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auxiliar (EA).

Figura 7. Voltamograma ciclico registrado na presenca de [Fe(CN)e]*"* 1,0 mmol L™
preparado em KCI 0,1 mol L usando eletrodo sem pré-tratamento, tratado via abordagem
eletroquimica (EC), processo de Fenton e ativacdo eletroquimica/Fenton. Os resultados
apresentados em (B) mostram o efeito dos processos de pré-tratamento nos sinais obtidos

de ip € AEp

Figura 8. Imagem obtida de MEV para eletrodos impressos em 3D (A) antes e (B) ap6s

0 pré-tratamento eletroquimico/Fenton.
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Figura 9. (A) Espectros Raman registrados antes e depois do pre-tratamento; (B)

diagramas de Nyquist registrados usando eletrodo tratado e SPCE comercial.

Figura 10. VCs registrados na auséncia e presenca de PAR 1,0 mmol L preparados em
KCI 0,1 mol L usando sensor impresso em 3D. (A) respostas eletroquimicas do estudo
de estabilidade usando sensor ndo ativado; (B) medidas eletroquimicas para o estudo de

estabilidade usando sensor ativado

Figura 11. Respostas alcancadas de SWASV em diferencas concentraces de Cd e Pb e
as curvas analiticas (A-B). Tempo de acumulacédo de 150 s aplicando uma diferenca de

potencial de -1,4 V vs Ag.

Figura 12. Resultados obtidos de SWV para as detec¢des de midazolam (A-B) e acido
urico (C-D) e as respectivas curvas analiticas. Todos os experimentos foram realizados

utilizando eletrodos impressos em 3D.

Figura 13. Pictograma obtido na ferramenta AGREE associado com as anélises de metais
(A), midazolam (B) e &cido urico (C). Os nimeros informados entre 1 e 12 correspondem

aos 12 principios da quimica analitica verde.

Figura 14. Esquema ilustrativo demostrando a montagem da célula BIA impressa em 3D
com eletrodos integrados. (A) (I) adaptador para micropipeta, (I11) tampa superior, (I11)
corpo da célula, (IV) anel impresso flexivel, (V) corpo da célula com mdltiplos eletrodos
integrados; (B) vista superior da célula impressa em 3D e mecanismo para selecionar 0s

eletrodos com base no alinhamento entre as partes (i) e (ii).

Figura 15. Representacdo esquematica do método de polimento. (A) folha de lixa
impregnada em objeto impresso; (B) polimento das superficies dos eletrodos com base

na rotacao no sentido horario; (C) superficie impressa apds o método de polimento.
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Figura 16. Layouts da célula BIA. (A) Segmentos 1 e 2 antes da combinac¢édo no software
de modelagem; (B) segmento celular do corpo combinado com mdltiplos eletrodos; (C)
dimensGes dos segmentos impressos em 3D; (D) Trés momentos diferentes (i, ii e iii)

demostrando o fatiamento da fabricacdo do segmento central da célula BIA (Layouts 1 e

2).

Figura 17. Representacdo esquematica da plataforma analitica em perspectiva transversal
e as imagens obtidas de MEV. (A) Viséo frontal do ET; (B) apresentacdo da deposi¢édo
das camadas do ET integrado na parede da célula BIA (corte transversal); (C) superficie
do ET apos ser submetido a etapa de ativagdo; (D) interface entre as estruturas do PLA e

PLA-flexivel (flex); (E) superficie do ER ap06s deposicdo da tinta de Ag.

Figura 18. VCs obtidos na auséncia e presenca de [Fe(CN)s]*”* 1 mmol L preparado

em KCI 0,1 mol L* usando eletrodo impresso em 3D néo ativado e ativado a 50 mV s,

Figura 19. Otimizacdo das condicBes operacionais da célula BIA. Amperogramas
registrados para [Fe(CN)s]*”**1 mmol L (A) sem e (B) com agitacéo (80 rpm). Efeito da
(C) velocidade de injecéo e (D) volume de injecdo na corrente de pico do mediador redox.
Em (A-B), os dados foram registrados usando uma velocidade de injecdo de 9,0 uL s* e
volume de injecdo de 2,0 uL. Em (C) e (D), o volume de injecdo e a velocidade de injecédo
foram de 2,0 pL e 9,0 pL s, respectivamente. Eletrolito suporte: solucéo 0,1 mol L™ de

KCI. Todos os experimentos foram registrados aplicando 0,25 V vs CB/PLA.

Figura 20. Apresentacdo do desempenho eletroquimico em termos de repetibilidade e
reprodutibilidade para ADR usando eletrodos impressos em 3D. (A) Amperogramas
obtidos demonstrando a detecgdo de ADR em oito eletrodos diferente e (B) valores

obtidos de corrente de pico associados a oxidagédo da ADR
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Figura 21. Amperograma demonstrando a resposta registrada para ADR em diferentes
concentracdes usando o sistema BIA-DA e (B) curva analitica exibindo a faixa de
concentracdo linear para ADR. Figura S9. (C) Respostas amperométricas obtidas para

analise de ADR em amostra artificial de urina (n=3).

Figura 22. Resultado obtido da analise AGREE. (1) tratamento de amostra, (2)
quantidade de amostra, (3) posicionamento do dispositivo, (4) etapas de preparacdo da
amostra, (5) automacao-miniaturizacdo, (6) derivatizacao, (7) residuos, (8) rendimento da
analise, (9) consumo de energia, (10) fonte de reagentes, (11) toxicidade, (12) seguranca

do operador.

Figura 23. Representacdo esquematica demonstrando a fabricacao do eletrodo. Coleta de
residuo de ABS e preparacdo de tinta a base de carbono (A); (i) llustracdo 3D de estruturas
de grafite (ii) estireno, (iii) butadieno e (iv) acrilonitrila. Preparacdo do sensor (B); (i) O
processo de pintura manual do eletrodo de referéncia com tinta Ag e barreira hidrofdobica

com esmalte de unha.

Figura 24. Resultados de MEV usando um corte transversal na tinta de grafite(A),
interface entre o substrato e a tinta a base de carbono (B), interface entre as superficies
do eletrodo ndo ativado (C) e ativado (D) espectros Raman do material condutor

otimizado (E).

Figura 25. Resultados de VCs obtidos em diferentes velocidades de varredura (A) e
respectivos graficos de corrente de pico versus raiz quadrada da velocidade de varredura
(B), as barras de erro estéo associadas ao desvio padréo de trés experimentos diferentes.

Anélise de reprodutibilidade (C) e repetibilidade (D).

Figura 26. Comportamento eletroquimico do nitrito antes e depois da modificacdo da

superficie usando PES (A) e sensor impresso em 3D (B).
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Figura 27. Influéncia de diferentes velocidades de varredura no sinal de corrente de pico
da oxidacao do nitrito (A) e plotagem da intensidade da corrente de pico vs velocidade de
varredura (B) usando o eletrodo. As barras de erro estdo associadas ao desvio padréo de

trés experimentos.

Figura 28. Cronoamperogramas registrados na auséncia e presenca de diferentes
concentragfes de CySNO (A). Respostas analiticas variando as concentracfes de 10 a
125 pumol L (B). As barras de erro estdo associadas ao desvio padrdo de trés

experimentos diferentes.

Figura 29. Analise AGREE para o uso do espectrofotdmetro (A) e PES (B). (1)
tratamento de amostra, (2) quantidade de amostra, (3) posicionamento do dispositivo, (4)
etapas de preparacdo da amostra, (5) automacao-miniaturizacdo, (6) derivatizacdo, (7)
residuos, (8) rendimento da analise, (9) consumo de energia, (10) fonte de reagentes, (11)

toxicidade, (12) seguranca do operador.

Figura 30. (A) Os dois Layouts construidos utilizando o software de modelagem. (B)
Imagem obtida no software de fatiamento durante a criacdo do arquivo GCODE. (C)
Imagem do dispositivo fabricado pronto para uso. Eletrodos de referéncia (ER), auxiliar

(EA) e de trabalho (ET).

Figura 31. Representacdo esquematica das amostras de bebidas que foram submetidas a
uma etapa de preparo de amostra e diluicdo em solucdo de PBS (i) visando a deteccao
eletroquimica de AF. #1 e #2 sdo amostras de suco de magca; #3 e #4 sdo amostras de suco

de laranja e agua de coco, respectivamente.

Figura 32. Resultados obtidos de MEV para eletrodo impresso em 3D. (A) vista superior
do eletrodo de trabalho (ET) ap6s ampliacdo de 30 vezes. (B) Superficie do ET apds uma

ampliacdo de 1500x, (C) ap6s ampliacdo de 30.000x e (D) apds ampliacdo de 150.000x.
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Figura 33. (A) Representacdo esquematica da ordem utilizada no experimental de VC.
(B) Resultado obtido de VC na auséncia e presenca de azul de metileno 1,0 mmol L *
preparado em KCI 0,1 mol L % (). (C) 1,0 mmol L “* de [Fe(CN)s]*"* preparado em KCI
0,1 mol L * (ii). (D) 1,0 mmol L “* de nitrofenol preparado em KCI 0,1 mol L * (iii).
Todos os experimentos eletroquimicos foram realizados aplicando uma diferenca de

potencial vs CB/PLA.

Figura 34. (A) Resultados obtidos de VC na auséncia e presenca de AF 1 mmol L. (B)
Respostas alcangadas de VC utilizando AF 1 mmol L™ preparado em diferentes eletrdlitos
suporte. (C) Respostas obtidas de VC para AF utilizando diferentes velocidades de
varredura. (D) Sinais obtidos de corrente de pico vs raiz quadrada da velocidade de

varredura.

Figura 35. (A) Resultados obtidos para experimento de amperometria na presenca de trés
niveis diferentes de AF. (B) Curva obtida envolvendo a inclinagdo vs diferentes
concentracdes de AF. As barras de erro sdo associadas ao valor de DP de trés

experimentos diferentes.

Figura 36. (A) Resultados obtidos de SWV na auséncia e presenca de diferentes
concentracdes de AF. (B) Respostas analiticas correspondentes ao gradiente de
concentracdo utilizado. (C) Resultados espectrofotométricos obtidos na auséncia e
presenca de diferentes niveis de AF e (D) curva analitica alcancada utilizando diferentes
concentragbes de AF. Uma variagdo de concentragdo entre 10 e 100 pumol L foram

utilizadas em ambos os experimentos.

Figura 37. (A) Resultados obtidos de repetibilidade para deteccdo de AF utilizando
eletrodo impresso em 3D. (B) Sinal de corrente de pico de AF empregando cinco

eletrodos diferentes. (C) Estudo de interferéncia do método proposto na presenca de cinco
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potenciais interferentes distintos, (i) glicose, (ii) acido tartarico, (iii) nitrato, (iv) acido

ascorbico e (v) acido citrico.

Figura 38. Representacdo esquematica em 3D da molécula de AF e da possivel clivagem
entre a ligacdo C — N devido a presenca de radiacdo UV, a qual foi investigada utilizando

experimentos eletroquimicos.

Figura 39. Respostas eletroquimicas obtidas para o estudo de adicdo e recuperacao

empregando amostra #4 (4gua de coco).

Figura 40. Perfil AGREE obtido para 0 método proposto (A) e analise comparativa (B),
0s quais envolvem a deteccdo de AF em amostras de sucos. (1) tratamento da amostra,
(2) quantidade da amostra, (3) posicionamento do dispositivo, (4) etapas de preparacao
da amostra, (5) miniaturizacdo automatizada, (6) derivatizacdo, (7) desperdicio, (8)
rendimento da analise, (9) ) consumo de energia, (10) fonte de reagentes, (11) toxicidade,

(12) seguranca do operador.
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RESUMO

As tecnologias de manufatura aditiva surgiram como ferramentas poderosas para o
desenvolvimento de instrumentacdo analitica portétil incluindo sensores eletroquimicos.
Antes de utilizar os dispositivos manufaturados, métodos de pré-tratamento sdo
frequentemente necessarios para melhorar o desempenho catalitico. Além disso, a
impressao aditiva faz uso de polimeros termoplasticos que podem ser prejudiciais ao meio
ambiente. Neste projeto de doutorado, desenvolvemos cinco estratégias diferentes para
construir sensores eletroquimicos, utilizando a tecnologia de impressdo aditiva, e tivemos
o cuidado em reciclar materiais termoplasticos com a finalidade de fabricar eletrodos de
papel, visando adequacao aos conceitos de economia circular. O impacto ambiental dos
métodos desenvolvidos também foi investigado. Uma ativacdo foi proposta mediante o
uso de reagentes de Fenton, H.O2 (15%, v/v) e Fe (10 mg L) na presenca de radiacio
ultravioleta (5 minutos), seguido de uma oxidacdo eletroquimica na presenca de acido
acético (1,8 V vs C por 200 s). O método de ativacao utiliza reagentes de baixa toxicidade
e apresentou consideravel melhora no desempenho eletroquimico com estabilidade a
longo prazo (~ 2 meses). Os diferentes métodos analiticos desenvolvidos apresentaram
baixos valores de limites de deteccdo (em niveis de pmol L) para diferentes analitos,
incluindo metais como Cd(I1) (0,009; 1,01 pg L) e Pb(11) (0,006; 1,24 pg L), maleato
de midazolam (0,54), &cido Urico (0,71), adrenalina (0,61), S-nitrosocisteina (4,1) e acido
félico (5,1). As metodologias descritas apresentaram excelente desempenho ecoldgico

segundo os 12 principios da Quimica Analitica Verde.

Palavras-chaves: Extrusdo de materiais, sensores de carbono, materiais reciclados,

economia circular, analises eletroquimicas, bioanalises.
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Xiv
ABSTRACT

Additive printing technologies have emerged as powerful tools for the development of
portable analytical instrumentation including electrochemical sensors. Before using the
device, pre-treatment methods are required to improve the electrochemical performance.
Additionally, the additive printing method used thermoplastic polymers that can be
harmful to the environment compartments. In this report, we successfully developed five
different strategies to manufacture 3D-printed electrodes and have also introduced an
initiative for recycling thermoplastic materials in order to create electrodes on paper
substrate, contributing to the circular economy. The ecological impact of each proposed
method was evaluated also. An activation process was performed by using Fenton's
reagents, H20, (15%, v/v) and Fe (10 mg L) in the presence of ultraviolet radiation (5
min), followed by an electrochemical oxidation step in the presence of acetic acid (1.8 V
vs C for 200 s). The proposed activation method has used non-toxic reagents and showed
excellent improvement in the electrochemical responses with long-term stability (~ 2
months). The manufactured 3D-printed electrodes have exhibited suitable values of limit
of detection (at pmol L levels) for different analytes, including metals such as Cd(I1)
(0.009; 1.01 pg L) and Pb(11) (0.006; 1.24 ug L), midazolam maleate (0.54) , uric acid
(0.71), adrenaline (0.61), S-nitroso-cysteine (4.1) and folic acid (5.1). In addition, the
analytical methodologies described here also demonstrated an excellent ecological profile

according to the 12 principles of Green Analytical Chemistry.

Keywords: Material extrusion, carbon-based sensors, recycled materials, circular

economy, electrochemical analysis, bioanalyses.
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PREFACIO

Este prefacio foi cuidadosamente projetado na tentativa de organizar a
apresentacdo dos resultados obtidos na tese de doutorado. O projeto desenvolvido utiliza
desde softwares de modelagem tridimensional (3D), softwares de fatiamento 3D,
impressdo de objetos 3D, até a reciclagem de residuos impressos em 3D para 0
desenvolvimento de sensores analiticos. O impacto ambiental de cada metodologia
analitica também foi investigado. A monografia referente a tese esta dividida em seis

capitulos, conforme apresentado a seguir:

Capitulo 1, Instrumentacdo analitica portatil e métrica ambiental; apresenta
uma breve introducdo da area de Instrumentacdo Analitica portatil associada aos sensores

miniaturizados, bem como o impacto ambiental do uso dessas ferramentas analiticas.

Capitulo 2, Impressao 3D de célula eletroquimica e rapida ativacéo para uso
em eletroanalitica; exibe o desenvolvimento do projeto e impressdo 3D de um sensor
com tempo de fabricacdo de 6 minutos (por sensor) e apresenta uma etapa adicional para

ativacdo dos eletrodos com o intuito de melhorar o desempenho eletroquimico.

Capitulo 3, Impressdo 3D de célula BIA integrada com maltiplos eletrodos de
negro de fumo; mostra o projeto 3D e a fabricacdo de uma plataforma analitica

totalmente integrada com oito sensores diferentes.

Capitulo 4, Reciclagem de residuos impressos em 3D para o desenvolvimento
de sensores eletroquimicos em papel; expde uma possibilidade de reciclar os residuos

de impresséo 3D com a finalidade de construir sensores eletroquimicos em substrato de
papel.

Capitulo 5, Impressédo 3D de sensor eletroquimico para monitoramento de

acido folico em amostra de suco; apresenta um protocolo de fabricacdo de eletrodos
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utilizando outro modelo de impressora 3D para monitorar o impacto da radiacdo UV na

estabilidade do acido félico em amostras de sucos.

Capitulo 6, Conclusbes parciais e Proximas etapas; exibe um compilado dos
principais achados da tese de doutorado, bem como, as perspectivas associadas ao uso da
microfabricacdo aditiva circular para o desenvolvimento de aparatos analiticos com

potencialidade para serem sustentaveis.
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CAPITULO 1

INSTRUMENTACAO ANALITICA PORTATIL E

METRICA AMBIENTAL

//////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////

/////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////



RESUMO

Este capitulo descreve, uma breve contextualizacdo da area de instrumentacdo analitica
portétil, incluindo células eletroquimicas construidas em substrato de papel e eletrodos
impressos em 3D. Aspectos importantes como arrecadacdo global anual envolvendo a
instrumentacdo quimica e os provaveis motivos que deram origem ao desenvolvimento
da quimica analitica verde também sdo apresentados. Embora os sensores eletroquimicos
miniaturizados sejam extremamente promissores devido a simplicidade instrumental,
baixo consumo de amostra, minimo tempo de andlise e portabilidade. O impacto
ecoldgico do uso dessas ferramentas analiticas ainda é pouco explorado. Desta maneira,
este capitulo demonstra também que é possivel aferir o qudo ambientalmente amigével é
uma metodologia analitica usando softwares disponiveis sem nenhum custo, tais como o
AGREE. Essa abordagem emprega os 12 principios da quimica analitica verde e o
diagnostico obtido é denominado como “metragem verde do método analitico”. Os
valores alcangados usando essa ferramenta podem variar de 0 — 1,0, sendo os melhores

desempenhos ecoldgicos para os métodos com resultados proximos de 1.
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1.1 INTRODUCAO

Os sistemas analiticos descartaveis podem ser fabricados através de diferentes
estratégias, incluindo a serigrafia, desenho a lapis, gravacao a laser, e mais recentemente,
empregando o método de manufatura aditiva. Essas distintas op¢BGes de processos de
fabricacdo de sensores analiticos apresentam algumas caracteristicas em comum,
incluindo a versatilidade, minimo consumo de recursos, energia e os aparatos analitico
podem ser construidos sem a necessidade do uso de sala limpa. E 0 mais importante, ndo
empregam solventes potencialmente toxicos, em alguns casos. Os métodos
supramencionados podem ser classificados como manuais para 0s casos de desenho a
lapis, semiautomaticos para serigrafia, e automaticos para as abordagens de gravacéo a
laser e impresséo 3D. Os subtdpicos a seguir apresentam mais informac6es associadas ao

impacto comercial e ecolégico da instrumentacdo analitica portétil. [1-5]

1.1.1 INSTRUMENTACAO ANALITICA PORTATIL

O mercado global envolvendo a instrumentacdo analitica esta avaliado em ~ USD
53,42 bilhdes, e espera-se que 0 comércio desta area aumente a uma taxa de crescimento
anual de ~3,53% até 2030.[1] Os principais setores que estdo contribuindo para alavancar
0 mercado mencionado acima sao: separacao, purificacdo, identificacdo e quantificacdo
de compostos organicos, inorganicas e artificiais. Além disso, a fabricacdo, venda e
distribuicdo de ferramentas e equipamentos para laboratorio, como reagentes, vidrarias,
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada com espectrémetro de massas (HPLC-
MS), espectrometro de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS),

espectrometria de emissdo atdmica por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES),
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espectrofotbmetro UV-Vis, leitor de ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA),

detectores colorimétricos e eletroquimicos. [2-5]

Outro ponto importante a ser mencionado é que as ferramentas analiticas e 0s
métodos de testagem também precisam ser sustentaveis em termos de materiais e
consumo de energia. O conceito de quimica sustentavel, também denominada de quimica
verde, comecou a ser discutido na década 90, visando almejar a implementacdo de
estratégias para prevencao de riscos associados a produtos quimicos, redugdo do impacto
ambiental e aumento de beneficios econdémicos. [6] Inicialmente, o conceito mencionado
acima comecou a ser lapidado por cientistas, que estavam envolvidos em processos
industriais voltados para a fabricacdo de produtos quimicos. Nessas mesmas industrias,
diversos produtos foram desenvolvidos com sucesso, intensificando a qualidade de vida
da populagdo. Exemplos de produtos incluem medicamentos, polimeros sintéticos,
alimentos e embalagem para conservacdo de alimentos. [6] Entretanto, ao mesmo tempo
que os beneficios aumentavam, a producdo de residuos, risco de dispersdo e poluicao

também ameaca 0 meio ambiente. [6]

Nesta perspectiva, diversas iniciativas foram entdo discutidas em convengdes
internacionais, visando a consolidacdo da quimica sustentavel, as quais incluem (i) a
declaracdo de Dubai sobre a necessidade de uma boa gestdo de produtos quimicos; (ii)
convencdao Basileia para o controle transfronteirico de residuos perigosos e sua
eliminacdo; (iii) convencdo de Estocolmo para a restricio de poluentes organicos
persistentes; (iv) declaracdo do Rio sobre ambiente, desenvolvimento da qualidade
ambiental e o esgotamento dos recursos naturais; (v) convencdo de Roterddo sobre
responsabilidades na importacdo de produtos quimicos potencialmente toxicos; e (vi)
sistema globalmente harmonizado de classificacao e rotulagem de produtos quimicos ou

produtos quimicos potencialmente toxicos. [6,7] Recentemente, o tratado de Paris (2016)
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foi assinado por diversos lideres de paises desenvolvidos e em desenvolvimento,

objetivando mitigar as emissdes de gases do efeito estufa. [6,7]

Outra estratégia que vem sendo implementada é a economia circular, também
denominada de economia linear, a qual tem como principal func¢do, a manutencéo de um
balanco entre crescimento econdmico, eficiéncia energética e conservacdo ambiental.[8]
Na prética, dentro de uma cadeia de producdo, a proposta é ter minima geracao de
residuos. O termo circular vai de encontro também em reduzir ao maximo, o efeito do
material produzido em um ambiente, restaurando boa parte do dano causado na aquisi¢ao
de um determinado produto industrial.[8] Na Figura 1 é possivel observar um compilado

dos conceitos de economia circular e quimica verde.

Figura 1. Representacdo esquematica ilustrando os principios da quimica verde e da
economia circular em todo o ciclo de vida de um denominado produto.
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Fonte: autoria propria.
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Algumas iniciativas interessantes em termos de sustentabilidade vem sendo
desempenhas também dentro da area de Instrumentacdo Analitica. [9-11] Tais esforcos
incluem o desenvolvimento de analise por injecdo em fluxo, microssistemas de analises
totais e sistema de microextracdo (em fase solida e liquida), por exemplo. [10-11] O
emprego das estratégias mencionadas acima vem reduzindo drasticamente o consumo de
amostras, reagentes, energia e tempo de analise. Além disso, 0 uso combinado de
amostragem, preparo de amostras e ferramentas analiticas miniaturizadas também vem

proporcionando a reduc¢do das quantidades de residuos. [9]

As tendéncias supracitadas acima contribuiram para o surgimento do conceito da
Quimica Analitica Verde (do inglés Green Analytical Chemistry, GAC), e essa
abordagem tem forte correlagdo com o acentuado crescimento comercial e popular da
Instrumentacdo Analitica. [12-14] Atualmente, o conceito GAC possui 12 principios
importantes que estdo interconectados com aspectos ecolégicos, seguranga do analista,
até o uso de métodos analiticos. [9,15] Ha também a utilizacdo do termo White Analytical
Chemistry (WAC) que tem sido empregado como uma extensdo do GAC. [9] WAC faz
uso de trés importantes conceitos, os quais podem ser representados por cores. Aspectos
associados a eficiéncia analitica, recebe a cor vermelha. O segundo aspecto, a seguranga
ambiental, é representada pela cor verde. A Ultima cor € a azul, a qual estd associada com
aspectos econdmicos. A cor resultante da mistura dessas trés cores (vermelho, verde e
azul) é a branca (do inglés White), a qual representa o equilibrio entre metodologia

analitica e aplicacéo. [9]

Com o intuito de tornar possivel a metragem ambiental de um método analitico,
alguns estudos reportados na literatura fazem uso de modelos especificos de softwares
(por exemplo, NEMI, Analytical Eco-Scale, GAPI, Hexagon e AGREE). [15-16] Esses

exemplos de ferramentas fazem uso das principais preocupacdes da GAC com o objetivo
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de medir o quéo ecoldgico é uma plataforma analitica e os métodos de testagem, e as
informacdes obtidas podem ser representadas como uma pontuacéo ecoldgica usando
pictogramas coloridos, em alguns casos (mais informacgfes sdo apresentadas na seccao

1.2).

A partir dessa perspectiva mencionada acima, exemplos de plataformas analiticas
que podem ser utilizadas sdo os sensores alternativos fabricados em escala micro, tais
como células eletroquimicas impressas em 3D e sensores baseados em papel, por
exemplo. Esses dispositivos apresentam potencialidade para serem ferramentas analiticas
ambientalmente amigaveis. [17-19] Acredita-se que a populariza¢ao do uso de softwares
especificos desenvolvidos para calcular a metragem verde de um método analitico pode

ser uma rota interessante para a area de sensores analiticos.

Um fato importante para destacar é que esses dispositivos podem ser associados
com outras duas tendéncias analiticas importantes, o critério ASSURED (acessiveis,
sensiveis, especificos, faceis de usar, rapidos, robustos, sem equipamento e entregues aos
usuarios finais) e adequacdo para uso diretamente no local de atendimento (do inglés
point-of-care testing, POCT). [20,22] O protagonismo dos sensores pode ser explicado
devido a sua associacdo com detectores analiticos portateis, incluindo deteccédo
colorimétrica usando apenas a percepcdo visual do analista, bem como os detectores
colorimétricos e eletroquimicos. [22-23] Caso seja necessario obter informacoes
analiticas com acentuada seletividade e sensibilidade, os modelos de detectores
eletroquimicos sdo preferiveis, e esses dispositivos sdo nomeados como sensores
eletroquimicos baseados em papel (do inglés electrochemical paper-based analytical
devices, ePADs) ou (do inglés paper-based electrochemical sensor, PES). Outra opg¢éo
sdo os eletrodos de manufatura aditiva, também denominado como eletrodos impressos

em 3D (do inglés 3D-printed electrodes, 3DPE). [18-20]
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Tradicionalmente, as células eletrogquimicas miniaturizadas mais usuais vém
sendo construidas empregando trés eletrodos diferentes com os respectivos conectores
elétricos, os quais sdo separados por uma barreira hidrofobica. Os eletrodos séo
denominados como eletrodo de referéncia (ER), trabalho (ET) e auxiliar (EA). Dentre 0s
eletrodos destacados acima, 0 ET e ER s&o 0s que mais necessitam de atencéo especial,
pois sdo responsaveis por catalisar as reacdes desejadas e assegurar a estabilidade das
respostas obtidas, respectivamente. Evidentemente que o EA também tem sua parcela de
contribuicdo no principio de trabalho da célula eletroquimica, tal componente vem sendo
fundamental no processo de escoamento do fluxo de elétrons, proveniente das reacdes
eletroquimicas, a qual pode ser coletada por um potenciostato portatil. [23-25] Os
alotropos de carbono sdo os materiais mais utilizados para construir eletrodos dessa
natureza, os quais incluem grafite, negro de fumo, grafeno e nanotubos. Para assegurar
melhores desempenhos em termos de estabilidade das respostas analiticas, o ER pode ser
incorporado com tinta de Ag ou até mesmo com misturas entre Ag e AgCl. E importante
destacar que os eletrodos indicados acima apresentam limitada estabilidade fisico-

guimica e por esse motivo sdo considerados descartaveis. [23-25]

O material empregado como barreira hidrofébica também precisa ser
quimicamente estavel, ao menos para os solventes/solucbes aquosa empregado nas
aplicacOes desejadas. Exemplos de materiais hidrofdbicos incluem, por exemplo, fita
adesiva, cola epoxi, filamentos termoplasticos, verniz vitral e esmalte de unha. [20,24,25]
Caso 0 material hidrofébico ndo apresente tal caracteristica, a regido de interesse da célula
eletroquimica podera ser comprometida, resultando em baixa reprodutibilidade do sensor
ou até mesmo, em casos mais extremos, a formacdo de curto-circuito, prejudicando a

qualidade do sinal analitico da célula eletroquimica.
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O contato elétrico tem sua parcela de contribuicdo no desempenho do sensor, 0
qual pode ser composto pelo mesmo material dos eletrodos, ou por outros condutores
elétricos de baixo custo, tais como o cobre. E importante destacar que, para casos de
contatos elétricos a base de carbono, quanto menor o comprimento do contato, melhor o
desempenho do sensor. Esse comportamento pode estar associado a resisténcia elétrica,
que € diretamente proporcional ao comprimento do material. [26] Na Figura 2 ¢

apresentado um modelo usual de célula eletroquimica miniaturizada.

Figura 2. Representacdo esquematica de uma célula eletroquimica miniaturizada, a
qual contém eletrodos de trabalho (ET), referéncia (ER) e auxiliar (EA).

Fonte: autoria propria.

Um marco histérico do ponto de vista do quantitativo de publicaces associadas
aos setores informados acima € apresentado na Figura. 3. Por meio dessa busca na
literatura é possivel observar uma tendéncia crescente nas publicacdes em ambas as areas

investigadas da instrumentacdo analitica portatil.
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Figura 3. Levantamento bibliografico na plataforma Web of Science usando as
palavras-chave: (A) electrochemical paper-based analytical devices; (B) 3D-printed
electrodes. O periodo de busca utilizado foi de 2018 — 2023.
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Fonte: Autoria propria.
Os sensores portateis também podem ser modificados com distintas classes de

estruturas, como enzimas, antigenos, aptdmeros com a finalidade de construir (bio)
sensores com acentuado ganho de seletividade analitica. [27-29] Exemplos de aplicacfes

envolvendo o uso de PES e 3DPE incluem forense, farmacéutica, alimentos, ambiental e

clinica. [27-31]

Entretanto, a literatura tem apresentado poucas informag6es demonstrando o
quanto esses eletrodos alternativos sdo ambientalmente amigaveis quando empregados

para aplicagdes de sensoriamento.

1.1.2 METRICA AMBIENTAL DE METODOS ANALITICOS

Nos ultimos anos, algumas abordagens matematicas foram introduzidas com base

nas informagbes da GAC, e as ferramentas desenvolvidas tém como objetivo inferir o
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qudo ecoldgico € um procedimento analitico. [9] Os 12 principios da GAC séo
apresentados abaixo: (1) técnicas analiticas diretas devem ser aplicadas para evitar o
tratamento da amostra; (2) minima quantidade de amostra; (3) medicdes in-situ devem
ser realizadas; (4) integracdo de processos e operacdes analiticas economiza energia e
reduz o uso de reagentes; (5) métodos automatizados e miniaturizados devem ser
selecionados; (6) a derivatizacao deve ser evitada; (7) a geracdo de um grande volume de
residuos deve ser evitada e o gerenciamento adequado de residuos analiticos deve ser
fornecido; (8) métodos com detecgbes simultaneas sdo preferiveis versus métodos que
fornecem uma deteccao por vez; (9) o uso de energia deve ser minimizado; (10) reagentes
obtidos de fonte renovavel devem ser preferidos; (11) os reagentes toxicos devem ser

eliminados ou substituidos e (12) a seguranca do operador deve ser aumentada. [6]

Para tornar uma analise ecoldgica mais representativa, a pontuacdo métrica
postulada precisa ser interconectada com as tendéncias da GAC, no entanto, 0 processo
para converter todos os 12 principios em um perfil ecoldgico néo é téo trivial devido a
parametros multivariados e complexos. [9] E importante ressaltar que a utilizacio dessa
calculadora métrica ainda é desconhecida, ou pouco explorada. Por esse motivo, sua
usabilidade deve ser amplamente fomentada na literatura para promover a popularizacdo
do uso de softwares de métricas verde. Essa abordagem pode ser de grande utilidade
principalmente em paises em desenvolvimento, onde a fabricacdo de sensores alternativos
vem recebendo notavel atencdo. Duas ferramentas diferentes sdo consideradas pioneiras
e sdo identificadas como (i) indice Nacional de Métodos Ambientais (do inglés National
Environmental Methods Index, NEMI) e (ii) escala analitica ecoldgica (do inglés
Analytical Eco-Scale). [10,12] A abordagem (i) utiliza um pictograma que pode ser obtido

a partir de informagc6es associadas aos reagentes usados e residuos. (ii) E associada a uma

;{ Habdias de Araujo Silva Neto SAS&MXS

\/_/\/_/\/_/\/_/\/_/\/_‘/\/_‘/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/_~/\/_~/\/_~/\/_~/\/_~/\/_/\/_‘/\/_‘/\/\/\/\/\/\/\/_\/\/_\/\/_\/\/_\/\/_\/\/_\/\/_\/\/_\/\/_\/\/_\/\/_\/\/_\/\/_\//_\//_\//_\//_\//_\//_\//\/‘



13

pontuacdo metrica que leva em consideracdo os pontos de penalidade envolvendo a

utilizacdo de reagentes potencialmente toxicos, residuos e energia consumivel.

Recentemente, Pena-Pereira et al. [17] propuseram uma ferramenta disponivel
gratuitamente que também pode ser utilizada para inferir o impacto ecol6gico de um
método analitico, denominado AGREE. Diferentemente dos estudos pioneiros, a
abordagem AGREE faz uso de todos os principios da GAC o que pode aumentar a
sensibilidade da informagdao obtida. O diagnostico AGREE ¢ baseado em um pictograma
circular com pontuacgdes que variam de 0 a 1. As cores verde, amarelo e vermelho também
séo observadas com o objetivo de informar a perspectiva geral da metodologia desejada.
A partir da Figura 4 é possivel observar uma representacdo do diagnostico AGREE e a

quantidade de estudos que vem utilizando essa ferramenta nos Gltimos 4 anos.

Figura 4. (A) Representacdo do pictograma colorido que pode ser obtido no software
AGREE. (B) Levantamento bibliografico na plataforma Web of Science usando a
palavra-chave: AGREE metric. O periodo de busca utilizado foi de 2020 — 2023.
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Fonte: Autoria propria.

As bases de dados que sdo empregadas no software AGREE sdo apresentadas

abaixo. Presenca de preparo da amostra (1); quantidade de amostra (2); posicionamento
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do dispositivo (3); etapas de preparo de amostras (4); automacao e miniaturizacao (5);
derivatizacdo (6); residuos (7); quantidade de analises (8); consumo de energia (9); fontes
de reagentes (10); toxicidade (11) e seguranca do operador (12). [17] o perfil resultante
gerado na ferramenta AGREE é derivado de um resultado geral associado aos 12 aspectos
destacados acima. Para o pré-tratamento da amostra (principio 1), ha a possiblidade de
selecionar dez critérios diferentes. Por exemplo, se o procedimento de tratamento da
amostra usa um grande numero de etapas, a pontuacdo obtida é préxima do numero zero,
enguanto se o sensoriamento for remoto e sem danos a amostra, a pontuacao obtida sera
bem proximo de 1. Para obter uma cor verde do principio 2, a detecdo analitica utilizada
deve consumir um volume de amostra <100 pL. Resultados adequados usando o principio
3 podem ser obtidos mediante 0 uso de experimentos no POCT. No entanto, quando o
experimento de detecdo do analito de interesse € realizado fora da regido de coleta ou no

laboratério, as pontuacgdes obtidas sdo 0,33 e 0,00, respectivamente.

O conceito 4 do AGREE, que estd associada a integracdo do procedimento
analitico, pode apresentar valores de respostas apreciaveis quando empregada a anélise
desejada usando trés ou menos etapas. Outros principios 5, 6 e 7 estdo interligados a
automacdo, derivatizacdo e quantidade de residuos gerados, respectivamente, 0s quais
também podem impactar negativamente na pontuacéo final, caso a plataforma analitica
ndo seja portatil e apresente alto consumo de solventes e gases. O principio 8 pode
apresentar resultados formidaveis (préximo de 1,0) se forem utilizadas analises
multiplexadas no método analitico desejado. Para obter pontuacgdes de 0,0, 0,5, 0,9 e 1,0
no software, & necessario registrar valores de 1, 10, 50 e 70 detecces por hora,
respectivamente. Os principios 9, 10 e 11 podem ser impactados positivamente quando o
consumo minimo de energia (0,05 kW/analise), reagentes e materiais toxicos séo

empregados, respectivamente. O critério 12 pode conter resultados proximos de 1,0, em
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casos em que o ambiente de trabalho esteja livre de materiais potencialmente danoso a
salde do analista, tais como compostos toxicos, altamente inflamaveis, oxidaveis,

corrosivos ou explosivos. [17]

Conforme apresentado acima, o uso de aparatos analiticos portateis vem
demonstrando ser uma importante estratégia devido a sua capacidade de identificar e
monitorar diferentes substancias quimicas. Entretanto, o perfil ecoldgico das analises
eletroquimicas usando eletrodos impressos em 3D e eletrodos de papel, ainda é pouco

explorado na literatura, tornando-se importante a introducéo da ferramenta AGREE.

Diante do exposto, os objetivos principais do projeto de doutorado incluem o
desenvolvimento de sensores eletroquimicos usando a tecnologia de impressao 3D, bem
como o reaproveitamento de residuos termoplasticos provenientes dessa tecnologia. Além
disso, de forma pioneira, este projeto de doutorado também teve como objetivo uma
avaliacdo das métricas verdes dos métodos analiticos desenvolvidos e otimizados para

aplicacdes diversas.
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RESUMO

Este capitulo descreve o desenvolvimento de eletrodos impressos em 3D usando
particulas de negro de fumo como op¢do de material condutivel. Adicionalmente, um
método de ativacdo que ndo emprega reagentes potencialmente toxicos também é
apresentado. O pré-tratamento proposto envolve uma combinacdo de processos de
oxidacdo fotoquimica e eletroquimica para degradar o excesso de material aglutinante
impregnado na superficie do eletrodo. Essa estratégia é simples, répida e expde as
nanoparticulas de negro de fumo, intensificando o desempenho eletroquimico do sensor.
Os eletrodos ativados apresentaram estabilidade a longo prazo (~ 2 meses) e notavel
acréscimo para o desempenho catalitico (353 + 13%) quando comparado aos sensores
ndo ativados, destacando a potencialidade desses sensores para aplicagOes
eletroanaliticas. Considerando o desempenho analitico para trés diferentes aplicacdes, 0
eletrodo ativado exibiu baixos valores de limites de detecgdo (em niveis de umol L) para
metais potencialmente toxicos como Cd(ll) (0,009) e Pb(Il) (0,006). Outros analitos
detectados foram maleato de midazolam (0,54) e acido drico (0,71). As faixas lineares
obtidas nos métodos foram 0,04 a 0,89 e 0,02 a 0,48 umol L para os metais Cd(ll) e
Pb(ll), respectivamente. Para midazolam e acido Urico, os valores calculados foram de
1,0a15e 1,0 a 25 pmol L, respectivamente. Os métodos analiticos empregados também
apresentaram resultados ambientalmente aceitaveis. Com base nos resultados alcangados,
a célula eletroquimica totalmente impressa em 3D demonstrou ser promissora para 0 uso

em aplicagdes eletroanaliticas.
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2.1 INTRODUCAO

A impressdo tridimensional (3D) é uma tecnologia emergente de criacdo de
objetos sélidos que vem revolucionando o processo de prototipagem rapida em varios
setores da industria e pesquisa cientifica. Essa tecnologia tem levado vantagem sobre as
técnicas convencionais de fabricacdo devido a sua capacidade de projetar, modelar e
construir estruturas sélidas em poucos minutos, sem o auxilio de inmeros equipamentos
e/ou complexos procedimentos de manufatura. [1-3] As principais opgdes de impressao
3D aditiva incluem jateamento de material, fusdo em camada de p6, fotopolimerizacgéo e

extruséo de material (Figura 5).

Figura 5. Representacdo esquematica ilustrando os principais exemplos de técnicas de
impressdo 3D aditiva.

— e ———
Impressao aditiva
e T
Jateamento de < . . I Extrusio de
. Fusao em camada de pé Fotopolimerizacao .
material material
N — N N

Fonte: autoria propria.

Nos ultimos anos, a tecnologia de modelagem de deposicao por fuséo (do inglés
fused deposition modeling, FDM), que faz parte da classe de extrusores de material,
tornou-se um dos métodos de impressdao 3D mais populares devido a sua simplicidade
instrumental, baixo custo de producdo e fidelidade na replicacdo de objetos quando
comparada a versdo do projeto digital. Este método baseia-se na deposicdo de materiais
termoplasticos em uma plataforma de impressdo, onde o objeto sélido é construido

mediante a insercdo de uma camada sobre outra camada.

R AR AR A A A A A A A A A A A A A A A AR A A A A A A AR A A A AR A A AR A AR AR A A A A A A AR A A A,

. Habdias de Araujo Silva Neto SAS&MXS

RN AR RARRNRRRRRRRRRNRRRRARRRRRR AR RN R RRRRARRRNR RN RN R AR R AR R RN R R AR AR RN RN RN RN



20

O principio de trabalho do método FDM pode ser compilado em trés etapas: (i) a
criagédo do projeto auxiliado por computador (do inglés Computer Aided Design, CAD),
o qual é convertido para arquivo STL (estereolitografia); (ii) a etapa de sele¢do dos
parametros de impressdo empregando softwares de fatiamento, possibilitando a
conversdo do projeto para o formato GCODE; e (iii) impressdo do objeto desenvolvido.
[3,4] Em casos em que a peca solida obtida necessite de um acabamento, uma etapa
adicional utilizando tratamento fisico-quimico poderd ser empregado, tais como

polimento mecanico e suavizagédo da peca usando acetona, por exemplo.

O processo de impressdéo FDM pode apresentar alta versatilidade permitindo a
combinacdo de diferentes opcBes de filamentos termoplasticos. Os modelos de
impressoras 3D que apresentam modo multimaterial com dois ou mais bicos extrusores
podem permitir que seja construido objetos com diferentes propriedades fisico-quimicas.
Os componentes gerais de uma impressora 3D incluem (i) cabeca de impresséo; (ii) mesa
de impressdo; (iii) motor de passo; (iv) sensor de temperatura; (v) e filamentos

termoplasticos. [5,6]

Todas as vantagens apresentadas acima tornaram o método FDM uma tecnologia
de fabricacdo amplamente utilizada em varias areas, incluindo os renomados setores da
engenharia, catalise e instrumentacdo analitica. No entanto, algumas desvantagens podem
ser observadas, as quais incluem comportamento anisotropico, baixa resolucdo para
estruturas < 300 um e dificuldade para obter superficies lisas. [5,6] Com o
desenvolvimento de compdsitos condutores imprimiveis, o uso da tecnologia de
impressdo FDM tem sido considerada como uma tendéncia promissora para a fabricacao

rapida de sensores eletroquimicos. [13-15]
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A maioria dos compdsitos usados para o desenvolvimento de eletrodos impressos
envolve o uso de aldtropos de carbono, incluindo grafeno [16-18], nanotubos de carbono
[19,20] e negro de fumo (do inglés carbon black, CB). [21-24] Na grande maioria de
exemplos, o material condutor escolhido é incorporado a uma matriz polimérica, tais
como &cido polilatico (do inglés polylactic acid, PLA) e acrilonitrila butadieno estireno
(do inglés acrylonitrile butadiene styrene, ABS). [12,25,26] Eletrodos baseados em
materiais de carbono sdo um dos mais utilizados para aplicagdes eletroquimicas, pois
podem dispor de aprecidveis aspectos com destaque para resistividade elétrica, superficie
de contato e ampla faixa operacional para varredura de potencial (~ -1,2 a 1,2 V vs

eletrodo de referéncia). [27,28]

O filamento de PLA dopado com CB (CB/PLA) tem sido amplamente utilizado
para a fabricacdo de sensores eletroquimicos devido ao baixo custo e acessibilidade. Além
disso, os parametros operacionais de fabricacdo 3D como velocidade de impresséo,
densidade da camada, padrdo de preenchimento e orientagdo da impressora podem
melhorar drasticamente a condutividade elétrica dos eletrodos impressos. [5,6] Eletrodos
impressos em 3D preparados com CB podem fornecer resultados analiticos promissores
para a deteccdo de dopamina, metais potencialmente toxicos, cafeina e paracetamol.

[12,21,23,24]

Por outro lado, pode ser desafiador construir células eletroquimicas 3D em uma
Unica etapa, contendo os eletrodos de trabalho (ET), referéncia (ER), auxiliar (EA) e a
area de delimitacdo geométrica do sensor. Outro detalhe importante para mencionar é que
os eletrodos impressos em 3D possuem em sua composicdo grandes quantidades de
matriz polimérica ndo condutora. O excesso de matriz polimérica na superficie do
eletrodo pode impedir a exposicdo de particulas condutores, podendo reduzir o

desempenho analitico. [29- 31] Palenzuela et al. [32] reportaram a fabrlcagao de ET
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impresso em 3D e uma etapa de ativagdo da superficie do eletrodo via imersdo em
dimetilformamida (DMF) por 10 minutos. A estratégia empregada foi utilizada para
dissolver parcialmente a matriz polimérica isolante (PLA) que estava dopada com
grafeno. O método de pré-tratamento empregou uma op¢do de solvente potencialmente
toxico (DMF), uma limpeza adicional com solucgdo de etanol e um processo de secagem
dos eletrodos por 24 h. O método efetuado de ativagdo apresentou uma melhora notavel
na resposta eletroquimica, possibilitando a deteccdo de &cido picrico e acido ascorbico.
Desde entdo, varias outras estratégias de tratamento foram desenvolvidas com o objetivo

de melhorar o desempenho eletroquimico de eletrodos impressos em 3D.

Exemplos de ativacdes incluem desde o uso de solventes, [33] polimento
mecanico, [34,35] ativacdo eletroquimica, [31] pré-tratamento eletroquimico/quimico,
[16] eletroquimico/quimico/polimento  pré-tratamento, [24,36] pré-tratamento
eletroquimico/térmico, [37] bem como usando processo de pirdlise que ndo faz uso de
solventes. [39,40] Até onde sabemos, a estabilidade de eletrodos impressos em 3D por
longos periodos (semanas ou meses) ainda ndo foi satisfatoriamente explorada na
literatura. O desenvolvimento de sensores estaveis pode ser interessante do ponto de vista
comercial, pois eletrodos que apresentam essa caracteristica podem apresentar sinais

analiticos com minimas variagdes por longos periodos.

Nesse sentido, o presente estudo tem como objetivo descrever a fabricacdo de uma
célula eletroquimica impressa em 3D via tecnologia FDM. A estratégia selecionada
utiliza uma impressora multimaterial e filamentos ABS e CB/PLA. A célula
eletroquimica foi impressa em arranjo convencional de trés eletrodos, contendo eletrodos
ET, EA e ER, sendo totalmente construido utilizando apenas uma etapa durante ~ 7
minutos (por dispositivo). Para melhorar o desempenho analitico, uma opg¢éo de ativagdo

foi desenvolvida por meio de dois processos oxidativos, um envolvendo a reagdo de
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Fenton e o outro via tratamento eletroquimico. A reacdo foto-Fenton é um processo
oxidativo avangado (POA) que tem como principal utilidade, a capacidade de promover
a degradacdo de compostos organicos complexos. [41] Este método baseia-se na
utilizacdo de perdxido de hidrogénio (H20-), radiacdo UV e Fe(ll), onde os sais de ferro
atuam como fotocatalisadores. E a presenga de H.O> tem como finalidade, a geragéo de
radicais hidroxila (*OH) que atua com agente oxidante. Através da presenca do radical, a
matéria orgénica complexa pode ser convertida em moléculas menores (didxido de
carbono e &gua). Por esse motivo, 0 método de Fenton é amplamente utilizado no

tratamento de efluentes e pode ser considerado como uma estratégia verde.

As condigdes de pré-tratamento e caracterizacdo (estrutural, morfoldgica e
eletroquimica) foram investigadas. Bem como, os estudos de reutilizacdo, estabilidade e
reprodutibilidade, considerando sensor impresso em 3D antes e depois do pré-tratamento.
Como prova de conceito, a viabilidade do sensor foi demonstrada através da detecgéo de
metais potencialmente toxicos [23] (Cd e Pb) em amostra de aerossol, drogas sedativas
[42] (maleato midazolam) em bebidas populares e &cido Urico (biomarcador de
aterosclerose e gota [43]) em diferentes amostras bioldgicas. Ademais, o impacto
ecolégico do método analitico também foi investigado utilizando a ferramenta AGREE,

[44] que faz uso dos 12 principios da quimica analitica verde.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo Geral

++ Desenvolvimento de sensor eletroquimico utilizando a técnica de impressao 3D e
otimizacdo de um processo de ativacdo dos eletrodos para uso em trés diferentes

areas de aplicacdes analiticas.

2.2.2 Objetivos especificos

Uso dos softwares SolidWorks e PrusaSlicer para desenvolver os layouts dos

eletrodos.

» Impressdo 3D do sensor eletroquimico e otimizacdo da etapa de ativacdo usando
0s processos Fenton e oxidacdo eletroquimica.

» Estudos de caracterizacdo morfologica, reprodutibilidade, repetibilidade e
estabilidade eletroquimica do sensor 3D.

= Desenvolver trés diferentes métodos eletroanaliticos para realizar as deteccdes: (i)
Cd e Pb em aerossol atmosférico; (ii) maleato de midazolam em amostras de
vinho, vodka e suco de laranja; (iii) acido urico em amostras de urina, saliva e
suor.

= Avaliar o impacto ecolégico dos métodos desenvolvidos por meio da ferramenta

AGREE.
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2.3 SECAO EXPERIMENTAL
2.3.1 Reagentes e materiais

Acido acético, sulfato de ferro(ll) hexahidratado, peroxido de hidrogénio,
paracetamol, cloreto de potassio, nitrato de cadmio(ll) tetrahidratado, nitrato de
chumbo(ll), fosfato de sodio dibasico, fosfato de sddio monobasico, acetato de sodio,
acido Uarico, maleato de midazolam hexacianoferrato (Il) de potassio trihidratadoe
hexacianoferrato (111) de potassio foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO,
EUA). Solucgdes estoque e padrdo foram preparadas com agua ultrapura processada
utilizando um sistema de purificacdo de agua (Direct-Q®3, Millipore, Darmstadt,
Alemanha) com resistividade elétrica < 18,2 MQ.cm. Os filamentos termoplasticos (& =
1,75 mm) ABS e CB/PLA foram adquiridos da 3DFila (Belo Horizonte, MG, Brasil) e
Protoplant (Vancouver, BC, Canadd), respectivamente. Os modelos utilizados de
lampada haldgena (500 W) e tinta de prata foram adquiridos da Taschibra (Indaial, SC,

Brasil) e MG Chemicals (Burlington, ON, Canada), respectivamente.

2.3.2 Instrumentacao

A célula eletroquimica impressa em 3D foi fabricada usando uma impressora 3D
multimaterial modelo 13 MK3 da Prusa Research (Praga, Republica Tcheca). As medidas
eletroquimicas foram realizadas usando um bipotenciostato/galvanostato portatil modelo

uStat 400 equipado com o software DropView® da DropSens S.L. (Oviedo, Espanha).

2.3.3 Fabricacédo do sensor eletroquimico e ativacao
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O layout proposto da célula eletroquimica impressa em 3D foi projetado por meio
de um software SolidWorks® contendo um ET (g = 4 mm), EA e ER (Figura 6). A
impressao 3D do sensor foi realizada via método FDM. [25,26] Para efetuar a fabricacdo
do dispositivo, o software PrusaSlicer 2.3.0 foi empregado e os valores selecionados de

temperatura para a mesa da impressora e bico foram de 110 °C e 220 °C, respectivamente.

A etapa de ativacéo da superficie do sensor foi decorrida mediante a adi¢éo de
uma aliquota de 100 pL contendo (Fe(I1) 10 mg L) e (15% de H20, v/v) na regido da
célula eletroquimica, e entdo expostos a luz UV/Vis por 5 min (comprimento de onda ~
430 nm). Em seguida, uma etapa de oxidacao eletroquimica foi realizada aplicando 1,8 V
vs CB/PLA por 200 s na presenca de acido acético 6 mol L™ (pH 2,1) como eletrdlito
suporte. Apds finalizar a etapa mencionada acima, o ER do sensor foi pintado

manualmente com tinta de prata (Ag).

Figura 6. (A) Layouts 1 e 2 do sensor eletroquimico; (B) Impressora 3D durante a
fabricacdo de eletrodos. Eletrodo de referéncia (ER), eletrodo de trabalho (ET) e
eletrodo auxiliar (EA).

A) Layout 2

Layout 1 \

\ CBIPLA IEee
15 w® &7 5
2o T e

VA

Fonte: Autoria propria.

2.3.4 Experimentos eletroquimicos
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Para avaliar o impacto do pré-tratamento eletroquimico/Fenton na superficie do
ET, diferentes medidas de voltametria ciclica (VC) foram realizadas na presenca de 100

L de solugio composta por [Fe(CN)6]*"* 1,0 mmol L preparado em KCI 0,1 mol L.

Os estudos que envolvem a estabilidade e reprodutibilidade do dispositivo
também foram realizados usando experimentos de VC. Para cada experimento, uma
solucéo de paracetamol (PAR) 1,0 mmol L™ preparada em KCI1 0,1 mol L foi empregada
com velocidade de varredura de 50 mV s e janela de potencial variando de 0 a 1,2 VV vs
CB/PLA. Uma etapa adicional de limpeza eletroquimica via VC na presenca de KCI 0,1

mol L também foi realizada entre cada analise de PAR.

As curvas analiticas utilizadas para a deteccdo simultdnea dos metais
potencialmente tdxicos (Cd e Pb) foram realizadas mediante o uso de experimentos de
voltametria de onda quadrada de redissolugdo anddica (do inglés square-wave anodic
stripping voltammetry, SWASV).[47] A solucdo contendo Cd e Pb foi preparada em
tampéo acetato (0,1 mol L, pH 4,5) em KCI 0,1 mol L%, A pré-concentracéo dos metais
foi realizada aplicando -1,4 V por 150 s. Em seguida, voltamogramas de onda quadrada
foram registrados usando step de 5 mV, amplitude de 25 mV, frequéncia de 15 Hz e janela
de potencial variando de - 1,4 a -0,7 V vs Ag. Dois outros analitos (midazolam e acido
urico) foram detectados usando o método de voltametria de onda quadrada (do inglés
square-wave voltammetry, SWV). [48,49] Para realizar a detec¢do de midazolam, a janela
de potencial de -0,6 a -1,2 V vs Ag, step de 2 mV, amplitude de 4 mV e frequéncia de 15
Hz usando tamp&o acetato (0,1 mol L2, pH 4,5) preparado em KCI 0,1 mol L foi
selecionado. As analises de acido Urico foram realizadas usando janela de potencial de
0,1a0,8 V vs Ag, step de 2 mV, amplitude de 5 mV e frequéncia de 15 Hz em PBS (0,1

mol L, pH 7,0) preparado em KCI 0,1 mol L.
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Os experimentos de SWV dedicados as analises de ions metalicos, midazolam e
acido urico foram realizados em amostra de material particulado atmosférico (MP),
bebidas (vodca, suco e vinho) e fluidos bioldgicos (saliva artificial, suor e urina artificial),
respectivamente. As etapas usufruidas para preparar todas as amostras mencionadas
acima foram adaptadas de estudos recentes. [47-49] Todas as medidas eletroquimicas
foram registradas em temperatura ambiente (25 + 2 °C). Para avaliar o impacto ecoldgico

dos métodos eletroquimicos, a ferramenta AGREE foi utilizada. [44]

2.3.5 Caracterizacoes

A superficie do eletrodo impresso em 3D foi caracterizada utilizando as técnicas:
(i) microscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia Raman, angulo de contato
(AC), espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE). A analise MEV foi registrada
com um microscépio modelo JSM-6610 da JEOL (Akishima, Toéquio, Japdo). Os
experimentos de MEV foram realizados no Laboratério Multiusuario de Microscopia de
Alta Resolugdo (LabMic/UFG). A espectroscopia Raman foi realizada em um
espectrometro confocal Raman modelo LabRAM HR Evolution da HORIBA (Kyoto,
Jap#o). As medidas de EIE foram realizadas na presenca de [Fe(CN)g]*”**1,0 mmol L™
preparado em KCI 0,1 mol L?, empregando um potenciostato/galvanostato modelo

PGSTAT-101 da Metrohm.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Fabricacéo e ativagio do sensor

O processo de fabricacdo da célula eletroguimica apresentada nesse capitulo
envolveu a combinacdo de ABS e CB/PLA sem o uso de solventes ou maltiplas etapas
operacionais. [25] Recentemente, Browne et al.[16] desenvolveram um ET impresso em
3D usando filamento de PLA dopado com grafeno. Para completar a célula eletroquimica,
os autores utilizaram ER de Ag/AgCI e fio de platina como EA. Richter et al.[24]
fabricaram uma plataforma eletroquimica 3D (ET, ER e EA) e os filamentos comerciais
utilizados foram de CB/PLA e ABS. Para vedar o sistema proposto e delimitar a regido
para deteccao, um anel de borracha comercial foi usado. Katseli et al.[21] reportaram um
sensor totalmente impresso em 3D usando também os filamentos de CB/PLA e ABS.
Nesta célula miniaturizada, os autores precisaram depositar ouro na superficie do sensor
para poder melhorar o desempenho analitico. Silva et al.[17] desenvolveram uma célula
eletroquimica montavel empregando materiais de grafeno/PLA e PLA. Esses
componentes 3D foram montados manualmente e foi preciso usar uma cola para realizar
a fixacdo e vedacdo dos eletrodos na célula eletroquimica. Para efetuar os experimentos

eletroquimicos, um volume de 30 mL de amostra foi necessario.

Tendo em vista os estudos recentes brevemente revisados acima, o sensor
impresso em 3D proposto neste estudo é totalmente integrado diretamente na mesa de
impressdo em um curto intervalo de tempo (~ 7 minutos), evitando assim o uso de
componentes comerciais como ER e EA, anéis de vedacdo ou liquidos poliméricos.
Também é importante destacar que o sensor fabricado é compacto e requer um volume

de amostra de 100 pL para cada medida eletroquimica.
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Materiais a base de carbono tém sido amplamente utilizados para o
desenvolvimento de sensores impressos em 3D. No entanto, a estruturas termoplésticas
frequentemente usado para impregnar materiais de carbono (ABS e PLA) requerem
etapas de pré-tratamento para melhorar as propriedades cataliticas do sensor [29]. Por
essa razdo mencionada acima, uma etapa adicional para ativar a superficie do eletrodo foi
desenvolvida. As etapas de ativacdo envolvem a utilizagdo da reagdo fotoquimica de
Fenton seguida de oxidac&o eletroquimica na presenca de &cido acetico. Para observar o
impacto da ativagdo no desempenho do sensor, experimentos de VC foram empregados
na presenca de [Fe(CN)s]*”*-usando eletrodo ativado e no ativado (Figura 7). A condicio
de Fenton utilizada foi mediante uma solucéo de 10 mg L de Fe(ll) com 15% de H,0:
(v/v) e tempo de exposi¢do UV de 5 minutos. E posterior oxidacdo eletroquimica
aplicando um potencial de 1,8 V vs CB/PLA por 200 s na presenca de 6 mol L™ de 4cido

acético.

Figura 7. (A) Voltamograma ciclico registrado na presenca de [Fe(CN)s]*”** 1,0 mmol
Lt preparado em KCI 0,1 mol L usando eletrodo sem pré-tratamento, tratado via
abordagem eletroquimica (EC), processo de Fenton e ativacdo eletroquimica/Fenton.
Os resultados apresentados em (B) mostram o efeito dos processos de pré-tratamento
nos sinais obtidos de i, € AE,. Velocidade de varredura de 50 mV s
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Fonte: Adaptacédo de Silva-Neto et al. [45] com permisséo.
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A partir das informagfes obtidas nos voltamogramas foi possivel calcular os
valores de corrente de pico (ip) e separacdo entre os potenciais de pico (AEp) associados
a atividade redox do mediador eletroquimico [Fe(CN)s]*’*. Ap6s a obtencdo dos
resultados de ip e AEp usando eletrodos sem ativacéo e ativado foi possivel observar um
aumento consideravel no desempenho catalitico para o sensor ativado (aumento da ip 443
+ 28% e AEp =182 £ 5 mV), quando comparado ao sensor que ndo foi submetido a uma
etapa de ativacdo (ip ~ 4 HA e AEp ~1414,4 mV). Os resultados alcangados usando
eletrodo ativado sugere que o processo de transferéncia de elétrons foi drasticamente
intensificado. A melhora do desempenho eletroquimico pode estar associada com a
remocdo do excesso de PLA presente na superficie do sensor e consequente exposi¢ao

das nanoparticulas de CB.

2.4.2 Caracterizagdes morfologica e estrutural

Os estudos de caracterizacbes morfoldgica e estrutural do sensor foram
empregadas antes e depois do pré-tratamento proposto (Figura 8). Com base nas imagens
obtidas de MEV, uma superficie bem definida foi observada antes do processo de pré-
tratamento, conforme demonstrado na Figura 5A. Apo6s 0 pré-tratamento, notou-se a
presenca de algumas deformacdes na superficie do sensor, provavelmente associada a
degradacédo superficial do PLA (Figura 5B). A etapa de remoc¢do parcial de PLA na
superficie impressa pode expor uma quantidade significativa de particulas condutoras de

CB, intensificando o desempenho eletroquimico do sensor.
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Figura 8. Imagem obtida de MEV para eletrodos impressos em 3D (A) antes e (B) apds
0 pré-tratamento eletroquimico/Fenton.

Fonte: Adapta(;ao de Silva-Neto et al. [45] com permissao.

Os materiais a base de carbono tém numerosos alétropos tais como grafite,
grafeno e CB e podem ser encontrados em amplas formas desordenadas. Portanto,
analises espectroscdpicas como Raman podem ser extremamente Uteis para esclarecer 0s
diferentes arranjos estruturais e informag@es sobre os tipos de orbitais hibridos sp® e sp?
do carbono. [57] Os espectros Raman para eletrodo antes e ap0s 0 processo de pré-

tratamento foram obtidos entre 1000 e 2000 cm  (Figura 9A).

Figura 9. (A) Espectros Raman registrados antes e depois do pré-tratamento; (B)
diagramas de Nyquist registrados usando eletrodo tratado e SPCE comercial.
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Fonte: Adaptacédo de Silva-Neto et al. [45] com permisséo.
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Os resultados alcancados exibiram respostas em 1326 e 1581 cm™ que
correspondem as bandas D e G, respectivamente. A banda D é atribuida a fase mista sp?-
sp? e a banda G ao carbono sp?. Com base na razio entre as intensidades das bandas D e
G (Io/lg), os defeitos estruturais foram calculados e apresentaram valores de 0,66 e 0,63
para eletrodos ndo tratados e tratados, respectivamente. Como os dois valores obtidos de
In/lc nédo diferiram estatisticamente (p=0,05), pode-se inferir que o processo de ativagao
ndo promove defeitos adicionais significativos no material de carbono. Mohan et al.[60]
relataram espectros Raman para materiais de CB e observaram bandas D e G em 1328 e
1597 cm, respectivamente. O defeito estrutural calculado com base na relacdo Ip/lc

apresentou valor de 0,58, o qual é semelhante ao valor obtido no presente estudo.

O comportamento eletroquimico do eletrodo impresso em 3D também foi
investigado usando experimentos baseados em EIE na presenca de sonda [Fe(CN)e]*"*
redox. Para o estudo de EIE, o sensor impresso em 3D tratado foi comparado com SPCE
(modelo 110; Metrohm), e os valores da resisténcia de transferéncia de carga (Rtc) e
resisténcia ndo compensada da solucdo (Rs) foram calculados para os dois experimentos

(Figura 9B).

Com base no circuito equivalente de Randles que foi obtido usando o diagrama
de Nyquist, os resultados obtidos de Rtc foram de 1376 + 10 e 5277 + 33 Q para eletrodo
tratado e SPCE, respectivamente. Os valores alcancados de Rs para ambos os eletrodos
variaram de 520 a 540 Q. Os resultados apresentados acima indicam que a resisténcia a
transferéncia de carga foi ~ 5 vezes menor quando comparada ao SPCE. Marzo et al.[18]
relataram a fabricagdo de eletrodos de grafeno impressos em 3D e usaram ativagédo com
DMF, seguida de oxidagdo eletroquimica. Os autores também modificaram o eletrodo
com nanoparticulas de ouro e enzima peroxidase para deteccdo de H20.. Os valores

relatados de Rtc antes e depois da modificagao foram ~ 7500 e 5200 k€2, respectlvamente
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2.4.3 Estabilidade e reprodutibilidade do sensor

Os estudos de estabilidade e reprodutibilidade do sensor foram avaliados usando
eletrodos ndo ativado e ativado. Antes de realizar os experimentos eletroquimicos, ambos
os dispositivos foram armazenados em frascos plasticos contendo silica gel. A
estabilidade foi investigada usando eletrodos imediatamente apos a etapa de ativacéo, 10,
20 e 60 dias apos realizar o tratamento. Quatro sensores diferentes foram utilizados para
avaliar a preciséo intermediaria. A oxidacdo do paracetamol foi empregada como reagéo

padrdo, e 0s VCs obtidos estdo indicados nas Figuras 10A e 7B.

Figura 10. VCs registrados na auséncia e presenca de PAR 1,0 mmol L preparados
em KCI 0,1 mol L usando sensor impresso em 3D. (A) respostas eletroquimicas do
estudo de estabilidade usando sensor ndo ativado; (B) medidas eletroquimicas para o
estudo de estabilidade usando sensor ativado. Velocidade de varredura de 50 mV s™.
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(A) 3DPE #1 ndo ativado (B) 3DPS #1 ativado
401 = 3DPE #2 ap6s 10 dias 40 == 3DPS #2 ap6s 10 dias
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< < \
= 20, = 20
20 - /
101 / 10 /
—_— —
o e O1= g
00 02 04 06 08 10 12 00 02 04 06 08 10 12
Evs (Ag)/V Evs(Ag)/V

Fonte: Adaptacédo de Silva-Neto et al. [45] com permisséo.

Considerando os resultados alcangados antes e apds o pre-tratamento, 0 aumento
observado no sinal de i, foi de 353 + 13%, quando comparado ao dispositivo néo ativado.
O eletrodo ndo ativado apresentou também uma baixa estabilidade eletroquimica

(reducédo no sinal de ip ~ 40%), evidenciando assim que a superficie do sensor ativado
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oferece maior estabilidade eletroquimica. Além disso, o material condutor que foi ativado

apresentou aceitavel reprodutibilidade (DPR = 6%; n = 4).

O adequado desempenho do sensor ativado pode estar associado com a remogéo
de residuos de *OH que estavam presentes na superficie do eletrodo ap6s o pré-tratamento
eletroquimico de Fenton. A remocéo de *OH ocorreu devido a presenca de outra fonte de
material organico na superficie do sensor, o acido acético na etapa de limpeza
eletroguimica. Em POA que usam reagentes de Fenton, substancias organicas sao
adicionadas aos reagentes de Fenton para interromper reacOes radicalares especificas.
Maciel et al.[46] relataram 0 uso do POA empregando reagentes de Fenton para degradar
compostos fendlicos em efluentes salinos. Depois de garantir a remediacdo dos
compostos fendlicos, os autores interromperam 0 processo de oxidacdo adicionando

MeOH 0,1 mol L as amostras de efluentes.

2.4.4 Desempenho analitico, aplicaces e métrica ecoldgica

Como prova de conceito, o sensor desenvolvido foi utilizado em trés &reas
diferentes da eletroanalitica, incluindo ambiental (i), forense (ii) e bioldgica (iii). Para a
aplicacéo (i): Poluentes ambientais tais como metais potencialmente toxicos (Cd e Pb,
por exemplo) ndo podem ser degradados naturalmente, e podem estar presentes em
compartimentos hidricos, solo e atmosfera na forma de material particulado (MP). [64]
(if) A investigagédo forense vem sendo utilizada como ferramenta crucial para auxiliar na
resolucdo de crimes. O maleato de midazolam, por exemplo, € uma das principais
substancias utilizadas em crimes facilitados por drogas, e seu uso inadequado muitas
vezes em bebidas pode ocasionar ao usuario, sonoléncia o que pode facilitar o roubo e/ou

agressdo sexual. [49] (iii) Doencas neurologicas, como aterosclerose e gota, podem ser
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diagnosticadas por meio dos niveis de acido Urico presentes em fluidos biolégicos, como

saliva, soro, suor e urina. [48]

Para investigar o desempenho analitico do dispositivo proposto, a resposta
analitica vs concentragdo do analito alvo foi investigada usando os sensores impressos em
3D. Para medicdes simultaneas de Cd e Pb, 0 método analitico apresentou comportamento
linear nas faixas de concentracéo de 0,04 a 0,89 e 0,02 a 0,48 umol L, respectivamente
(condicdo (i); Figura 11). Para melhorar a sensibilidade dos métodos, os ions metalicos
foram pré-concentrados por eletrodeposicdo na superficie do ET e esta etapa foi realizada
aplicando uma diferenca de potencial de -1,4 V vs Ag durante 150 s. As equacdes
analiticas obtidas para as detec¢des dos metais foram i (LA) = -0,106 + 3,25[Cd; pmol L

Tei (uA) =-0,073 + 4,66[Pb; umol L1].

Figura 11. Respostas alcangcadas de SWASV em diferencas concentracdes de Cd e Pb
e as curvas analiticas (A-B). Tempo de acumulacdo de 150 s aplicando uma diferenca
de potencial de -1,4 V vs Ag.

10 Pb 10 O cd
(A) Cd Pb (B) O pPb
8 m— Branco 8
= 0,04; 0,02
— 0,44; 0,24 Jumol L™
= 0,88; 0,48
6 —222;1,21 6
< —,44;2,41 <
= 4 = 4
2 2
0 0
-16 -14 -12 -10 -08 -06 -04 0 1 2 3 4 5
E vs (Ag)/ V [Cd=Pb] / pmol L™

Fonte: Adaptacédo de Silva-Neto et al. [45] com permiss&o.

Para a deteccdo de midazolam, um perfil de resposta linear para a faixa de

concentracéo entre 1 e 15 pmol L™ foi observado. Além disso, o dispositivo proposto
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revelou linearidade adequada para a deteccdo de &cido Urico usando a faixa de
concentragio de 1 a 25 pmol L. Os graficos de regressdo linear indicaram uma
correlacéo satisfatdria (R%>0,99). Os resultados eletroquimicos obtidos, bem como todas
as curvas analiticas para as aplicac0es (ii e iii) sdo apresentados na Figura 12. As equacgdes
analiticas obtidas para as detec¢des de midazolam e &cido Urico foram i (MA) = 0,014-

0,035[midazolam; pmol L] e i (WA) = 0,003+0,003[4cido urico; umol L.

Figura 12. Resultados obtidos de SWYV para as detec¢des de midazolam (A-B) e cido
arico (C-D) e as respectivas curvas analiticas. Todos os experimentos foram realizados
utilizando eletrodos impressos em 3D.

02 0,2
(B)
0,0 0,0
-0,2 -0,2
< ES
0.4 — Branco 0.4
—
'0,6 _25 pmol Lt _0 6
—10
—_15
-0,8 -0,8
1,2 -1,0 -0,8 -0,6 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Evs (Ag)/ V [Midazolam] / pmol L™
0,12 0,12
(C) m— Branco (D)
0,10 0,10
0,08 0,08
< 0,06 0,06
0,04 0,04
0,02+ 0,02
0,00 0,00
0,2 0,4 0,6 0,8 0 5 10 15 20 25
E vs (Ag)/V [Acido arico] / pmol L™

Fonte: Adaptacéo de Silva-Neto et al. [45] com permisséo.
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Com base em cada curva analitica, o limite de deteccdo (LD) foi calculado com
base na razdo 3xDP/inclinacdo da curva. Para as deteccdes de Cd e Pb, os valores
calculados de LD foram 0,009 e 0,006 umol L™, respectivamente. Ao realizar a conversio
dos resultados de LD para partes por bilhdo (ppb, pg L), os valores alcancados foram de
1,01 ppb (Cd) e 1,24 ppb (Pb). Esses valores de LDs apresentaram desempenho melhor
quando comparados com estudos reportados recentemente por de Oliveira et al. [65] e
Rocha et al. [23], que fabricaram eletrodos de CB usando uma caneta 3D e impressora
convencional, respectivamente. A partir dos métodos propostos para as determinac@es de
midazolam e &cido Urico, os valores obtidos de LD foram 0,54 e 0,71 umol L%,
respectivamente. E importante mencionar que o método analitico apresentado acima
dedicado para a analise de midazolam é o primeiro na literatura empregando sensores

impressos em 3D.

Cardoso et al. [66] desenvolveram uma célula BIA impressa em 3D integrada com
eletrodo de grafeno. Os autores utilizaram detector amperométrico para analisar acido
urico em amostras de urina e saliva. O método reportado apresentou valor de LD de 0,02
umol L. Quando correlatado o eletrodo proposto neste estudo com outros sensores
descartéaveis a base de carbono, os valores obtidos de LD para as aplica¢des (i, ii € iii) sdo
semelhantes ou melhores ao relatado em outros estudos. [42,48,49] Com o intuito de
assegurar que o sensor proposto pode ser utilizado para detectar os analitos mencionados
acima em diferentes amostras, trés estudos de recuperacdo foram realizados usando MP

(i), bebidas (ii) e amostras de fluido biologico (iii) (Tabela 1).

Para as deteccOes eletroquimicas dos metais Cd e Pb em MP, a concentragéo
obtida para Cd foi de 2,9 + 0,5 ng m= (0,10 + 0,02 umol L™?). O ion metalico Pb n&o foi
detectado em MP, muito provavelmente porque a concentracdo estava < LD.

Posteriormente, a mesma amostra foi adicionada com 0,7 umol Lt (Cd) e 0,3 umol L
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(Pb) e os valores obtidos de recuperagéo para Cd e Pb foram 0,77 + 0,03 e 0,26 + 0,02

umol L, respectivamente. Os valores de recuperacéo variaram de 87 a 95%.

Tabela 1. Detecgdo eletroquimica de metais potencialmente toxicos, midazolam e &cido

urico no MP, bebidas e fluidos bioldgicos, respectivamente (n = 3).

Amostra Analito Determinado Adicionado Detectado  Recuperagéo
(umol L) (umol L) (umol L) (%)
MP Cd 0,10 £ 0,02 0,7 0,77 £ 0,03 95
Pb <LD 0,3 0,26 £ 0,02 87
Vinho <LD 10 11,5+0,2 115
Suco ~ MNdazolam <LD 10 82407 82
Vodka <LD 10 8,1+04 81
Urina <LD 10 9,7+3 97
Saliva  Acido Grico <LD 10 11,9+3 119
Suor <LD 10 823 82

Para as analises de midazolam, amostras de vinho, suco e vodca foram adicionadas
com 10 pumol L e as concentrag@es obtidas foram 11,5 + 0,2, 8,2 + 0,7 e 8,1 + 0,4 umol
L para as amostras de vinho, suco e vodca, respectivamente. Os valores de recuperagéo
variaram de 81 a 115%. Para a deteccdo de &cido Urico, urina artificial, saliva artificial e
amostras de suor foram adicionadas com 10 pumol L. As concentracdes calculadas de
acido folico foram 9,7 + 3, 11,9 + 3 e 8,2 + 3 umol L, e os valores de recuperagio

variando de 97 a 119%.

O desempenho analitico do sensor 3D aqui proposto apresentou resultados
satisfatorios para trés diferentes aplicacGes, de acordo com a resolugcdo normativa da
agéncia nacional de vigilancia sanitaria (ANVISA) N° 166/2017, podendo ser empregado
para analisar Cd e Pb em amostras de aerossois, midazolam em bebidas populares e acido
urico em matrizes bioldgicas. O impacto ambiental do uso do método analitico também

foi investigado com base nas informacGes de metragem verde que podem ser obtidas
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usando o software AGREE. [44] Os pictogramas coloridos juntamente com os valores

calculados da metragem verde podem ser observados na Figura 13.

Figura 13. Pictograma obtido na ferramenta AGREE associado com as analises de
metais (A), midazolam (B) e &cido drico (C). Os nimeros informados entre 1 e 12
correspondem aos 12 principios da quimica analitica verde.

Fonte: Autoria propria.

Conforme demonstrado na Figura 9, os resultados calculados de metragem verde
para os métodos analiticos empregados variaram entre 0,79 e 0,88. Informacdes AGREE
com valores superiores a 0,5 sugerem que 0s métodos analiticos usados sdo
ambientalmente amigaveis. Entretanto, os principios 1 (amostragem), 3 (posicionamento
do sensor) e 10 (reagentes obtidos de fontes renovaveis) fazem parte dos pontos

ambientais que mais precisam de melhorias.

2.5 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou com sucesso 0 desenvolvimento de sensores
eletroquimicos impressos em 3D usando materiais hibridos termoplésticos de negro de
fumo dopado em &cido polilatico (PLA). O desempenho analitico foi alcangado por meio
de um novo pré-tratamento envolvendo protocolo eletroquimico/Fenton para ativar os

eletrodos impressos em 3D. O pré-tratamento proposto faz uso de reagentes de Fenton,
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promovendo a geragdo de *OH (in situ), que permite a degradagéo do excesso de PLA
incorporado na superficie impressa em 3D. Essa estratégia aliada a oxidacao
eletroquimica na presenca de acido acético garantiu a remocao do material termoplastico

e dos residuos de Fenton.

O processo de ativacdo proposto ofereceu caracteristicas interessantes para 0s
sensores. Conforme destacado neste capitulo, o processo de tratamento (i) é simples e
répido; (ii) emprega reagentes de baixa toxicidade; (iii) intensifica o desempenho
analitico (aumento entre 312 e 353%); (iv) proporciona uma estabilidade eletroquimica

de dois meses.

O sensor 3D foi usado para a deteccdo de metais potencialmente toxicos em
amostra de aerossol atmosférico, midazolam em bebidas populares e &cido urico em
fluidos bioldgicos. E os resultados obtidos revelaram aceitavel sensibilidade para as
aplicacdes demonstradas. Por fim, o sensor € totalmente impresso em 3D, miniaturizado
e as metodologias analiticas descritas sdo ambientalmente amigaveis de acordo com a
ferramenta AGREE. Desta forma, o sensor impresso em 3D pode ser utilizado em
diversas aplicaces eletroanaliticas devido ao desempenho promissor em termos de

estabilidade, sensibilidade e reprodutibilidade.
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CAPITULO 3

IMPRESSAO 3D DE CELULA BIA INTEGRADA
COM MULTIPLOS ELETRODOS DE NEGRO DE

FUMO
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RESUMO

Este capitulo descreve a impressdo em 3D de um sistema analitico completo e portatil
composto por uma plataforma eletroquimica integrada com oito sensores. O aparato
analitico desenvolvido apresenta um formato de uma céelula BIA e pode ser fabricado em
aproximadamente 3,4 h usando uma impressora multimaterial. A construcdo da
plataforma analitica ocorreu usando filamentos termoplasticos diferentes contendo
propriedades isolantes, flexiveis e condutores ao custo de ~ 1,2 USD, por unidade. A
célula BIA foi utilizada mantendo a solucdo sob agitacdo a 80 rpm, velocidade de
dispensacdo de 9,0 puL s* e volume de injecdo de 2,0 uL. A prova de conceito do
dispositivo para aplica¢fes bioanaliticas foi avaliada usando adrenalina (ADR) como
analito alvo. O sistema analitico forneceu desempenho analitico adequado em termos de
repetibilidade e reprodutibilidade (DPR < 6%), faixa de concentragdo linear (5 a 40 pmol
L R? = 0,99), limite de deteccdo (0,61 pmol L) e frequéncia analitica (494 + 13 hY).
Amostras de urina artificial foram dopadas com trés concentracdo diferentes de ADR e
os resultados alcancados para o estudo de recuperacdo variaram de 87 a 118%. As analises
de ADR em urina usando o sistema proposto também apresentaram apreciavel
desempenho ambiental, considerando os 12 principios da quimica analitica verde. Com
base nos desempenhos analitico e ecoldgico apresentados neste capitulo, o dispositivo
analitico totalmente impresso em 3D pode ser uma ferramenta versatil para diferentes

analises eletroquimicas.
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3.1 INTRODUCAO

A revolugdo tecnoldgica da modelagem digital e da fabricacdo assistida por
computador permitiu a popularizacdo da impressdo 3D aditiva. [1-3] Este método pode
oferecer vantagens interessantes como instrumentagéo de baixo custo (custo entre 200 -
3.000 USD), fidelidade entre o valor planejado e o real observado apds a impresséao (90 -
98%), simplicidade operacional e possibilidade de combinar diferentes opgOes de
filamentos. [8, 9] Nos dltimos anos, filamentos & base de metais, polimeros e carbono
com propriedades quimicas, mecénicas e elétricas relevantes, como baixa toxicidade,
flexibilidade e resistividade (< 15 ohm cm), tornaram-se disponiveis comercialmente.

[10-12]

A implementacdo da impressdo 3D na area da Instrumentacdo Analitica vem
alcancando resultados positivos, principalmente dentro das divisbes de preparo de
amostra e quimica analitica, por exemplo.[13-18] Estudos recentes vém demostrando que
tanto dispositivos miniaturizados para extracdo em fase solida, [19] misturadores de
solucdes, [20,[21] suportes para espectrometria de massa, [22] separacdes analiticas, [23,
24] bem como sensores colorimétricos [25] e eletrogquimicos [10] podem ser
manufaturados utilizando o método de impressdo 3D. Os sensores eletroquimicos 3D tém
sido uma das opg¢des mais interessantes devido a disponibilidade de diferentes modelos
de filamentos condutores, minimo requisito instrumental e satisfatério desempenho
analitico. [11, 12, 16, 26] O uso de sensores em conjunto com a injecao da amostra em
fluxo (do inglés flow injection analysis, FIA) e injecdo em batelada (do inglés batch
injection analysis, BIA) permite que seja adicionado a célula eletroquimica menores
volumes de amostras (da ordem de nL — pL) com reprodutibilidade satisfatéria, baixa
interferéncia envolvendo a evaporagdo da amostra, renovacao da superficie eficiente,

maultiplas analises e obtengao raplda de respostas eletrqu|m|cas [27 29] Quando
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comparado ao modulo FIA, os sistemas BIA associados a micropipetas eletronicas podem
assegurar melhor desempenho analitico, uma vez que ndo apresentam problemas como

vazamento de solugéo e presenca de bolhas. [28, 30-32]

Em relacdo aos eletrodos frequentemente integrados as células BIA, Tormin et al.
[38] relataram o primeiro estudo que combina uma célula BIA com eletrodos alternativos
de carbono que foram manufaturados via técnica de serigrafia (do inglés screen-printed
carbon electrodes, SPCE). O sistema analitico apresentado acima foi desenvolvido com
0 objetivo de minimizar os problemas de vazamento de solugéo e presenca de bolhas. Os
autores demonstraram com sucesso a deteccao eletroquimica de diclofenaco, peréxido de

hidrogénio e metais potencialmente toxicos.

Nos ultimos cinco anos, diferentes autores exploraram a impresséo 3D para criar
células BIA-3D [39-41] integradas com eletrodos comerciais [32] ou também impressos
em 3D, [40] como referéncia (ER), auxiliar (EA) e trabalho (ET) usando filamentos a
base de acrilonitrila-butadieno-estireno (ABS), acido polilatico (PLA) e PLA dopados
com negro de fumo (CB/PLA) ou grafeno. [17, 42] Recentemente, Richter et al. [41]
projetou uma arquitetura interessante de BIA-3D que pode ser acoplada a diferentes
exemplares de eletrodos ER, EA e ET. Esses segmentos plasticos foram construidos
usando impressora em modo FDM e dois filamentos (PLA e CB/PLA). O desempenho
analitico da plataforma foi avaliado por meio da andlise voltamétrica de dopamina.
Entretanto, é importante mencionar que foi utilizado um componente adicional (anel de
borracha) ndo impresso em 3D, com a finalidade de assegurar a vedacéo da célula BIA e
delimitar a regido da area geométrica do ET. [41, 43] Além disso, a utilizacdo de
impressdo 3D voltada para construir sistema BIA-3D totalmente integrado com multiplos

eletrodos ainda é pouco explorado na literatura.

/////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////

) Habdlas de Arano Sllva Neto SAS&MXS

RN AR RARRNRRRRRRRRRNRRRRARRRRRR AR RN R RRRRARRRNR RN RN R AR R AR R RN R R AR AR RN RN RN RN



50

Neste capitulo, relatamos pela primeira vez a fabricagdo de uma célula BIA
impressa em 3D acoplada com oito diferentes regides direcionadas para deteccOes
eletroquimicas. O dispositivo analitico foi construido utilizando impressora 3D em modo
multimaterial. E o0s segmentos da célula BIA podem ser rapidamente
montados/desmontados através da estratégia de rosqueamento. A célula impressa em 3D
contém eletrodos de CB/PLA (ET, EA e ER) e foi ativada por meio da combinacéo entre

degradacédo de Fenton e oxidacdo eletroquimica, conforme relatado recentemente. [44]

A plataforma analitica associada a deteccdo amperométrica (BIA-DA) foi
empregada para analisar adrenalina (ADR) em amostras de urina artificial. E importante
mencionar que a ADR é uma substancia neural e hormonal do grupo das catecolaminas.
Sua presenca no organismo humano pode estar associada a importantes funcdes
biol6gicas como vasoconstri¢do, frequéncia cardiaca e regulacéo da pressdo arterial. [45-
471 O impacto ambiental do método analitico desenvolvido também foi investigando,
segundos os principios da quimica analitica verde (do inglés Green Analytical Chemistry,

GAC).
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3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo Geral

¢+ Fabricar uma célula BIA totalmente integrada com oito sensores eletroquimicos
empregando a técnica de impressdo em 3D e desenvolver um método analitico para

detectar adrenalina em amostra de urina.

3.2.2 Objetivos especificos

= Desenvolver um projeto 3D e o fatiamento digital de uma plataforma
analitica contendo multiplos eletrodos.

= Fabricar a célula BIA empregando impressora 3D e filamentos de CB/PLA,
PLA e PLA-flexivel.

= Ativar a superficie dos eletrodos usando a reacdo de Fenton e otimizar 0s
parametros operacionais da célula BIA.

= Desenvolver um método analitico usando técnica amperométrica para
analisar adrenalina em amostra de urina artificial.

= Avaliar o impacto ambiental do método proposto usando a ferramenta

AGREE.

R AR AR A A A A A A A A A A A A A A A AR A A A A A A AR A A A AR A A AR A AR AR A A A A A A AR A A A,

. Habdias de Araujo Silva Neto SAS&MXS

RN AR RARRNRRRRRRRRRNRRRRARRRRRR AR RN R RRRRARRRNR RN RN R AR R AR R RN R R AR AR RN RN RN RN



52
3.3 SEQAO EXPERIMENTAL
3.3.1 Reagentes e materiais

Adrenalina (ADR), acido acético, sulfato de aménio ferro(I1) hexahidratado, acido
borico, 6xido de grafeno (OG), glicose oxidase (Aspergillus niger, 181 U mg™*) (GOx),
acido cloridrico, peroxido de hidrogénio, cloreto de potassio, acido fosforico,
hexacianoferrato(ll) de potassio trihidratado, hexacianoferrato(l11) de potassio, hidroxido
de sodio, fosfato de sédio dibasico, fosfato de s6dio monobasico e paracetamol foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EUA). Os reagentes foram usados sem
prévio tratamento ou purificacdo. As solugdes utilizadas foram preparadas usando agua
ultrapura, com caracteristicas conforme apresentado no capitulo 2 (secdo 2.3.1). Os
filamentos termoplasticos utilizados (PLA e PLA-flex, @ = 1,75 mm) foram adquiridos
da 3DFila (Belo Horizonte, MG, Brasil). O filamento condutivo utilizado (CB/PLA) é do
mesmo fornecedor que esta apresentado no capitulo 2 (se¢do 2.3.1). Uma cabine portatil
de LED (7 W) e uma caneta de tinta de prata foram adquiridas da Kiss NY Pro (Nova

York, EUA) e MG Chemicals (Burlington, ON, Canada), respectivamente.

3.3.2 Instrumentacao

Os experimentos eletroquimicos foram realizados usando o mesmo aparato
disposto no capitulo 2 (2.3.2). Para completar o sistema de detec¢do, a célula BIA foi
combinada com uma micropipeta eletrénica modelo E3 Combitips® advanced equipada
com dispensador plastico de 100 pL adquirida da Eppendorf (Hamburgo, Alemanha). A
distdncia entre a ponta da micropipeta e a superficie do ET da célula eletroquimica foi
fixada em ~ 2 mm. [21,23,28] Todos os experimentos eletroquimicos foram realizados

em temperatura ambiente (25 + 2°C).
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3.3.3 Impresséo 3D, integracado e ativacéo dos eletrodos

O projeto da célula BIA foi desenvolvido contendo oito sensores eletroquimicos
integrados usando 0 mesmo software e impressora que estdo descritos no capitulo 2 (secao
2.3.3). Cada sensor eletroquimico foi projetado em um arranjo convencional de trés
eletrodos, incluindo ET, ER e EA. O design e a montagem das pecas individuais da célula
BIA estdo ilustrados no esquema da Figura 10. Para o processo de impressdo, 0 arquivo
STL foi convertido em arquivo GCODE atraves do uso do software PrusaSlicer. O
método de fabricacdo do BIA foi realizado com base no processo FDM [10] selecionando

os valores de temperatura do bico e da mesa em 230 °C e 60 °C, respectivamente.

A montagem dos principais segmentos do dispositivo 3D foi baseada na estratégia
rosqueamento, conforme ilustrado na Figura 10. Primeiramente, os segmentos | e Il sdo
rosqueados formando a regido desejada para inserir a ponta de micropipeta. Com base
neste componente, é possivel selecionar a melhor distancia entre a ponta da seringae ET.
Posteriormente, as partes destacadas Ill, IV e V sdo montadas, formando a célula
totalmente impressa em 3D integrada com oito sensores eletroquimicos. E importante
ressaltar que o segmento IV (PLA-flexivel) foi prensado entre as pecas Il e V durante a

etapa de rosqueamento manual, assegurando a vedacdo do sistema BIA.

Para selecionar um sensor impresso em 3D, a ponta da micropipeta foi inserida na
célula BIA e os segmentos (i) e (ii) foram entdo alinhados. A etapa mencionada acima é
baseada em uma rotacdo no sentido horario, e permite que seja possivel selecionar oito

sensores diferentes dentro da mesma plataforma analitica (Figura 14).
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Figura 14. Esquema ilustrativo demostrando a montagem da célula BIA impressa em
3D com eletrodos integrados. (A) (1) adaptador para micropipeta, (1) tampa superior,
(111) corpo da célula, (1V) anel impresso flexivel, (V) corpo da célula com mdaltiplos
eletrodos integrados; (B) vista superior da célula impressa em 3D e mecanismo para
selecionar os eletrodos com base no alinhamento entre as partes (i) e (ii).

(A) (B)

Fonte: Adaptacédo de Silva-Neto et al. [48] com permisséo.

Para melhorar o desempenho eletroquimico, as superficies de todos os eletrodos
foram ativadas usando em sequéncia os métodos: (i) polimento mecénico usando folhas
de lixa nimero 280 e 1500 que foram fixadas em uma peca impressa em 3D (Figura 15).
(ii) A reacdo com os reagentes de Fenton e (iii) oxidacdo eletroquimica, conforme

apresentado no capitulo 2 (secdo 2.3.3). Em seguida, o ER foi pintado com tinta Ag.

Figura 15. Representacdo esquematica do método de polimento. (A) folha de lixa
impregnada em objeto impresso; (B) polimento das superficies dos eletrodos com base
na rotacao no sentido horario; (C) superficie impressa ap6s o método de polimento.

A (B) ©

<«— Folha abrasiva
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3.3.4 Experimentos eletroquimicos usando a célula BIA

Os estudos de otimizacdo das condicOes operacionais incluindo agitagéo,
velocidade de injecéo e volume de injecdo foram realizados utilizando uma sonda redox
[Fe(CN)s]*"* 1,0 mmol L™ preparado em KCI 0,1 mol L. Para realizar os experimentos
eletroquimicos, uma aliquota de 40 mL de eletrélito suporte (KCI 0,1 mol L?) foi
adicionado dentro da célula BIA. O potencial de 0,25 V vs CB/PLA foi usado no sistema
BIA para realizar a detecgdo amperométrica. As medidas eletroquimicas ocorreram na
auséncia e presenca de agitacdo a 80 rpm. Os parametros de deteccdo, velocidade de
injecéo e o volume de injecdo foram otimizados usando as faixas entre 8,5 uL s - 22 L
ste 1L -5 pL, respectivamente. Ambos os pardmetros foram avaliados mantendo

constante a agitagdo (80 rpm).

Para efetuar a analise de ADR, as amostras foram injetadas apos ter assegurado a
estabilizacdo da linha de base no cronoamperograma, aplicando um potencial de 0,4 V vs
Ag. Solugdes padrdo de ADR foram preparadas em PBS 0,1 mol L (pH 7,2) contendo
0,1 mol Lt de KCI [46]. Para realizar o estudo de adi¢éo e recuperagéo, amostras de urina
artificial foram dopadas com soluces de ADR em trés niveis de concentracdo (10, 20 e
30 umol L1). Para realizar o experimento, as amostras de urina foram preparadas na
proporcdo de 1:1 (solucdo padrdo:urina artificial). O método usado para preparar as
amostras de urina artificial foi adaptado de acordo com outro protocolo descrito na
literatura [51]. O software AGREE foi empregado com o objetivo de calcular a pontuagéo

ecolodgica da analise de ADR em urina.
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3.3.5 Caracterizagdo morfoldgica

Os materiais termoplasticos (PLA, CB/PLA e PLA-Flex) empregues para
desenvolver a célula BIA foram caracterizados utilizando a técnica de MEV. A descricéo
da instrumentacéo utilizada para o estudo de MEV é a mesma apresentada no capitulo 2
(secdo 2.3.5). O estudo morfoldgico foi realizado capturando imagens da superficie do
ET, por entre as camadas de CB/PLA e para as interfaces de PLA, PLA-Flex e Ag

integradas a parede da célula BIA.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Fabricacao da plataforma analitica integrada com multiplos eletrodos

O uso da tecnologia de impressao 3D tem sido amplamente empregado para a
fabricacdo de dispositivos analiticos portateis [51, 52]. Uma impressora 3D pode ser
equipada com filamentos termoplasticos condutores e ndo condutores, possibilitando que
seja construido diversos sistemas analiticos, tais como uma célula BIA [40].
Recentemente, os sistemas BIA-3D que sdo reportados na literatura fazem uso de apenas
uma ceélula eletroquimica integrada. O grupo Richter e Mufioz, por exemplo, reportou a
fabricacdo de um BIA contendo eletrodos ER, EA e ET impressos em 3D [40, 41]. As
impressoras 3D equipadas com multi filamentos permitem o uso de filamentos
termoplasticos condutores, isolantes e flexiveis, tornando possivel a fabricacdo de
dispositivos analiticos integrado com multiplos eletrodos. Entretanto, acredita-se que as
etapas de modelagem e fatiamento do projeto 3D possam ser 0s principais obstaculos para

desenvolver sensores dessa natureza.

Desta forma, o protocolo atual prop6e a impressdo de uma célula BIA integrada

com multlplos eletrodos Para 0 desenvolwmento do prOJeto 3D do sensor, a modelagem
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das estruturas condutora e isolante foram construidas separadamente, conforme ilustrado
na Figura 16. Outro fato importante para mencionar é que durante o fatiamento do projeto
3D, os layouts 1 e 2 precisam ser alinhados cuidadosamente, evitando a presenca de
fendas. A presenca de fendas na etapa mencionada acima podera ocasionar o surgimento
de irregularidades entre as camadas plasticas que sdo obtidas ap0s a impressao,
aumentando as chances de ocorrer escoamento de liquidos quando a célula BIA estiver

€m uso.

Figura 16. Layouts da célula BIA. (A) Segmentos 1 e 2 antes da combina¢do no
software de modelagem; (B) segmento celular do corpo combinado com multiplos
eletrodos; (C) dimensdes dos segmentos impressos em 3D; (D) Trés momentos
diferentes (i, ii e iii) demostrando o fatiamento da fabricacdo do segmento central da
celula BIA (Layouts 1 e 2).
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Layout 6
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Fonte: Adaptacéo de Silva-Neto et al. [48] com permissao.
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E importante destacar também que a célula impressa em 3D pode ser
montada/desmontada rapidamente explorando uma estratégia de rosqueamento. No geral,
a estratégia proposta torna a montagem rapida, pratica e simples. Além disso, abre
oportunidades para permitir multiplas anlises eletroquimicas sem a necessidade de
remover toda a solucdo da célula BIA. A plataforma de detecgdo é composta por 5
segmentos impressos em 3D e ndo requer outros componentes comerciais. Cada

plataforma analitica pode ser manufaturada em ~ 3,4 h ao custo de ~ 1,2 USD.

3.4.2 Caracterizacdo morfoldgica

O estudo da superficie do PLA, PLA-flexivel, CB/PLA e tinta de prata foi
realizado usando a técnica de MEV (Figura 17). Conforme apresentado na Figura
mencionada acima, € possivel observar toda a regido superficial do ET (Figura 17A), as
camadas de CB/PLA que foram incorporadas na parede da célula BIA (Figura 17B) e a

superficie do ET (Figura 17C).

Figura 17. Representacdo esquematica da plataforma analitica em perspectiva
transversal e as imagens obtidas de MEV. (A) Viséao frontal do ET; (B) apresentacéo
da deposicdo das camadas do ET integrado na parede da célula BIA (corte transversal);
(C) superficie do ET ap0s ser submetido a etapa de ativagdo; (D) interface entre as
estruturas do PLA e PLA-flexivel (flex); (E) superficie do ER apds deposicao da tinta
de Ag.

— i 1 mm

500 gam
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A anélise morfoldgica da superficie do ET indicou a presenca de nove camadas
termoplasticas diferentes e bem definidas. Os valores calculados de didametro do ET e
espessura das camadas do ET foram 3,55 = 0,06 mm e 0,17 + 0,02 mm, respectivamente.
Os valores obtidos foram comparados com as dimensdes tedricas observadas durante a
modelagem 3D (ET, @ = 3,5 mm; espessura = 0,18 mm) e demonstraram valores de

fidelidade de 90 a 98%.

As Figuras 17D e 17E exibem os resultados de MEV detalhando a interface entre
PLA e PLA-flexivel, bem como a superficie do ER, respectivamente. De acordo com a
Fig. 13D os materiais termoplasticos PLA e PLA-flexivel estdo alinhados proximo da
regido planejada para vedar a célula BIA. Por sua vez, na Figura 17E é possivel visualizar

a superficie do ER completamente incorporada com tinta de prata.

3.4.3 Otimizacdo das condi¢des operacionais da célula BIA

Acredita-se que o desempenho de uma célula BIA quando acoplada a detecgdo
eletroquimica pode depender de parametros operacionais, incluindo agitacao, velocidade
de injecdo e volume de injecdo da amostra. E por esse motivo, os parametros mencionados
acima foram otimizados com a finalidade de intensificar o desempenho eletroquimico do
sensor. Entretanto, antes de otimizar as condi¢cBes operacionais da célula BIA,
experimentos de VVC foram realizados utilizando eletrodos néo ativado e ativado (Figura

18).
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Figura 18. VCs obtidos na auséncia e presenca de [Fe(CN)s]*”* 1,0 mmol L*
preparado em KCI 0,1 mol L"* usando eletrodo impresso em 3D n#o ativado e ativado
a50mv s,

50
m— Branco
= Eletrodo ndo ativado
Eletrodo ativado
25
I, -
_25 o
'50 T T T T T
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
Evs (Ag)/V

Fonte: Adaptacdo de Silva-Neto et al. [48] com permisséo.

A partir da Figura 18 foi possivel observar um valor de separacdo entre 0s
potenciais de pico (AE;) ~ 1450 mV para o eletrodo ndo ativado. Por outro lado, ao utilizar
um sensor ativado, o valor observado de AE, foi de ~181 mV, o qual representa um ganho
catalitico consideravel. A melhora observada acima pode estar associada a maior
exposi¢do de nanoparticulas de CB na superficie do material, proveniente do processo de
ativacdo [48]. ApOs investigar o impacto da ativacdo no desempenho da célula
eletroquimica, os experimentos de otimizacdo das condi¢fes operacionais do sistema BIA
proposto foram realizados, empregando eletrodos ativados na presencga de sonda redox

[Fe(CN)e]*".

E importante ressaltar que o processo de agitacio pode influenciar diretamente no
processo de transferéncia de massa do analito alvo na superficie do eletrodo e no sinal de
corrente de fundo [1]. Para este estudo, a distancia entre a ponta da micropipeta e o ET

foi de ~ 2 mm, enquanto a velocidade de dispensacdo foi de 9,0 uL s* e o volume de
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injecdo de 1 pL. As respostas amperométricas registradas na auséncia e presenca de

agitacdo séo apresentados nas Figuras. 19A e B, respectivamente.

Figura 19. Otimizacdo das condicGes operacionais da célula BIA. Amperogramas
registrados para [Fe(CN)s]*"> 1,0 mmol L (A) sem e (B) com agitagdo (80 rpm).
Efeito da (C) velocidade de injecédo e (D) volume de injecdo na corrente de pico do
mediador redox. Em (A-B), os dados foram registrados usando uma velocidade de
injecdo de 9,0 uL s e volume de injecdo de 2,0 uL. Em (C) e (D), o volume de injecéo
e a velocidade de injecdo foram de 2,0 uL e 9,0 pL s, respectivamente. Eletrélito
suporte: solugdo 0,1 mol L* de KCI. Todos os experimentos foram registrados

aplicando 0,25 V vs CB/PLA.
3,0 3,0

( A) Auséncia de agitagédo (B) Presenca de agitagao
2,51 2,51
2,0 2,01
$15 <15
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Fonte: Adaptacédo de Silva-Neto et al. [48] com permisséo.

Como pode ser observado nas Figuras 19A-B, as intensidades de corrente de pico
(lpa) oObtidas na auséncia e presenca de agitacdo foram 2,2 + 0,1 e 2,1 + 0,2 YA,
respectivamente. Esses valores foram bastante semelhantes e nenhuma diferenca

estatistica (teste t; p = 0,05) foi observada. Por outro lado, a frequéncia analitica (FA)
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expressa como o nimero de inje¢Bes por hora foi significativamente afetado pela agitacéo
da solucdo. A partir dos resultados obtidos de largura de pico, os valores de FA foram
calculados 24 = 6 e 550 + 70 injecOes por hora para experimentos na auséncia e presenca
de agitagéo, respectivamente. Os valores alcancados de FA foram estatisticamente
diferentes (teste-t; p = 0,05), indicando que a agitacdo da solugdo pode ser uma etapa
fundamental no tempo de analise. A melhora obtida para FA, quando na presenca de
agitacdo, pode estar associado ao regime de difusdo/convecc¢éo caracteristico de sistemas

hidrodinamicos, conforme relatado em estudos anteriores [1-3].

E bem conhecido também que a injecdo automatica da amostra, fornecida por uma
micropipeta eletronica, pode assegurar excelente desempenho em termos de tempo de
andlise e dispersdo da amostra [1,4]. Outros dois parametros operacionais da célula BIA-
3D foram cuidadosamente otimizados, a velocidade de injecdo e volume de injecéo e os

resultados obtidos sdo divulgados nas Figuras 19C e 14D.

Conforme exibido na Figura 19C, os valores utilizados de velocidade de injecédo
variaram de 8,5 a 21 pL s*. Para as menores velocidades de inje¢do (8,5 e 9,0 pL s?), os
valores obtidos de lpa variaram entre 2,8 £ 0,4 e 2,8 £ 0,2 pA. Considerando valores de
velocidade de injecdo maiores (14, 17 e 21 pL s1), os valores alcancados de lpa variaram
entre 2,7 + 0,3 e 2,2 + 0,1 YA. Para dar continuidade nos experimentos, a velocidade de
dispersio de 9,0 pL s foi selecionada, visto que apresentou maior ganho em termos de
corrente de pico e DP. Posteriormente, o volume de injecdo foi otimizado utilizando
intervalo entre 1 e 5 pL. As respostas amperométricas obtidas sdo resumidas na Figura

19D.

Os valores alcangados de volume de injecdo de 1 pL exibiu um sinal de l,a de 1,9

+ 0,4 pA. A partir do acréscimo dos volumes de injecdo para valores entre 2 e 5 L, 0s
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resultados atingidos variaram entre 2,7 e 3,0 HA. Entretanto, o volume de injecdo de 2 puL

revelou melhor desempenho eletroquimico considerando a relacéo entre sinal analitico e

DP (3,0 0,2 pA).

Considerando os dados obtidos nos experimentos, o melhor desempenho foi
alcancado usando agitagdo de 80 rpm, velocidade de dispensacéo de 9 pL s e volume de
injecdo de 2 pL. Portanto, os experimentos subsequentes usando a célula BIA foram

realizados mediante as condigdes operacionais otimizadas.

3.4.4 Repetibilidade e reprodutibilidade dos eletrodos

Os experimentos de reprodutibilidade e repetibilidade para a deteccdo
amperométrica de ADR foram realizados usando potencial 0,4 V vs Ag. Os experimentos
foram realizados com sucessivas injecoes em um mesmo eletrodo, bem como usando

sucessivas adigdes de ADR em todos os oito eletrodos (Figura 20).

Figura 20. Apresentacdo do desempenho eletroquimico em termos de repetibilidade e
reprodutibilidade para ADR usando eletrodos impressos em 3D. (A) Amperogramas
obtidos demonstrando a deteccdo de ADR em oito eletrodos diferente e (B) valores

obtidos de corrente de pico associados a oxidacdo da ADR.
0,30

(A) To2pA (B)

48 N\ AN N_] 025
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5 N\ "\ N 205
N 0,10/

#3_f\ /\ N\

#L_ N\ AN I\

0 10 20 30 40 50 60 #1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 48
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Fonte: Adaptacéo de Silva-Neto et al. [48] com permisséo.
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Conforme observado na Figura 20, o eletrodo 3D pode ser utilizado para realizar
a oxidacio da ADR e o sinal de pico obtido é bem definido. E importante mencionar que
o0 potencial de deteccdo utilizado € semelhante a estudos reportados na literatura usando

eletrodos a base de carbono [61, 62].

Os valores calculados de DPR para 0s experimentos relacionados a oxidacéo da
ADR em um mesmo eletrodo e usando eletrodos diferentes variaram de 2 a 6%. Para
investigar se havia flutuacOes estaticamente relevantes nas deteccdes de ADR usando
eletrodos diferentes, uma analise ANOVA (fator Gnico) foi realizada. O resultado
calculado para F (1,30) foi menor que o valor obtido para F critico (2,66), sugerindo que

os multiplos eletrodos integrados oferecem respostas eletroquimicas semelhantes.

3.4.5 Desempenho analitico, analise de adrenalina em urina e métrica verde

Como prova de conceito, a plataforma analitica impressa em 3D em associacao
com deteccdo amperométrica (BIA-DA) foi empregada para analisar ADR. A curva
analitica foi construida usando diferentes injec@es de 2,0 pL de ADR na célula BIA com
concentragdes variando entre 5 e 40 umol L (Figura 21). Com base nos resultados
obtidos para as injecdes de ADR, a equacdo analitica obtida i (HA)
0,00383+0,00389[ADR; pumol L], e os valores do coeficiente de determinagéo (R? =

0,99) e o limite de deteccéo (LD) ~ 0,61 umol L foram calculados.
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Figura 21. Amperograma demonstrando a resposta registrada para ADR em diferentes
concentracdes usando o sistema BIA-DA e (B) curva analitica exibindo a faixa de
concentracgdo linear para ADR. Figura S9. (C) Respostas amperométricas obtidas para

analise de ADR em amostra artificial de urina (n=3).
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0,14
(®)
0,121
0,101 #3
< 0,081 #2
"~ 0,06-
#1
0,041
0,02

tempo /s
Fonte: Adaptacédo de Silva-Neto et al. [48] com permisséo.

O valor de LD foi calculado com base na equacdo 3*DP/inclinacdo da curva
analitica. A partir das informacdes do numero de injecdes de amostras por hora, a FA foi
calculada em 494 + 13 h'. O valor de FA demonstrado aqui é um dos melhores ja
reportados considerando sistemas BIA-3D. Entretanto, o valor obtido de FA pode ser
reduzido, caso seja utilizado a somatoria de largura de pico para trés injecdes em

sequéncia (~ 21,9 s), resultando em ~ 164 analises ht. Além disso, os pardmetros
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analiticos mencionados acima, incluindo faixa linear e LD, foram comparaveis aos
valores relatados na literatura para a deteccdo de ADR. E a comparagéo obtida apresentou
valores de LD com ordem de magnitude semelhante considerando eletrodos que néo

foram submetidos a etapas adicionais de modificac¢oes (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas da plataforma analitica proposta em compara¢do com os dados

de outros métodos eletroquimicos usados para a deteccao de ADR.

Eletrodo Método Faixa linear LD Ref.
(umol L) (umol L1)
MXene DA 0,02-10 0,009 [46]
Aco inoxidavel DA 5-1000 1,0 [61]
NiO/NTC SWv 0,08 - 900 0,01 [62]
DDB SWV 0,7-60 0,21 [63]
GCE/Grafeno/MIP DPV 0,015 - 40 0,003 [64]
CQD DA 0,02-0.8 0,006 [65]
NisxTe2 SWvV 4,0-31 0,35 [66]
Ouro DA 100 - 2500 53 [67]
Au/GQD DA 0,01-40 0,01 [68]
CB/PLA DA 5-40 0,6 Este estudo

Diamante dopado com boro (DDB); nanotubo de carbono (NTC); Carbon quantum dot (CQD);
Graphene quantum dot (GQD); Square wave voltammetry (SWV); Differential pulse voltammetry
(DPV); polimero molecularmente impresso (MIP)

Para demonstrar uma viabilidade bioanalitica, o sistema BIA-DA foi utilizada
para analisar ADR em amostras de urina artificial. Este componente biologico €
comumente utilizado em casos de asma, desfibrilacdo, parada cardiaca e ressuscitacdo
cardiopulmonar [45, 46]. Os niveis recomendados em pacientes humanos adultos variam

de 0,5 a 1,0 mg kg™* de ADR [69]. Por esta razdo, as amostras de urina foram dopadas
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com solugBes padrdo de ADR em trés niveis de concentragdes (10, 20 e 30 pmol L)

(Figura 21C).

O estudo de recuperacao da analise de ADR apresentou resultados com niveis de
87 a 118%, os quais sao aceitaveis de acordo com a resolucdo N° 166/2017 da ANVISA.
Zaidi et al. [64] utilizaram GCE modificado com grafeno reduzido e polimero
molecularmente impresso a base de nicotinamida para realizar seletiva deteccdo de ADR.
Os autores reportaram valores de recuperacao variando entre 96 e 98% para analises em

amostras de urina.

E importante ressaltar que 0 método analitico empregado para deteccdo de ADR
em amostra de urina exibiu desempenho promissor em termos de LD e FA, podendo ser
usado para monitoramento de rotina em laboratdrios clinicos. Considerando agora o
desempenho ecoldgico do sistema BIA-DA, o pictograma colorido obtido usando a

ferramenta AGREE pode ser visualizado na Figura 22.

Figura 22. Resultado obtido da analise AGREE. (1) tratamento de amostra, (2)
quantidade de amostra, (3) posicionamento do dispositivo, (4) etapas de preparacdo da
amostra, (5) automacdo-miniaturizacao, (6) derivatizacao, (7) residuos, (8) rendimento
da andlise, (9) consumo de energia, (10) fonte de reagentes, (11) toxicidade, (12)
seguranca do operador.

Fonte: Autoria propria.
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A métrica ambiental calculada para a analise de ADR apresentou valor de 0,88,
sugerindo que o método analitico proposto apresenta adequado desempenho ambiental,
segundo os 12 principios da GAC. Entretanto, os principios 3 e 10 que estdo associados
com o posicionamento do dispositivo analitico e a origem dos reagentes quimicos usados

podem ser ajustados em etapas posteriores.

3.5 CONCLUSOES

Este estudo propds com sucesso o desenvolvimento de uma célula BIA totalmente
impressa em 3D e integrada com multiplos eletrodos de carbono. O sistema analitico foi
fabricado com materiais de baixo custo e seus componentes podem ser
montados/desmontados rapidamente por meio de uma estratégia de rosqueamento
manual. As caracteristicas analiticas observadas da célula BIA incluem a possibilidade
de usar multiplos eletrodos com potencialidade para serem submetidos a diferentes
modificacbes de superficie ou medicbes eletroquimicas sequenciais. Além disso, 0s
eletrodos de negro de fumo quando associados a deteccdo amperométrica forneceram
resposta rapida para medicdes de adrenalina em urina com desempenho analitico
adequado e reduzido impacto ambiental. Com base nos resultados apresentados, a célula
BIA impressa em 3D pode emergir como uma ferramenta portatil para analises de rotina

e com alta frequéncia analitica.
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CAPITULO 4

RECICLAGEM DE RESIDUOS IMPRESSOS EM 3D
PARA O DESENVOLVIMENTO DE SENSORES

ELETROQUIMICOS EM PAPEL
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RESUMO

Este capitulo descreve uma abordagem para reciclar residuos termoplastico provenientes
da tecnologia de impressdo 3D, visando a fabricacdo de sensores eletroquimicos em
substrato de papel. Para construir os eletrodos, residuos de acrilonitrila-butadieno-
estireno (ABS) foram triturados, solubilizados em acetona e incorporados com flocos de
grafite, formando uma tinta de carbono. Os resultados obtidos nas caracterizagdes
morfoldgica, estrutural e eletroquimica confirmaram que o eletrodo reciclado aqui
proposto pode ser utilizado para experimentos eletroquimicos. Para realizar a deteccéo de
nitrito, tanto o sensor proposto quanto os convencionais eletrodos impresso em 3D foram
modificados com uma combinacdo de nanotubos de carbono, 6xido de grafeno e cobre.
Ambas as superficies modificadas exibiram comportamento catalitico adequado para
realizar a oxidacao de nitrito a 0,6 e 0,5 V vs Ag, respectivamente. O dispositivo proposto
foi empregado para a analise amperométrica de S-nitroso-cisteina (CysNO) em amostras
de soro, exibindo uma faixa linear entre 10 — 125 umol L e limite de deteccéo de 4,1
umol L. O estudo de adicdo de CysNO em amostra de soro diluida apresentou valores
de recuperacdo entre 90 e 105%. Além disso, 0 experimento mencionado acima também
foi realizado empregando método espectrofotométrico. E a partir dessa andlise
comparativa foi possivel comprovar que os resultados obtidos no estudo de recuperacao
sdo estatisticamente semelhantes (teste t, limite de confianca de 95%). O método analitico
proposto para analise de CysNO também apresentou menor impacto ambiental (métrica
verde ~ 0,79) quando comparado a metodologia comparativa (métrica verde ~ 0,62). Os
resultados alcangados neste estudo em termos de desempenho analitico e apelo ambiental
foram considerados satisfatorios, sugerindo que a estratégia aqui empregada para reciclar

materiais termoplastico ocorreu com sucesso.
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4.1 INTRODUCAO

A abordagem que emprega a manufatura aditiva vem fornecendo diversas
contribuicbes para a area de materiais, incluindo a constru¢do civil, medicina e
odontologia, setor aeroespacial, tecnologia automobilistica e instrumentacédo analitica.[1—
4] A manufatura aditiva vem sendo utilizada com sucesso também para construir
equipamentos de protecdo individual com a finalidade de auxiliar na prevencdo da
contaminacgéo por COVID-19, por exemplo [5]. As aplicagdes mencionadas acima podem
ter relacdo direta com a popularidade e o faturamento industrial da area de impresséao 3D.
De acordo com a GlobeNewswire,[6] a demanda de materiais envolvendo filamentos
termoplasticos movimentou ~ USD 968 milhdes em 2021, indicando que a tecnologia de

impressdo 3D pode ser extremamente versatil e acessivel.

Uma das opc¢oes de impressoras 3D mais usuais sdo aquelas que podem utilizar o
método de modelagem de deposicdo por fusdo (do inglés fused deposition modeling,
FDM) e filamentos termoplasticos, como acido polilatico (PLA), tereftalato de polietileno
(PET), acrilonitrila-butadieno-estireno (ABS). Sendo possivel construir diversos objetos
plasticos que podem ser usados na renomada area de instrumentacdo analitica. [7—10]
Notavelmente, o uso de aparatos 3D em laboratdrios de pesquisa e em inddstrias vem se
destacando devido a algumas peculiaridades, incluindo baixo custo, acessibilidade,
versatilidade e resisténcia mecanica. [11-13] Entre os filamentos mencionados
anteriormente, o PLA permite que seja construido objetos bem definidos e é uma opcéo
de material biodegradavel, porém apresenta baixa resisténcia mecanica e térmica. [14,15]
Por outro lado, as opgdes de PET e ABS sdo mais eficientes em termos de resisténcia
mecanica, quimica e térmica. O ABS é considerado também como um material
potencialmente toxico e ndo biodegradavel. [14,16] Desta forma, pode ser importante

propor estratégias para reciclar esses materiais termoplasticos seguindo os principios da
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quimica verde, que tem como uma de suas finalidades, a reducao ou eliminar do uso ou

geragdo de compostos potencialmente toxicos. [17]

Os exemplos de estudos que vem apresentando acentuado destaque na literatura
por proporem a reutilizagdo de materiais poliméricos séo: (i) reciclando fibras de carbono
e usando-as como opcao de material adicional no processo de fabricacdo de filamentos
de PLA. [18] (ii) Reutilizando fibra de vidro obtida de pas de turbinas de avido para
reforcar as propriedades mecénicas do PLA. [19] (iii) Reciclar PET e polipropileno
visando fabricar filamentos com propriedades mecénicas semelhantes ao filamento
comercial. [20] (iv) Combinar residuos de PLA recuperados de cépsulas de café com
poli(etileno)glicol e particulas de CB visando a fabricacdo de filamento 3D. [21,22] No
entanto, até onde sabemos, o0s estudos destacados acima ndo exploram residuos
termoplastico como estruturas aglutinantes para fabricacdo sensores eletroquimicos
descartaveis. A opcdo de sensor referida acima pode ser de grande valia para a area da
Quimica Analitica, sendo empregada em aplicacdes forense,[23,24] farmacéutico,[13]

ambiental,[25,26] alimenticio e bioldgico. [27-32]

Neste estudo, propomos pela primeira vez uma abordagem reciclavel usando
residuos de ABS como aglutinante para preparar tinta condutiva a base de carbono. A
tinta desenvolvida foi utilizada para criar um sensor eletroquimico em substrato de papel
(PES). CaracterizacGes morfoldgicas, estruturais e eletroquimicas foram realizadas. Para
melhorar a resposta eletroquimica do sensor, duas estratégias foram empregadas na
superficie do eletrodo: (i) remocdo das estruturas isolantes de ABS utilizando oxidacéo
eletroquimica; (ii) modificacdo da superficie do eletrodo com uma mistura de nanotubo

de carbono (NTC), 6xido de grafeno (OG) e cobre. [33]
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A titulo de comparacdo, eletrodos 3D também foram fabricados e testados nas
mesmas condicBes experimentais. O PES foi aplicado para a deteccdo amperométrica
indireta de S-nitroso-cisteina (CysNO) em amostras de soro humano, e 0 impacto
ecoldgico dessa andlise também foi investigado usando a abordagem AGREE. A
biomolécula mencionada acima é do grupo dos S-nitrosotidis (RSNOs) e pode
desempenhar um papel essencial em vérios processos fisioldgicos e fisiopatoldgicos,

atuando como biomarcador e doadores de NO. [34]

4.2 OBJETIVOS

4.2.1 Objetivo Geral

*

% Reutilizar residuos de impressdo 3D com a finalidade de sintetizar uma tinta

condutiva a base de grafite e fabricar sensores eletroquimicos em substrato de

papel.

4.2.2 Objetivos especificos

Coletar e armazenar residuos de materiais termoplasticos potencialmente toxicos

para desenvolver uma tinta de grafite.

= Utilizar a tinta condutiva para fabricar sensores eletroquimicos em substrato de
papel e comparar o desempenho analitico com eletrodo impresso em 3D.

= Modificar o sensor com Oxido de grafeno, nanotubo de carbono e cobre para
melhorar o desempenho analitico para nitrito.

= Desenvolver um meétodo eletroquimico usando deteccdo amperométrica de S-
nitroso-cisteina em amostra de soro humano.

= Auvaliar o impacto ambiental do método proposto empregando a ferramenta

AGREE.
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4.3 SECAO EXPERIMENTAL
4.3.1 Reagentes e materiais

Ferrocianeto de potassio, ferricianeto de potassio, cloreto de potéssio, acido
acetico, acetonitrila, sulfato de cobre pentahidratado, acido sulfurico, sulfanilamida, N-
(1-naftil)etilenodiamina (NED), nanotubos de carbono (NTC) (@ = 6-9 nm,
comprimento: 5 pm), oxido de grafeno (OG), sulfato de sodio, sulfato de ferro
hexahidratado, &cido Urico, acido cloridrico e cisteina foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(Saint Louis, MO, EUA). Acetona, nitrito de sddio, nitrato de sédio e perdxido de
hidrogénio foram adquiridos da Neon (Suzano, SP, Brasil). As informacdes associadas a
qualidade da dgua ultrapura, bem como das soluc¢des utilizadas sdo similares ao que foram

descritas anteriormente no capitulo 2 (secdo 2.3.1).

Papel vegetal (gramatura = 180 g m™), folha de poliéster termossensiveis
(espessura =250 um) e esmalte liquido foram obtidos da Ecrisam (Goiania, GO, Brasil),
Yidu Group Co., (Hsi-Chih, TPE, Taiwan) e RISQUE® (S&o Paulo, SP, Brasil),
respectivamente. Pé de grafite (& < 50 um), tinta de prata modelo PC-9070/1 e folha de
vinil adesivo foram fornecidos pela Synth (Diadema, SP, Brasil), Joint Metal (S&o Paulo,
SP, Brasil) e Imprimax (Sdo Paulo, SP, Brasil), respectivamente. Os filamentos
termoplasticos (@ = 1,75 mm) de ABS e CB/PLA utilizados foram obtidos pelos mesmos
fornecedores que estdo descritos no capitulo 2 (secdo 2.3.1). O papel de cromatografia
Whatman® grau 1 (espessura: 0,18 mm) foi adquirido junto a Sigma-Aldrich (Saint

Louis, MO, EUA).
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4.3.2 Instrumentacao

As mascaras de esténcil foram projetadas e recortadas em impressora de corte
modelo Cameo (Silhouette, Belo Horizonte, MG, Brasil) equipada com software
Silhouette Studio® (versdo 4.1). Uma laminadora térmica (101118415) adquirido na
Gazela (Divindpois, MG, Brasil) foi utilizado para selar os dispositivos. Para a fabricacéo
do sensor 3D, o layout do eletrodo impresso em 3D foi projetado no software SolidWorks
e fabricado usando uma impressora 3D (mesmo modelo apresentado no capitulo 2, se¢do
2.3.2). Uma cabine portatil integrada com LED UV (7 W) foi empregada para auxiliar no
processo de ativagcdo dos eletrodos e decompor amostras de CysNO em nitrito. Para
efetuar os experimentos eletroquimicos, 0 mesmo equipamento descrito no capitulo 2

(secéo 2.3.1) foi utilizado.

4.3.3 Coleta de residuo termoplastico, tinta de carbono e fabricacdo do sensor

A etapa de reciclagem de ABS ocorreu coletando residuos de duas fontes
diferentes: (i) durante o surto de COVID-19, quando nosso grupo fabricou protetores
faciais e suportes magnéticos com o objetivo de efetuar doagdes para hospitais locais; (ii)
das sobras que foram coletadas durante as etapas de fabricacdo de dispositivos 3D. Os
materiais termoplasticos foram triturados usando processador industrial (Mondial, S&o

Paulo, Brasil) e armazenados em frasco plastico.

A tinta de carbono foi preparada a partir da combinacéao de pé de grafite e residuos
de ABS, e a fabricacdo dos eletrodos foi entdo realizada mediante o uso da técnica de
impressdo em esténcil. [36,37] O processo de desenvolvimento do sensor ocorreu em seis
etapas. (i) A geometria do dispositivo contendo EA, ET (4 =4 mm) e ER foi projetada

usando o software CorelDraw. Em seguida, (ii) mascaras de esténcil foram construidas
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combinando o substrato de papel com folha de poliéster (prensa térmica a 120 °C por 5
s) e duas camadas de vinil autoadesivo. Para a realizagdo da sintese da tinta condutiva
(iii), uma mistura de 1,5 g de residuo de ABS e 15 mL de acetona foi preparada e
submetida a um processo de agitacdo continua (700 rpm) por 30 min. Em seguida, 1,5 g
de pé de grafite foi adicionado a mistura mencionada acima (700 rpm; 15 min). A tinta
condutiva foi incorporada sobre o molde usando uma espatula (iv). Apés secagem durante
a noite (25 + 2 °C), as mascaras de vinil foram removidas. (v) A etapa de pintura manual
do ER e com tinta de Ag e da barreira hidrofébica com o uso de esmalte de unha foi
realizada (Figura 23). Por fim, (vi) a superficie do eletrodo foi ativada usando uma etapa
de oxidag#o eletroquimica na presenca de solugdo de acido acético (6 mol L), aplicando

potencial de 1,8 V vs Ag por 100 s.

Figura 23. Representacdo esquematica demonstrando a fabricacéo do eletrodo. Coleta
de residuo de ABS e preparacdo de tinta a base de carbono (A); (i) Hustracdo 3D de
estruturas de grafite (ii) estireno, (iii) butadieno e (iv) acrilonitrila. Preparacdo do
sensor (B); (i) O processo de pintura manual do eletrodo de referéncia com tinta Ag e
barreira hidrofébica com esmalte de unha.

: Papel vegetal
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4.3.4 Modificacéo da superficie do sensor

A modificacdo da superficie do ET foi elaborada usando trés etapas, conforme
reportado na literatura. [33] (i) O compdsito NTC/OG foi sintetizado pela disperséo de
1,0 mg de OG em 5,0 mL de &gua ultrapura e imersdo em banho ultrassénico por 1 h. Em
seguida, 1,0 mg de NCT foi adicionado (banho ultrassénico por 1 h). Uma aliquota de 10
pL da dispersdo de NTC/OG foi adicionada na superficie do ET e deixada para secar
durante a noite (25 £ 2 °C). (ii) O eletrodo modificado com NTC/OG foi exposto a uma
etapa de reducao eletroquimica (-1,2 V vs Ag por 140 s na presenca de H.SO4 0,1 mol L°
1. (iii) Uma outra solugéo de Cu(Il) 10 mmol L™ preparada em H,SO4 0,1 mol L™ foi
adicionada na superficie do ET e um potencial de -0,7 V vs Ag por 200 s foi aplicado para

a reducao do Cu(ll) em Cu(0).

4.3.5 Experimentos eletroquimicos

Os experimentos de voltametria ciclica (VC) e amperometria foram realizados na
presenca de [Fe(CN)e]*"* 1,0 mmol L preparado em KCI 0,1 mol L para verificar a
repetibilidade e reprodutibilidade dos eletrodos. O desempenho eletroquimico do eletrodo
modificado em termos de atividade redox, repetibilidade e reprodutibilidade foi estudado
usando a oxidagdo de nitrito (1,0 mmol L preparado em Na,SO4 0,1 mol L?). A deteccio
amperométrica de nitrito ocorreu aplicando 0,6 V vs por 50 s. Para desenvolver o estudo
comparativo, a deteccdo eletroquimica de nitrito foi realizada usando eletrodos impressos
em 3D, aplicando 0,5 V vs Ag por 30 s. O estudo de seletividade também foi executado
usando uma solugdo padréo de nitrito 50 pmol L™ dopado com interferentes diferentes

(nitrato, acido Urico, cloreto e Fe(ll), 5 pmol L de cada).
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4.3.6 Deteccao indireta de CysNO e anélise comparativa

Para demonstrar a viabilidade analitica do método, os eletrodos modificados
foram usados para analise de CysNO em amostras de soro. O soro artificial foi adquirido
da Doles (Goiania, GO, Brasil), e as etapas de preparacdo e decomposi¢do da amostra de
de CysNO foram realizadas conforme reportado literatura.[39] As amostras de soro
artificial foram diluidas em Na;SO4 0,1 mol L™ (proporcéo 1:5; v/v), e as amostras foram
dopadas com CysNO previamente degradada nas concentragdes de 20, 40 e 80 pmol L.
Todas os experimentos eletroquimicos foram realizados em temperatura ambiente (25 +

2 9C).

O estudo comparativo para realizar a deteccdo espectrofotométrica de CysNO foi
empregado usando o método de Griess.[38] Os reagentes de Griess utilizados foram
sulfanilamida 50 mmol L* e NED 4 mmol L* (solubilizado em écido citrico) na
proporcdo 1:1 (v/v). Em seguida, aliquotas de 1,5 mL (solucdo de Griess) e 1,5 mL
(amostra de soro) foram misturadas, e a detec¢do de nitrito ocorreu em comprimento de
onda de 510 nm. A amostra de soro sintético foi dopada com CysNO previamente
degradada (luz UV por 15 min) em trés niveis de concentragio (20, 40 e 80 umol L) e
o resultado da recuperacdo foi comparado estatisticamente com os valores de CysNO

obtidos pelo método proposto.

Para avaliar o impacto ambiental da analise de CysNO em amostra de soro, a
ferramenta AGREE [40] foi utilizada com a finalidade de calcular a métrica verde do
método proposto, bem como para mensurar a métrica da detecgdo comparativa de CysNO

(espectrofotémetro).

4.3.7 Caracterizacao
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Os experimentos utilizados para investigar os aspectos fisico-quimico do material
proposto foram: resisténcia elétrica (RE), analise de microscopia eletronica de varredura
(MEV), espectroscopia Raman e analise eletroquimica. Para obter o valor de RE do
eletrodo, um multimetro digital modelo MD-360 da INSTRUTHERM (S&o Paulo, Brasil)
foi utilizado. Todas as outras informacdes adicionais de instrumentacdo empregada e
concentragdo da sonda redox ([Fe(CN)s]*’*) sdo as mesmas divulgadas no capitulo 2

(secéo 2.3.5).

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.4.1 Fabricacdo do sensor em substrato de papel

Os eletrodos de papel foram construidos por meio da técnica de serigrafia usando
uma tinta de grafite, papel vegetal e mascara adesiva. [42,43] Para calcular o valor da
espessura da tinta sobre o substrato de papel e investigar também o desempenho catalitico
do eletrodo, anélises de MEV e VC foram realizadas usando eletrodos recentemente

confeccionados. A imagem obtida de MEV para o material é exibida na Figura 24A-D.

Figura 24. Resultados de MEV usando um corte transversal na tinta de grafite(A),
interface entre o substrato e a tinta a base de carbono (B), interface entre as superficies
do eletrodo ndo ativado (C) e ativado (D) espectros Raman do material condutor
otimizado (E).
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Fonte: Adaptacédo de Silva-Neto et al. [41] com permisséo.
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A partir das informacgGes de microscopia, a espessura da tinta de grafite foi
calculada em ~ 314 um (Figura 24A). O resultado obtido de espessura do eletrodo pode
ser explicado com base em duas hipéteses. (i) Acredita-se que o fato de ter usado duas
camadas de adesivo pléastico (espessura ~ 150 pm) como mascara de serigrafia, (ii) e 0
substrato de papel vegetal apresentar baixa porosidade. Esse aspecto do substrato pode
estar associado a presenca de parafina que é depositada na superficie do papel com a
finalidade de assegurar impermeabilidade frente a fluidos liquidos contendo agua em sua

composicao. [44-46]

4.4.2 Caracterizacdo morfoldgica, estrutural e eletroquimica

Para realizar a caracterizacao fisico-quimica do eletrodo de papel, a resisténcia
elétrica, bem como MEV, Raman e analises eletroquimicas foram empregadas. O valor
obtido para resistividade elétrica de 68 + 10 Q cm ¢é consistente com a informagdo
macroscopica tradicional encontrada na literatura para eletrodos de carbono (< 1000 Q
cm). [49,56,57] Esse comportamento pode estar associado as propriedades intrinsecas do
material de grafite, como tamanho dos flocos, alta superficie de contato, profundidade de
poros e maior mobilidade de elétrons, por exemplo. A elevada proporcéo de particulas
condutoras (¢ < 50 um) no aglutinante ABS (1:1; m/m) também pode estar relacionado

com o bom desempenho observado para a resistividade elétrica do eletrodo.

A Figura 24 exibe os resultados de MEV para a interface entre substrato e tinta
condutiva (Figura 24B) e superficie do material antes (Figura 24C) e apos (Figura 24D)
0 processo de limpeza eletroquimica. Através da analise de MEV foi possivel demonstrar

boa aderéncia da tinta de carbono sobre o papel vegetal, e que a etapa de limpeza
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eletroquimica removeu residuos de ABS que estavam fracamente aderidos na superficie

do eletrodo. [26,58]

Os resultados obtidos de Raman s&o apresentados na Figura 24E com espectros
variando de 1200 a 1800 cm™ e dois diferentes picos em 1346 cm™ e 1578 cm™. As
intensidades de pico que sdo mencionadas acima sdo atribuidas as bandas D e G,
respectivamente. [45] Esses picos podem ser atribuidos a hibridizacdo sp? e sp® do 4&tomo
de carbono presente no composito a base de grafite. Com base nos resultados obtidos
para as bandas D e G, a proporcao Ip/lg foi calculada em 0,142, o que € similar a outros

valores reportados na literatura para tintas alternativas a base de grafite. [47,59]

A Figura 25 resume os VCs utilizados para a caracterizacao eletroquimica. Os
experimentos foram realizados em diferentes velocidades de varredura (10 a 100 mV s™)
na presenca de mediador redox de [Fe(CN)s]*"*. Considerando a velocidade de varredura
em 10 mV s, o valor encontrado de AE, = 96 + 5 mV € caracteristico para um processo
quasi-reversivel. [60,61] O aceitavel valor de regressdo linear entre a velocidade de
varredura e o sinal de corrente de pico (R? = 0,99) sugere que a transferéncia de elétrons

na interface do eletrodo € governada por transporte difusional. [41]
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Figura 25. Resultados de VCs obtidos em diferentes velocidades de varredura (A) e
respectivos graficos de corrente de pico versus raiz quadrada da velocidade de
varredura (B), as barras de erro estdo associadas ao desvio padrdo de trés experimentos
diferentes. Andlise de reprodutibilidade (C) e repetibilidade (D). As barras de erro estdo
associadas ao desvio padréo de trés experimentos.
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Fonte: Adaptacédo de Silva-Neto et al. [41] com permisséo.

A repetibilidade (nimero de ciclos) e a reprodutibilidade (usando diferentes
dispositivos) da resposta eletroquimica foram entdo avaliadas usando 0 mesmo mediador
redox ([Fe(CN)s]*"*; Figuras 25C e 25D). Os resultados calculados para desvio padréo
relativo (DPR) apresentam valores de 4,6% (repetibilidade; n=10) e 7,1%
(reprodutibilidade; n=5). Além disso, uma analise ANOVA (n = 5) foi realizada nas
respostas de reprodutibilidade, mostrando nenhuma diferenca significativa entre todos 0s
dispositivos fabricados (valor F = 1,33; F critico = 3,88; nivel de significancia de 95%).
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4.4.3 Modificagdo do sensor e detecgdo de nitrito
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Os eletrodos quimicamente modificados com alétropos de carbono, tais como

NTC e OG podem ser importantes op¢des de materiais eletrocatalisadores.[33] Além

disso, a incorporacdo de carbono nanoestruturado com cobre pode melhorar o

desempenho eletroquimico para nitrito, por exemplo.[33] Nesta vertente, o PES proposto

foi modificado com Cu/NTC/OG com a finalidade de detectar nitrito (Figura 26).

Figura 26. Comportamento eletroquimico do nitrito antes e depois da modificacdo da
superficie usando PES (A) e sensor impresso em 3D (B).

40 40
A m— Branco m— Branco
( ) = Sem modificar (B) m—— Sem modificar
m— \0dificado m— |\]odificado
30 30
PES Eletrodo impresso em 3D
3 2 3
10 10mv st
—— 0
0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
Evs Ag (V) Evs Ag (V)

Fonte: Adaptacdo de Silva-Neto et al. [41] com permisséo.

Conforme observado nas Figuras 26, o comportamento eletroquimico avaliado

indicou que ambos os dispositivos (PES e eletrodo 3D) apresentaram pico de oxidagéo

para nitrito bem definido em 0,63 e 0,51 V vs Ag, respectivamente. Além disso, 0s

sinais eletroquimicos dos eletrodos modificados aumentaram a resposta para nitrito em

6,3 e 4,8 vezes para o dispositivo proposto e eletrodo impresso em 3D, respectivamente.

A melhora catalitica do eletrodo modificado pode estar associada com a maior area

superficial, alto nUmeros de arestas e defeitos das nanoestruturas utilizadas. Bagheri et
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al.[33] relataram o uso de eletrodo de carbono modificado com Cu/NTC/OG. Os
autores demonstraram que o sensor modificado pode ser utilizado para a detecgéo
simultdnea de nitrito e nitrato. A titulo de comparacdo, a mesma estratégia de
modificacdo de superficie também foi empregada usando sensor de carbono impresso

em 3D (Figura 27).

Figura 27. Influéncia de diferentes velocidades de varredura no sinal de corrente de
pico da oxidacdo do nitrito (A) e plotagem da intensidade da corrente de pico vs
velocidade de varredura (B) usando o eletrodo.
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Fonte: Adaptacédo de Silva-Neto et al. [41] com permisséo.

Como pode ser observado nas Figuras 27A-B, os eletrodos modificados também
foram utilizados para experimentos na presenca de solucdo de nitrito em velocidades de
varredura variando de 20 a 80 mV s. Os resultados obtidos em termos de i, versus raiz
quadrada da velocidade de varredura apresentaram um comportamento linear aceitavel
(R? = 0,99), indicando que a transferéncia de massa envolvendo a oxidagdo do nitrito é

governada por difusdo. [41]
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4.4.4 Desempenho analitico, anélises e metragem ambiental

Como o eletrodo aqui proposto forneceu desempenho satisfatorio para a oxidagao
de nitrito, essa propriedade redox foi utilizada para desenvolver um método analitico. O
sensor modificado foi empregado para realizar a deteccdo amperométrica de RSNOs de
baixo peso molecular. [66] RSNO pode ser convertido em nitrito por meio de varias
estratégias de decomposic¢do, tornando possivel o uso de nitrito como um marcador
indireto. Todas as respostas eletroquimicas foram realizadas em um potencial de detec¢édo
de 0,6 V vs Ag por 50 s com concentracdes de nitrito variando de 10 a 125 pmol L
(Figura 28). A regresséo linear associada a detecgdo indireta de CySNO exibiu um bom
valor de R? (0,99) e sensibilidade analitica de 0,005 pA/umol L™, indicando que o método
eletroanalitico pode ser empregado para a analise indireta de CySNO. A equacdo analitica
obtida foi de i (MLA) = 0,689 + 0,006 [NO,"; umol L1]. O valore obtido de LD para CySNO
em amostra de soro foi de 4,1 umol L. O valor de LD foi calculado usando o
3*DPyranco/inclinacdo da curva analitica. O LD alcancado foi comparado com outros

valores obtidos em estudo reportados recentemente. [33,68]

Figura 28. Cronoamperogramas registrados na auséncia e presenca de diferentes
concentracdes de CySNO (A). Respostas analiticas variando as concentragdes de 10 a
125 pmol L1 (B). O sinal analitico foi obtido em tempo de 50 s.
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Fonte: Adaptacéo de Silva-Neto et al. [41] com permisséo.
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Duarte-Junior et al. [67] propuseram um dispositivo microfluidico para separagdo
e detecgdo de RSNOs, o valor calculado para LD foi de 20 pmol L. Ismail et al.[39]
construiram um dispositivo microfluidico em substrato de papel com a finalidade em
detectar RSNOs, e o resultado obtido para LD foi de 4 umol L. Em outro estudo,
Rebecca et al.[68] fabricaram um dispositivo microfluidico combinado com eletrodo de
platina para anélise indireta de RSNOs. A deteccdo indireta foi realizando degradando
RSNOs em nitrito usando luz-UV e a andlise reportada ocorreu em tempo inferior a 2
minutos com valor de LD ~ 73 nmol L. Conforme apresentado acima, o sensor
modificado proposto forneceu detectabilidade adequada para CySNO e o valor calculado
de LD é melhor ou semelhante quando comparado a ferramentas analiticas de baixo custo.

[66-70]

Para demonstrar uma viabilidade analitica do dispositivo, amostras de soro
artificial foram dopadas com trés diferentes concentracbes de CySNO, 20, 40 e 80 pumol
L. Conforme apresentado na Tabela 3, todas as respostas amperométrica obtidas
exibiram valores de recuperacdo variando de 90 a 105%. Experimentos similares foram
realizados usando o método Griess. [38] As respostas obtidas em ambos os métodos
mostraram niveis detectados de CysNO sem diferenca estatistica (teste t; p=0,05),
indicando que o eletrodo reciclado proposto permite quantificagdo com desempenho

equivalente ao método comparativo.
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Tabela 3. Experimento de recupera¢do envolvendo amostras de soro dopadas com

CysNO em diferentes concentragcdes com o microdispositivo de papel e 0 método Griess

(n=3).
Experimento Adicionado Detectado (umol L) Recuperacao
(umol L) PES Griess-method (%)
#1 - <LD <LD -
#2 20 18+3 19,1+0,5 90
#3 40 38+4 37,405 95
#4 80 84+9 76,4+ 0,5 105

Para investigar o impacto ecoldgico do método analitico, a ferramenta AGREE
foi utilizada [40]. O sensor empregado para a deteccdo indireta de CysNO exibiu uma

pontuacéo ecoldgica ~ 0,79 (Figura 29).

Figura 29. Anélise AGREE para o uso do espectrofotdmetro (A) e PES (B). (1)
tratamento de amostra, (2) quantidade de amostra, (3) posicionamento do dispositivo,
(4) etapas de preparacdo da amostra, (5) automacgédo-miniaturizacao, (6) derivatizagéo,
(7) residuos, (8) rendimento da analise, (9) consumo de energia, (10) fonte de reagentes,
(11) toxicidade, (12) seguranga do operador.

Fonte: Autoria propria.
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O método comparativo apresentou uma pontuacdo AGREE de 0,62. Os beneficios
ecoldgicos do uso do PES incluem baixo consumo de amostra (principio 2), etapas
minimas na preparacdo da amostra (principio 4), reducdo da producdo de residuos
(principio 7), rendimento da analise (principio 8) e seguranca do operador (principio 12).
O pictograma circular do método proposto apresentou maior tonalidade de verde. Alguns
pontos de penalidade tambem foram observados nos principios 3 e 10, influenciando
negativamente na pontuacdo da métrica ambiental, a qual é representada pelas cores
amarela e vermelha. Para o estudo comparativo, usando espectrofotdometro UV/VIS, os
principios 1, 2, 3, 7, 8, 9 e 10 impactaram negativamente da andlise ecoldgica. Tal
observacao foi representada no pictograma AGREE por meio de cores em amarelo e

vermelho.

4.5 CONCLUSOES

O estudo apresentado demonstrou pela primeira vez o desenvolvimento de
eletrodos combinando residuos de ABS e particulas de grafite que emerge como um
potencial protocolo para a reciclagem de (micro)pléstico termopléstico. O comp0ésito
reciclado revelou: (i) Aspectos macroscopicos, microscépicos e eletroquimicos
adequados; (ii) Aceitdvel concordancia entre o sensor proposto e um dispositivo
totalmente impresso em 3D, indicando que o eletrodo reciclado aqui proposto pode ser
explorado na area de eletroanalitica; (iii) A ferramenta analitica proposta demonstrou com
sucesso alto potencial para analise indireta de S-nitrosotiol em amostras de soro diluidas;
(iv) O método proposto para a analise de S-nitrosotiol apresentou um satisfatrio

rendimento ambiental considerando os 12 principios da quimica analitica verde.
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Portanto, esta abordagem empregada para a reutilizacdo de materiais
termoplasticos apresentou enorme potencial para superar o grande nimero de residuos de
(micro)plésticos. Com relagdo ao processo de fabricagdo, observamos alguns pontos
criticos que podem ser melhorados como o0 manuseio manual na etapa de preparacdo da
tinta e do sensor. Esforcos futuros serdo focados em introduzir estratégias destinadas a
tornar todos os processos de fabricagdo de PES mais rapidos e/ou automatizados. O
método reciclavel proposto para a fabricacdo de sensores a base de papel permite o uso
de materiais de baixo custo e atende aos principios da quimica verde, abrindo assim novas

oportunidades na area de sensores quimicos dedicados a aplica¢des bioanaliticas.
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CAPITULO5

IMPRESSAO 3D DE SENSOR ELETROQUIMICO
PARA MONITORAMENTO DE ACIDO FOLICO

EM AMOSTRA DE SUCO
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RESUMO

Neste capitulo, uma célula eletroquimica composta por eletrodos de negro de fumo (CB)
foi manufaturada utilizando impressora 3D. O sensor 3D foi desenvolvido visando a
deteccdo e o monitoramento da fotoestabilidade de &cido folico (AF) em amostras de
sucos. A superficie do eletrodo foi caracterizada utilizando experimentos de microscopia
eletronica de varredura e voltametria ciclica. O método eletroanalitico proposto exibiu
faixa linear de concentragéo entre 10 e 200 umol L (R? > 0,99), limite de deteccéo (LD)
de ~ 5,1 umol L e desempenho aceitavel em termos de reprodutibilidade, repetibilidade
e seletividade. A andlise de AF foi realizada em quatro amostras de bebidas diferentes
(suco de laranja, suco de maca e 4gua coco), as quais apresentaram concentragdes entre
0,028 a 0,152 mmol L. Os resultados atingidos utilizando o método proposto exibiu
valores de concentracdo de AF estatisticamente similares ao observado em técnica
comparativa, empregando um espectrofotdbmetro UV-Vis (nivel de confianca de 95%).
Além disso, os resultados alcancados nos experimentos de fotoestabilidade indicaram que
0 AF pode ser parcialmente degradado apés 5 e 20 min de exposi¢do UV. Os resultados
apresentados utilizando eletrodos impressos em 3D apresentaram potencialidade para uso
em duas vertentes, deteccdo e monitoramento da fotoestabilidade do AF em amostras de

SUCos.
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5.1 INTRODUCAO

O mercado global envolvendo ingredientes alimentares foi avaliado em US$ 118
bilhdes em 2021 e devera aumentar 6,4% (ao ano) de 2022 a 2030. [1] Um dos aditivos
nos alimentos é o cido folico (AF) e seu mercado representa ~ US$ 665 milhdes. [2] AF
(C19H19N706) € uma vitamina soltvel em &gua e ndo é produzida naturalmente no corpo
humano. O consumo desse aditivo alimentar se faz necessario para 0 bom funcionamento
do sistema hematopoiético, o qual € uma coenzima associada ao ferro heme.[3] Além
disso, a ingestdo de AF é essencial para a formacéo de purina e timidina, que fazem parte

da biossintese de &cidos nucleicos. [4,5]

O déficit de AF pode levar a anemia megaloblastica e distdrbios neurolégicos e,
em mulheres gravidas, o desenvolvimento de baixo peso fetal, labio leporino e defeitos
cardiacos. [6,7] Por esta razdo, a fortificacdo de alimentos com AF é recomendada pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), e a sua suplementacéo é de 0,4 mg por dia. [7]
Por outro lado, o consumo excessivo de AF pode impactar negativamente a absorcao de

vitamina, Zn e cobalamina. [5,7]

Outro ponto chave que envolve a adicdo de AF em alimentos é a sua degradacao
via processos térmico e fotoquimico.[6,8] Estudos reportados na literatura vém propondo
algumas estratégias para melhorar a estabilidade quimica do AF, os quais incluem o uso
de antioxidante, tais como acido ascérbico. Em outros casos, o encapsulamento do AF
com nanoparticulas de quitosana.[4] Por estas razGes, existem esforcos para quantificar
AF em amostras de alimentos e as opgOes disponiveis sdo os tradicionais métodos
analiticos, os quais incluem espectrofotometria,[9] fluorescéncia,[10] eletroforese capilar
(EC) [11] e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).[4,12,13] Zhao et al. [11]

utilizaram um sistema de EC para determinar AF em sucos de maca. No estudo destacado
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acima, a adequacdo analitica para deteccdo de AF foi demonstrada com sucesso,
combinando EC com detector de quimiluminescéncia, resultando em valores de
recuperacédo variando de 94 a 105%, tempo de anlise de 20 min e teor de AF em suco de
macd ~ 0,38 mg L. Breithaupt et al. [12] relataram a utilizacdo de extragdo em fase
solida em associa¢do com HPLC e deteccdo UV para analise de AF em sucos de frutas.
Os autores obtiveram niveis de AF variando de 0,11 a 1,49 mg L. Lebiedzinska et al.
[14] utilizaram HPLC para a andlise de AF em sucos de frutas e cereais, 0s quais séo
exemplos de fontes naturais e fortificadas de folatos, respectivamente. Os autores
relataram um estudo de adicéo e recuperacao variando entre 98 e 103%, tempo de analise
de ~ 16 min e concentragéo de AF de 154 a 414 g (100 g). No entanto, estas abordagens
podem exigir etapas laboriosas de preparacdo de amostras e alto consumo de energia e

solventes.

A andlise eletroquimica é uma outra abordagem interessante que pode ser
empregada para monitoramento de AF em amostras de alimentos, pois apresenta
simplicidade instrumental, consumo minimo de reagentes, energia e amostras.[15]
Tahernejad-Javazmi et al.[16] fabricou eletrodos a base de grafeno e nanocompdsito
liquido i6nico FeNis visando melhorar o desempenho analitico para AF. Os autores
relataram um valor de LD de 0,1 umol L. Os niveis obtidos de AF em amostras de 6leos
vegetais variaram de 2,55 a 5,68 pmol L, enquanto a concentracio de AF encontrada
em sucos de macd foi de ~ 10,44 umol L. Em outros estudos, Tesfaye et al. [17]
desenvolveram um eletrodo a base de carbono para deteccdo de AF em sucos, relatando
uma faixa de concentragéo linear de 0,08 a 13 pmol L e valor de LD ~ 0,024 umol L™,
Sadeghi et al. [18] demonstraram que eletrodo de pasta modificado com nanotubo de
carbono, Oxido de cobre e hexafluorofosfato de 1-butil-2,3-dimetilimidazolio pode ser

utilizado para deteccdo de AF em amostras de sucos de maca e laranja. Os autores
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relataram um valor de LD ~ 0,8 nmol L e recuperagdes adequadas entre 99 e 101%. Até
0 presente momento, a literatura ndo relata métodos eletroanaliticos combinando
eletrodos de negro de fumo (CB) e deteccdo voltamétrica para a (i) determinacéo e (ii)
avaliacdo da fotoestabilidade de AF em amostra de suco. Materiais a base de CB vem
sendo incorporados em sensores eletroquimicos devido as suas propriedades fisico-
quimicas, as quais incluem alta superficie de contato, estabilidade quimica, atividade

catalitica e condutividade elétrica.[19]

Este capitulo descreve o uso de uma célula eletroquimica impressa em 3D para a
anélise de AF em amostras de suco antes e depois de sua exposi¢do a radiacdo UV. O
dispositivo impresso em 3D foi inteiramente fabricado através do método de deposicao
por fusdo (FDM), utilizando dois filamentos termoplasticos, acido polilatico (PLA) e
PLA dopado com CB (CB/PLA) e uma impressora aditiva Z-Morph.[19,20] Até onde
sabemos, a utilizagdo de impressora Z-Morph equipada com filamentos duplos (PLA e
CB/PLA) ainda ndo foi relatada na literatura com o objetivo de fabricar uma célula
eletroquimica miniaturizada. Este modelo de impressora 3D pode ser equipado com trés
opcoOes diferentes de trabalho com controle numérico computadorizado: (i) impressao
aditiva, (ii) gravacao a laser e (iii) processo de fresagem. Existem também outras opg¢des
de impressoras aditivas conforme destacado em alguns artigos de revisdo.[21-23]
Recentemente, o grupo do Prof. Banks [24] utilizou uma outra opgédo de impressora Z-
Morph, a qual pode ser equipada com filamento Unico. Os autores demonstraram que esta
impressora pode ser uma excelente alternativa para ser carregada com distintas opcdes de
filamentos como materiais condutores e isolantes. A plataforma analitica reportada
contém regides especificas para insercdo dos eletrodos de referéncia, de trabalho e
auxiliares. O estudo também evidenciou que a superficie do eletrodo precisa ser ativada

para melhorar sua capacidade catalitica.
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O dispositivo analitico aqui proposto foi caracterizado em termos de aspectos
morfologicos e eletroquimicos. Para investigar a potencialidade analitica do sensor 3D
para AF, diferentes amostras de sucos comerciais, incluindo maca, laranja e agua de coco,
foram analisadas por voltametria de onda quadrada (do inglés square wave voltammetry,
SWV). Adicionalmente, o perfil ecoldgico da plataforma analitica foi calculado com base

na abordagem AGREE.[25]

5.2 OBJETIVOS

5.2.1 Objetivo Geral

*

% Fabricar células eletroquimicas miniaturizadas utilizando impressdo aditiva
visando o desenvolvimento de método analitico para deteccdo de acido félico em

amostra de suco.

5.2.2 Objetivos especificos

= Construir um projeto de uma célula eletroquimica 3D utilizando softwares de
modelagem e fatiamento.

= Fabricar o sensor eletroquimico utilizando uma impressora 3D modelo Zmorph.

= Ativar a superficie do eletrodo empregando reacdo de Fenton.

= Caracterizar a superficie do material usando anélises de microscopia eletrénica
de varredura, voltametria ciclica e amperometria.

= Desenvolver um método analitico para a deteccdo de &cido folico em suco.

= Monitorar a fotoestabilidade do &cido folico em amostra de suco de laranja,
maca e dgua de coco.

= Investigar o impacto ambiental do método proposto utilizando a ferramenta

AGREE.
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5.3 SEQAO EXPERIMENTAL
5.3.1 Reagentes e materiais

Ferrocianeto de potassio, ferricianeto de potassio e peroxido de hidrogénio foram
adquiridos da Neon (Suzano, SP, Brasil). Fosfato de sodio dibasico, fosfato de sodio
monobasico, cloreto de potassio, &cido citrico, &cido fdlico, acetato de sodio, acido
acetico, nitrato de sddio e sulfato de ferro (I1) heptahidratado foram adquiridos da Sigma
-Aldrich Co (Saint Louis, MO, EUA). Glicose e bicarbonato de soédio foram adquiridos
da Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil). Tartarato de sédio e acido L-ascorbico foram
adquiridos da Synth (Diadema, SP, Brasil). Todos os reagentes quimicos utilizados séo
de grau analitico e empregados sem purificacdo adicional. As solucBes analiticas foram
preparadas utilizando agua ultrapura (com condutividade elétrica < 50 uS cm) processada

através de um sistema de purificacdo adquirido da Gehaka (Sao Paulo, SP, Brasil).

PLA, filamento condutor modelo proto-pasta (CB/PLA) e uma cabine portéatil de
LED (7 W) foram adquiridos da 3DFila (Belo Horizonte, MG, Brasil), Protoplant

(Vancouver, BC, Canadd) e Kiss NY Pro (New York, EUA), respectivamente.

5.3.2 Instrumentacéo

O dispositivo eletroquimico foi construido usando uma impressora 3D
multimaterial de codigo aberto modelo VX da ZMorph (Wroclaw, Pol6nia). A detecgdo
eletroquimica foi realizada utilizando um potenciostato/galvanostato modelo pAutolab
Tipo 1l da Metrohm (Utrecht, Holanda). Amostras de alimentos liquidos foram
preparadas utilizando um sistema ultrassénico modelo USC700 da Unique (Séo Paulo,

SP, Brasil) e uma centrifuga modelo 208N da Fanem (Guarulhos, SP, Brasil).
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5.3.3 Impresséo 3D e ativagao dos eletrodos

Os componentes da célula eletroquimica que incluiam os eletrodos de trabalho
(ET, @ = 3,5 mm), auxiliar (EA) e de referéncia (ER) foram fabricados pelo método
FDM.[26] Primeiramente, o layout do dispositivo foi modelado no software SolidWorks
2014, contendo geometria (1,0 x 2,0 x 0,2 cm; largura x comprimento x espessura), a qual
foi convertida para formato STL (estereolitografia). Para desenvolver o sensor, dois
layouts foram projetados, um para o material condutor e outro para o0 segmento isolante,
conforme indicado na Figura 30A. Os arquivos STL foram inseridos no software
Voxelizer visando a combinac&o e selecdo dos parametros de impressao, resultado em um

arquivo GCODE (Figura 30B).

Apbs a finalizacdo da etapa de fatiamento, o arquivo GCODE e os filamentos
desejados (condutor e isolante) foram carregados na impressora. A estrutura projetada foi
entdo convertida em uma estrutura sélida na mesa de impressdo, e em uma Unica etapa
usando 0s seguintes parametros: altura da camada (0,25 mm), densidade de
preenchimento (95%), tipo de preenchimento (favo de mel), velocidade de impressao (90
mm s?), velocidade de retragdo (30 mm s™), didmetro do bico de impressdo (0,4 mm),
tempo de impressdo (16 min, por dispositivo), temperatura da mesa (60 °C) e do bico (220

°C). Na Figura 30C ¢ possivel ver uma imagem do dispositivo final.

Antes de utilizar o sensor, uma etapa adicional de pré-tratamento foi realizada, a
que foi adaptada de outro estudo.[26] O processo de ativagcdo consistiu em trés etapas: (i)
a superficie do eletrodo foi polida com lixas (gramatura 280 e 1500) e exposta ao banho
de ultrassom por 1 min na presenca de 4gua ultrapura. (ii) Uma aliquota de 100 pL (H20:
15% (v/v)) preparada em 10 mg L™ de Fe(Il) foi adicionada a célula eletroquimica e

exposta a radiacdo UV por 5 min. (iii) Outra aliquota de 100 pL de solucdo de &cido
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acético (1,0 mol L™?) preparado em KCI (0,05 mol L) foi adicionada a superficie do

eletrodo e uma diferenca de potencial de 1,8 V vs CB/PLA foi aplicada por 200 s.

Figura 30. (A) Os dois Layouts construidos utilizando o software de modelagem. (B)
Imagem obtida no software de fatiamento durante a criagdo do arquivo GCODE. (C)
Imagem do dispositivo fabricado pronto para uso. Eletrodos de referéncia (ER),
auxiliar (EA) e de trabalho (ET).
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Fonte: autoria propria.

5.3.4 Experimentos eletroquimicos

Para investigar o comportamento redox do AF, medidas de voltametria ciclica
(VC) na auséncia e na presenca de AF (1,0 mmol L) preparado em NaHCO3 (0,1 mol L-
1y foram realizadas. Para obtencéo do eletrélito suporte ideal, diferentes solugdes foram
preparadas incluindo KCI, NaHCO3, PBS (pH =7,4), NaOH e tamp&o acetato (pH = 4,5).
Todas as solugdes mencionadas acima foram preparadas com concentragédo de 0,1 mol L
! Experimentos VC foram realizados em velocidades de varredura variando de 10 a 100
mV s, VCs foram obtidos para trés mediadores redox diferentes a 50 mV s*. (i) azul de
metileno 1,0 mmol L preparado em KCI 0,1 mol L. (ii) [Fe(CN)s]*’* 1,0 mmol L™
preparado em KCI 0,1 mol L. (iii) nitrofenol 1,0 mmol L™ preparado em tampao acetato
0,1 mol L (pH = 4,5). Para calcular o coeficiente de difusdo (Dar), experimentos de

amperometria foram realizados aplicando uma diferenca de potencial de 0,7 V no eletrodo
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de trabalho (vs CB/PLA) durante 7 s na presenca de AF em trés niveis de concentracao

diferentes: 100, 200 e 300 pmol L.

Para a construcdo da curva analitica foram realizados experimentos
eletroquimicos utilizando SWV. Solugbes de AF foram preparadas em concentracoes
variando de 10 a 200 umol L. A repetibilidade, reprodutibilidade e seletividade também
foram avaliadas nas condi¢cOes otimizadas de SWV. Todos o0s experimentos
eletroquimicos foram realizados utilizando uma aliquota de 100 pL em temperatura

ambiente (25 £ 2 °C).

5.3.5 Amostra de suco

Um total de quatro bebidas diferentes foram adquiridas em um comércio local. As
amostras foram denominadas suco de maca #1, suco de macé #2, suco de laranja #3 e
agua de coco #4. Aliquotas de 10 mL de cada amostra foram expostas a banho
ultrassénico (por 10 min), centrifugadas (por 30 s a 2.000 rpm) e a parte do sobrenadante
coletada utilizando uma micropipeta.[27] Antes de iniciar a analise de AF, as amostras de
suco foram preparadas em solucdes de PBS (0,1 mol L) com diluigdo de 50 vezes para
as amostras #1, #3 e #4, e diluicio de 16 vezes para a amostra #2 (Figura 31). Para realizar
a diluicdo de 50 vezes, uma aliquota de 20 puL de amostra de suco foi diluida em 980 uL
de PBS (0,1 mol L™). Para realizar a diluicdo de 16 vezes, uma aliquota de 62,5 pL de

amostra de suco foi diluida em 937,5 L (solucéo de PBS).
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Figura 31. Representacdo esquematica das amostras de bebidas que foram submetidas
a uma etapa de preparo de amostra e diluicdo em solucao de PBS (i) visando a deteccao
eletroquimica de AF. #1 e #2 sdo amostras de suco de maga; #3 e #4 sdo amostras de
suco de laranja e agua de coco, respectivamente.

843 |
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Fonte: autoria propria.

Eletrodo ativado

5.3.6 Determinacéo de acido fdélico e estudo comparativo

A presenca de AF em amostras de alimentos foi avaliada através do método
eletroanalitico proposto. Para determinar os niveis de AF, aliquotas de 100 uL das
amostras de bebidas #1, #2, #3 e #4 foram adicionadas a célula eletroquimica. Como
método comparativo, as amostras de bebidas também foram analisadas por
espectrofotometria UV-Vis.[9] Para isso, uma curva de calibracdo foi construida
utilizando concentragdes de 10 a 100 pmol L. Os espectros foram obtidos com
comprimento de onda variando de 180 a 500 nm. O espectrofotdmetro utilizado foi um
Hewlett-Packard modelo 8451A (Palo Alto, CA, EUA). Todas as anélises
espectrofotométricas foram realizadas com aliquotas de amostra de 3 mL em temperatura

ambiente (25 £ 2 °C).

5.3.7 Monitoramento da fotoestabilidade

Para avaliar a fotoestabilidade do AF, uma cabine portatil UV (7 W) foi utilizada

como fonte de radiagdo. As amostras de suco #1, #2 e #3 foram submetidas a dois tempos
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distintos de exposicdo UV, 5 e 20 min. Em experimentos paralelos, a amostra #4 foi
dopada com 50 pmol L (amostra #4 (i)) e 150 umol L (amostra #4 (ii)) de AF e 0
mesmo processo de fotodegradacgéo foi realizado. As concentragcdes de AF foram obtidas
utilizando o método proposto. Além disso, para a amostra #4 (i), o nivel de AF também

foi determinado usando método espectrofotométrico.

5.3.8 Caracterizacdo morfoldgica e impacto ambiental

Para a realizacdo dos experimentos de microscopia eletronica de varredura
(MEV), um microscopio modelo Quanta 200 FEI da Thermo Fischer Scientific
(Eindhoven, Holanda) foi utilizado. As anélises de MEV foram realizadas no Centro de
Microscopia da UFMG. O perfil ecoldégico do método eletroanalitico e comparativo

(espectrofotométrico) foram calculados utilizando software AGREE. [25]
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5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.4.1 Aspectos morfoldgico e eletroquimico do sensor

A morfologia da superficie do material foi inicialmente caracterizada por MEV,
conforme demonstrado na Figura 32. As imagens obtidas de MEV revelaram um diametro

de ~ 3,59 mm para o ET, o qual representa um valor de fidelidade ~ 97%.

Figura 32. Resultados obtidos de MEV para eletrodo impresso em 3D. (A) vista
superior do eletrodo de trabalho (ET) apds ampliacdo de 30 vezes. (B) Superficie do
ET apds uma ampliacdo de 1500x, (C) apds ampliacéo de 30.000x e (D) ap6s ampliacdo
de 150.000x.

J%

Fonte: autoria propria.

E possivel observar também uma superficie rugosa com a presenca de particulas
incorporadas ao substrato. Estas particulas sdo geralmente compostas por CB, o qual faz
parte da composicéao do filamento condutor. As particulas de CB apresentaram valores de
didmetro variando entre 48,9 a 58,4 nm. Os resultados obtidos estdo de acordo com o

esperado para particulas de CB, que esta entre 10 e 400 nm.[29]

O comportamento eletroquimico do dispositivo proposto foi avaliado empregando
experimentos de VC na presenca de trés espécies redox diferentes: azul de metileno (i),
[Fe(CN)s]*™* (ii) e nitrofenol (iii), com velocidade de varredura de 50 mV s?. Os

resultados alcancados séo apresentados na Figura 33.
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Figura 33. (A) Representagdo esquemaética da ordem utilizada no experimental de VC.
(B) Resultado obtido de VVC na auséncia e presenca de azul de metileno 1,0 mmol L *
preparado em KCI 0,1 mol L 2 (i). (C) 1,0 mmol L ** de [Fe(CN)s]*"* preparado em
KCI 0,1 mol L “ (ii). (D) 1,0 mmol L ! de nitrofenol preparado em KCI 0,1 mol L !
(iii). Todos os experimentos eletroquimicos foram realizados aplicando uma diferenca
de potencial vs CB/PLA.
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Fonte: autoria propria.

A partir da Figura 33B, € possivel observar o comportamento redox do azul de
metileno, o qual demonstrou uma separacao entre os potenciais de pico (AEp) de ~ 121
mV. Experimentos de VVC na presenca da outra sonda redox, [Fe(CN)s]*’*, revelaram um
valor de AEp de ~ 190 mV (Figura 33C). Em ambos os casos foram observados resultados
semelhantes em termos de sinais de corrente de pico (~35 pA). O valor de AEp foi menor
quando se utilizou o azul de metileno como sonda redox. Esse comportamento pode estar

associado a sua estrutura catidnica, menos sensivel a superf|C|e do eletrodo. [30] Outros
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exemplos de sensores impressos em 3D também revelaram comportamento redox

semelhante para [Fe(CN)s]*"*.[24,31]

Os resultados obtidos de VC para nitrofenol revelaram um sinal de corrente de
pico de oxidacdo bem definido a ~ 0,6 V vs CB/PLA (Figura 33D). Jyoti et al.[32]
construiram eletrodos de grafeno impressos em 3D e relataram um estudo envolvendo a
deteccdo de nitrofendis. Os autores exibiram valores de picos de oxidagdo a ~ 0,92 V vs
Ag/AgCI. Santhiago et al. [33] demonstraram a utilizacdo de sensores baseados em papel
para deteccdo de nitrofendis, obtendo um comportamento redox bem definidos a ~ 0,90
V vs carbono. Estes resultados comparativos indicam que o sensor 3D aqui apresentado

pode ser adequado para uso em eletroanalitica.

5.4.2 Comportamento redox do acido félico

O comportamento redox do AF foi avaliado utilizando experimentos de VC e
amperometria. A partir da Figura 34A é possivel observar 0s VCs obtidos na presenca e
auséncia de AF 1 mmol L preparado em NaHCOs 0,1 mol L. Um pico anddico bem
definido foi observado em ~ 0,80 V vs CB/PLA. Para obter o eletrolito suporte mais
adequado para o experimento, solucdes padrdo de AF foram preparadas em diferentes
eletrolitos suporte (a 0,1 mol L cada). Os resultados alcancados sdo apresentados na

Figura 34B.
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Figura 34. (A) Resultados obtidos de VC na auséncia e presenca de AF 1 mmol L™
(B) Respostas alcangadas de VC utilizando AF 1 mmol L preparado em diferentes
eletrolitos suporte. (C) Respostas obtidas de VC para AF utilizando diferentes
velocidades de varredura. (D) Sinais obtidos de corrente de pico vs raiz quadrada da
velocidade de varredura.
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Fonte: autoria propria.

Conforme observado, o VC para AF preparado em PBS 0,1 mol L (pH = 7,4)
apresentou um aumento substancial na altura de pico anddico, o qual exibiu valores de
corrente faradaica ~ 40% superior ao comparado com outros experimentos de VC
realizados na presenca de AF em KCI, NaHCOs3, tempéo acetato (pH = 4,5) e NaOH.
Assim, os experimentos subsequentes foram realizados na presenca de PBS (0,1 mol L-
1), Garcia et al. [34] utilizaram eletrodos modificados a base de carbono em associagio
com experimentos de SWV para possibilitar a analise de AF. Os autores utilizaram

solugdes de PBS (0,1 mol L™Y; pH = 7,0) como eletrdlito suporte.
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Na presenca das condigOes experimentais otimizadas, os experimentos de VC
foram entdo realizados utilizando velocidades de varredura distintas (10 a 100 mV s;
Figura 34C). A equacio obtida no experimento foi i (u1A) = 0,109 + 0,719 x v*2 (mV s~
12 "o qual exibiu boa linearidade no intervalo de velocidade de varredura investigado
(R?=0,994; Figura 34D). Desta maneira, a transferéncia de massa envolvendo a oxidagio
do AF é governada por difusdo.[35] Medidas cronoamperométricas foram utilizadas com

0 objetivo de calcular o coeficiente de difusdo do AF (Dar) (Figura 35). [35]

Figura 35. (A) Resultados obtidos para experimento de amperometria na presenca de
trés niveis diferentes de AF. (B) Curva obtida envolvendo a inclinacdo vs diferentes

concentragdes de AF. As barras de erro sdo associadas ao valor de DP de trés
experimentos diferentes.
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Fonte: autoria propria.
A partir da inclinacdo da curva i (LA) vs t2 (s) (R? = 0,996) e da equacéo de

Cottrell,[35,36] o valor calculado de Dar foi ~ 0,26 x 10 cm? s. O valor obtido de Dar

estd de acordo com resultado relatado em estudo recente.[37]
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5.4.3 Desempenho analitico

Para obter as melhores condic@es de andlise utilizando a técnica de SWV, alguns
parametros como amplitude, step e frequéncia foram otimizados. Uma janela de potencial
de 0,0 a 1,0 V vs CB/PLA foi utilizada nos experimentos. Os dados alcangados estéo

resumidos na Tabela 4.

Tabela 4. Respostas obtidas envolvendo a otimizacdo do método SWV visando deteccao

de 4cido félico.

Parametro Faixa avaliada Otimizado Unidade

Amplitude 0,02 - 0,08 0,08 V
Step 0,002 - 0,008 0,008 V

Frequéncia 8-24 16 Hz

Conforme destacado na Tabela acima, os melhores resultados para a oxidacéo do
AF foram observados nas seguintes condic¢des: 0,08 V (amplitude), 0,008 V (step) e 16
Hz (frequéncia). Os parametros analiticos para andlise de AF foram investigados

utilizando concentragdes variando de 10 a 200 umol L (Figura 36).
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Figura 36. (A) Resultados obtidos de SWV na auséncia e presenca de diferentes
concentracbes de AF. (B) Respostas analiticas correspondentes ao gradiente de
concentracdo utilizado. (C) Resultados espectrofotométricos obtidos na auséncia e
presenca de diferentes niveis de AF e (D) curva analitica alcancada utilizando
diferentes concentracdes de AF. Uma variagdo de concentragdo entre 10 e 100 pmol L
! foram utilizadas em ambos os experimentos.
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Fonte: autoria propria.

Na Figura 36B é possivel observar a curva analitica obtida, a qual é governada
pela equacéo i (MA) = 0,093 + 0,0065 x [AF; umol L] (R? = 0,994). O valor calculado
de LD foi de ~5,1 umol L. Nas Figuras 36C-D é possivel observar também a curva de
calibracdo obtida manuseando um espectrofotdometro UV/Vis. Na Tabela 5 é apresentado
um estudo comparativo entre 0 método proposto e outros meétodos eletroanaliticos

reportados, os quais visam a deteccéo de AF.
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Tabela 5. Resumida comparagdo dos aspectos analiticos em termos de eletrodos, método

e limite de detecgdo para &cido fdlico.

Eletrodo Método  Faixa linear LD Ref.
(umol L) (umol L)
Fe304sMIP/GO SWAV 2,5-48 0,65 [38]
Ni(OH),/MWCNT  DPV 05-2,6 0,095 [39]
FeNis/GO SWV 0,6 — 1100 0,1 [40]
PMO/CuONP/GCE  DPV 0,01-15 0,002 [41]
Mo.CNP/GCE DPV 0,01-120 0,004 [42]
3CP/SPCE VC 2,5-200 0,8 [43]
CB/PLA SWvV 10 -200 51 Este estudo

Oxido de grafeno (OG); Polimero molecularmente impresso (MIP); Poli(alaranjado de metila) (PMO);
Nanoparticula (NP); eletrodo de carbono vitreo (GCE); Carboneto de molibdénio (Mo2C); pirrol 3-
carboxilico (3CP); Eletrodo de carbono serigrafado (SPCE); Voltametria de redissolucdo anddica (SWAV);
Voltametria de pulso diferencial (DPV).

Observa-se que a analise de AF pode ser realizada com diferentes modelos de
eletrodos modificados e técnicas voltamétricas. Alotropos de carbono, polimeros
sintéticos e nanoparticulas metalicas sdo exemplos de materiais empregados como sitios
cataliticos para oxidacdo de AF. Além disso, 0 SWV e o DPV foram as técnicas mais
utilizadas devido as respostas rapidas e sensibilidade analitica. Observa-se também que a
abordagem proposta apresentou desempenho analitico adequado em termos de LD, sem
mesmo utilizar etapas adicionais de modificacdo. As caracteristicas analiticas obtidas
nesse estudo podem ser consideradas aceitaveis para a deteccdo de AF em suplementos

dietéticos, alimentos fortificados e amostras de sucos.[5,7,37]

5.4.4 Reprodutibilidade, repetibilidade e seletividade
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O método analitico proposto também foi avaliado em termos de repetibilidade,
reprodutibilidade e seletividade. O estudo de repetibilidade foi realizada empregando
cinco detecgdes consecutivas (Figura 37A). Para o experimento de reprodutibilidade,
cinco dispositivos diferentes foram utilizados, os quais foram denominados como
eletrodo #1, #2, #3, #4 e #5 (Figura 37B). O estudo de seletividade foi elaborado mediante
a preparacdo de solugdes de AF (50 umol L) na presenca de outros potenciais aditivos

que podem ser encontrados em amostras de suco (Figura 37C).

Figura 37. (A) Resultados obtidos de repetibilidade para detec¢do de AF utilizando
eletrodo impresso em 3D. (B) Sinal de corrente de pico de AF empregando cinco
eletrodos diferentes. (C) Estudo de interferéncia do método proposto na presenca de
cinco potenciais interferentes distintos, (i) glicose, (ii) cido tartarico, (iii) nitrato, (iv)
acido ascorbico e (v) &cido citrico.
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Fonte: autoria prépria
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A potencial interferéncia da glicose, tartarato, nitrato, &cido ascorbico e acido
citrico foi avaliada em experimentos separados (cada solugdo preparada a 50 pmol L™ na
presenca de AF). Para os experimentos de repetibilidade e reprodutibilidade, os valores
de desvio padréo relativo (DPR) obtidos foram 7,32 e 4,38%, respectivamente. Winiarski
et al. [39] utilizaram ET modificados com nanotubos de carbono/hidroxido de niquel
visando a deteccdo de AF em amostras de sucos. Os resultados reportados em termos de

repetibilidade e reprodutibilidade revelaram valores de DPR < 3,6%.

Conforme demonstrado na Figura 37C, o estudo de seletividade revelou que
glicose, tartarato, nitrato, acido ascérbico (AA) e &cido citrico ndo interferem
significativamente no processo de oxidacdo do AF (interferéncia < 5%). E importante
enfatizar que o método eletroquimico proposto pode ser utilizado para detectar AF na
presenca de AA. Os resultados alcancados revelaram também um sinal de pico de
oxidacdo bem definido para AA a 0,2 V vs CB/PLA, o qual é similar a outro trabalho

reportado.[45]

5.4.5 Andlise de &cido félico em suco e impacto ambiental

O aditivo AF é uma vitamina do grupo B que ndo é produzida naturalmente no
organismo humano. A representacdo 3D da molécula de AF ¢é apresentada na Figura
38.[5,9] Sua presenca na dieta humana depende do consumo de alimentos naturais e
industrializados. Neste sentido, o desenvolvimento de abordagens analiticas para
monitoramento de AF em amostras de alimentos pode ser bastante importante. E
importante ressaltar que o AF pode ser degradado quando exposto a altas temperaturas,
ar atmosférico e radiacdo UV.[6,8] Isto sugere também que pode ser importante monitorar

a estabilidade do AF em alimentos.
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Figura 38. Representacdo esquemaética em 3D da molécula de AF e da possivel
clivagem entre a ligacdo C — N devido a presenca de radiacdo UV, a qual foi investigada

utilizando experimentos eletroquimicos.
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Fonte: autoria propria.

Nesta vertente, o sensor 3D proposto foi utilizado para detec¢édo de AF em sucos
comerciais e empregado também para avaliar a fotoestabilidade do AF. As amostras de
bebidas foram nomeadas como #1, #2, #3 e #4, as quais correspondem a dois sucos de
macd, um suco de laranja e uma agua de coco. Todas as amostras foram diluidas devido
a alta concentracdo de AF. Para avaliar a exatiddo do método proposto, as amostras
mencionadas acima foram analisadas utilizando método espectrofotométrico UV-Vis. O
método de adicdo de padrdo também foi avaliado. A Tabela 6 apresenta os resultados
obtidos empregando ambas as metodologias analiticas, 0s quais apresentaram niveis de

AF variando de 0,028 a 0,152 mmol L.
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Tabela 6. Resultados obtidos de concentragdo de AF para quatro bebidas comerciais

diferentes utilizando abordagem SWV e método espectrofotométrico UV-Vis (n = 3).

SWv Espectrofotometria
Amostra Encontrado DPR (%) Encontrado DPR
(mmol L) (mmol L7) (%)
#1 0,152 £ 0,004 2,9 0,1273 + 0,0002 1,8
#2 0,028 + 0,001 49 0,0287 £ 0,0004 1,6
#3 0,071 £ 0,004 6,4 0,0627 £ 0,0007 1,1
#4 <LD - <LD -

As amostras #1 e #2 exibiram niveis distintos de AF, tal comportamento pode

estar associado ao fato de que essas amostras foram obtidas de fabricantes diferentes. Para

comparar 0s resultados alcancados usando a abordagem proposta e 0 método

espectrofotométrico, uma andlise estatistica (teste t pareado) foi utilizada. O valor obtido

de t (calculado) foi menor que o resultado tabelado de t (critico) para todas as amostras,

indicando que o método analitico aqui proposto ndo exibe diferenca estatistica

(significancia de 95%) quando comparado com os dados obtidos utilizando o método

espectrofotométrico.

Adicionalmente, o método de adicdo e recuperacdo foi empregado visando

calcular o desempenho em termos de exatiddo. Para desenvolver o experimento, a amostra

#4 foi enriquecida com duas concentrag@es diferentes de AF (50 e 150 umol L) (Figura

39).
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Figura 39. Respostas eletroquimicas obtidas para o estudo de adi¢do e recuperagdo
empregando amostra #4 (4gua de coco).
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Os valores detectados de AF em amostras de dgua de coco foram 54 £ 8 e 171 +

2 umol L%, os quais representam uma recuperagao variando entre 108 e 114%. O estudo

de adicdo e recuperacdo aqui investigado apresentou desempenho semelhante a outro

estudo utilizando eletrodos de carbono,[40] sugerindo que o método proposto tem

potencialidade para detectar AF em amostras de suco.

Para avaliar os indicadores ecologicos do método proposto e do método

espectrofotométrico, a ferramenta AGREE foi empregada. Os resultados alcancados sdo

divulgados na Figura 40.
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Figura 40. Perfil AGREE obtido para 0 método proposto (A) e analise comparativa
(B), os quais envolvem a deteccdo de AF em amostras de sucos. (1) tratamento da
amostra, (2) quantidade da amostra, (3) posicionamento do dispositivo, (4) etapas de
preparacdo da amostra, (5) miniaturizacdo automatizada, (6) derivatizacdo, (7)
desperdicio, (8) rendimento da analise, (9) consumo de energia, (10) fonte de reagentes,
(11) toxicidade, (12) seguranca do operador.

Sensor 3D Espectrofotometria UV-Vis

Fonte: autoria propria.

E possivel observar um valor de métrica ambiental para o método eletroanalitico
~ 0,82, enquanto a analise comparativa exibiu uma métrica AGREE de ~ 0,68. Os
resultados apresentados acima sugerem que a metodologia analitica aqui proposta exibe
menor impacto ecoldgico quando comparado ao método espectrofotométrico.[46] O
comportamento ambiental favoravel para o método proposto pode estar associado ao
baixo consumo de energia (< 0,05 kW por analise), menor consumo de amostra (100 pL
por analise), baixa producéo de residuos e ao fato de o sensor ser portatil. Como resultado,
0 pictograma AGREE ficou com maior tonalidade de verde, indicando baixo impacto
ambiental da metodologia analitica proposta. Entretanto, o preparo da amostra precisa ser
ajustado em estudos futuros, visando a obtencdo de um método analitico mais sustentavel.
Por outra lado, o pictograma obtido para 0 método comparativo apresentou uma

tonalidade verde clara, a qual € um marcador qualitativo de maior impacto ambiental.
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5.4.6 Estudo de fotodegradagéo em amostra de suco comercial

Para avaliar o impacto da radiacdo UV nos niveis de AF, as amostras #1, #2 e #3
foram analisadas antes e ap0s a exposicao a radiacdo UV em dois momentos diferentes
(5 e 20 min). Como a amostra #4 apresentou concentragdo de AF < LD, essa amostra foi
dopada com dois niveis de concentragdo de AF diferentes (50 e 150 umol L?). Os

resultados obtidos estdo apresentados na Figura 41.

Figura 41. Resultados obtidos para o estudo de degradacdo do AF utilizando radiacéo
UV. (A) amostra#1, (B) amostra#2, (C) amostra #3 e (D) amostra #4. Os experimentos
de degradacdo foram realizados antes e ap0s exposi¢do das amostras a radiacdo UV
durante 5 e 20 min.

8 6
(A) m— Branco (B) m— Branco
#1 antes do UV #2 antes do UV
#1 UV-5min #2 UV-5 min
6 = #1 UV-20 min m— #2 UV-20 min

i (nA)

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
E vs CB/PLA (V) E vs CB/PLA (V)
8 10
(C) = Branco (D) = Branco
#3 antes do UV #4 (i) |Antes do UV
#3 UV-5 min gl #4 (i)
6 = #3 UV-20 min — 4 (i) |UV-5 min
#4 (i)
64 #4 (') |UV-20 min
< < #4 (ii)
24 AA 2
/ AF 4 / /
/
2 /
2
— 4
_—— -
S
0 0
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
E vs CB/PLA (V) E vs CB/PLA (V)
Fonte: autoria propria.
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Conforme demonstrado nas Figuras 41A-C, as amostras #1, #2 e #3 apresentaram
uma perda de sinal analitico variando de 23,5 a 34,2% ap0s exposi¢éo a radiacdo UV por
5 min. Ap6s 20 min de exposicao UV, a degradacdo de AF aumentou para a faixa de 38,6
a 47,1%. As amostras #4(i) e #4(ii) exibiram niveis de degradacdo variando de 72,3 a
75,2% e 79,8 a 100% ap6s 5 e 20 min de radiagdo UV, respectivamente (Figura 41D). Os
resultados alcancados revelaram que a presenca de radiacdo UV afeta negativamente na

estabilidade do AF em bebidas.

Um outro comportamento interessante foi observado nesse estudo, os resultados
obtidos para as amostras #1, #2 e #3 demonstraram baixa perda de sinal analitico quando
comparados as amostras #4(i) e #4(ii) (Figura 41D). Este desempenho pode estar
associado ao fato que as amostras #1, #2 e #3 contém em sua formulacéo, o aditivo AA,
que é um importante antioxidante e sua presenca em bebidas pode ser Util para preservar
a fotoestabilidade do AF.[6] Por outra lado, as informacdes rotuladas da amostra #4 néo
indicam a presenca do aditivo AA, mas do aditivo metabissulfito de potéssio, que atua

como conservante, antioxidante e antibacteriano.[47]

Até o presente momento, ndo ha estudos relatados na literatura envolvendo a
utilizacdo de uma abordagem eletroquimica para monitorar a fotodegradacéo do AF. Com
0 objetivo de caracterizar a fotodegradacdo do AF, a amostra #4(i) também foi analisada
pelo método espectrofotométrico antes e apos a exposicao a radiacdo UV. Os espectros

UV-Vis sdo apresentados na Figura 42.

///////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////

. Habdias de Araujo Silva Neto SAS&MXS |

RN AR RARRNRRRRRRRRRNRRRRARRRRRR AR RN R RRRRARRRNR RN RN R AR R AR R RN R R AR AR RN RN RN RN



126

Figura 42. (A) Perfil obtido para perda de sinal analitico de AF em amostras
submetidas a radiacdo UV por 5 e 20 min (B) Respostas espectrofotométricas obtidas
para a amostra #4 (i) antes e depois da exposi¢do a radiacdo UV durante 5 e 20 min.
Parametros utilizados na deteccao eletroquimica: amplitude de 0,08 V, step de 0,008 V
e frequéncia de 16 Hz.
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Fonte: autoria propria.
E possivel observar um sinal de pico em ~353,8 nm que esta associado a absor¢édo

de AF. Apos a exposicdo UV, os sinais exibiram aumentos de ~ 71,1 e 113,4% durante 5
e 20 min, respectivamente. Kristian et al.[8] demonstraram que o0 método
espectrofotométrico pode ser utilizado para avaliar a fotodegradacdo do AF. Os autores
reportaram que a degradacdo do AF ocorre em ~80% ap0s exposi¢do a radiacdo UV
durante 60 min. A provavel hipotese para justificar a degradacdo do AF pode estar
associada a uma clivagem da ligacdo entre Co € N1o [8] (Figura 38). Como resultado, ha
a formacdo de duas outras estruturas, o &cido p-aminobenzoil-L-glutdmico (PGA) e a 6-
6-formylptrtin (FPT). As moléculas de PGA e FPT também apresentam absor¢do em
comprimentos de onda semelhantes, corroborando com o aumento do pico de absor¢édo

do AF apds a exposicdo a radiacdo UV.[8]

5.5 CONCLUSOES

O presente capitulo apresentou com sucesso um protocolo para a fabricagdo de
sensor 3D visando a detec¢do e monitoramento dos niveis de acido félico em amostras de

bebidas antes e depois da exposu;ao a radlagao UV. Os eletrodos mtegrados de negro de
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fumo exibiram aspectos morfoldgicos e eletroquimicos adequados para serem utilizados
como sensor eletroquimico. Uma anélise amperomeétrica na presenca de AF possibilitou
calcular o coeficiente de difusdo de ~ 0,26 x 10 cm? s, confirmando a potencialidade

catalitica do sensor.

A combinacdo entre eletrodos 3D e métodos voltamétricos apresentou boa
repetibilidade, reprodutibilidade e seletividade para deteccdo de AF na faixa de
concentracéo linear entre 10 a 200 umol L™, o qual é adequada para desempenhar analises
em amostras de suco comercial. O sensor voltamétrico proposto exibiu também um perfil
ecoldgico adequado com base na ferramenta AGREE. Além disso, a abordagem analitica
proposta pode ser empregada também para monitorar a fotoestabilidade do AF em

amostras de bebidas.

A analise de AF em sucos comerciais (macd e laranja) apresentou niveis de
degradacéo de variando de 27 a 47% apds exposicdo UV. Outro modelo de bebida (dgua
de coco) apresentou niveis de degradacdo de AF variando ~ 72 e 100%. O sensor
voltamétrico impresso em 3D aqui apresentado pode ser usado para quantificar e

monitorar AF em amostras de alimentos comerciais.
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6.1 CONCLUSOES PARCIAIS

Este projeto de doutorado descreveu o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos impressos em 3D usando a combinacdo entre filamentos diferentes,
incluindo ABS, PLA, PLA-Flexivel e CB/PLA. As principais dificuldades enfrentadas
durante o desenvolvimento dos eletrodos, esteve associada ao uso correto dos softwares
de modelagem e fatiamento 3D. Uma estratégia para reciclar os residuos termoplasticos
provenientes da impressdo 3D também foi apresentado nesse estudo, visando adequacgao
aos principios da quimica verde. Este projeto também investigou o impacto ambiental dos
métodos eletroquimicos, usando a ferramenta AGREE que faz uso dos 12 principios da
quimica analitica verde. Na Tabela 7 é apresentado um compilado associado ao

desempenho analitico, amostras utilizadas e impacto ambiental.

Tabela 7. Desempenho obtido para os métodos analiticos desenvolvidos no projeto de
doutorado usando eletrodos de carbono, bem como, a metragem verde.

Capitulo/ Analito Amostra LD Unidade AGREE
Método
2/SWASV Cd MP 1,01  pgL*t 0,79
2ISWASV Pb MP 1,24  pglLt 0,79
2/SWV Midazolam Bebidas 0,54 umol L 0,88
2/SWV Acido Urico Urina 0,71 upmolL?* 0,82
3/DA Adrenalina Urina 0,61 pupmolL? 0,79
4/DA S-nitroso-cisteina Plasma 41 pumol L? 0,79
5/SWV Acido félico Suco 51 pmolL? 0,82

LD= limite de detec¢do; MP = material particulado atmosférico; DA= deteccdo amperomeétrica;

SWASYV = voltametria de redissolucéo anddica; SWV= voltametria de onda quadrada
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No capitulo 1, uma parte da fundamentacdo tedrica envolvendo a instrumentacdo
analitica portatil incluindo, os eletrodos impressos em 3D e eletrodos de papel foi
apresentado. Nesta parte do projeto destacamos que essas opcOes de sensores analiticos
sdo bastante promissoras para aplicacbes na area da eletroanalitica. Entretanto,
demostramos que o impacto ambiental dessas ferramentas analiticas ndo vem sendo
avaliado em detalhe, seguindo os 12 principios da quimica analitica verde. O capitulo 1
também informou que a software AGREE pode ser uma 6tima op¢do para calcular a
métrica verde de uma metodologia analitica. Encerramos esse capitulo, destacando que a
combinacdo entre métodos de testagem usando eletrodos alternativos e analise AGREE
pode ser uma importante estratégia para o desenvolvimento da quimica analitica

sustentavel.

No capitulo 2, foi apresentado o desenvolvimento de eletrodos impressos em 3D,
a modelagem do layout do projeto foi elaborada de acordo com uma célula eletroquimica
convencional. Apo6s construir o projeto do eletrodo, os desafios enfrentados foram
concentrados na etapa de fatiamento 3D dos layouts, um para o material condutor e 0
outro para o material isolante. A utilizacdo de uma etapa automatica para limpeza do bico
foi crucial, pois assegurou a qualidade dos filamentos de ABS e CB/PLA. O uso adequado
do software de fatiamento 3D refletiu também no correto desempenho do sensor em
termos de reprodutibilidade. Todas as plataformas analiticas desenvolvidas ndo
empregaram componentes comerciais adicionais, demostrando que a impresséo em 3D
pode ser uma Otima estratégia para construir instrumentos analiticos. Embora tenha sido
realizado uma etapa adicional para ativar a superficial dos eletrodos impressos em 3D,
visando intensificar o desempenho analitico. A estratégia proposta pode ser realizada em
aproximadamente cinco minutos usando reagentes de baixa toxicidade, tais como H20»,

Fe(Il), e acido acético. Os eletrodos ativados demonstraram ser uma excelente ferramenta
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analitica quando utilizadas para detectar metais potencialmente tdxicos, midazolam e
acido Urico. A partir do uso da abordagem AGREE demonstramos também que 0s
métodos de testagem sdo ambientalmente amigaveis, pois apresentaram métricas verdes
variando entre 0,79 e 0,88. Assim, em detrimento do excelente desempenho analitico e
ecoldgico dos sensores, os trés diferentes métodos de testagem usados para as detec¢des:
(i) Cd e Pb, (ii) midazolam e (iii) acido drico podem ser empregados em laboratérios de
pesquisa, clinicas, industrias, ou até mesmo, no proprio local de necessidade em situacdes

forenses envolvendo o uso do midazolam.

No capitulo 3, uma plataforma analitica integrada com oito sensores
eletroquimicos foi desenvolvida. Similarmente ao divulgado nos capitulos 2, o uso da
impressdo em 3D foi novamente requisitado. Entretanto, o sistema analitico desenvolvido
nesse estudo foi construido no formato de uma célula BIA, visando intensificar a
frequéncia analitica. Todos os eletrodos integrados no sistema BIA apresentaram
desempenho eletroquimico estatisticamente similares, exibindo frequéncia analitica
superior a 400 analises por hora. O aparato 3D proposto demonstrou apreciavel
desempenho analitico e ambiental, quando utilizado para realizar analise de adrenalina
em urina, provando ser uma plataforma analitica versatil para uso em aplicagdes
eletroanaliticas, incluindo oito detec¢des diferentes em sequéncia ou até mesmo analises

amperometrica simultaneas.

No capitulo 4, os residuos termoplasticos que sao descartados durante a impressao
em 3D foram reciclados para sintetizar uma tinta condutiva a base de grafite. A tinta de
carbono foi utilizada para fabricar sensores eletroquimicos em papel. O sensor reciclado
apresentou desempenho eletroquimico similar quando comparado com eletrodos
impressos em 3D. O protocolo de fabricacdo desenvolvido exibiu aspectos que vao de

encontro com a economia circular. Como prova de conceito, analises amperométricas de
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CysNO foram empregadas usando amostras de soro humano. E os resultados obtidos
demonstraram desempenho analitico satisfatorio em termos de exatiddo e precisdo
analitica quando comparado com método comparativo. A analise ecoldgica do método
analitico usando a ferramenta AGREE exibiu resultado adequado (métrica verde ~ 0,79),
sugerindo que a reutilizacdo dos (micro)plastico foi realizada com sucesso, e que esses
sensores apresentam baixo impacto ambiental. Os resultados apresentados neste capitulo
demonstraram que o uso do sensor reciclavel de papel pode ser uma excelente alternativa

para aplicacdes (bio)analiticas, principalmente em regides em desenvolvimento.

No capitulo 5, um outro modelo de impressora 3D foi utilizado com sucesso para
construir uma célula eletroquimica miniaturizada. O trabalho foi desenvolvido durante o
intercdmbio académico na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). O sensor
proposto foi empregado para duas vertentes (i) deteccdo de &cido félico (AF) e (ii)
monitoramento da fotoestabilidade do AF em amostra de suco. A metodologia analitica
desenvolvida também apresentou baixo impacto ambiental, seguindo os principios da
quimica analitica verde. O protocolo analitico desenvolvido neste capitulo exibiu
potencialidade para uso no controle de qualidade de sucos de maca, laranja e agua de

coco.

6.2 PROXIMAS ETAPAS

Observou-se que os modelos de fabricacdo de eletrodos alternativos empregados
neste projeto de doutorado possuem caracteristicas adequadas a necessidade dos centros
de pesquisas e laboratérios, principalmente em regides em desenvolvimento. E que
algumas desvantagens podem ser melhoradas incluindo, a acessibilidade de softwares de

modelagem e fatiamento 3D, e a necessidade do uso de ativacGes. Embora os dispositivos
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apresentados neste projeto sejam descartaveis, o desempenho analitico em termos da
reprodutibilidade precisa ser intensificado para niveis DPR < 5%, como tradicionalmente
encontrado em outras técnicas analiticas consolidadas. E importante também desenvolver
outros métodos de testagem usando esses sistemas analiticos e obter colaboragdes com
outros grupos de pesquisas que possuem acentuada expertise nas areas de engenharia,
(bio)sensores e (nano)medicina, visando o desenvolvimento de sensores vestiveis. Em
relagdo ao processo de fabricacdo dos eletrodos de papel, observamos alguns pontos
criticos que podem ser melhorados como o manuseio manual da espéatula e aplicacdo da
barreira hidrofobica. Esforcos futuros serdo direcionados na introducdo de estratégias
destinadas a tornar todos os processos de fabricagdo dos eletrodos mais rapido e/ou
automatizado. Bem como, a possibilidade de reutilizar materiais termoplasticos para
desenvolver outros modelos de sensores analiticos, visando popularizar a reciclagem dos

(micro)plésticos oriundos da tecnologia de impresséo 3D.
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