadas
com o GCE (solugdes padrdo de AG de 30, 50 e 70 UM em acido tartdrico 0,032 M pH
3,20), no entanto, utilizou-se um volume de amostra mais reduzido, de 75 uL, que
corresponde ao volume necessario para cobrir os trés elétrodos da célula do SPCE. O
processo de adsorcdo foi realizado durante 90 segundos e 0 V de potencial aplicado,
sem agitacdo. Na Figura 20 (A) e 20 (B) estdo representados os voltamogramas ciclicos

e diferenciais de impulso obtidos com o SPCE, respetivamente.
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Figura 20. Voltamogramas obtidos a partir de solugées padréo de AG em dcido tartdrico 0,032 M e pH 3,20 obtidos
por: (A) CV e (B) DPV
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Os perfis voltamétricos obtidos por dois métodos apresentam semelhancas no
que se refere ao numero dos picos, dado que em ambos 0s casos os voltamogramas
apresentam dois picos de oxidacdo. No entanto, hd uma diferenca significativa na forma.
Enquanto no CV a forma dos picos é assimétrica e os picos sdo bastante largos, os picos
registados por DPV sao bem definidos e simétricos.

Os voltamogramas ciclicos obtidos para o AG apresentam dois picos, no
varrimento direto (anddico), um de maior intensidade a Ep1 = 0,20 V e outro de
intensidade mais baixa a Ep> = 0,55 V, sendo a razao entre as intensidades de corrente
de aproximadamente 3,5. Por DPV, o primeiro pico surge a E;1 = 0,11 V e 0 segundo a
Ex2 = 0,45 V, e a razdo entre as intensidades de corrente é de 4,5. A partir dos
voltamogramas obtidos das solu¢des padrao de diferentes concentragdes de AG foram
tracadas curvas de calibracdo de intensidade de corrente e de area integrada que se
encontram na Figura 21. Na Tabela 6 apresentam-se as equacdes das retas, coeficiente

de correlacdo (r), limites de detecdo (ldd) e sensibilidade para cada técnica.

8 1 8 1
Ip (HA) A Ip (HA) B
6 6
4 A 4 A
2 - 5
0 : : : | 0 ; ' T |
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
[AG] (uM) [AG] (uM)
l'\rea80 | C
C
(w )60 |
40 -
20 4
O T T T 1
0 20 40 60 80
[AG] (uM)

Figura 21. Curvas de calibragdo do AG obtidas com o CNT@GCE da: (A) intensidade de corrente de pico obtida por CV;

(B) intensidade de corrente de pico obtida por DPV e (C) drea integrada sob o voltamograma obtido por DPV
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Tabela 6. Equagdo da reta, coeficiente de correlagdo, limite de detegdo e sensibilidade para as retas de calibragéo

obtidas com o SPCE apresentadas na Figura 21

Equagdo da reta r Ldd (uM) Sensibilidade
1 (A M) ’
cv I(A)= (0,050+0,003)[AG](M) - (0,1£0,1) 0,998 4,8 0,050
DPV I(A)=(0,071+0,005)[AG](M) + (0,1+0,3) 0,996 7,5 0,071
Area(C) = (0,95+0,05)[AG](M) - (0,443) 0,998 5,5 0,95

Da andlise da Tabela 6, pode-se verificar que a reta de calibragdo obtida com o SPCE
apresenta um coeficiente de correlagcdo melhor do que no GCE e um Idd muito mais
inferior. Comparando as sensibilidades, tanto da intensidade da corrente como da area
integrada, do SPCE com o GCE, estes valores sao superiores no SPCE. Relativamente a
qualidade dos resultados, como incerteza associdada aos declives das retas é sempre
inferior a 10 % e incerteza associada a ordenada na origem engloba o ponto (0,0), pode-

se concluir que a defini¢do da retas de calibracdo é satisfatoria.

3.2.2 Caracterizagao do acido galico com CNT@SPCE

A semelhanca do estudo realizado com o GCE, o elétrodo de trabalho do SPCE foi
modificado com 7,5 pL da suspensdo de CNT em &gua:metanol 1:1. As condicbes
experimentais relativas a utilizagdo do CNT@SPCE foram otimizadas considerando a
quantidade de CNT depositados, volume da solugdo/gota a colocar nos elétrodos,
tempo de adsorcdo, potencial de adsor¢do e modo de aquisicdo do sinal. Na Figura 22
estdo representados os graficos de barras correspondentes ao cada estudo de

otimizacdo das condicOes experimentais.

Volume da solugao A 4 - Quantidade de CNT B

Ip (HA) Ip (HA)

50 uL 75 uL 7,5 pg/uL 7,5+7,5 pg/uL
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Figura 22. Estudo das condigées experimentais do processo de modificagdo do elétrodo de trabalho do SPCE e do
método de aquisi¢do da intensidade de corrente de pico: (A) Quantidade de CNT depositados; (B) Volume de
solugdo/gota a colocar sobre o conjunto dos elétrodos; (C) Tempo de adsor¢do; (D) Potencial de adsor¢éo e (E) Modo

de aquisi¢éo do sinal para uma concentragdo de dcido gdlico de 3 uM em todas as experiéncias

A Figura 22 apresenta as condicdes testadas na otimizacdo do processo de
modificagdo do elétrodo de trabalho no SPCE e do método para a aquisicdao do sinal.
Assim foi testada a quantidade de CNT: 7,5 e 7,5+7,5 pL de suspensdo; volume de
solucdo padrdo: 50 e 75 pL; tempo de adsorcdo: 60, 90, 120 e 180 s; potencial de
adsorcdo: circuito aberto, 0, -0.1 e -0.2 V e meio onde o sinal é medido: solucdo de
eletrdlito e solugdo padrao.

Tendo em conta os resultados apresentados na Figura 22 conclui-se que as
condicOes 6timas de modificacdo de elétrodo correspondem a 7,5 plL de suspensdo de
CNT. Relativamente aos ensaios voltamétricos, selecionou-se o volume de 75 uL de
solucdo para ser colocado no sensor dado que é mais facil depositar e manipular esse
volume no sensor, como também ndo haver diferenca significativa na intensidade do
sinal e o erro ser menor. Apesar de se verificar o sinal ser substancialmente superior
para um tempo de adsor¢ao de 180 s, o erro associado é muito grande. Optou-se, entao,
por selecionar o tempo de 90 s por uma questdo de reducdo do tempo da experiéncia.
No caso de potencial de adsor¢do, ndo se verifica uma diferenca significativa entre 0 V

e-0,1V, tendo-se escolhido o potencial de 0 V, mantendo-se assim a mesma condicdo
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do GCE. Quanto a aquisicdo do sinal, ndo se verificaram diferencas significativas entre
os modos de aquisicdo (no eletrdlito ou na solugdo padrdo) por isso para evitar
quaisquer perdas de analito ou CNT optou-se por fazer a aquisicdo do sinal na solucdo
padrao.

Depois de otimizar as condigdes experimentais, realizaram-se estudos
subsequentes considerando o processo de adsorcao durante 90 segundos e o potencial
aplicado de 0V, sem agitacdo, com a aquisicao do sinal efetuada na solu¢do padrao.

As respostas voltamétricas obtidas por CV e por DPV nas solugGes padrdo de AG
de 3,0; 6,0 e 7,5 uM com o CNT@SPCE em 4&cido tartarico 0,032 M pH 3,20, estdo

apresentadas na Figura 23 (A) e 23 (B), respetivamente.

120 e Branco 8 —
Branco
1 (u8) A —w  twn B
90 P —3 UM
60 6uM 6 UM
30 e— 7.5 uM 4 7,5uM
0 F— 2
-30 )
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
0 0,2 0,4 0,6 08 1
E/V (pseudo referéncia) E/V (pseudo referéncia)

Figura 23. Voltamogramas obtidos a partir de solugbes padrdo de AG em dcido tartdrico 0,032 M e pH 3,20 obtidos
por: (A) CV e (B) DPV

Os voltamogramas obtidos por CV apresentam uma corrente capacitiva elevada
com um pico de intensidade baixa a Ep= 0,20 V. Este pico é simétrico e com linha de
base bem definida. Por DPV, os voltamogramas apresentam também apenas um pico
simétrico, com linha de base bem definida, no entanto o maximo da intensidade da
corrente cujo potencial variou nos ensaios com diferentes concentra¢des de analito,
surgindo entre 0,10 a 0,15 V. Este desvio pode ser explicado devido ao elétrodo de
referéncia usado ser um pseudo elétrodo de referéncia e poder variar ao longo das
determinagcbes. O processo de transferéncia eletrénica é também controlado por
adsorcdo. Esta afirmacdo resulta ndo sé da avaliagado visual da forma do pico, como
também da sua dependéncia em relacdo aos fatores experimentais como o potencial e

o tempo de acondicionamento.
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A partir dos voltamogramas obtidos para solu¢cdes padrdo de diferentes
concentragdes de AG foram tragadas curvas de calibragdao de intensidade de corrente
de pico e de area integrada sob o voltamograma.

As curvas de calibracdo da intensidade de corrente de pico em func¢do da
concentragdao do AG como area integrada encontram-se na Figura 24 e na Tabela 7
encontram-se as respetivas equacdes das retas, coeficiente de correlagdo (r), limites de

detecdo (Idd) e sensibilidade para cada técnica.
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Figura 24. Curvas de calibragéo do AG relativas a intensidade de corrente de pico em fung¢éo da concentragéo

registados por: (A) CV e (B) DPV; e curva de calibragdo relativa a drea integrada registada por DPV (C)

Tabela 7. Equagdo da reta, coeficiente de correlagdo, limite de detegdo, sensibilidade e a amplificagdo do sinal para

as retas de calibragdo apresentadas na Figura 24

Equagao da reta Ldd Sensibilidade Amplificagao
(nMm) (A M) [ E]]
CV  I(A)=(0,7 £0,2)[AG](M) - (0,1 £ 1) 0,970 2,6 0,7 14 x
DPV I(A)=(1,0 + 0,1)[AG](M) + (0,3 + 0,6) 0,995 1,0 1,0 14 x
Area(C) = (6,7 + 0,6)[AG](M) + (0,5+3) 0,997 0,81 6,7 7 x
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Da analise da Tabela 7, pode-se verificar que os parametros apresentados
dependem da técnica utilizada, obtendo-se valores superiores quando se usam os dados
de drea integrada. Ao modificar o elétrodo com CNT, consegue-se atingir |dd mais baixo
e uma maior sensibilidade apesar do coeficiente de correlacdo ser mais baixo do que no
nao modificado. A incerteza associdada aos declives das retas para o método baseado
no DPV é igual a 10 %, mas quando é utilizada a CV a incerteza é igual a 29 %. De facto,
esta reta de calibracdo apresenta um menor valor de coeficiente de correlagao,
provavelmente devido a dificuldades da leitura das intensidades de correntes de pico.
Esta limitacdo também se traduziu num limite de detecao mais elevado. Na técnica de
DPV, a obtencdo quer das intensidades de correntes, quer das dreas de pico é facilitada
e os dados obtidos apresentam uma qualidade superior. Em todas as curvas de
calibracdo a incerteza associada a ordenada na origem engloba o ponto (0,0). A
amplificacdo do sinal é maior para a intensidade de corrente tanto por CV como por
DPV. A amplificacao do sinal obtida usando elétrodos de SPCE é 2 ou 3 vezes inferior a
amplificacdo do sinal conseguida com eletrédos de GCE, pois a auséncia de agitacdo e

um volume muito reduzido poderao ter influéncia no mesmo.

3.2.3 Analise voltamétrica de amostras de vinho branco com SPCE e CNT@SPCE

O teor de polifendis no vinho branco foi avaliado recorrendo aos sensores SPCE
e CNT@SPCE através de ensaios voltamétricos por DPV. Devido a boa definicdo dos
sinais e estes ndo serem afetados pela contribuicdo da corrente capacitiva, foi possivel
obter uma facil leitura das intensidades de corrente de pico e integracdo da area sob os
voltamogramas.

As solucdes de amostras de vinho branco foram preparadas em solug¢do de acido
tartarico 0,032 M a pH 3,20. As amostras foram diluidas de 1:10, quando se utiliza o
SPCE e de 1:250 para o CNT@SPCE.

Os voltamogramas foram tracados na solucdo de amostra de vinho apds a etapa
de adsorcdo. As condicbes de adsorcdo foram as anteriormente otimizadas,
nomeadamente tempo de adsor¢ao de 90 s e potencial aplicado de 0 V. Os
voltamogramas apresentados na Figura 25 ilustram o perfil tipico das respostas obtidas

com o SPCE e com o CNT@SPCE. Com o SPCE obtém-se dois picos muito largos,

44



assimétricos, com forma irregular e de baixa intensidade. Os picos surgem a Ex1=0,20 V
e a Ex»=0,60 V. No caso do CNT@SPCE, regista-se apenas um pico, bem definido e
simétrico, a 0,10 V e com uma intensidade de pico muito mais elevada mesmo
correspondendo a uma diluicdo muito maior.

Os voltamogramas obtidos na solugdo de amostra de vinho foram analisados a
partir dos valores da darea integrada. O teor total de polifendis foi avaliado a partir da
interpolagao destes valores na reta de calibragdao definida a partir do AG nas mesmas
condicdes experimentais. Deste modo, o valor obtido de teor total de polifendis é

expresso em concentragdo de AG.

4 4
1 (nA) A VB 1:10 1(nA) B VB 1:250
3 3
2 2
1 1
0 0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 0 0,2 0,4 0,6 08 1

E/V (pseudo referéncia) E/V (pseudo referéncia)

Figura 25. Voltamogramas de DPV de solugbes de amostra de vinho branco diluidas obtidos com: (A) SPCE (dilui¢do
1:10) e (B) CNT@SPCE (diluicéo 1:250)

Os valores obtidos para o teor total de polifendis, expresso em concentracado de
AG estdo apresentados na Tabela 8. Optou-se por utilizar area integrada pois a forma
dos voltamogramas no SPCE indica que os picos resultam da sobreposicdo de mais do
gue um sinal em posi¢cdes prdoximas, originando um sinal assimétrico. Neste tipo de
situagOes, através da area do voltamograma é possivel ter uma quantificagdo mais
equitativa de todos os componentes do que através da medicdo da intensidade de
corrente do pico resultante que tem uma maior contribuicdo dos picos que ocorrem a

um potencial mais préximo do maximo de corrente.

Tabela 8. Concentragdo de polifendis totais obtida pela reta de calibragéo da drea integrada na solugdo de vinho
branco e teor total obtido em amostras de vinho branco expresso em equivalente de concentragdo do dcido gdlico

com a técnica DPV utilizando o SPCE e CNT@SPCE

SPCE 0,45 + 0,03
CNT@SPCE 1,1+0,1
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Da analise da Tabela 8, verifica-se que os valores obtidos variam com o sensor
utilizado e sdo 2 vezes superiores quando se utiliza o CNT@SPCE face ao SPCE devido ao
processo de adsorgdo. As incertezas obtidas do teor de polifendis sdo também baixas 6
e 9 %, para o SPCE e CNT@SPCE, respetivamente. Em ambos os casos, os valores da
concentracdo de polifendis expresso em concentracdo de acido gdlico obtidos nas
solu¢des diluidas de vinho branco e consequentemente interpolados na reta de
calibracdo, 4,3 UM no SPCE e 45 uM no CNT@SPCE, sdo superiores ao limite de detecao,
que para SPCE é 5,5 uM e para CNT@SPCE é 0,81 uM.

A justeza dos resultados obtidos foi avaliada através de ensaios de recuperacao,
fortificando as solugdes de amostra de vinho branco. Assim, a uma solugdo de amostra
de vinho (com uma diluigdo de 1:10 e 1:250 no SPCE e CNT@SPCE, respetivamente)
adicionou-se uma quantidade de concentracdo conhecida de AG (30 uM no SPCE e 3,0
UM no CNT@SPCE) e determinou-se a taxa de recuperacdo, do mesmo modo que no
GCE. Na Figura 26 estdo comparados os voltamogramas de uma solucdo de AG com os
de uma solucdo de amostra de vinho branco (diluicdo 1:10 ou 1:250) e os das amostras
fortificadas, obtidas com o SPCE (A) e com o CNT@SPCE (B).

Na Tabela 9 estdo indicadas as taxas de recuperacdo relativas a cada sensor,
obtidas através da interpolacdo dos valores de area integrada na correspondente reta

de calibragao.

8 —_—
A AG 30 uM 8 B e AG 3 UM
I (uA) . I (uA

VB 1:10 (uA) VB 1:250
6 6

AG+VB AG +VB
4 4

n
0 AN AN 0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
E/V (pseudo referéncia) E/V (pseudo referéncia)

Figura 26. Comparag¢do dos voltamogramas de uma solugdo de AG, com os de uma solugdo de amostra de vinho

branco e os das amostras fortificadas, obtidos por: (A) SPCE e (B) CNT@SPCE
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Tabela 9. Taxa de recuperagdo obtida para as solugdes de amostras de vinho com SPCE e CNT@SPCE fortificadas
com AG

SPCE 8010
CNT@SPCE 125+ 10

Da analise da Tabela 9, verifica-se que o valor obtido com o SPCE é aceitdvel.
Com o CNT@SPCE o valor obtido encontra-se um pouco mais afastado do valor
esperado. Apesar da matriz do vinho branco nao ser tdao complexa comparando com o
vinho tinto, no processo de adsor¢cdo outras espécies poderdao ter adsorvido
irreversivelmente e influenciado o sinal medido.

Dada a complexidade de matriz dos vinhos, contendo compostos fendlicos de
diferentes familias, considerou-se importante testar a resposta do sensor desenvolvido
com outros polifendis, nomeadamente a catequina e o acido tanico. Estes resultados

encontram-se apresentados no Anexo 1.

Parte 2. Caracterizacdao de protétipos funcionais de elétrodos
impressos e de modulos de modificagao de elétrodos impressos

comerciais

3.3 Protétipos de sensores impressos por inkjet-printing e screen-
printing

Os resultados apresentados nesta parte do trabalho foram obtidos no ambito de
uma parceria com o Instituto de Polimeros e Compésitos da Universidade do Minho, no
ambito do projeto PhenolicQuant. O objetivo consistiu na producdo de sensores
idénticos aos SPCE comerciais através das tecnologias de impressdo por inkjet-printing,

screen-printing e stencil-printing.
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3.3.1 Produgdo e caracterizagao dos prototipos funcionais

Os protétipos de sensores impressos por inkjet-printing, constituidos por um
elétrodo de trabalho (WE), um elétrodo auxiliar (CE) em carbono e um elétrodo de
referéncia (RE) em prata foram impressos utilizando as impressoras comerciais sobre
um substrato em polietileno de tereftalato (PET) transparente. Os contactos elétricos
foram impressos em tinta de prata e o isolamento obtido com uma fita adesiva em
material polimérico.

Na producdo dos sensores eletroquimicos por screen-printing o RE e as liga¢Oes
elétricas foram impressos utilizando uma tinta comercial de prata, enquanto que o WE
e o CE foram impressos utilizando uma tinta de carbono produzida laboratorialmente.
O substrato usado foi também o PET e o isolamento dos contactos elétrico foi obtido
com uma fita adesiva apropriada.

Devido a diferentes problemas encontrados durante o processo de producao, os
prototipos produzidos quer por inkjet-printing, quer por screen-printing mostraram ser
desadequados.

Através da técnica de stencil-printing e utilizando o mesmo substrato em PET e o
mesmo material para o isolamento dos contactos elétricos, foram desenhadas e

produzidas duas configuracdOes alternativas de protétipos de sensores:

e Protétipo A: o elétrodo de trabalho (WE), elétrodo secundario (SE) e contactos
elétricos foram impressos com tinta de carbono enquanto o elétrodo de
referéncia (RE) foi impresso com tinta de prata (Figura 27 (A));

e Protdtipo B: os WE e SE foram impressos com tinta de carbono e o RE e contactos

elétricos foram impressos com tinta de prata (Figura 27 (B)).

' (A) (B)

Figura 27. Fotografia dos protétipos produzidos por stencil-printing: (A) Protétipo A (B) Protétipo B
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Foram produzidos 48 sensores impressos por stencil-printing, Protétipo A e
Protdtipo B. Destes 48 sensores, cerca de 70 % foram rejeitados por inspegdo visual. Os
defeitos devem-se a imperfeicées de impressao que originam um curto-circuito entre
elétrodos, tanto ao nivel dos contactos elétricos como dos elétrodos. Na Figura 28 estao
apresentadas imagens que evidenciam os referidos defeitos. Todos sensores que nao
apresentavam imperfeicdes evidentes de impressdo (cerca de 14 protoétipos de cada
tipo) foram testados em solu¢bes contendo um polifenol modelo. Destes, apenas 20%,

entre 2 e 3, apresentaram uma resposta adequada.

(A) (B)

Figura 28. Fotografia dos protétipos A e B com imperfeigdes na impresséo

A Figura 29 apresenta as fotografias e as respostas voltamétricas por DPV (numa
solucdo padrao de acido gdlico 3 uM em &cido tartarico 0,032 M pH 3,2, adsorcdo a OV

durante 90 s) dos Protdtipos A e B, sem defeitos aparentes.
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Figura 29. Voltamogramas de DPV e fotografias dos prototipos de sensores sem defeitos aparentes (fotos a
esquerda e resposta voltamétrica a azul) e dos protdtipos de sensores funcionais (fotos a direita e resposta

voltamétrica a laranja)

Os prototipos que mostraram ter melhor funcionamento foram testados
electroquimicamente numa solucdo de AG. Os protétipos produzidos por stencil-
printing apds inspec¢ado visual e teste eletroquimico foram modificados seguindo um
procedimento idéntico ao desenvolvido para os SPCE comerciais. Assim, WE foi
modificado por drop-casting com 5 L de suspensdo de CNT funcionalizados (1 mg/mL).
A quantidade de CNT depositada foi ajustada a drea do WE (d =3 mm) que é inferior a
de SPCE comercial (d=4 mm, Venr= 7,5 ul). Foi possivel estabilizar a gota de solugdo (75
uL) sobre o conjunto dos 3 elétrodos, tanto no caso da solucdo de amostra como da
solucdo de eletrolito (Figura 30).

A janela de potencial utilizada nos ensaios eletroquimicos também foi ajustada,
considerando que o potencial do elétrodo de referéncia ndo era igual ao dos SPCE
comerciais. O potencial e o tempo de adsor¢do ndao foram modificados, tendo-se

mantido os valores de 0V e de 90 s.
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Figura 30. Fotografia dos protétipos produzidos em contacto com a solugéo durante a medigéo eletroquimica: (A)
Protdtipo A e (B) Protdétipo B

Nas Figura 31 (A) e Figura 32 (A) encontram-se apresentadas as respostas dos
sensores produzidos a partir das solucdes padrdo de acido galico usando os protdtipos
A e B, respetivamente. Estas respostas encontram-se representadas juntamente com as
obtidas utilizando o SPCE comercial, todos modificados com CNT funcionalizados
(Figuras 31 (B) e 32 (B)).

A comparagdo entre o desempenho dos sensores produzidos com o obtido por
modificacdo do SPCE comercial foi efetuada através da sensibilidade das respostas de

quatro solucdes padrdo de acido galico.

(A) (B)

....... Branco

LY 1(nA) Protétipo A6 uM
3uM H

——— CNT@SPCE 6 M

6 UM 6

9 um

12uM 4

0 01 02 03 04 05 E(V)

Figura 31. Voltamogramas de DPV (AEs =5 mV e Ep= 100 mV, a potencial de adsor¢do O v durante 90 s) registados
usando o protdtipo A (7,07 mm2) modificado com CNT funcionalizados. (A) Solugbes de dcido gdlico de diferentes
concentragées em dcido tartdrico 0,032 M e pH 3,2; (B) Comparagdo com a resposta de um CNT@SPCE comercial

(12,57 mm?) numa solugéo 6 uM de dcido gdlico em dcido tartdrico 0,032 M e pH 3,2
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Figura 32. Voltamogramas de DPV (AEs =5 mV e Ep= 100 mV, a potencial de adsorgdo O v durante 90 s) registados
usando o protdtipo B (7,07 mm2) modificado com CNT funcionalizados. (A) Solugées de dcido gdlico de diferentes
concentragbes em dcido tartdrico 0,032 M e pH 3,2; (B) Comparagdo com a resposta de um CNT@SPCE comercial

(12,57 mm?2) numa solugdo 6 uM de dcido gdlico em dcido tartdrico 0,032 M e pH 3,2

Apesar da forma dos voltamogramas obtidos com os protétipos produzidos ser
semelhante as obtidas com o sensor de CNT@SPCE, a intensidade de corrente de pico
e sensibilidades aparentam ser bastante diferentes.

A Figura 33 mostra as curvas de calibracdo resultantes de resposta por DPV em
solucdes de acido gdlico, de modo a caracterizar a resposta dos protdtipos A e B,
relativamente a sensibilidade e linearidade da resposta. Para cada concentragdo esta
apresentado apenas o resultado de uma Unica medicdo uma vez que as réplicas
seguintes apresentavam valores muito discrepantes.

Para efeitos de referéncia, apresenta-se a curva de calibragdo obtida com um

sensor preparado a partir de um SPCE comercial modificado com CNT (CNT@SPCE).

10

® CNT@SPCE
I (kA) ®Prot. A
8 y=1,0232x+0,2694 o rot.
r=0,998 K o Prot.B
...-‘ y=0,5672x-0,3334
6 r=0,960 ..’
4 . ) ° y =0,1563x - 0,0676
‘o r=0,970
2 o,
0 @i
0 2 4 6 8 10 12
-2
[AG] (kM)

Figura 33. Curvas de calibragdo de dcido gdlico para os trés tipos de sensores, utilizando os resultados das medigdes

de DPV apresentados na Figura 31 (A) e Figura 32 (A)
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A Tabela 10 compara os dados de sensibilidade dos 2 protdtipos com o obtido
por modificagdo de um sensor comercial, CNT@SPCE, tendo em consideracdo a area de

cada elétrodo de trabalho.

Tabela 10. Comparagdo entre os valores de sensibilidade da resposta dos sensores produzidos utilizando solugdes

padrdo de AG e medicées efetuadas por DPV (Figura 31 (A) e Figura 32(A))

Diadmetro (mm) 4 3 3
Sensibilidade (A/M) 1,0 0,57 0,16
Sensibilidade (A/M/mm?) 0,080 0,081 0,023
Desvio relativo da sensibilidade (%) - 1 71

Os resultados indicam que os sinais medidos com os Protdtipos A e B sdo
inferiores aos obtidos com o CNT@SPCE e apresentam baixo valor de coeficiente de
correlacdo. No entanto, quando a sensibilidade é normalizada para a area de elétrodo
de trabalho, o Protétipo A tem sensibilidade igual a referéncia. A diferenca observada
ndo é exclusivamente devida a menor drea do elétrodo de trabalho dos protétipos
produzidos face a area dos SPCE comerciais, mas também devido a auséncia de replicas
para cada concentracdo. A sensibilidade expressa por unidade de area é cercade 1 %
superior, para os Protdtipos A e 71 % inferior para os Protdtipos B, relativamente a do
CNT@SPCE. Assim, os resultados obtidos permitem verificar que a resposta do sensor
produzido a partir do Protdtipo A é a que mais se assemelha com a resposta obtida com
o protétipo laboratorial (CNT@SPCE), tendo em conta a sensibilidade expressa por
unidade de area.

Estes resultados demonstram que foi possivel, apesar de uma taxa de sucesso

baixa, produzir prototipos funcionais de sensores de polifendis por stencil-printing.

3.4 Médulo de modificagao de elétrodos comerciais

Os médulos de modificacdo para SPCE constituem uma abordagem alternativa a
modificacdo direta da superficie do WE. Os mddulos foram projetados de modo a
conterem o material ativo (os CNT modificados), e poderem estabelecer contacto
elétrico com a superficie do WE. Esta abordagem de modificacdo dos SPCE foi testada

utilizado diferentes materiais e formas alternativas de contacto com o WE.
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Como substratos, onde foram depositados os CNT, referem-se o celulésico
(papel de filtro) e os poliméricos (espumas comerciais), para além dos testes efetuados

usando camadas auto-sustentadas de CNT, vulgarmente denominadas por bucky-paper.

3.4.1 Bucky-papers

Os bucky-papers (BP) a ser acoplados ao elétrodo de trabalho (WE) constituem
um filme fino de nanotubos de carbono (CNT) enredados aleatoriamente e capaz de ser
manuseado como um todo.

Os BP foram produzidos através de filtracdo por vacuo de suspensées de 1
mg/mL de CNT em dgua/metanol (1:1). Os BP foram produzidos utilizando mascaras que
colocadas no sistema de filtracdo permitiu a formacdo de pequenos discos de 3 mm de
diametro.

Esta abordagem baseada no uso dos BP nao foi bem-sucedida uma vez que a sua
baixa densidade ndo permitia que estes se mantivessem em contacto com o WE quando

a solucdo era depositada sobre a superficie dos SPCE (Figura 34 (B)).

(B)

Figura 34. Esquema de aquisi¢do de sinal analitico utilizando: (A) BP; a seta vermelha indica o BP flutuando em cima

da gota de solugdo a analisar (B)
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3.4.2 Médulo de modificagao a base de substrato celulésico

Uma outra abordagem consistiu no desenvolvimento de um moddulo de
modificacdo baseado numa membrana celulésica delimitando a drea do depdsito dos os
CNT por impregnag¢ao do material com uma cera. Assim, pequenos discos de dimensao
igual ao elétrodo de trabalho dos SPCE foram delimitados com lapis de cera e
subsequentemente submetido a uma temperatura de 60 °C, numa estufa, de modo a
espalhar e uniformizar a cera no papel. Uma folha contendo um conjunto de discos foi
montada num dispositivo de filtracdo e sob vacuo, foi feita a deposicao dos CNT (7,5

uL/disco) na area ndo coberta pela cera.

Apds secagem, os moddulos produzidos, foram testados seguindo o
procedimento abaixo referido:

1. Adsorcdo dos polifendis: o mdédulo foi mergulhado na solugdo padrdo ou de
amostra diluida contidas num recipiente do tipo eppendorf num volume de 1 mL,
durante um tempo fixo (5 minutos) com agitacdo mecanica (agitacdo manual do
operador)

2. Medigao dos polifendis: o médulo foi colocado sobre o WE do SPCE de modo
a que os CNT ficassem diretamente em contacto com este e evitando que tocasse com
os restantes elétrodos. A medicdo eletroquimica foi efetuada recorrendo a DPV, nas
mesmas condigdes experimentais que as usadas nos ensaios reportados com o

CNT@SPCE.

O modo de utilizacdo do mdédulo estd ilustrado na Figura 35 (A). As respostas
obtidas por DPV utilizando o mdédulo encontram-se apresentadas na Figura 35 (B)
comparativamente as obtidas com o SPCE modificado com CNT, para uma solu¢do 3 uM

de acido galico.
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Figura 35. (A) llustragdo do modo de utilizagdo do modulo; (B) Resultados obtidos por DPV utilizando o médulo na
presenca e auséncia de CNT, comparativamente as obtidas com o SPCE modificado com CNT. Solugdes de dcido

gdlico, de 3 uM, adsor¢do 0 V durante 90 s

Os resultados apresentados na Figura 35 B mostram que voltamogramas obtidos
recorrendo ao modulo com CNT é semelhante a obtida no mddulo sem CNT
(apresentando dois picos aproximadamente a Ep1= 0,150 V e Ep,= 0,650 V, com uma
menor sensibilidade face ao protétipo comercial, 0,09 AM™ face a 1,1 AM* obtido com
o SPCE). Estes resultados sugerem que o contacto entre os CNT do mdédulo e o WE do
SPCE ndo foi conseguido.

A dificuldade de estabelecer o contacto podera dever-se ao facto de haver tendéncia
do médulo se libertar da superficie do SPCE. Este comportamento poderd dever-se a

flutuabilidade do maédulo.

3.4.3 Mddulos de modificagao a base de substrato polimérico

A fim de ultrapassar as desvantagens do médulo baseado em material celuldsico
foram utilizados substratos de outros materiais.

As espumas poliméricas podem constituir uma alternativa a celulose. Hd uma
grande diversidade deste tipo de materiais comercializados na forma de panos para
aplicacdo em limpezas (Figura 36). No entanto, estes encontram-se impregnados de
aditivos para manterem caracteristicas visuais adequadas ao consumidor. A remoc¢do de
aditivos e outras impurezas presentes nas espumas foi necessdria antes da sua
utilizacdo. Os processos efetuados neste tratamento que incluiram a extracdo por
Soxhlet utilizando acetona como solvente com 8 e 30 ciclos de extracao (Figura 37),

repetidas lavagens com solucdo de acido nitrico a 10 % e agua oxigenada 30 volumes.
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Figura 36. Exemplo de espumas utilizadas na produgdo do médulo

Figura 37. Extragdo por Soxhlet

A Figura 38 mostra a resposta voltamétrica por DPV dos mddulos apds 8 e 30
ciclos de extragao por Soxhlet, mergulhados na solugdo de eletrdlito. Apds 30 ciclos de
extracdo com o Soxhlet (100 mL de acetona), a resposta voltamétrica registada (para
potenciais entre 0.5 e 0.7 V) apresentava intensidades de corrente mais baixas,
indicando que a quantidade de impurezas presentes no polimero diminuiu
drasticamente. O sinal registado a potenciais proximos de 0 V ndo sofreu qualquer
diminuicdo. Ndo se identificou a origem deste sinal, que pode eventualmente
corresponder a um grupo funcional da prépria espuma ou de outro constituinte que nao

seja removido pelos tratamentos aplicados.
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Figura 38. Resposta voltamétrica por DPV dos mddulos apds 8 e 30 ciclos de extragdo por Soxhlet, mergulhados na

solugdo de eletrdlito

Apds os tratamentos de limpeza, a suspensdo de CNT funcionalizados foi
depositada sobre as espumas por drop-casting (com diferentes quantidades de CNT).
Apds a deposicdo dos CNT, as espumas foram secas na estufa a 60 °C. A Figura 39
apresenta uns modulos produzidos por drop-casting.

Apesar de todas as tentativas de imobilizagdo dos CNT nas espumas adaptadas
dos panos de limpeza da loica, verificou-se que estes ficavam aglomerados formando
uma espécie de “ilhas”, e que ndo comunicavam entre si, dificultando contacto elétrico

com a superficie do WE.

Figura 39. Fotografia de mddulos de modificagdo produzidos por drop-casting

Nos ensaios voltamétricos realizados foi ainda testado o efeito do tempo de
adsorcdo na intensidade de corrente medida. Na Tabela 11 estdo apresentados estes
resultados obtidos com espumas modificadas com 40 pL de suspensdao de CNT. Os
resultados apresentados foram obtidos para uma solucdo padrao de acido galico 6 uM,

e adsorcaoaOV.
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Tabela 11. Efeito do tempo de adsorgdo na intensidade de corrente medida nas espumas modificadas com 40 ulL de

CNT e solugdo de dcido gdlico 6 uM

920 0,097 (13)
1,020 (223)
Sinal muito ruidoso (32)
180 1. 3,665
2.Sinal com ruido

3.1,784

270 1.1,354
2.2,484

3.0,856

Apesar de todas as tentativas de otimizacdo, foi extremamente dificil obter
respostas voltamétricas reprodutiveis devido a dificuldade de manter o contacto entre
0s CNT do modulo com o WE do SPCE.

Foram ainda testados outros tipos de espumas comerciais destinados ao uso
clinico/hospitalar. Estas espumas foram tratadas recorrendo a lavagens em solugdo de
peroxido de hidrogénio 30 volumes e agua ultrapura a fim de eliminar quaisquer
impurezas.

Apos as devidas lavagens, as espumas bolas de espumas, previamente cortadas,
foram modificadas mergulhando-as na suspensdo de 1 mg/mL de CNT funcionalizados
num volume de 4 mL e submetidos ao banho de ultrassons durante 15 minutos.
Posteriormente, as espumas foram secas na estufa a 60 °C durante a noite. Apds
secagem, estas espumas modificadas foram inseridas dentro de uma outra espuma, mas

sem modificacdo (servindo apenas de base). A Figura 40 ilustra o médulo produzido.

Figura 40. Fotografia do mddulo de modificagéo produzido
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Antes de efetuar as medicGes voltamétricas, as espumas foram mergulhadas
numa solugdo padrao de acido galico 6 uM (Figura 41 (A)) e foi realizada a adsorg¢do dos
polifendis ao potencial de 0 V durante 90 s (Figura 41 (B)). A fim de evitar os problemas
de mau contacto entre o médulo e o SPCE, as espumas depois de serem colocadas no

SPCE sdo presas por uma mola e um filme de PET.

A) B)

Figura 41. (A) Mddulo de modificagéo em contacto com a solugdo de amostra; (B) Montagem do mdédulo sobre o SPCE

comercial

Na Figura 42 compara-se a resposta voltamétrica obtida para uma solucdo
padrdo de acido gdlico 6 uM com mddulo, com um SPCE ndo modificado e com um

CNT@SPCE.

——SPCE
1(nA)

6 e CNT@SPCE

e M O U O

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
E/V (pseudoreferéncia)

Figura 42. Comparagdo da resposta voltamétrica obtidos com um SPCE comercial, com um SPCE modificado com CNT
(CNT@SPCE) e com o mddulo numa solugdo de dcido gdlico 6 uM

A resposta obtida com o mddulo apresenta intensidade de correntes de pico
significativamente superiores a do SPCE, cerca de 8 vezes. Este resultado demonstra a
eficiéncia do mddulo na adsorcdo dos polifendis e amplificacdo do sinal resultante da

sua oxidacdo. A resposta do médulo representa 42 % do sinal obtido com o obtido com
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0 CNT@SPCE (que é o valor de referéncia para o qual temos o melhor desempenho em
termos de constituicdo de sensor). Na Tabela 12 estdo indicados os valores de

intensidade de corrente de pico para cada sensor apresentado.

Tabela 12. Intensidade de corrente de pico para cada sensor apresentado numa solugdo de dcido gdlico 6 uM

Sensor Intensidade de corrente de pico (nA)

SPCE 0,3176
CNT@SPCE 6,424
Madulo 2,683

Foram efetuados varios estudos de repetibilidade, reprodutibilidade e influéncia
de tempo de adsorc¢do na intensidade de corrente medidos por DPV.

Depois de varios ensaios verificou-se os resultados obtidos n3ao eram
reprodutiveis, como também o tempo de adsor¢do ndo teve qualquer influéncia na
melhoria destes resultados. Estes resultados estdo indicados nas Tabela 13 e Tabela 14,

respetivamente.

Tabela 13. Estudo de repetibilidade e reprodutibilidade dos mddulos, numa solugdo de dcido gdlico 6 uM, OV e 90 s

Médulo 1 2 3 4
Ip (HA) 0,696 2,836 2,764 1,815
0,468 4,150 3,780 2,055
0,518 3,647 4,343 1,937

Desvio padrdo (%) 12 66 80 12

Tabela 14. Estudo de influéncia de tempo de adsor¢do na otimizagdo da resposta do sensor numa solugdo de dcido
gdlico 6 uM e OV

Tempo 0s 90 s 180s 270 s

Réplicas da Ip (nA) 0,4144 1,929 1,568 1,715

0,2762 1,704 1,655 1,997

Média (pA) 0,35 1,82 1,61 1,86
Desvio padrio (%) 10 16 6 20
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Os resultados reportados indicam que apesar deste mddulo ser o mais eficiente
de todos previamente abordados, através de vdrias tentativas ndo se conseguiu
ultrapassar o problema de mau contacto entre os dois sensores e pouca
reprodutibilidade dos mesmos. A otimizacdao do mddulo requer a realizacdo de ensaios

adicionais.
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4. Conclusao

No ambito deste projeto foram desenvolvidos sensores eletroquimicos seletivos
de polifendis com desempenho semelhante a dos protétipos laboratoriais (GCE,
CNT@GCE, SPCE e CNT@SPCE) ja testados. Os protétipos funcionais sdo sensores
impressos por técnicas de inkjet-printing, screen-printing e stencil-printing, como
também moddulos de modificacdo de elétrodos comerciais (SPCE) em diferentes
substratos (aglomerados de nanotubos de carbono, substrato celulésico e diferentes
substratos poliméricos).

As varidveis experimentais da construcdo e operacdo do sensor CNT@SPCE
foram otimizadas, nomeadamente a quantidade de CNT utilizada na modificacdo do
elétrodo, tempo e potencial de adsorgao, bem como o modo de aquisi¢do do sinal. Deste
modo, as condi¢des escolhidas foram 7,5 pug/uL de CNT, adsorcdo realizada a 0 V durante
90 s e aquisi¢do do sinal na solu¢do padrdo/ amostra.

Os resultados obtidos com os protétipos laboratoriais demonstraram que
parametros como a natureza da técnica e do elétrodo influenciam os resultados. Apesar
de existir uma boa correlagao entre os resultados obtidos pelos diferentes sensores, os
elétrodos de GCE e SPCE modificados com CNT apresentam melhores resultados
comparando com os ndo modificados. Limites de detecdo mais baixos (12 uM GCE
versus 0,81 uM CNT@GCE e 5,5 uM SPCE versus 0,81 uM CNT@SPCE). Valores de
sensibilidade mais elevados (0,49 A/M GCE versus 11 A/M CNT@GCE e 0,95 A/M SPCE
versus 6,7 A/M CNT@SPCE). Percentagem de recuperacdo nas amostras de vinho mais
elevada, para vinho branco (86 % GCE versus 109 % CNT@GCE e 80 % SPCE versus
125 % CNT@SPCE), para vinho tinto (74 % GCE versus 129 % CNT@GCE). No caso dos
elétrodos de GCE, o valor do sinal é amplificado 22 vezes, enquanto que nos elétrodos
de SPCE é apenas 7 vezes. Devido a elevada sensibilidade dos sensores modificados é
possivel analisar solu¢cbes de amostra de vinho muito diluidas (> 200 vezes),
minimizando o efeito de matriz, diferenciando este método dos outros que tém pior
seletividade para os compostos fendlicos. Estes resultados demonstram que a resposta
voltamétrica dos polifendis depende da interacdo com a superficie do elétrodo, que é

maior nos sensores modificados.
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Os resultados obtidos com os protétipos funcionais demonstraram a viabilidade
da concretizacdo do objetivo original que podera conduzir a produgdo e comercializagdo
destes sensores. No entanto, muitos parametros sdo passiveis de ser melhorados,
particularmente no que diz respeito a construcdo dos sensores por screen-printing,
stencil-printing e do mdédulo de modificagdo para sensores comerciais.

No primeiro caso, hd necessidade de ultrapassar os problemas relacionados com
o entupimento das telas e a impressao dos sensores por stencil-printing apresenta ainda
algumas limitagdes no que diz respeito a reduzida taxa de sucesso. A baixa adesao entre
o substrato e o molde ndo permitiu uma boa definicdo do desenho na maioria das
impressoes realizadas. A resolucdo deste problema requer a construcdao de um molde
com uma robustez superior a do utilizado.

Relativamente ao moddulo de modificacdo de sensores comerciais, ha
possibilidade de explorar a utilizacdo de outras espumas com melhores caracteristicas,
com maior hidrofilicidade e maior densidade, para otimizar o contacto do médulo com

a solucdo de amostra e com a superficie do elétrodo de trabalho.
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6. Anexos

Anexo 1. Analise voltamétrica da catequina e acido tanico com SPCE e
CNT@SPCE

Dada a complexidade de matriz dos vinhos, contendo compostos fenélicos de
diferentes familias, considerou-se importante testar a resposta do sensor desenvolvido
com outros polifendis, nomeadamente a catequina e o acido tanico.

Foram tracados voltamogramas ciclicos para ambos os polifendis usando o SPCE
e o CNT@SPCE utilizando as condi¢Bes experimentais idénticas as utilizadas na
caracterizacdo do acido galico.

Na Figura 43 estdo representados os voltamogramas de catequina, 30 e 60 uM
obtidos com um SPCE e 1,5 e 3,0 uM obtidos com um CNT@SPCE. Figura 44 representa
voltamogramas do acido tanico, 30 e 60 uM obtidos com um SPCE e 3,0 e 6,0 uM com

um CNT@SPCE, respetivamente.
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Figura 43. Voltamogramas obtidos em solugbes padréo de catequina em dcido tartdrico 0,032 M e pH 3,20 utilizando:

(A) SPCE e (B) CNT@SPCE
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Figura 44. Voltamogramas obtidos em solugbes padrédo de dcido tdnico em dcido tartdrico 0,032 M e pH 3,20

utilizando: (A) SPCE e (B) CNT@SPCE



Os voltamogramas obtidos por CV para catequina com o SPCE apresentam 3
picos, dois picos que ocorrem no varrimento direto surgem aos potenciais Ep1= 0,220 V
e Ex2=0,580 V. O pico inverso surge ao potencial E;3= 0,180 V. A presenga do pico inverso
na catequina sugere que o composto formado por oxidagdo pode ser reduzido, em
oposi¢do ao anteriormente observado no caso do AG.

No entanto, quando o SPCE é modificado com CNT o perfil dos voltamogramas
ciclicos obtidos é idéntico ao anteriormente reportado para o dcido gdlico. Em vez de 3
picos, surge apenas um unico pico simétrico e de intensidade muito baixa que aparece
no mesmo valor de potencial que AG Ep= 0,200 V. Simultaneamente, observa-se um
aumento substancial da corrente capacitiva, associada a presenca dos CNT na superficie
do sensor. A interagdo entre a catequina e a superficie do elétrodo parece ser por
adsorcdo e a presenca de CNT na superficie do elétrodo contribui para o aumento da
corrente capacitiva.

No caso de acido tanico, o perfil dos voltamogramas é diferente. No SPCE, a
corrente capacitiva é ligeiramente inferior e surge um unico pico resultante de
ocorréncia de varios processos de oxidacdo em simultaneo, apresentando uma banda
larga com um maximo ao de potencial a E,= 0,250 V e sem pico inverso.

No CNT@SPCE, a tendéncia é semelhante ao AG, também surge um pico a
E,= 0,200V, mas ligeiramente alargado do lado direito. Este comportamento podera ser
devido a presenca de cinco moléculas de acido galico terminais na estrutura molecular
do acido tanico. A interagao entre o acido tanico e a superficie do elétrodo parece ser
por adsorcdo e a presenca de CNT na superficie do elétrodo contribui para o aumento

da corrente capacitiva.
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