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RESUMO

No presente trabalho foram desenvolvidos novos materiais combinados a base de quitosana
com design aprimorado para eletroandlise, visando sua aplicagdo como sensores ¢
imunossensores eletroquimicos para a detec¢do de poluentes ambientais e biomarcadores
clinicos. Os materiais usados na modificagao dos eletrodos foram caracterizados por diferentes
técnicas buscando avaliar suas propriedades texturais, morfoldgicas e estruturais. Para a
investigacdo do comportamento eletroquimico, foram utilizadas as técnicas de voltametria
ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica. Primeiramente, a quitosana foi utilizada
como estabilizante de nanoparticulas de platina. O material resultante foi utilizado na
modificacdo de um eletrodo de carbono vitreo e, aplicado na determinagdo simultinea dos
herbicidas diuron e isoproturon em amostras de agua de rio. Adicionalmente, também estudou-
se a viabilidade de aplicacdo de um novo material hibrido magnético a base de ferrita de
mangangés recoberta com quitosana. Esse material foi usado na modifica¢do de um eletrodo de
carbono vitreo e, permitiu a detecg¢do sensivel e seletiva de pesticida da classe difenil éter em
amostras de 4gua da torneira e rio. Por fim, sistemas combinados de quitosana e genipina foram
estudados de maneira inédita para o desenvolvimento de novos imunossensores. Filmes camada
a camada foram construidos na superficie de um eletrodo de 6xido de estanho dopado com fluor
e, aplicados na detecgdo eletroquimica direta do biomarcador interleucina-6. As analises foram
realizadas a partir da técnica de voltametria de onda quadrada através do uso de uma sonda
redox. O método permitiu alcancar limites de deteccdo na faixa de pg mL! apresentando
sensibilidade adequada para aplicacdes clinicas. O novo imunossensor desenvolvido foi
utilizado para quantificar IL-6 em soro de individuos sépticos e pacientes com COVID-19.
Dessa maneira, os materiais bioinspirados a base de quitosana desenvolvidos no presente
trabalho apresentaram alta versatilidade e promissora resposta para aplicagdo no
densenvolvimento de dispositivos bioeletronicos aplicados ao dignodstico clinico e, ao
monitoramento ambiental.

Palavras-chave: Quitosana; Eletroandlise; Imunossensores eletroquimicos; eletrodos

modificados; nanoparticulas



ABSTRACT

In this work, novel chitosan-based combined materials were developed with improved design
for electroanalysis, aiming the detection of environmental pollutants and clinical biomarkers.
The synthesized materials were characterized by different techniques to evaluate their textural,
morphological and structural properties. The chitosan-base supports were employed in the
development of modified electrodes. To investigate the electrochemical behavior, cyclic
voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy techniques were employed after
each modification step. First, a chitosan was used as a stabilizer agent for platinum
nanoparticles. The resulting material was used in the manufacture of a modified glassy carbon
electrode. The novel sensor was successfully applied in the simultaneous electrochemical
determination of the herbicides diuron and isoproturon in river water samples. Additionally, it
was studied the potential use of a new magnetic hybrid material made from manganese ferrite
and coated with chitosan in electroanalysis. This material was used to develop a modified glassy
carbon electrode for the sensitive and selective determination of nitro diphenyl ether herbicide
in tap and river water samples. Finally, chitosan and genipin combined self-assembled films
were investigated for the development of an innovative immunosensors. Layer-by-layer films
were constructed on the surface of a fluorine-doped tin oxide electrode and applied for the label-
free electrochemical determination of interleukin-6. The quantification was performed by
square wave voltammetry in the presence of a redox probe. The novel methodology allowed to
achieve detection limits in the range of pg mL!, suitable for clinical diagnosis. The novel
immunosensor was used to quantify IL-6 in serum of septic and COVID-19 patients. Thus, the
chitosan-based bioinspired showed high versatility and promising response for their application
in the development of novel bioelectronic devices applied in clinical diagnosis and
environmental monitoring.

Keywords: Chitosan; Electroanalysis; Electrochemical Imunosensors; Chemically modified
electrodes; nanoparticles
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1 INTRODUCAO

Materiais bioinspirados a base de quitosana tém demonstrado promissora aplicagdo em
areas como: engenharia de tecidos, revestimentos antimicrobianos, adsorventes para aplicagdes
ambientais e, construcdo de dispositivos bioeletronicos. No contexto pandémico, suportes
combinados de quitosana tém sido explorados também como promissores antivirais no combate
a COVID-19. A quitosana ¢ o principal produto derivado da quitina, classificada como o
segundo polissacarideo mais abundante na terra. As suas maiores fontes de obtencao ocorrem
através da extracdo e processamento da casca de crustaceos e, da biomassa de espécies de
fungos, como cogumelos. O design e planejamento de suportes bioinspirados de quitosana
permitem a adi¢ao de diferentes funcionalidades a sua estrutura, fornecendo o aprimoramento
de propriedades e desempenho, de acordo com a aplicacao de interesse. Esses materiais sao
ainda considerados uma alternativa de fonte renovavel e biodegradavel para a substitui¢ao de
derivados de petrdleo em aplicagdes industriais.

As propriedades fisico-quimicas e alta funcionalidade da quitosana explicam-se
devido a presenga de grupos funcionais em sua estrutura quimica. A rede polimérica formada
por grupos hidroxil e amino de maneira intercalada, confere facilidade na manipulacio e
desenvolvimento de estruturas combinadas, através de intera¢des eletrostaticas mediadas por
alteracdo de fatores como pH e concentragdo. Por exemplo, em meios protonados os grupos
amino apresentam papel fundamental na construgao de filmes intercalados através de interagdes
eletrostaticas. Dependendo da concentragdo, a quitosana forma também hidrogéis funcionais,
mediada pela interacdo intermolecular entre suas cadeias poliméricas. A interacdo dos grupos
amino com Oxidos magnéticos e ions metalicos, confere a quitosana excelente alternativa na
estabilizacdo de nanoparticulas e, formacdo de recobrimentos na sintese de nanomateriais do
tipo core-shell. Adicionalmente, os grupos NH> permitem a imobilizagdo covalente de aldeidos
e cetonas através da formagao de bases de Shiff.

Devido as suas caracteristicas, a quitosana ¢ considerada excelente suporte para a
sintese de nanoparticulas metalicas como ouro, prata, palddio e platina. Com base em processos
de quimica verde, a quitosana atua como estabilizante através da efeitos estéricos e
eletrostaticos. Nanoparticulas metalicas estabilizadas em quitosana apresentam promissora
resposta na detec¢do eletroanalitica de espécies organicas, devido ao pequeno didmetro e
elevada 4rea, aliados as suas propriedades fisico-quimicas como: resisténcia mecanica,

atividade catalitica e boa condutividade. Outra abordagem interessante consiste no design



aprimorado de nanomateriais recobertos com quitosana, denominados como estruturas core-
shell. Esse processo de quimica fina permite a constru¢do de superficies com propriedades
fisico-quimicas planejadas, ideal para aplicacdo em quimica analitica. Hibridos bioinorganicos
compostos por nanoparticulas magnéticas, apresentam excelente condutividade,
biocompatibilidade, aliados a rica quimica de superficie, possibilitando a ancoragem de
moléculas de interesse. Na construgdo de sensores eletroquimicos, a superficie hidrofilica da
quitosana aumenta a homogeneidade na dispersao de nanoparticulas em meio aquoso e,
consequentemente, melhora a reprodutibilidade das medidas eletroquimicas. As superficies
recobertas podem ainda aprimorar a seletividade dos sensores através de interacdes
intermoleculares com analitos de interesse.

Nesse contexto, diferentes materiais planejados a base de quitosana podem ser
utilizados para a construcao de sensores eletroquimicos de alto desempenho, biocompativeis e
biodegradaveis. Os sensores eletroquimicos s3o uma importante ferramenta analitica,
destacando-se quando comparados a outras técnicas por sua rapida resposta, baixo custo e
portabilidade, porém nem sempre ¢ possivel alcangar a sensibilidade das técnicas de
cromatografia gasosa e liquida acopladas ao detector de massas. Nesse contexto, a proposta do
presente trabalho foi desenvolver diferentes suportes a base de quitosana, otimizando a
propor¢do do polimero através da avaliagdo do comportamento eletroquimico. Apds a
determinag¢do da propor¢do ideal, a quitosana foi usada como suporte de nanoparticulas
metalicas, nanoparticulas magnéticas e, na producao de filmes e hidrogéis para a producao de
imunossensores. Os suportes foram empregados no desenvolvimento de eletrodos modificados
para determinagdo simultanea de pesticidas e biomarcadores através de técnicas voltamétricas.

No capitulo 1, apresenta-se um novo sensor eletroquimico modificado com
nanoparticulas de platina aplicados na determinacao de simultanea de isoproturon e diuron. No
capitulo2, a quitosana foi utilizada como recobrimento de nanoparticulas magnéticas e, aplicada
na construcdo de um sensor para bifenox. Por fim, no capitulo 3, sistemas combinados de
quitosana e genipina foram montados na superficie do eletrodo, permitindo o desenvolvimento

de um novo imunossensor através da imobilizagao efetiva do anticorpo no eletrodo.



1.1 OBJETIVOS

1.1.10bjetivo Geral

Desenvolver novos suportes multifuncionais a base de quitosana com propriedades

planejadas visando aumentar a sensibilidade e atividade eletrocatalitica de (bio)sensores

eletroquimicos para a determinagao de espécies de interesse biomédico e ambiental.

1.1.2 Objetivos Especificos

Preparar filmes combinados de quitosana e nanoparticulas metalicas, utilizando a
quitosana como estabilizante e agente modificador e, avaliar a sua aplica¢do na detecgdo
simultanea de herbicidas da classe feniluréia em amostras de dgua;

Estudar o comportamento eletroquimicos de sistemas hibridos core-shell a base de
quitosana e nanoparticulas magnéticas, avaliando a sua aplicagdo na deteccdo de
poluentes ambientais;

Desenvolver metodologias de imobilizagdo de anticorpos para a constru¢do de
imunossensores a partir de sistemas combinados de quitosana e genipina, avaliando a
potencial aplicacdo na determinagdo de interleucina-6 em amostras de soro.

Sintetizar e caracterizar os diferentes suportes desenvolvidos através de analise
morfoldgica, composi¢do quimica, estrutural e comportamento eletroquimico;

Validar as metodologias eletroanaliticas desenvolvidas para as diferentes amostras
através de estudos de sensibilidade, faixa linear, limite de deteccdo, repetibilidade,

precisdo e exatidao;



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 QUITOSANA

A quitosana ¢ um polimero natural proveniente da reacdo de desacetilacdo da quitina,
descoberta aproximadamente 30 anos antes da celulose. A quitina ¢ o segundo polimero mais
abundante na terra e, sua maior fonte de obtengao encontra-se no exoesqueleto de crustaceos
como caranguejos, conchas e camardes. Aproximadamente 1 bilhdo de toneladas de quitina
podem ser encontradas por ano na biosfera, produzindo quantidades suficientes do biopolimero

para aplicacdes industriais (Hahn et al., 2020).

2.1.1 Obtencgao e estrutura

No organismo de crustaceos, o processo para a produ¢ao de quitina descreve-se a partir
de um caminho bioquimico envolvendo a polimerizagdo da N-acetilglucosamina (GlcNAc) que
reage com o precursor ativado, uridina difosfato- N-glucosamina (UDP-GIcNAc) (Muzzarelli;
Muzzarelli, 2005). Essa rota de biossintese pode ser descrita a partir da equagao apresentada na

Figura 1.

Figura 1. Esquema representativo das reagdes de biossintese da quitina em crustaceos.
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Fonte: figura produzida pela autora inspirada em (Muzzarelli; Muzzarelli, 2005).

Estruturalmente, a presenca de grupos amino distingue a quitosana de outros
biopolimeros, como a celulose e a quitina. A representagdao esquematica dos grupos funcionais

presentes na estrutura dos biopolimeros mencionados estao apresentadas na Figura 2. Devido a



adi¢ao do grupo amino funcional, a quitosana apresenta propriedades unicas, exibindo maiores
possibilidades de modificacdo através de reagdes organicas. A maior funcionalidade expande a

aplicacdo da quitosana na sintese de novos materiais biotecnologicos.

Figura 2. Esquema representativo da estrutura e grupos funcionais presentes na celulose, quitina e quitosana.
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Fonte: produzido pela autora, com adaptacao da referéncia Muzzarelli; Muzzarelli
(2005)

O processo de extragdao da quitosana pode influenciar as suas propriedades como grau
de desacetilacdo, peso molecular, cristalinidade, presenca de grupos terminais reativos e pureza.
Nesse contexto, o grau de desacetilagdo € um dos pardmetros mais importantes no processo de
producdo da quitosana, pois esse parametro influencia diretamente fatores como: solubilidade,
funcionalidade e, biodegradabilidade do polimero final. O grau de desacetilagdo da quitosana
comercial normalmente varia de 70 a 95%.

Na estrutura da quitosana, as unidades de monomero contendo o grupo amina

encontram-se distribuidas de maneira aleatoria na cadeia polimérica. Essas unidades variam de



acordo com o grau de desacetilacdo do polimero. Somente sdo consideradas como quitosana,
as cadeias poliméricas provenientes da quitina que apresentam um grau de desacetilagdo maior
que 50%. A Figura 3 ilustra a estrutura da quitosana, indicando os seus respectivos grupos
funcionais. A presenga dos grupos hidroxila provenientes do dlcool primario encontram-se
localizados no carbono C6 da quitosana e, os grupos amino estdo localizados na posi¢do C2.
Além disso, a quitosana também possui um alcool secundario na posicao C3 (Ardean et al.,
2021). Os grupos amino apresentam maior reatividade e tendéncia a formar interagdes inter e

intramoleculares através de ligacdes de hidrogénio.

Figura 3. Estrutura da quitosana
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Fonte: produzido pela autora com adaptacdes da referéncia Ardean et al. (2021)

2.1.2 Propriedades e funcionalidade

Os grupos amino da quitosana funcionam como sitios para a imobiliza¢do covalente,
facilitando as reag¢des do polimero com biomoléculas, agentes ligantes e grupos funcionais de
interesse (Lai et al., 2010). Esses grupos também possuem papel fundamental na solubilidade
da quitosana, que pode ser facilmente controlada com da variagdo do pH através da protonagao
e desprotonacdo dos grupos NH; (Kim et al., 2015), conforme apresentado na Figura 4. Para
que a protonac¢do aconteca deve-se considerar o pKa da quitosana, que pode variar de 6.3 a 6.5,
dependendo do grau de desacetilagdo. Quando protonada, a quitosana apresenta natureza
catidnica devido a formagio do amonio quartenario positivamente carregados NH*". A
superficie cationica permite interagdes eletrostaticas com polimeros e espécies anionicas,
contendo grupos sulfatos e carboxilatos, originando complexos de polieletrolitos (Raj et al.,

2018).



Figura 4. Representagdo esquematica do comportamento dos grupos amino da quitosana em func¢ao do pH.
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Fonte: Figura produzida pela autora inspirada na referéncia Kim et al. (2015)

A viscosidade da quitosana pode aumentar significativamente em meios acidos devido
as interacdes inter e intramoleculares, ocasionadas principalmente pelos grupos NH** (Wani et
al., 2021). Na maioria das vezes ¢ dificil preparar solugdes com concentragcdes maiores que
1.5% (m/m) do polimero. De acordo com os grupos funcionais, essas interagdes ocorrem através
da formacao de liga¢des de hidrogénio entre os grupos amino e hidroxila presentes nas cadeias

poliméricas, conforme apresentado na Figura 5.

Figura 5. Esquema representativo das interagdes inter e intramoleculares que ocorrem entre as cadeias poliméricas
da quitosana.

OH OH
HO 0. & 0 HO 0 0
[ — i
H, I
H H

Intramolecular
Intermaolecular

HE&\ESW ”X\&:N NO"CHS
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I—=

Outro fator importante ¢ que a dissolucdo ocorre normalmente em meio aquoso
acidificado na presenga de acido acético. O pH acido somado a presenga de ions acetato

favorece a formagao de interagdes eletrostaticas, aumentando a viscosidade do meio (Wani et



al., 2021). Além disso, a viscosidade também aumenta proporcionalmente com o grau de
desacetilacdo da quitosana devido a preseng¢a de um maior numero de grupos amino disponiveis
para que essas interacdes ocorram. Em pHs acidos, a alta interagdao intermolecular entre as
cadeias poliméricas, favorece ainda a formagao de redes tridimensionais, formando hidrogéis.
Essas interagdes podem acontecer também com outros biopolimeros de natureza aniénica como

o alginato, acido hialurénico e carragenan (Raj et al., 2018).

2.1.3 Aplicagdes

Devido as suas propriedades antimicrobianas, anti-inflamatorias, antioxidantes,
biocompatibilidade e baixa toxicidade, a quitosana apresenta potencialidade de aplicacao em
diferentes areas como no tratamento de dguas, liberagdo controlada de farmacos, industria
alimenticia, desenvolvimento de cosméticos e antimicrobianos (Ali; Ahmed, 2018; Manzoor et
al., 2019; Mohandas et al., 2018). Além disso, recente avang¢o na fabricagdo de novos materiais
bioinspirados a base de quitosana como filmes e hidrogéis, permitem também a sua aplicacao
como interface no desenvolvimento de dispositivos bioeletronicos integrados (Koev et al.,
2010). Comparativamente a outras areas de aplicacdo, menor nimero de pesquisas pode ser
observado em relacdo ao uso da quitosana no desenvolvimento de sensores eletroquimicos,

como mostrado na Figura 6.

Figura 6. Representacdo do niumero de publicagdes envolvendo a biomolécula quitosana relacionado a area de
aplicagdo. Dados obtidos com o auxilio da plataforma scopus em 12 de setembro de 2021 utilizando a seguinte
combinagdo de paravras chave na busca: chitosan and drug delivery; chitosan and adsorption; chitosan and tissue
regeneration; chitosan and antibacterial; chitosan and wound-healing; chitosan and vacines; chitosan and
electrochemical sensors.
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Fonte: produzido pela autora através de consulta no banco de dados SCOPUS



No desenvolvimento de sensores e biossensores eletroquimicos, biocompdsitos, filmes
e hidrogéis a base de quitosana podem ser empregados na modificagdo de eletrodos visando
melhorar o desempenho analitico. Por exemplo, eletrodos modificados com quitosana tém
mostrado excelente sensibilidade para a determinacao de pesticidas e disruptores enddcrinos
(Kaur et al.,, 2020; Santana et al., 2021). Adicionalmente, a biocompatibilidade e alta
funcionalidade apresentam a quitosana como um suporte inico para a imobilizagdo de enzimas
e biorreceptores (Morawski et al.,, 2018; Petrucci et al.,, 2021). Dentre as principais

funcionalidades da quitosana em eletroanalise, destacam-se:

1)Suporte para a sintese, estabilizacdo e recobrimento de nanomateriais;
2)Formacgdo de filmes aderentes em superficies porosas e negativamente carregadas;
3)Alta funcionalidade e biocompatibilidade para a imobiliza¢do de biorreceptores;

4)Formagao de complexos e interagdes supramoleculares com analitos de interesse;

2.2 SENSORES E BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS

Sensores e biossensores eletroquimicos sdo dispositivos analiticos que visam
determinar espécies interesse com base nas reacdes redox e/ou fendmenos de transferéncia de
carga que ocorrem na interface eletrodo/solu¢do (Bakker; Qin, 2006). Na atualidade, os
sensores eletroquimicos tém demonstrado crescente avanco em aplicagdes como
monitoramento de contaminantes ambientais, controle de qualidade de farmacos e diagndstico
clinico (Govindhan et al., 2014; Labib et al. 2016; Sharifi et al. 2019). Comparada a técnicas
convencionais, as metodologias eletroanaliticas destacam-se principalmente por:
instrumentagdes simples e de baixo custo, alta precisdo, seletividade e sensibilidade. Além
disso, dispositivos eletroquimicos sao facilmente miniaturizados, permitindo a leitura e
transdugdo do sinal em dispositivos portateis.

Os biossensores eletroquimicos sdo uma classe especifica desses dispositivos, que
utilizam reagdes de reconhecimento bioldgico entre bioreceptores e analito. Na construcao de
biossensores, as biomoléculas sdo imobilizadas na superficie do eletrodo de trabalho (Figura
7), como anticorpos, enzimas, DNA e aptadmeros (Drummond et al.,2003; H.R. Rezaie, L.
Bakhtiari, 2015). Os bioreceptores catalisam reagdes de analitos especificos, aumentando a
sensibilidade e seletividade das reagdes que ocorrem na interface do eletrodo de trabalho. Os

biossensores eletroquimicos para a detec¢ao de glicose foram uma das abordagens pioneiras na
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utilizagdo de reagdes enzimaticas na superficie de eletrodos modificados, através do uso da
glicose oxidase (Wang, 2008). Ao longo dos anos, esses dispositivos tém demonstrado
eficiéncia na determinagdo de biomarcadores, com potencial aplicagao em triagens clinicas para
detecgdo precoce de doencas, enfatizando a determinagdo de neurotransmissores e
biomarcadores tumorais (Da Silva et al., 2017). Além disso, os biossensores também sao
ferramentas importantes no monitoramento ambiental e controle de qualidade de alimentos

(Moro et al., 2019).

Figura 7. Representagdo esquematica das reagdes de reconhecimento bioldgico na superficie do eletrodo de
trabalho
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Fonte: produzido pela autora

Experimentalmente, um (bio)sensor eletroquimico voltamétrico, impedimétrico ou
amperométrico, pode ser formado por um sistema contendo dois ou trés eletrodos, contendo
convencionalmente: um eletrodo de trabalho, um eletrodo de referéncia e um eletrodo auxiliar,
submergidos em uma solugdo eletrolitica e, conectados a um potenciostato. A Figura 8
apresenta uma célula eletroquimica convencional de trés eletrodos. A aplicagdo de voltagem
externa produz uma resposta do analito na solu¢do, sendo que a natureza dessa resposta pode
ser usada para identificar e/ou quantificar a espécie de interesse. No sistema eletroquimico, o
eletrodo de trabalho ¢ usado para monitorar a resposta do analito. O eletrodo de referéncia, por
sua vez, fornece um potencial estavel e conhecido, onde o potencial do eletrodo de trabalho ¢

medido em relacdo a essa referéncia (Brett; Oliveira-Brett, 1999; Thomas; G. Henze, 2001).
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Figura 8. Célula cletroquimica convencional de trés eletrodos e representagdo do circuito aplicado pelo
potenciostato
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Fonte: produzido pela autora inspirada nas referéncia Brett; Oliveira-Brett (1999) e
Thomas; G. Henze (2001)

O eletrodo de trabalho ¢ o principal componente na célula eletroquimica, pois as
reacoes de transferéncia de carga, posteriormente transformados em sinal elétrico, ocorrem na
sua superficie. Dessa maneira, o tipo de eletrodo usado e a modificacio da superficie
influenciam diretamente a sensibilidade e seletividade da andlise. Os eletrodos de trabalho
podem ser construidos a partir de diferentes materiais como metais nobres (ouro, prata, platina),
oxidos metalicos dopados (0xido de estanho dopado com fliior e indio) e suportes de carbono.
Os eletrodos de carbono tém recebido maior énfase devido ao baixo custo, biocompatibilidade,
condutividade e ampla janela redox (Scida et al., 2011; Wang et al. 2019). Dentre os eletrodos
de carbono, destacam-se os eletrodos de carbono vitreo, eletrodos de pasta de carbono, eletrodos
carbono ceramicos e, recentemente, eletrodos impressos de carbono. Esses eletrodos alcangar
melhor desempenho analitico em termos de sensibilidade e seletividade, através da modificacao
de superficie com nanomateriais (Laghrib et al., 2019; Ozcan et al., 2019; Silva et al., 2019).

Outro avango recente, ainda pouco explorado, consiste no desenvolvimento de
sensores eletroquimicos usdveis a partir da impressao de eletrodos em diferentes substratos
como: roupa, pele e suportes flexiveis biocompativeis (Kim et al., 2019). Esses eletrodos
apresentam potencial aplicagdo em monitoramento de doengas. Alguns exemplos de eletrodos

impressos podem ser encontrados na literatura em diferentes substratos flexiveis (Windmiller;
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Wang, 2013). Além disso, a microeletronica tem provado nos ultimos anos a possibilidade de
integragdo de bio/sensores eletroquimicos a smartphones, visando revolucionar a area de
diagnostico clinico. Nesse sentido, filmes e hidrogeis a base de quitosana podem ser utilizados
também como nova oportunidade no desenvolvimento de modificagdes para diferentes
substratos, com foco na biocompatibilidade e sustentabilidade (Ramirez Caballero et al., 2019

e Wu et al., 2018).

2.2.1 Eletrodos modificados

Os eletrodos quimicamente modificados surgiram no inicio da década de 80 (Murray;
1980). A modificagdo quimica tem como principal objetivo aumentar o desempenho dos
métodos eletroanaliticos em termos de sensibilidade e seletividade, controlando as propriedades
fisico-quimicas na interface eletrodo/solucao (Dong; Wang; 1989). O aumento no desempenho
eletroanalitico pode ser alcangado devido as interagdes quimicas com a espécie de interesse,
através de diferentes mecanismos como: pré-concentragao, eletrocatalise e exclusao de
interferentes. Devido ao avango na 4rea de nanotecnologia e ciéncia dos materiais, os eletrodos
modificados continuam evoluindo e, podem ser considerados como ponto chave na produgdo
de dispositivos de alto desempenho (Baig et al.; 2018).

A modificagdo quimica consiste na imobiliza¢do de reagentes na superficie condutora
do eletrodo. Diferentes estratégias podem ser empregadas na modifica¢do do eletrodo como:
adsor¢do de reagentes, ligacdo covalente, formagdo de filmes por aderéncia eletrostatica e
mistura fisica dos componentes (Scholz, 2010). Dentre as principais estratégias para a
ancoragem de modificadores em eletrodos solidos, destaca-se a formagao de filmes poliméricos
através de metodologias como: drop-coating, dip-coating e spin coating. Materiais poliméricos
apresentam inumeras vantagens na constru¢ao de sensores eletroquimicos devido formagao de
filmes finos e aderentes, baixo-custo e, facilidade de modificagdo, devido a disponibilidade de
grupos funcionais (Dhanjai et al., 2019 e Spychalska et al., 2020). Principalmente biopolimeros
como a quitosana, alginato e carragenan, considerados alternativas ambientalmente corretas,
apresentando propriedades promissoras para a constru¢ao de eletrodos descartaveis (Hummel
et al., 2020 e Wei et al., 2021).

Os nanomateriais também sdo particularmente uma excelente estratégia na
modificacdo de eletrodos, uma vez que eles apresentam uma alta area de superficie e atividade

eletrocatalitica. O tamanho e morfologia das particulas imobilizadas no eletrodo de trabalho
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podem contribuir para o aumento da area eletroativa, influenciando a relacdo sinal-ruido e
aumentando a sensibilidade do método. De acordo com a equagdo de Randles—Sevcik, a area

eletroativa de macroeletrodos pode ser estimada por:
I, = 2.69 » 10°n3/2DY2 ¢y, v1/? A

Na Eq 1. I, = corrente de pico, n = nimero de elétrons envolvidos na reagdo redox, D=
coeficiente de difusdo, C= concentracao de espécies ativas em solugdo, v= velocidade de
varredura e A= area eletroativa (Bard; Faulkner, R., 2000). De acordo com a equagao, pode-se
inferir que o aumento da area eletroativa provoca consequente aumento na resposta de corrente
faradaica em experimentos voltamétricos, Apesar da relagdo direta entre area e corrente
faradaica, discussoes recentes tém demonstrado que a equagdo de Randles—Sevcik apresenta
erros consideraveis no célculo da area eletroativa de eletrodos modificados com nanomateriais.
Além disso, as propriedades sinérgicas de materiais nanométricos proporcionam um efeito
eletrocatalitico de complexo entendimento. Nesse sentido, o alto desempenho nao seria um fator
unicamente relacionado ao aumento de area (Paixado, 2020).

Além das propriedades eletrocataliticas, o custo de sensores modificados com
nanoparticulas também € um potencial atrativo, considerando que a quantidade de precursores
¢ significativamente menor quando comparada a um macroeletrodo. Especialmente, no caso
das nanoparticulas metalicas, que t€ém sido extensivamente empregadas na construgdo de
plataformas eletroquimicas com excelente desempenho, como cobre, prata, ouro, platina, e
paladio. Diferentemente da escala macro, em dimensdes nanométricas os planos cristalinos
ficam completamente expostos, aumentando a resposta de corrente e a eletrocatalise (Campbell;
Compton, 2010). Adicionalmente, o transporte de massas nas camadas porosas que se formam
entre as nanoparticulas pode fazer com que ocorra um deslocamento de potenciais tanto no
sentido positivo quanto negativo (Menshykau; Compton, 2008). Compton sugere que esses
sistemas ainda precisam de estudos tedricos complementares, permitindo maior entendimento
a respeito dos fendmenos em interfaces eletroquimicas nanoestruturadas (Campbell; Compton,

2010).
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2.3 VERSATILIDADE DA QUITOSANA EM ELETROANALISE

A modificacdo de eletrodos com materiais poliméricos, como a quitosana, pode
aumentar o desempenho e a funcionalidade dos sensores eletroquimicos. Dentre as principais
vantagens, destacam-se a biocompatibilidade, formagdo de filmes e hidrogéis, alta
funcionalidade para a complexacao e imobiliza¢ao de biorreceptores (Wongkaew et al., 2019).
Adicionalmente, eletrodos modificados com hidrdégeis biopoliméricos apresentam superficie
rugosa e elevada porosidade, adequados para aplicagdes em bioeletronicos (Dhanjai et al.,
2019). Sensores eletroquimicos a base de quitosana classificam-se ainda como métodos
analiticos sustentaveis, com base em processos de quimica verde, economia circular e, baixa
geracdo de residuos, através da utilizagdo de matérias primas biodegradaveis.

Inimeras sdo as aplicagdes de eletrodos modificados com a quitosana visando a
detec¢do ultra-sensivel de compostos farmacéuticos, antioxidantes, neurotransmissores,
glicose, poluentes ambientais e biomarcadores (Annu; Raja, 2020). A forte interacdo e
formag¢do de complexos entre quitosana/ions metalicos também ¢ uma excelente estratégia para
a detecgio de Hg*", Pb*" e Cu?" em niveis de concentragiio na faixa de nmol L™! (Sarikokba et
al., 2020). Nesse sentido, eletrodos de carbono vitreo e, eletrodos de 6xido de estanho dopado
com flior, podem ser facilmente modificados com filmes e hidrogéis a base de quitosana.
Recentemente, na construgdo de hidrogéis, a quitosana tem sido ainda usada na fabricacdo de
eletrodos molecularmente impressos, aumentando significativamente a seletividade através de
sitios de interacao supramolecular previamente moldados (Wang et al., 2021). Adicionalmente,
a multifuncionalidade da quitosana pode ser explorada visando o aumento do desempenho
eletroanalitico através da estabiliza¢do e recobrimento de nanoparticulas metélicas e, no suporte

para a imobilizagdo de biorreceptores. Essas alternativas sdo descritas em detalhes abaixo.

2.3.1 Filmes

Polimeros naturais como a quitosana fornecem a possibilidade de formagao de filmes
finos para aplicacdo em industrias quimica, bioeletronicos, biomédica e alimenticia (Aider,
2010 e Yoshida et al., 2018). Filmes de quitosana pura podem ser obtidos através da dissolugao
do biopolimero em meio acido e, posterior secagem. Diversas estratégias podem ser adotadas
para melhorar as propriedades fisicas e mecanicas desses filmes como: a adi¢do de

componentes, agentes ligantes, irradiacdo e tratamento via ultrassom (Lepoittevin et al., 2019 e
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Nataraj et al., 2018). Filmes de quitosana podem ser afetados pelo pH, peso molecular e grau
de desacetilagao.

Quando os filmes de quitosana sao produzidos em meio acido diluido, a protonacao
dos grupos NH» forma camadas soliveis em meio aquoso, dependendo das interagdes de
superficie, limitando o seu uso para algumas aplicagdes. Nesse sentido, reagcdes covalentes com
agentes ligantes como genipina, formaldeido, glutaraldeido podem ser usados para aumentar a
hidrofobicidade e, evitar a dissolucao, produzindo suportes mecanicamente mais estaveis
(Nataraj et al., 2018 e Rocha et al., 2021). Na modifica¢do de eletrodos, a técnica de formagao
de camadas (do inglés layer-by-layer - LBL) permite o planejamento de filmes com
propriedades combinadas através de interacdes eletrostaticas e/ou ligacdes covalentes com
mediadores de elétrons e espécies eletrocataliticas como: azocorantes, compostos anionicos,
nanoestruturas e biomacromoléculas (An et al., 2018; Pavinatto et al., 2015; Rydzek et al.,
2015). Além disso, a rica quimica de superficie permite reagcdes covalente com os grupos amino
com tidis, aldeidos, epoxidos, haletos, entre outras. A Figura 9 ilustra a montagem de um
eletrodo modificado utilizando a metodologia de montagem camada a camada, através de

interacoes eletrostaticas e ligagdo covalentes.

Figura 9. Representacdo da técnica de LBL aplicada na construgdo de filmes de quitosana para aplicacdo em
sensores e biossensores eletroquimicos
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Fonte: imagem produzida pela autora inspirada nas referéncias An et al., 2018;
Pavinatto et al., 2015 e Rydzek et al., 2015

Na literatura existem diferentes eletrodos produzidos através de filmes LBL de
quitosana com materiais combinados utilizando diferentes técnicas de formagao de filmes como

imersdo, spin coating, spray drying e deposi¢ao eletroquimica. Por exemplo, trabalho relata a
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constru¢ao de um novo biossensor através da metodologia layer-by-layer para a ancoragem de
multiplos componentes. Nesse dispositivo, o eletrodo foi primeiramente modificado com um
filme contendo nanotubos de carbono dispersos em quitosana e sarcosina oxidase. A
modificacao foi posteriormente recoberta com Nafion, que proporcionou maior estabilidade do

filme, mantendo a permeabilidade e a atividade enzimadtica (Pannell et al., 2018).

2.3.2 Hidrogéis

Por defini¢do os hidrogeis sdo redes poliméricas tridimensionais, formadas a partir de
conexdes fisicas ou quimicas. Esses compostos sdo capazes de reter grandes quantidades de
agua e/ou fluidos bioldgicos (Giri et al., 2019). A fabricacdo de hidrogéis, a partir de
biopolimeros como a quitosana pode ser interessante devido a sua baixa toxicidade e
biocompatibilidade, oferecendo ampla gama de aplicagdes (Bhattarai et al., 2010). Hidrogéis
tém mostrado grande avango na area de novos (bio)sensores, como substrato ideal na
imobilizacdo de biomoléculas, com particular €énfase em imunoensaios ¢ bioanalise
(Velayudham et al., 2021 e Xu et al., 2021). Esses suportes t€ém demonstrado alta estabilidade
de biomoléculas imobilizadas e, sensibilidade consideravel. Esses fatores sdo decorrentes da
alta disponibilidade de sitios ativos na rede tridimensional aliada a excelente permeabilidade
do meio. Por exemplo, trabalho recente relata a aplicagdo de um novo hidrogel com atividade
catalitica para a determinacdo do biomarcador CA72-4 (importante biomarcador de cancer
gastrico), apresentando limites de deteccdo na faixa de pU mL! (Ma et al., 2021).

Devido a presenga de grupos amino e a sua natureza catiOnica, a quitosana tem a
capacidade de formar hidrogéis biocompativeis através de interagdes fisicas ou ligacdes
quimicas (Dimida et al., 2015 e Huber et al., 2017). Por exemplo, as interagdes intermoleculares
entre a quitosana e outros suportes podem ocorrer a partir de forgas eletrostaticas, interagdes
hidrofobicas ou ligacdes de hidrogénio. Esses hidrogéis ndo utilizam agentes ligantes toxicos e
apresentam facilidade de sintese, resultando em caracteristicas ideais para aplicagdes
biomédicas (Peers et al., 2022). Por outro lado, a baixa resisténcia mecanica muitas vezes limita
as possibilidades de aplicagdo. Outra metodologia ¢ a utilizagdo de cross-linkers para a
producao de hidrogéis de quitosana covalentemente ligados, que apresentam maior estabilidade
quimica e conformacional, utilizando agentes como glutaraldeido, diglicidil éter e a genipina
(Bratskaya et al., 2019 e Gao et al., 2016). Nesse sentido, as principais metodologias de

obtencao de hidrogéis de quitosana estdo descritas abaixo:
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Método de evaporacdo do solvente: Nesse método a quitosana ¢ solubilizada em
meio acido, normalmente 4cido acético e adicionada sob uma superficie. O filme € seco em
temperaturas de aproximadamente 65°C. Essa membrana ¢ posteriormente neutralizada com
solugdo de hidréxido de sédio (Nangia et al., 2018).

Método cross-linking: consiste na formacao de ligacdes covalente com diferentes
agentes ligantes como genipina e glutaraldeido. Apos a adi¢ao do agente ligante, a solugdo ¢
neutralizada para que os grupos amino possam reagir covalentemente (Frick et al., 2018).

Gelificacio ionotropica: consiste na formacgao de polieletrdlitos através de interagdes
eletrostaticas entre os grupos amino protonados NH** da quitosana com polimeros ou moléculas

negativamente carregadas, como o carrageenan e alginato (Dumont et al., 2018 e Rassas et al.,

2019).

2.3.3 Estabilizacao de nanoparticulas metélicas

As nanoparticulas metalicas podem ser quimicamente sintetizadas através da reducao
quimica dos precursores metalicos, formando estruturas com diferente morfologias, na qual, ao
menos uma das dimensdes apresente escala nanométrica entre 1 ¢ 100 nm. Comparado a
materiais bulk, nanoparticulas metalicas apresentam propriedades quimicas, Opticas e
eletronicas diferenciadas. Para aplicacdes eletroanaliticas, o pequeno tamanho e alta energia de
superficie contribuem para a eletrocatalise e, na rapida cinética de transferéncia de elétrons,
aumentando a sensibilidade e/ou seletividade dos sensores eletroquimicos. Dentre os principais
desafios na sintese de nanoparticulas metélicas, destacam-se: 1) obtencdo de dispersdes
homogéneas com particulas monodispersas, assegurando a reprodutibilidade; 2) garantir o
pequeno didmetro, evitando a coalescéncia. Esses fatores podem ser controlados através do uso
de agentes estabilizantes que podem atuar através de dois mecanismos: estéreo e eletrostatico
(Kleijn et al., 2014).

A quitosana apresenta-se como excelente estabilizante de nanoparticulas metalicas,
podendo atuar através de um mecanismo estéreo fornecido pelas cadeias poliméricas. A
presenca de grupos amino também auxilia a coordenar os ions metalicos na rede que sdao
subsequentemente reduzidos o seu estado de valéncia zero com o auxilio de um agente redutor,
formando particulas com alto grau de dispersdo (Deon et al., 2019 e Morawski et al., 2021).
Alguns trabalhos relatam também o uso da quitosana como agente redutor na sintese de

nanoparticulas de ouro (Huang; Yang, 2004). As interagdes eletrostaticas entre os ions AuCl*
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e os grupos NH3" quitosana tem um papel fundamental na reducio, devido a transferéncia de
carga (Abrica-gonzalez et al., 2019). As dispersoes produzidas a partir nanoparticulas metalicas
estabilizadas em quitosana podem ser usadas na producao de filmes e hidrogéis nanocompoésitos
(Silva et al., 2021). A Figura 10 apresenta um esquema representativo de dispersdes formadas

a partir de quitosana e nanoparticulas de ouro.

Figura 10. Representacdo de dispersdes de nanoparticulas metalicas estabilizadas em quitosana
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Redutor

Quitosana o
........ » Estérica

Fonte: produzido pela autora inspirado na referéncia Tokarek et al. (2013)

Nas ultimas décadas, as nanoparticulas metalicas tém apresentado promissora resposta
na deteccao eletroanalitica de uma ampla variedade de espécies devido a sua alta elevada area
e alta energia de superficie, aliadas as suas propriedades fisico-quimicas diferenciadas como
resisténcia mecanica, atividade catalitica e boa condutividade (Campbell; Compton, 2010). No
desenvolvimento de sensores, principalmente as nanoparticulas de metais nobres, como ouro,
paladdio, prata e platina, apresentam estabilidade quimica numa ampla faixa de potencial,
adequada para eletroanalise. Essas particulas sdo facilmente sintetizadas através da metodologia
bottom-up através de redugdo quimica dos seus precursores metalicos na presenca de redutores
como o NaBH4 (Wang, 2012).

As nanoparticulas de ouro sdo principalmente exploradas na area de bioanalitica
devido a ligacdo de tidis em ouro (Au-SH), permitindo a imobilizacdo covalente de

biorreceptores como anticorpos e fragmentos de DNA (Garifullina; Shen, 2019). Além disso,
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as nanoparticulas de metais nobres podem ser usadas como alternativa de amplificagdo do sinal
na construcao de imunossensores eletroquimicos, substituindo a necessidade de uso de enzimas
(Abdullah; Uddin, 2016). Nesse sentido, nanoparticulas metélicas estabilizadas em quitosana
podem ser utilizadas na construcdo de eletrodos modificados aumentando o desempenho

analitico de (bio)sensores eletroquimicos.

2.3.4 Sistemas hibridos: nanoparticulas core-shell

Nanoparticulas do tipo core-shell sdo compodsitos formados por um centro (core)
recobertos total ou parcialmente por uma ou mais camadas de outro material (shell). Particulas
core-shell podem ser divididas em diferentes categorias, formadas por dois ou mais materiais
orgénicos, inorganicos ou hibridos organo-inorganicos (Ghosh Chaudhuri; Paria, 2012). O
recobrimento de nanoparticulas pode fornecer diversas vantagens como: 1) sinergia entre os
materiais aumentando o efeito eletrocatalitico 2) aumento da biocompatibilidade através do
recobrimento com biopolimeros 3) aumento na estabilidade e dispersao de nanoparticulas no
meio de interesse (Chatterjee et al., 2014 e Kalambate et al., 2019). Nessas estruturas, a
quitosana pode ser utilizada no recobrimento de nanoparticulas magnéticas e, outros 0xidos
metalicos, originando sistemas core-shell hibridos bioinorganicos com diferenciada quimica de

superficie (Lahouti; Naeimi, 2020), como apresentado na Figura 11.

Figura 11. Representacdo de dispersdes de nanoparticulas metalicas estabilizadas em quitosana
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Fonte: produzido pela autora

O recobrimento de nanoparticulas magnéticas com a quitosana confere uma

caracteristica hidrofilica as nanoparticulas magnéticas, aumentando a dispersdo e,
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consequentemente ajudando na formagdo de filmes homogéneos. Outra caracteristica
importante consiste no aumento da estabilidade dessas particulas em diferentes meios,
aumentando o tempo de vida do eletrodo e as possibilidades de aplicacdao (EI-Sherbiny et al.,
2016 e Mani et al.,2017). Além dessas vantagens, sistemas core-shell podem melhorar o
desempenho analitico de sensores, uma vez que o recobrimento apresenta grupos funcionais e
dopantes especificos, que seletivamente interagem com o analito de interesse. Por exemplo,
nanoparticulas de magnetita recobertas com quitosana apresentaram alta seletividade e
sensibilidade e eficiente resposta eletroquimica na detec¢dao voltamétrica de metais pesados,
devido ao design aprimorado impressao de ions na superficie da nanoparticula, visando formar
cavidades especificas para a complexagdo dessas espécies (Wei et al. ,2020). A mesmas
estratégias e interacdes podem ser exploradas também para detectar seletivamente outras

moléculas.

2.3.5 Imobilizacao covalente de biorreceptores

Devido a ndo toxicidade e alta funcionalidade, a quitosana apresenta-se como
estratégia Unica para a imobilizacdo de biorreceptores como anticorpos, aptadmeros € enzimas.
No caso dos imunossensores, anticorpos imobilizados na superficie do eletrodo de trabalho sao
responsaveis por reconhecer especificamente a molécula de interesse, que sdo comumente
biomarcadores clinicos ou poluentes ambientais (George et al., 2020 e Kalyani et al., 2021)
Com o objetivo de aumentar a afinidade e as interagdes quimicos, agentes ligantes podem ser
covalentemente ancorados nos grupos NHz, como o glutaraldeido, genipina e o par EDC/NHS
(Laranjo et al., 2019). A Figura 12 apresenta o tipos de reagdes combinadas que podem
acontecer entre a quitosana e o glutaraldeido para a imobilizagdo de enzimas e anticorpos.

Além de permitir uma interagao efetiva, esses agentes podem ainda atuar como bragos
espacadores, através de reagdes de base de Schiff, permitindo a maior disponibilidade dos sitios
ativos de enzimas e anticorpos (Kurita, 2006). Em eletroanalitica, esses suportes tém
apresentado excelente sensibilidade e seletividade, devido a imobilizagdo efetiva dos
biorreceptores (Suginta et al., 2013). A efetiva imobilizacio pode ainda aumentar
proporcionalmente ao grau de desacetilagdo da quitosana, permitindo o maior nimero de grupos
amino disponiveis para interagdo. Outro fator importante consiste na significativa estabilidade
de biorreceptores imobilizados em suportes a base de quitosana, aumentando a relevancia

desses dispositivos voltados para aplicagdes praticas (Suginta et al., 2013).
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Figura 12. Representacdo da ligacdo covalente formada entre a quitosana e agentes ligantes
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Fonte: produzido pela autora

Além de permitir uma interacao efetiva, esses agentes podem ainda atuar como bragos
espacadores, através de reagdes de base de Schiff, permitindo a maior disponibilidade dos sitios
ativos de enzimas e anticorpos (Kurita, 2006). Em eletroanalitica, esses suportes tém
apresentado excelente sensibilidade e seletividade, devido a imobilizagdo efetiva dos
biorreceptores (Suginta et al.,, 2013). A efetiva imobilizacdo pode ainda aumentar
proporcionalmente ao grau de desacetilacao da quitosana, permitindo o maior nimero de grupos
amino disponiveis para interagdo. Outro fator importante consiste na significativa estabilidade
de biorreceptores imobilizados em suportes a base de quitosana, aumentando a relevancia
desses dispositivos voltados para aplicagdes praticas (Suginta et al., 2013). Nesse sentido,
agentes de ligacdo verde como a genipina, também podem ser uma excelente estratégia no
desenvolvimento de sensores eletroquimicos verdes biocompativeis e biodegradaveis, podendo

apresentar tendéncia na area de bioeletronicos usaveis.

2.4 DETERMINACAO VOLTAMETRICA
As técnicas voltamétricas se baseiam na aplicacdo de um potencial entre o eletrodo de
trabalho e o eletrodo de referéncia, enquanto a corrente que flui ¢ medida entre o eletrodo de

trabalho e o eletrodo auxiliar como resultados das reagdes redox que acontecem na interface
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eletrodo/solugdo. Cada técnica voltamétrica possui sua especificidade, algumas sao
preferencialmente indicadas na quantificacdo de baixas concentra¢des de analito devido a alta
sensibilidade, enquanto outras sdo ferramentas uteis na investigacdo do comportamento
eletroquimico de espécies, mecanismos de reagdo e parametros cinéticos (Scholz, 2010).
Algumas das técnicas voltamétricas mais usadas sdo: voltametria ciclica (CV), voltametria de

varredura linear (LSV), voltametria de onda quadrada (SWV), voltametria de pulso diferencial
(DPV).

Figura 13. Representacdo esquematica do programa de potencial aplicado na analise de voltametria ciclica e
voltametria de onda quadrada.
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Fonte: produzido pela autora

A técnica voltamétrica mais empregada na caracterizacdo eletroquimica ¢ a
voltametria ciclica (CV), normalmente aplicada para determinar a natureza das reacdes redox
que ocorrem em uma solugdo. Essa técnica nao € tao sensivel como técnicas voltamétricas de
pulso, porém ¢ til na caracterizacdo e rastreamento do comportamento redox de analitos. A

CV ¢ usada como uma ferramenta para aquisi¢do de parametros fisico-quimicos, relacionados
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a termodinamica e cinética do processo redox, mecanismos de oxirredu¢do, determinagdo de
potenciais formais e transferéncia eletronica. O programa de potenciais na CV ¢ aplicado de
maneira linear, no qual, o potencial ¢ modificado continuamente em funcao linear do tempo
(Elgrishi et al., 2018).

De todas as técnicas eletroanaliticas, as estratégias de pulso destacam-se pela
sensibilidade. Procedimentos como a voltametria de pulso diferencial e a voltametria de onda
quadrada mostram-se como técnicas mais eficientes e sensiveis na quantificagdo de analitos. O
principio central por tras das técnicas de pulso reside na diferenca nas taxas de decaimento da
corrente de carga e da corrente faradaica durente a amostragem de corrente. A corrente de carga
decai mais rapidamente devido ao decaimento como fun¢dao exponencial, enquanto a
decomposi¢do da corrente faradaica ¢ inversamente proporcional a raiz quadrada do tempo.
Portanto, no final de cada pulso a corrente capacitiva ¢ significativamente menor quando
comparada a corrente faradaica. Esse aumento na diferenca entre corrente faradaica e capacitiva
permite um menor limite de detecgdo bem como maior sensibilidade, e, portanto, ¢ ideal para

quantificagdes eletroanaliticas (Mirceski et al., 2013 e Uslu; Ozkan, 2011).

2.4.1 Espécies eletroativas

As espécies eletroativas sdo aquelas que sofrem reducdo ou oxidacdo na janela de
potencial util num especifico sistema eletroquimico. Diferentes classes de espécies organicas
ou inorganicas podem ser consideradas eletroativas (Scholz, 2010). Nesses sistemas, a corrente
produzida pelas reagdes de transferéncia de elétrons, que ocorrem na superficie do eletrodo, €
proporcional a concentragdo da espécie reduzida e/ou oxidada (Elgrishi et al., 2018). Dentre os
compostos inorganicos mais comumente detectados por métodos eletroquimicos, podemos
destacar os cations metalicos e anions, como o sulfito (Kokkinos et al., 2018 e Luo et al., 2021).
O foco da eletroanalise concentra-se principalmente na determinagdo de espécies eletroativas
organicas, devido a presenca de grupos funcionais que podem ser reduzidos ou oxidados com
certa facilidade como: grupos nitro, aminas aromadticas, compostos fendlicos, amidas, entre
outros. Na maioria dos casos a eletro oxidacao ou redugdo dos componentes organicos envolve
a remogado ou adi¢ao de hidrogénios e por isso € dependente do pH (Scholz, 2010). Conforme
apresentado na Figura 13, a janela eletroquimica util nos métodos voltamétricos depende de
trés fatores: 1) solvente utilizado como meio de andlise; 2) composi¢ao do eletrodo de trabalho

e 3) composi¢ao do eletrolito.
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Figura 14. Janela eletroquimica 1til em meio aquoso na presenga de diferentes eletrolitos e eletrodos
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Fonte: produzido pela autora com adaptacdo da referéncia Thomas; G. Henze (2001)

Nesse sentido, € possivel planejar os experimentos avaliando o potencial redox dos
grupos funcionais presentes na molécula de interesse, combinados a janela eletroquimica util
encontrada na literatura. Dentre as classes de moléculas orgénicas eletroativas com alta
relevancia em monitoramento ambiental e diagndstico, podem-se destacar pesticidas,
disruptores enddcrinos, neurotrasmissores, lipidios e hormdnios (Barbosa et al., 2019 e Dhanjai

et al., 2018).

2.4.2 Determinagao indireta de moléculas nao eletroativas

Apesar de muitas moléculas organicas apresentarem grupos eletroativos que podem
ser facilmente oxidados e/ou reduzidos, outras espécies sao consideradas eletroquimicamente
inertes. Dentre elas, destacam-se principalmente proteinas de interesse biomédico como
biomarcadores tumorais e cardiacos (Rizwan et al., 2019). Nesse sentido, a principal estratégia

para identificacdo e quantificacdo eletroanalitica desses compostos ¢ a determinac¢do indireta
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através do uso de mediadores redox. Essa metodologia ¢ amplamente explorada na construgao
de imunossensores eletroquimicos (Cho et al., 2018 e Dai; Liu, 2019).

No sistema de determinacao indireta, os bioreceptores (anticorpos, acidos nucléicos,
células) sdo covalentemente ligados a superficie do eletrodo de trabalho. O mediador redox ¢
uma espécie eletroativa imobilizada na superficie do eletrodo ou uma sonda redox presente na
propria solugdo em que esta sendo realizada a andlise. O mediador apresenta sinal
eletroanalitico intenso e reversivel (Jalalvand, 2019 e Ruecha et al., 2019). A Figura 14
apresenta a estrutura quimica de dois dos mediadores de elétrons amplamente empregados na

literatura: ferroceno e do ferrocianeto de potassio.

Figura 15. Estrutura quimica do ferroceno e ferrocianeto de potassio
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Fonte: produzido pela autora

A detecgao eletroanalitica de proteinas pode ser realizada de maneira direta ou indireta.
Na forma direta, existe uma redugdo nas reagdes de transferéncia de carga e na intensidade do
sinal eletroquimico devido ao bloqueio da superficie, conforme apresentado na Figura 15. Esse
decréscimo no sinal é proporcional a concentracao do analito e, acontece quando as espécies se
conectam ao biorreceptor, imobilizado na superficie do eletrodo de trabalho. (Shen; Shen,
2019). Essas estratégias fornecem aplicagdes mais rapidas e reprodutiveis quando comparados
a ensaios biologicos complexos como ELISA, no entanto nem sempre € possivel alcangar altas

sensibilidades (Layqah; Eissa, 2019).
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Figura 16. Representacdo esquematica do método de deteccdo eletroquimica direta de proteinas
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Fonte: produzido pela autora

Considerando a estrutura da quitosana, pode-se alcangar a imobilizagdo covalente de
mediares de elétrons através de reagcdes com os grupamentos amino, resultando em filmes com
atividade redox e potencial aplicacdo no desenvolvimento de imunossensores. Por exemplo,
filmes eletroativos podem ser produzidos através da modificacao da estrutura da quitosana com
ferroceno aldeido. Na literatura, esse material apresentou promissora resposta na deteccao
eletroquimica de glicose (Yang et al.,, 2007). Além disso, recentemente também foi
demonstrada a elevada atividade dos filmes de quitosana na presenca do par redox
[Fe(CN)s]*™ e a sua dependéncia com o pH. Nesse trabalho, filmes de quitosana
positivamente carregados foram adsorvidos na superficie de um eletrodo de carbono vitreo e
avaliados na presenga do par redox apresentando alta atividade eletrocatalitica. Esse
desempenho foi justificado através do mecanismo de interagdo eletrostatica entre os grupos

NH?3" e as cargas negativas do par redox (Suginta et al., 2013).
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2.5 ELETROANALISE: VANTAGENS COMPETITIVAS E TAMANHO DE
MERCADO

Em termos de facilidade de anélise e portabilidade, os equipamentos eletroanaliticos
apresentam indiscutivel vantagens quando comparados aos métodos cromatograficos. Alguns
dispositivos eletroanaliticos como o pHmetro e o glicosimetro ja apresentam enorme relevancia
e, indiscutivel utilidade nos laboratérios de analise e, nas medi¢des clinicas. O alto nimero de
aplicagoes alcancadas sugere que provavelmente um maior nimero de aplicagdes baseadas em
sensores eletroanaliticos irdo fazer parte da nossa vida e rotina nos proéximos anos. Nesse
contexto, na ultima década é possivel observar os esfor¢os da comunidade cientifica em
desenvolver novos sensores eletroquimicos miniaturizados com alta seletividade, sensibilidade
e precisao, visando o desenvolvimento de kits comerciais para 0 monitoramentos ambiental e
diagnostico clinico (Karimi-Maleh et al., 2020). No entanto, comparativamente aos métodos
cromatograficos acoplados ao detector de massas, a sensibilidade eletroanalitica ainda ¢
considerada um problema em muitas aplicagdes reais. Em termos de sensibilidade analitica, os
esfor¢os concentram-se principalmente na modificacao de eletrodos com novos nanomateriais
eletrocataliticos, visando o aumento do desempenho (Mirsky, 2020). Em relacao a seletividade
dos métodos, o design aprimorado das superficies € o principal aliado através da imobilizagdo
de biorreceptores, formacdo de complexos e, estratégias baseadas em quimica supramolecular.

Além do crescente avango na miniaturizagdo dos dispositivos, a eletroanalitica evoluiu
também em aspectos de consciéncia ambiental e sustentabilidade (Lacasa et al., 2019). Os
antigos eletrodos a base de mercurio tém sido substituidos por suportes ecologicamente
amigaveis como superficies a base de carbono modificadas com nanomateriais.
Adicionalmente, o avango dos eletrodos impressos miniaturizados possibilitou a diminui¢do no
volume de reagentes utilizados nas células eletroquimicas (Namuduri et al., 2020). Na
atualidade, determinacdes eletroanaliticas altamente sensiveis podem ser realizadas utilizando
apenas alguns microlitros de solucdo. Essas consideracdes praticas sdo de extrema importancia
na busca por metodologias analiticas verdes e sustentaveis, com foco na baixa geracdo de
residuos.

Para aplicagdes em area de satide, inumeras Health Techs t€ém apostado nos sensores
eletroquimicos usaveis visando o monitoramento continuo e ndo invasivo, voltados ao
progndstico, diagnostico e gerenciamento de doengas. O foco principal concentra-se na anélise

de biomarcadores como a glicose, dopamina e cortisol em fluidos corporais, principalmente
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suor ¢ saliva (Pereira da Silva Neves et al., 2018). Atualmente, devido ao alto investimento e
incentivo, os Estados Unidos lideram as tecnologias de ponta ¢ o mercado de sensores usaveis
para o monitoramento de glicose. Inumeras Startups localizadas no Vale do Silicio buscam
também aumentar a eficiéncia, custo e expansdo de mercado através do monitoramento de
outros biomarcadores. Dentre elas, pode-se citar a Nix biosensor, Harvard Launch Lab-based e
Kenzen (Min et al., 2021). Além disso, grandes companhias como a Google e a Apple tém
demonstrado crescente interesse nessas tecnologias. Nesse contexto, projeta-se um tamanho de
mercado de aproximadamente $ 57 milhdes até o fim de 2022, com uma taxa de crescimento
anual de aproximadamente 16.2%.

De maneira geral, atualmente o mercado de sensores eletroquimicos ¢ avaliado em
aproximadamente $ 6.2 bilhdes com projegdo esperada para alcancar a margem de 11.9 bilhdes
até 2026. De acordo com relatdrios produzido em 2020, espera-se um crescimento anual de
quase 11% ao ano, entre 2021 a 2026. Os setores em destaque sdo voltados para dispositivos de
seguranga industrial, setor automotivo e, setor de petréleo e gas. Adicionalmente, espera-se
continuidade para as novas demandas decorrentes da pandemia de COVID-19, que aumentaram
significativamente a necessidade de métodos analiticos para a deteccdo rapida e barata de
doencas. Nesse sentido, sensores eletroquimicos sdo adequados para andlise no ponto de
atendimento (point-of-care) e monitoramento continuo de doengas (Snapshot; Overview,

2021).
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.1 REAGENTES

Os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau analitico de acordo com as
seguintes especificacdes: Quitosana (Aldrich, desacetilagdo >75%), hidreto de boro e sodio
(Vetec 95%), precurosores sais metalicos, chloroplatinic acid hexahydrate (Sigma Aldrich),
Cloreto de ferro (III) anidro (98%); metilamina (solucdo aquosa 40%), Cloreto de Potassio
(Aldrich, >99,5%), tripolifosfato de sodio (Aldrich, >85%), &cido citrico (Sigma-Aldrich
>99,5%), Nitrato de ferro (III) nona-hidratado (Sigma-Aldrich , 99,5%), acetona (Neon,
99,6%), etanol (Merck, 99,8%), Cloreto de Manganés tetrahidratado (Labsynth, 99,5%), 4cido
nitrico (Lafan, 65%). Os padrdes dos analitos testados foram adquiridos da Sigma-Aldrich
PESTANAL®, >99%: Isoproturon, Diuron, Bifenox, 4-nitrofenol, pedimentalina e
pirimicarb.O tampao Britton-Robinson (B-R) foi preparado a partir de acido boérico (Vetec,
95%), acido acético glacial (Vetec, 95%) e acido fosforico (Vetec, 95%) em diferentes
concentracdes: 0.05, 0.1, 0.2 and 0.3 mol L'para testes de eletrdlito suporte. O par redox
K;[Fe(CN)s]/ Ks[Fe(CN)s] (Sigma Aldrich, >99%) foi usado como solugdo sonda para a
caracterizagao eletroquimica por voltametria ciclica. As solu¢des foram todas preparadas com
agua ultra pura a partir de sistema Milli-Q (resistividade ca. 18 MQ cm). As amostras de agua
de rio foram coletadas de acordo com os padrdes analiticos em frascos de vidro e estocadas a
5°C.

Para o desenvolvimento do imunossensor eletroquimico, os seguintes reagentes foram
utilizados: Lamina de vidro de 6xido de estanho fltior (FTO), com resistividade de superficie
de 7Q (Sigma-Aldrich), quitosana (Aldrich, grau de desacetilacao >75%), hidroxido de amonio
(Sigma-Aldrich, >28%), peroxido de hidrogénio (Sigma-Aldrich, >30%), alcool isopropilico
(Sigma-Aldrich, >99,7%), etanol (Merck, >99%), genipina em p6 (Challenge Bioproducts
(Taiwan), >98% ), Albumina sérica bovina (BSA) (INLAB, padrio), cloreto de potassio (Neon,
>99%). A solucao tampao de fosfato PBS 1x pH 7,4 foi preparada usando NaH>PO4 (Sigma-
Aldrich, >299%) e Na;HPO4 (Sigma-Aldrich, >99,9%). A Anti-IL-6 foi adquirida do kit ELISA
da eBioscience (Cat # 14-7061-68). A interleucina-6 murina foi preparada dissolvendo uma
solugio estoque de 1000 pg mL™! em PBS 1x pH 7,4 armazenado a -78 ° C. As amostras de soro
de camundongos sépticos foram fornecidas pelo departamento de microbiologia, imunologia e
parasitologia da UFSC. As amostras de soro humano foram fornecidas pelo Hospital

Universitario da UFSC.
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3.2 TECNICAS DE CARACTERIZACAO

3.2.1 Difragao de raios X

Analises de difracao de raios X foi utilizada para caracterizar a estrutura da quitosana,
nanoparticulas de platina e nanoparticulas de ferrita de manganés. Para isso, utilizou-se um
equipamento com fonte de raios X de CuKa (A=0,154056 nm). As amostras foram previamente
secas em superficie de vidro em temperatura de 50°C. A equacdo de Scherrer foi utilizada para
calcular o tamanho dos cristalitos. As amostras foram analisadas utilizando valores de angulo
de espalhamento na faixa de 10 a 90° (20). Os resultados obtidos foram comparados com o

banco de dados fornecido pelo software acoplado ao equipamento.

3.2.2Microscopia eletronica de varredura

As imagens de microscopia eletronica de varredura foram aplicadas para o estudo da
morfologia dos filmes obtidos com nanoparticulas de platina, ferrita de manganés e contendo
Anti-IL-6. Para isso, as amostras foram gotejadas em superficie de carbono vitreo com o
objetivo de simular a superficie do eletrodo de trabalho. No capitulo 3, as amostras foram
preparadas na superficie do eletrodo de 6xido de estanho dopado com fltior. As imagens foram
obtidas utilizando o microscopio eletronico de varredura modelo JEOL JSM-6390LV operando
a uma voltagem de aceleragdo de 20 kV. Para as amostras contendo Anti-IL-6, realizou-se a

aquisi¢ao das imagens na voltagem de aceleragdo de 10 kV.

3.2.3 Analises térmicas

A caracteriza¢do da estabilidade térmica dos filmes foi avaliada a partir de analise
termogravimétrica (TGA). As medidas foram realizadas antes e ap0s a sintese de nanoparticulas
metalicas, utilizando um equipamento modelo TGA-50 marca Shimadzu, sob uma taxa de
aquecimento de 10 °C min™!, na faixa de 25 a 400 °C, sob atmosfera de nitrogénio 50 mL min-
!, As medidas de TGA foram realizadas em célula de platina, utilizando quantidade de amostra

entre 8-10 mg.
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3.2.3 Espectroscopia na regido do UV-vis

A caracterizagdo das dispersdoes de CS-1% contendo nanoparticulas platina foi
caracterizada por espectrofotometria no UV-Vis. Os espectros foram obtidos utilizando um
espectrofotometro ultravioleta-visivel UV-1800 (Shimadzu, Japao) conectado a um software
UV Probe (versao 2.50). As medidas foram realizadas em célula de quartzo com caminho 6ptico

de 1 cm, utilizando janela espectral de 300 a 800 nm.

3.2.4 Microscopia eletronica de transmissao

As micrografias de Microscopia Eletronica de transmissdo (TEM) dos filmes
nanoestruturados contendo nanoparticulas de platina e ferrita de manganés foram obtidas
utilizando um microscépio JEOL JEM 1220 operando em 100 kv. A amostra foi preparada a
partir da dispersdao de 20 pL de nanoparticulas em 200 pL de alcool isopropilico em ultrassom
por 30 minutos. Apos, 10 uL da dispersdo foram adicionadas a uma grid de Cu revestida com

carbono e esperou-se a secagem a condi¢des ambientes.

3.2.5 Espectroscopia na regido do infravermelho

A analise da Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) foi
realizada no espectrofotometro de infravermelho IRPrestige-21 (Shimadzu) 64 varreduras e 2
cm’! de resolugio e faixa espectral de 400 a 4000 cm™'.Para avaliar a composi¢io quimica dos
filmes através da presenca de diferentes grupos funcionais e de estiramentos de caracteristicos,
utilizou-se o modo de Reflexdo Total Atenuada (ATR). As andlises foram feitas com filmes dos

matariais a base de quitosana previamente secos a temperatura de 50°C sob superficie de vidro.

3.3 ANALISES ELETROQUIMICAS

As analises eletroquimicas foram realizadas dois potenciostatos/galvanostatos
modelos EmStat e Palmsens versdao 4. O software PSTrace 5.4 foi utilizado para aquisi¢ao e
tratamento de dados. Para todas as medidas eletroquimicas, utilizou-se uma cela eletroquimica
convencional de trés eletrodos, contendo como referéncia o eletrodo de Ag/AgCl, um fio de
platina como eletrodo auxiliar e o eletrodo de trabalho. As medidas de caracterizagdo por
voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica foram conduzidas a
temperatura ambiente, na presenc¢a de solugao Ki3[Fe(CN)s]/K4[Fe(CN)s] na concentragdo de

Smmol L na presenga de KCI 0.5 mol L'! como eletrolito suporte. Para a caracterizagdo por
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espectroscopia de impedancia eletroquimica, utilizou-se amplitude de 5 mV e faixa de

freqiiéncia de 0,1 a 50.000 Hz.

3.4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS ESPECIFICOS DO CAPITULO 1

3.4.1 Sintese das nanoparticulas de platina

Primeiramente, preparou-se uma solu¢ao de quitosana na propor¢ao de 1% (m /v). Esta
solucdo foi dissolvida em 4cido acético 0,02 mol L. As nanoparticulas de platina foram
sintetizados utilizando-se 3,00 mL de solucdo de quitosana 1% como estabilizante com a
posterior adi¢io de 100 pL de solucdo de sal precursor de platina 1 mmol L' HyPtCle,
previamente preparada em dgua ultrapura. A solucdo resultante foi agitada durante 30 minutos
até a homogeneizagio completa. Em seguida, 200 pL de NaBH4 0,02 mol L' foram adicionados
instantaneamente. O processo de reducdo de Pt*" para Pt° foi verificado pela mudanca de
coloragao da solugao de amarelo claro para cinza escuro. A dispersao foi armazenada em frasco
ambar a 4 °C; nao foram observadas diferencas de coloragdo e, sinal eletroquimico apos trés

meses de analises.

3.4.2 Preparo do eletrodo modificado Pt/CS/GCE

Para todas as andlises eletroquimicas, utilizou-se um eletrodo de carbono vitreo (GCE)
com um diametro de 2 mm. A superficie do GCE foi cuidadosamente polida com alumina (0,05
um), lavada e submetida a limpeza com ultrassom em dgua destilada por 3 min. Para a
modificacdo dos eletrodos, utilizou-se o volume otimizado de 4 pL. com posterior secagem na
estufa por 15 minutos a 40 °C. Para fins comparativos, realizou-se a modificacdo do GCE com
solucdo de quitosana 1% previamente dissolvido em 4cido acético 0,02 mol L', O eletrodo foi
denominado como CS/GCE. O eletrodo modificado com a dispersdo de nanoparticulas de

platina foi denominado PtNPs/CS/GCE.

3.4.3 Anélises voltamétricas

Os procedimentos eletroquimicos de caracterizacdo dos eletrodos por voltametria
ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica foram realizados de acordo com o descrito
na se¢ao 3.3. Para a determinagdo eletroquimica de isoproturon e diuron, utilizou-se a técnica

de voltametria de de pulso diferencial com redissolugdo adsortiva (DPAdSV) em uma faixa de
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potencial de +0,6 V a +1,3 V vs Ag/AgCl. As curvas de calibracdo foram obtidas pela adi¢ao
de diferentes concentragdes de uma solucao estoque previamente preparada na concentragao de

100 mg L' em solucdo agua e etanol 1:1 (v/v).

3.4.4 Analise da amostra

As amostras de agua de rio foram coletadas seguindo padrdo analitico em regides
agricolas do estado do Rio Grande do Sul, Brasil, em abril de 2020. Os recipientes foram
previamente autoclavados e enchidos sem pré-enxague. A agua do rio foi coletada abaixo da
superficie em diferentes pontos de amostragem em areas de baixa turbuléncia e armazenada a
5 °C. Para a analise voltamétrica, 2 mL da amostra de 4gua do rio sem prévio tratamento foram
utilizadados. Adicionou-se nessa fragao concentracao conhecida de isoproturon e diuron e,
posteriormente submeteu-se a amostra cotendo os analitos em ultrassom por 5 minutos para a
homogeneizagdo completa. Aplicou-se o método de adigdo padrio para estimar as
concentragdes de diuron e isoproturon por voltametria, sob condi¢des otimizadas. Assim, 1 mL
da amostra enriquecida foi adicionado a célula eletroquimica e completado com a solucao de

eletrolito de suporte até 5 mL.

3.5 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS ESPECIFICOS DO CAPITULO 2

3.5.1 Sintese das nanoparticulas MnFe>O4@CS

As nanoparticulas de ferrita de manganés recobertas com quitosana, denominadas
como MnFe;O4@CS foram preparadas e fornecidas pelo Laboratdrio de Polimeros, localizado
no Centro de Ciéncias Fisicas e Matematicas da UFSC, utilizando a seguinte rota: O nticleo
magnético da ferrita de manganés foi sintetizado por coprecipitagdo. Primeiramente, os ions
Fe’" e Mn?" foram dissolvidos em meio 4cido (HCI) e vertidos em uma solugio fervente de
metilamina, sob agitagcdo vigorosa. As nanoparticulas foram tratadas em meio acido (HNOs3) e
passivadas com nitrato de ferro. O s6lido foi ainda lavado com acetona e suspenso em agua. A
suspensdo foi armazenada como ferrofluido em frasco de vidro. Para o preparo do
recobrimento, uma aliquota do ferrofluido (1,00 g de MnFe>O4) foi ativada com acido citrico.
Nesta etapa, dispersou-se o solido em 40 mL de acido citrico 0,1 mol L', submetendo a
dispersdao em ultrassom por 20 min. O material resultante foi decantado magneticamente da

solucdao. O mesmo procedimento foi repetido 3 vezes.
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Em seguida, verteu-se o ferrofluido em um frasco Erlenmeyer contendo 100 mL de
uma suspensdo de quitosana previamente preparada (0,40 g L™ em 4cido acético 1% v / v,
agitado durante a noite). A dispersdo foi submetida a agitagdo vigorosa no T25 IKA Ultra -
turrax a 3000 rpm por 5 min. Em seguida, 50 mL de solu¢do de tripolifosfato de 0,50 g L!
foram vertidos na mistura de quitosana-MnFe>Oys, € a agitagdo foi aumentada para 8.000 rpm.
O sistema foi mantido sob agitacao por 40 min. Por fim, as nanoparticulas foram decantada
magneticamente do sobrenadante usando ima NdFeB e, lavadas com dagua ultrapura e

liofilizada. A sintese rendeu aproximadamente 1,2 g de MnFe.O4@ CS.

3.5.2 Preparo do eletrodo modificado MnFe>O4@CS/GCE

O GCE foi polido vérias vezes em alumina (0,05 mm), subsequentemente lavado com
agua destilada e submetido a ultrassom em solu¢do de agua durante 5 minutos. Para a
modificacdo do eletrodo, 5 mg de nanoparticulas de MnFe>O4@CS foram dispersadas em
ultrassom utilizando 1 mL de solugdo CS 1% (p/v) por 20 minutos em temperatura ambiente.
Com o auxilio de uma micropipeta, 5 uL da dispersao MnFe,O4@ CS foram gotejados na
superficie de GCE. Os eletrodos produzidos foram secos na estufa a temperatura de 40 ° C por

15 minutos. O mesmo procedimento foi repetido para cada modificagao.

3.5.3 Andlises eletroquimicas

Os procedimentos eletroquimicos de caracterizacdo dos eletrodos por voltametria
ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica foram realizados de acordo com o descrito
na se¢do 3.3. Para a determinagdo eletroquimica de bifenox, utilizou-se a técnica de voltametria
de onda quadrada (SWV) em uma faixa de potencial de +0,0 V a +0,6 V vs Ag/AgCl. As
condigdes experimentais otimizadas aplicadas para a determinagdo do analito por SWV foram:
frequéncia de 90 Hz, potencial de pulso de 4 mV e amplitude de pulso de 40 mV. As curvas de
calibracdo foram obtidas pela adicdo de diferentes concentragdes de uma solucdo estoque

previamente preparada na concentragio de 100 mg L' do analito em etanol.

3.5.4 Andlise da amostra
Os detalhes das amostras de coleta e armazenamento da dgua de rio utilizada estdo
descritos na se¢do 3.4.4. As amostras de dgua encanada analisadas foram coletadas em

Floriandpolis, estado de Santa Catarina, Brasil. O pH das amostras de dgua do rio e da torneira
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foi de 6,1 e 6,4, respectivamente. Para a andlise voltamétrica, as amostras foram enriquecidas
com uma concentracdo conhecida de uma solucao padrao previamente preparada de bifenox.
Uma aliquota de 0,5 mL de cada amostra foi adicionada a célula eletroquimica e analisada

diretamente sem prévio tratamento.

3.6 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS ESPECIFICOS DO CAPITULO 3
3.6.1 Preparo dos eletrodos

Primeiramente, os eletrodos de FTO foram previamente tratados com uma mistura de
hidroxido de amonio, peroxido de hidrogénio e dgua na proporg¢do 1: 1: 5. Os eletrodos foram
mantidos na mistura a 60 ° C até a evaporacdo completa do solvente. Assim, eles foram
enxaguados com dalcool isopropilico e purgados com Nz. Em seguida, a drea geométrica dos
eletrodos do FTO foi delimitada em 25 mm? com o auxilio de um papel resistivo. A modificacio
da superficie foi realizada pelo método de drop-casting. Filmes camada por camada foram
montados em duas etapas: 1) 5 uL de solugdo de quitosana CS a 1% (m/v) foram adicionados
na superficie do FTO e secos a 60 ° C por 15 minutos. Os eletrodos foram denominados CS/FTO
e 2) 5 uL de genipina 5 mg mL"! foram gotejados na superficie do eletrodo CS/FTO e, 0 mesmo
procedimento de secagem foi aplicado, resultando em um eletrodo modificado com hidrogel de
quitosana e genipina (CSG/FTO). Para a imobilizagdo do anticorpo, o CSG/FTO foi mantido
em contato com uma solugdo de anti-IL-6 que foi previamente diluida em PBS 1x pH 7,4. A
incubacao foi realizada usando um bloco de aquecimento sob temperatura controlada de 37 ° C
por 12 horas. Em seguida, os eletrodos foram imersos por 10 minutos em uma solugdo de tween
0,02% (v/v) em PBS 1x pH 7,4 para remover as interagdes inespecificas entre o anticorpo e a
superficie do eletrodo (anti-IL-6/CSG/FTO). Por fim, a superficie do anti-IL-6/CSG/FTO foi
recoberta com 5 pL de solugdo BSA 1% (p/v) por 45 minutos em temperatura ambiente. Os
eletrodos foram lavados com tween 0,02% (v.v) em PBS 1x pH 7,4 e, o eletrodo modificado
resultante foi denominado como BSA/anti-IL-6/CSG/ FTO. As curvas de calibracdo foram
construidas utilizando 5 pL da solugdo padrdo IL-6, através da incubacdo por 45 minutos a 37
°C. Antes da analise eletroquimica dos eletrodos com antigeno, os mesmos foram submetidos

a lavagem com tween 0,02% (v.v) em PBS 1x pH 7,4 e 4gua deionizada.
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3.6.2 Preparo das amostras de sangue de murino induzidos a sepse

Os cuidados e tratamento dos animais foram baseados no Guia de Cuidado e Uso de
Animais de Laboratério. Camundongos C57BL/6 com oito e dez semanas de idade (Jackson
Laboratory, Bar Harbor, ME, EUA) foram alojados no Animal Facility do Departamento de
Farmacologia da UFSC sob o protocolo de aprovacdo CEUA # 8278290818. A sepse murina
foi realizada conforme descrito anteriormente (Formiga et al., 2020). Resumidamente,
camundongos submetidos a processo intraperitoneal com 100 pL de 1 x 10’ CFU de suspensio
de E. coli (ATCC 25922, Manassas, VA, EUA). Neste modelo murino, 50-60% dos
amundongos injetados com bactérias morreram em 72h (Formiga et al., 2020). Apos 48h da
inducdo da sepse, um volume de 1 mL de sangue murino foi coletado por puncao cardiaca em
tubos contendo heparina e as amostras centrifugadas a 3.000 rpm por 5 minutos. Em seguida, o
plasma foi diluido em solugdo de PBS (1:40). Para as medigdes eletroquimicas, um volume de
5 uL de amostras de soro diluidas ou ndo diluidas foi colocado no imunossensor e incubado por
45 minutos a 37 ° C. O eletrodo foi entdo lavado com tween 0,02% (v.v) em PBS 10 mmol L™
por 2 minutos seguido por uma etapa de lavagem com 4gua deionizada e, anélise eletroquimica

foi realizada conforme descrito na se¢do 3.6.1.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
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CAPITULO 1

4.1 NANOPARTICULAS DE PLATINA ESTABILIZADAS EM QUITOSANA
APLICADAS NA DETERMINACAO SIMULTANEA DE ISOPROTURON E
DIURON
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4.1.1 INTRODUCAO AO CAPITULO

Neste estudo, nanoparticulas de platina foram sintetizadas in-situ usando quitosana
como agente estabilizante. O bionanocomposito produzido foi aplicado no desenvolvimento de
um eletrodo de carbono vitreo modificado (PtNPs/CS/GCE) para a anélise simultanea rapida,
seletiva e de baixo custo de diuron e isoproturon em amostra de agua de rio. Esses compostos
sdo derivados da fenilureia, atualmente uma das classes de herbicidas mais difundidas no
mundo, amplamente aplicados em solos agricolas para controlar o crescimento de ervas
daninhas. Inumeros compostos do tipo fenilureia sdo considerados toxicos para o meio
ambiente, potenciais desreguladores endocrinos e cancerigenos (Huovinen et al., 2015 e
Mohammed et al., 2018). A exposicdo a esses produtos quimicos persistentes ocorre
principalmente em areas rurais devido ao processo de lixiviacdo e lavagem que os leva para as
aguas subterraneas e superficiais (Federico et al., 2013). Nesse contexto, diferentes misturas de
herbicidas podem ser encontradas em amostras de dgua de rio, incluindo os herbicidas diuron e
isoproturon (Dupraz et al., 2019). O uso indiscriminado desses produtos quimicos perigosos
constitui um risco iminente a0 meio ambiente e aos organismos aquaticos, trazendo grandes
preocupacoes devido a sua lenta biodegradacao, genotoxicidade e ecotoxicidade (Sousa et al.,
2018 e Starling et al., 2019).

Os métodos eletroquimicos podem ser considerados atrativos para a detecgdo desses
compostos devido a rdpida resposta, baixo custo, alta seletividade, reprodutibilidade e
portabilidade, ideais para aplicacdo em analises ambientais. Apesar das vantagens, os trabalhos
encontrados na literatura apresentam baixas sensibilidades devido ao alto sobrepotencial
necessario para que ocorra a oxidagao de compostos fenilureias, dificultando aplicagdes praticas
(Mani et al,, 2015 e Noyrod; Chailapakul; Wonsawat; Chuanuwatanakul, 2014). Nesse
contexto, o uso de diferentes eletrodos modificados nanoestruturados tem como principal
objetivo aumentar o desempenho analitico de sensores eletroquimicos. Nas ultimas décadas,
eletrodos modificados com novos nanomateriais tém permitido um aumento significativo na
resposta da corrente faradaica, diminuindo o limite de detec¢do de métodos eletroanaliticos.
Nanoparticulas de platina (PtNPs) tém sido um tema de pesquisa na area de eletrodos
modificados eletroquimicamente devido a sua alta estabilidade, taxa de transferéncia de
elétrons, excelente atividade eletrocatalitica, alta relacdo superficie-volume e

biocompatibilidade (Gerent; Spinelli, 2017). Apesar disso, a alta energia superficial das
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nanoparticulas requer um agente estabilizador eficiente para evitar sua agregacao e garantir seu
pequeno tamanho na superficie do eletrodo (Deon et al., 2019).

A quitosana ¢ uma excelente escolha para estabilizar nanoparticulas metalicas por
efeitos estéreo-eletronicos, proporcionando bionanocompdsitos com alta funcionalidade. Esse
fenomeno acontece devido a grande afinidade da quitosana por metais de transi¢do aliada a
excelente aderéncia para a formacao de filmes (Phan et al., 2019). Os grupos amino dos
bionanocompositos resultantes aumentam as interagdes do suporte com outros polimeros e
materiais inorganicos, produzindo filmes com boa adesdo em superficies negativamente
carregadas e porosas a base de carbono (Ramos et al., 2015). Além disso, a alta permeabilidade
permite o processo de difusdo do analito na superficie modificada do eletrodo (Devi et al.,
2019). A Figura 17 apresenta o resumo das andlises propostas no presente capitulo. Nesse
sentido, visou-se sintetizar, caracterizar e estudar a viabilidade de aplicagdo analitica de
nanoparticulas de platina (PtNPs) estabilizadas em quitosana. Esse material foi usado para
construir um no eletrodo de carbono vitreo modificado (PtNPs/CS/GCE), aplicado na

determinagdo voltamétrica simultanea de diuron e isoproturon.

Figura 17. Esquema representativo da modifica¢@o do eletrodo de carbono vitreo e, das analises voltamétricas
aplicadas no presente capitulo.
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4.1.2CARACTERIZACAO ESTRUTURAL E MORFOLOGICA NANOPARTICULAS
DE PLATINA ESTABILIZADAS EM QUITOSANA
A andlise de espectrofotometria na regido do UV-vis pode ser util para caracterizar

nanoparticulas metalicas, através do aparecimento de bandas de ressonancia de plasmon e/ou
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por meio do desaparecimento de bandas de transferéncia de carga comuns a complexos
metalicos. Nesse sentido, a Figura 18 apresenta os espectros de UV-vis da dispersao de
quitosana contendo o precursor metalico antes e apds a adi¢ao do agente redutor. Imediatamente
apos a adi¢do de NaBHy4, observou-se mudanca na coloragao da dispersdo de amarelo claro para
cinza (Inset: Figura 18) sugerindo a alteragdo do estado de oxidacdo da platina. Antes da
redugdo, ¢ possivel observar uma banda caracteristica de transferéncia de carga dos ions
metélicos [PtCls]*>" em aproximadamente 260 nm, correspondente a transi¢io © dos orbitais
ligantes (Glebov et al. 2012). A mudanca de cor da dispersdo de amarelo para cinza,
acompanhada do desaparecimento da banda em 260 nm ¢ um indicativo da eficiente redugao

platina, com a mudanga do estado de oxidagio de Pt*" para Pt’.

Figura 18. UV-vis das amostras A) [PtCls]>/CS antes da adi¢do do agente redutor e B) PtNPs/CS ap6s a reducio.
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Adicionalmente, aplicou-se a analise de difracdo de raios X da amostra PtNPs/CS,
visando a caracterizacdo microestrutural e cristalina da amostra, conforme ¢ apresentado na
Figura 19 juntamente com os padrdes obtidos no banco de dados. Através da andlise, observa-
se um pico de difragdo em 20° e, um pico alargado em 23°, que podem ser atribuidos aos

carbonos amorfos presentes na estrutura da quitosana. Os picos e planos encontrados em 39.9°
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(111), 46.3° (200), 67.5° (220), 82.0° (311) podem ser atribuidos a estrutura ctubica de face
centrada (fcc) da platina, indicando a existéncia do metal na forma cristalina, de acordo com o
padrao comparado [JCPDS:#04-0802]. O tamanho do cristalito foi determinado pela equagao
de Scherrer, utilizando o pico de difracdo mais intenso em 39,8°. O tamanho encontrado foi 4
nm. Essses resultados indicam a eficiente estabiliza¢do das nanoparticulas de platina na matriz

de quitosana.

Figura 19. Difratogramas de raios X das amostras CS e PtNPs/CS
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Para a caracterizacao das PtNPs/CS, também utilizou-se a espectroscopia na regido do
infravermelho por transformada de Fourier no modo de reflectancia total atenuada (FTIR-
ATR), conforme apresentado na Figura 20. Através da andlise de infravermelho, foi possivel
identificar as bandas caracteristicas da quitosana, que podem ser descritas como: 3350 cm™,
atribuida ao estiramento axial das ligagdes O-H e N-H; bandas em 2931 e 2883 cm™,
correspondentes ao estiramento axial simétrico e assimétrico das ligagdes C-H; bandas
centradas em 1649 cm™ e em 1583 cm, atribuidas ao estiramento C=0O (conhecida como banda
de amida I) e a deformagdo N-H de aminas, bandas em 1421 e 1379 cm’', resultantes da

combinac¢do do estiramento axial de C-N e da deformacao angular de N-H; bandas em 1151 e
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1036 cm™ devido a estrutura polissacaridica incluindo as ligagdes glicosidicas, estiramentos
dos grupos C-O e C-O-C. Nenhum deslocamento de bandas foi identificado apos a incorporagao
das nanoparticulas de platina. No entanto, a interagio quimica entre os grupos NH*' da
quitosana e as nanoparticulas de platina (PtNPs) pode ser evidenciada pela diminui¢do na
intensidade das bandas localizadas na regido de aproximadamente 3254cm’! e, nas bandas entre
1380-1260 cm™ que correspondem aos estiramentos N-H e C-N dos grupos amino. Esse
resultado indica a forte interacdo da platina com os grupamentos amino na estrutura da
quitosana, indicando que os mesmos exercem papel fundamental na estabilizacdo das
nanoparticulas.

Figura 20. Espectros de infravermelho com transformada de Fourier no modo reflectincia total atenuada das
dispersdes CS e CS/PtNPs.
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A dispersao PtNPs/CS também foi caracterizada por microscopia eletronica de
transmissdo. A partir das micrografias mostradas na Figura 21A, observa-se a formacgao de
nanoparticulas de platina esféricas homogeneamente dispersas, com algumas regides densas
correspondentes ao biopolimero. O histograma da distribuicdo do tamanho de particulas esta
apresentado na Figura 21B e, mostra a distribui¢do homogénea do tamanho de particulas com

um maximo localizado em aproximadamente 4 nm, considerando um desvio padrao de 0,9 e,
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populacdo total de 103 particulas. O tamanho de particulas obtido por MET concorda com o
tamanho do cristalito calculado por difragdo de raios X através da equacdo de Scherrer. O
pequeno tamanho das PtNPs sugere que a quitosana atua na estabilizacdo das nanoparticulas,
evitando aglomeragdes devido ao impedimento estérico da rede polimérica. Além disso, a
distribuicdo homogénea pode ser explicada através das interacdes eletrostaticas entre os grupos

amino protonados da quitosana e as cargas negativasdos ions PtC1°".

Figura 21. Microscopia eletronica de transmissdo da amostra PtNPs/CS A) menor aproximagdo B) maior
aproximagdo e C) histograma de distribui¢do do tamanho de particula
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Com o auxilio do microscopio eletronico de transmissdo também foi realizada a anélise
complementar de difracdo de elétrons por area selecionada (do inglés SAED), conforme
apresentado na Figura 22. Nessa técnica, os atomos atuam como uma rede de difracao aos
elétrons provenientes do feixe de alta energia aplicado. Os circulos formados na imagem

correspondem ao padrdo de difragdo da estrutura cristalina da platina. A partir da analise,



45

identificou-se os planos cristalinos (111), (222), (220) e (311) da platina, mostrando os mesmos

planos obtidos por difracdo de raios X identificados na analise dos filmes.

Figura 22. Difragdo de elétrons por area selecionada da amostra PtNPs/CS com a atribui¢do dos planos cristalinos
da platina através de comparagdo com o banco de dados.

4.1.3 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

Os estudos de CV foram aplicados com o objetivo de avaliar comparativamente o
comportamento eletroquimico do GCE antes e ap6s cada modificacdo, como ¢ mostrado na
Figura 23. As medidas de CV foram realizadas aplicando a faixa de potencial de -0,5a 1,0 V
vs. Ag/AgCl e, velocidade de varredura igual a 50 mV s’ na presenca de uma solugdo redox
[Fe(CN)s]*”* com concentragio 5 mmol L' e KC10.1 mol L!. Os picos definidos identificados
nos voltamogramas estdo relacionados ao processo redox do par [Fe(CN)s]*”*. Como ¢ possivel
observar, os voltamogramas apresentam aumento da intensidade de corrente dos picos catodicos
e anodicos para cada passo da modificacdo quando comparados ao eletrodo ndo modificado
GCE. Os valores correspondentes de intensidade de pico anodico (ipa) foram 33, 80 e 140 pnA e
de intensidade de pico catddico (ipc) foram equivalentes a 33, 101, 160 pA para os eletrodos
GCE, GCE/CS e GCE/CS/PtNPs, respectivamente.

Esses resultados mostram que a modificagdo com a quitosana pode ter fornecido

aumento na taxa de transferéncia de elétrons devido aos seus grupos amino protonados que



46

podem interagir eletrostaticamente com a sonda redox [Fe(CN)s]>”* negativamente carregada.
Os valores obtidos para a razao ipa/ipc foram iguais a 0,99, 0,80 e 0,91 para o GCE, GCE/CS e
GCE/CS/PtNPs, respectivamente. Esses valores mostram que ocorreu diminui¢dao na
reversibilidade do processo redox, provocada pela incorporacdo de quitosana, com posterior
aumento da reversibilidade fornecido pela incorporacdo das PtNPs. O valor razao ipa/ipc igual a
0,91 para o eletrodo modificado com o material resultante ¢ caracteristico de um processo quase

reversivel.

Figura 23. CV comparativa dos eletrodos GCE, GCE/CS ¢ GCE/CS/PtNPs v=50 mV s”! em 0,1 mol L' KCl ¢ 5
mmol L K;3[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s].
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Além disso, também foram avaliados os valores de AE, que corresponde a diferenga
entre os picos catddicos e anddicos (Epa-Epc). Observou-se uma diminui¢do do valor de AE, de
155 mV (GCE) para 138 mV (GCE/CS) ap6s a modificagao com quitosana. O eletrodo final
modificado com as PtNPs (GCE/CS/PtNPs) apresentou valor de separagao de picos de 102 mV.
Essa diminui¢do na resisténcia a transferéncia de cargas provavelmente ¢ fornecida pelo
desempenho eletrocatalitico das PtNPs, que apresentam elevada relagdo area-volume e
propriedades elétricas.

Para a caracterizacao dos eletrodos modificados, realizou-se também a analise de
espectroscopia de impedancia eletroquimica, visando investigar as propriedades elétricas e o

processo de transferéncia de elétrons na interface eletrodo/solucdo. As curvas de Nyquist estdo
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apresentadas na Figura 24. O circuito equivalente que se adapta aos resultados experimentais
¢ apresentado no Inset da Figura 24. No circuito, o componente R1 representa a resisténcia da
solucao, R2 a resisténcia de transferéncia de carga, C1 ¢ definido como a capacitancia de
camada dupla, W1 ¢ a constante de Warburg, relacionada a contribuicdo da difusdo semi-
infinita. Os valores de resisténcia a transferéncia de carga (R¢) foram estimados com base no
diametro do semicirculo. Observou-se maior (Rct) para o GCE nao modificado (R¢t = 552 kQ)
devido lenta cinética de transferéncia de elétrons. Apds a modificagdo com quitosana, foi
possivel observar um decréscimo neste valor para 200 kQ. Este fendmeno pode ocorrer devido
a presenca de grupos amino carregados positivamente que melhoram a densidade de carga na
superficie do eletrodo. Por outro lado, o GCE/PtNPs/CS modificado mostrou R de 100 kQ,
diminui¢do de aproximadamente 5 vezes quando comparado ao eletrodo ndo modificado. A
diminuicdo da resisténcia de transferéncia de carga pode ser atribuida a efetividade
eletrocatalitica das PtNPs, que apresentam alta relagdo superficie-volume aliadas excelentes

propriedades elétricas.

Figura 24. EIS dos eletroso GCE, CS/GCE e PtNPs/CS/GCE na presenga de sonda redox 5 mmol L'
K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)g]; eletrolito suporte: 0.1 mol Lt KCI. Inset: circuito equivalente.
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4.1.4 COMPORTAMENTO DO ELETRODO PtNPs/CS/GCE NA PRESENCA DE
ISOPROTURON E DIURON

Avaliou-se também a resposta eletroquimica dos eletrodos GCE e PtNPs/CS/GCE por
CV na presenca de 2 mg L! de diuron (Figura 25A) e isoproturon (Figura 25B). Através dos
resultados, observou-se um comportamento tipico de processos irreversiveis para ambos
analitos, que apresentaram processo de oxida¢ao em aproximadamente + 1,0 V para isoproturon
e + 1,2 V para diuron vs. Ag/AgCl. A Figura 25A mostra o aumento de corrente de pico de
oxidacdo na presenga de isoproturon em aproximadamente 3 vezes quando o eletrodo
modificado PtNPs/CS/GCE ¢ empregado na analise. Observa-se esse comportamento também
na presenc¢a de diuron, com aumento de corrente de aproximadamente 1,75 vezes, conforme
mostrado na Figura 25B. Esses resultados sugerem que o eletrodo PtNPs/CS/GCE proposto

apresenta excelente desempenho na presenca dos analitos da classe fenilureia.

Figura 25. A) CV na presenc¢a de 2 mg L™ de isoproturon na velocidade de 50 mV s do GCE e PtNPs/CS/GCE.
B) CV na presenga de 2 mg L! de diuron velocidade de 50 mV s™! do GCE e PtNPs/CS/GCE. C) DPV na presenca
de 1000 pg L' de diuron e isoproturon (0.1 mol L' BR-buffer, pH 2.0, 20 mV s!). D) Intensidade de corrente do
pico anoddico obtida por DPV usando GCE, CS/GCE and PtNPs/CS/GCE.
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Estudos posteriores foram realizados por voltametria de pulso diferencial (DPV) na
presenca simultdnea dos analitos (I mg L); os resultados sio mostrados na Figura 25C.
Observou-se melhor compromisso entre a qualidade do sinal analitico e a intensidade da
corrente de pico para o eletrodo PtNPs/CS/GCE também para a analise simultanea. Ao
comparar os potenciais de pico anodico (Epa), evidenciou-se uma separacdo de picos entre
diuron e isoproturon igual a 150 mV, com adequada resolug¢do de sinais. Esses resultados
indicam a possibilidade de determinagdo simultanea dos herbicidas. Também relatou-se um
aumento Nno ipa utilizando apenas o CS/GCE em comparagdo com o eletrodo ndo modificado
(Figura 25C). Este fendmeno pode ocorrer devido a interagdo entre os grupos amino da
quitosana, que podem auxiliar a pré-concentracdo do analito por meio de interacdes
intermoleculares na interface eletrodo/solucdo. A maior resposta de corrente de pico para ambos
os analitos foi observada para os PtNPs/CS/GCE, conforme mostrado na Figura 25D. Essa
resposta pode estar relacionada a incorporagdo de PtNPs na superficie do eletrodo, que
apresentam boas propriedades elétricas, possibilitando a rapida transferéncia de elétrons. Este
resultado sugere que o bionanocomposito PtNPs/CS sintetizado de uma maneira simples

apresenta resultado promissor para aplicagdes eletroanaliticas.

4.1.5 EFEITO DO pH E DA VELOCIDADE DE VARREDURA

Para estudar o comportamento eletroquimico do isoproturon e do diuron, as medidas
de DPV foram realizadas em diferentes valores de pH, variando na faixa de 2,0 a 6,0, conforme
apresentado na Figura 26.

Conforme observado no grafico, o processo de oxidagdo para os dois analitos ¢
dependente do pH, indicando o envolvimento de prétons no mecanismo redox. Com a
dimunuicao do pH, os potenciais de pico do diuron e isoproturon deslocam para valores mais
altos, dificultando a oxidagdo dos analitos. Por outro lado, a ip. aumenta em baixos valores de
pH, indicando um favorecimento na cinética de transferéncia de elétrons nessas condi¢des para
os dois analitos (Figura 26). Nesse contexto, visando a maior relacao sinal ruido, escolheu-se o
pH 2 para estudos posteriores. Além disso, ndo houve resposta eletroquimica em valores de pH
superiores a 6,0. Este ¢ um comportamento esperado para o isoproturon de acordo com
trabalhos anteriores, sugerindo que a protonacdo de grupos amino em meio acido pode facilitar

o processo de oxidacao devido a clivagem oxidativa (Manisankar et al., 2006).
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Figura 26. DPV na presenga de isoproturon e diuron em diferentes valores de pH na faixa de 2.0-6.0 usando
tampdo BR 0.1 mol L.
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A Figura 27A mostra a magnitude dos sinais eletroanaliticos obtidos por DPV em
diferentes valores de pH, justificando a escolha. Adicionalmente, a relagdo linear entre os
valores de E, e pH pode ser expressa por: Ey/V = 1,26 (£ 0,01) - 0,045 (+ 0,002) pH, para
diuron, e Ep/V = 1,036 (= 0,008) - 0,026 (+ 0,002) pH, para isoproturon, conforme apresentado
na Figura 27B. O valor do slope para o isoproturon igual a 26 mV pH!, indica razdo m/n = 1/2
para o mecanismo de oxidagao do analito, considerando m = nimero de protons € n = nimero
de elétrons. (Scholz, 2010). Por outro lado, a inclinagio de 45 mV pH™!, obtida para o diuron,
estd proxima do valor tedrico de Nernst, indicando um ntimero igual de protons e elétrons no
mecanismo de oxidacdo (Scholz, 2010). Esses resultados sugerem que a dependéncia do pH
pode ser util para separar os picos de oxidacdo dos analitos, facilitando a determinagdo

simultanea em condicdes acidas, conforme observado na Figura 26.
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Figura 27. A) Intensidade de corrente de pico obtida por DPV na presenga de 500 pg L' de diuron e isoproturon
em diferentes valores de pH ¢ B) Relagédo linear entre pH potencial de pico obtidos por DPV.
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Com o objetivo de investigar o comportamento eletroquimico do isoproturon e diuron
em diferentes velocidades de varredura (v), as medi¢des de CV foram realizadas na faixa de 30
a 300 mV s™!, conforme mostrado nas Figuras 28A e 28B. As relagdes lineares obtidas entre ipa
versus v Y2 estdo apresentadas na Figura 28C. Os coeficientes de determinacdo encontrados
iguais a R? = 0,9919 para diuron e R? = 0,9997 para isoproturon, indicam que a cinética de
transferéncia de elétrons na interface do eletrodo € controlada por difusdo (Thomas; G. Henze,
2001). Para confirmar esses resultados, a relagdo linear entre log i, versus log v também foi
avaliada, conforme mostrado na Figura 28D. As relacdes lineares podem ser expressas por
ip/uA = -0,45 + 0,44x, para diuron (R? = 0,9998), e i/uA = -0,27 + 0,37x, para isoproturon (R?
= 0,9987). As inclinagdes encontradas, iguais a 0,44 e 0,37 para o diuron e isoproturon,

respectivamente, estdo proximas do valor teorico de 0,5, tipico de processos controlados por

difusdo (Bard; Faulkner, 2000).
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Figura 28. A) CV na presenga de 1 mg L' de isoproturon (0.1 mol L' em tampdo BR, pH 2.0) a diferentes
velocidades de varredura de 30 a 300 mV s!. B) CV na presenga de 2 mg L! de diuron (0.1 mol L' tampdo BR,
pH 2.0) a diferentes velocidades de varredura de 30 a 300 mV s™'. C) Relagfo linear entre I, and v'*? obtida para

isoproturon e diuron D) relagéo linear entre log i and log v obtida por CVs em diferentes velocidades de varredura.
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4.1.6 ESTUDOS DE OTIMIZACAO

Primeiramente, o comportamento voltamétrico foi observado em termos de
intensidade ipa € resolucdo do sinal, na presenca de 1 mg L' de cada analito, variando a técnica
voltamétrica, conforme mostrado na Figura 29. Os voltamogramas foram registrados utilizando
velocidade de varredura de 20 mV s, comparando as técnicas de varredura linear (LSV),
voltametria de onda quadrada (SWV) e voltametria de pulso diferencial (DPV). Para essa
otimizag¢do, determinou-se a velocidade de varredura dos experimentos de SWV com base na
seguinte relacdo: v = f x AEs, onde f corresponde a frequéncia e AEs o incremento de potencial.
A baixa resposta obtida para LSV pode ser justificada devido a maior contribui¢ao da corrente
capacitiva quando comparada as técnicas de pulso, dificultando a resolug@o dos sinais. A maior

intensidade de corrente e melhor resolucao do sinal analitico para ambos os analitos foi obtida
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por medidas de DPV. Esse fendmeno pode ser explicado devido a maior adequagdo da DPV
para experimentos conduzidos em menores velocidades de varredura, considerando a lenta
cinética de transferéncia de elétrons para o analito estudado, tipica das reagdes redox
irreversiveis (Bard; Faulkner, 2000). Nesse contexto, a DPV foi selecionado como técnica

voltamétrica para proceder a analise de quantificacao.

Figura 29. Otimizagdo da técnica eletroanalitica na velocidade de 20 mV s™! na presenga de A) isoproturon € B)

diuron.
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Com o objetivo de alcangar o melhor compromisso entre a qualidade do sinal analitico
e a intensidade da corrente de pico, otimizou-se também os pardmetros analiticos da técnica de
DPV, avaliando as condigdes de analise nas seguintes faixas: tempo de pulso de 1 a 5 ms,
amplitude do pulso de 10 a 100 mV e, velocidade de varredura de 10 a 100 mV s™!. O grafico
de barras que apresenta a integral dos sinais obtida para os dois analitos testados ¢ apresentado
na Figura 30. A partir do grafico de barras, levou-se em consideragdo a maior intensidade de
corrente aliada a resolucao dos sinais analiticos. As condi¢Oes otimizadas escolhidas foram:
tempo de pulso 2 ms, amplitude de pulso 60 mV e velocidade de varredura 10 mV s,

Visando melhorar o desempenho eletroanalitico em relaga@o a sensibilidade do método,
observou-se também a influéncia do uso da voltametria de pré-concentracdo anodica (ASV), na
qual através da aplicacdo de um potencial conhecido pode-se concentrar o analito na interface
do eletrodo por processos de adsor¢do e/ou deposicao. Para isso, os estudos foram conduzidos
variando os seguintes parametros: potencial de pré concentracao e tempo de pré-concentragao,
conforme apresentado na Figura 31A e 31B. Em termos de magnitude de corrente, observou-se

aumento do sinal analitico com a aplicagdo da ASV, que pode ser justificada devido a
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polarizagdo do eletrodo por aplicacdo de potencial constante, seguido da adsor¢do dos analitos

mediada por interagdes eletrostaticas e intermoleculares na interface eletrodo/solugao.

Figura 30. Otimizacgdo de parémtros da técnica de DPV A) velocidade de varredura de 10 a 100 mV s°'; B) tempo
de pulso de 1 a 5 ms e C) amplitude de pulso de 10 a 100 mV.
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Os valores otimizados foram iguais a: potencial de pré concentragdo = + 0,8 V vs.

Ag/AgCl e tempo de pré-concentracdo = 100 s. Esse pré-condicionamento foi realizado durante

todas as medidas para a quantificagdo dos analitos.

Figura 31. Otimizagao dos pardmetros da voltametria adsortiva por pré-concentracdo A) potencial aplicado ¢ B)
tempo de deposicao.
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4.1.7 DETERMINACAO ELETROQUIMICA DE ISOPROTURON E DIURON
Primeiramente, avaliou-se o perfil voltamétrico de cada analito de maneira individual

na faixa de concentragio de 40 a 1000 pg L', conforme mostrado nas Figuras 32A e 32C. Para

os dois analitos, a intensidade de corrente anddica aumentou linearmente com o aumento da

concentragdo de analito. Todas as curvas de calibragdo apresentadas foram obtidas em triplicata
(n=3).
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Figura 32. Determinacgao eletroquimica A) DP ASV para isoproturon. B) curva de calibrag@o do isoproturon. C)

DP ASV para o diuron. D) curva de calibragdo para diuron. Condig¢des experimentais: tampdo BR 0.1 mol L' pH
2.0.
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Para o diuron, identificou-se duas faixas lineares distintas: a primeira faixa no intervalo
de concentragdes entre 40 a 500 ug L' e, a segunda no intervalo de 500 a 1000 pg L. Por
outro lado, o isoproturon apresentou apenas uma faixa linear no intervalo estudado. No caso do
diuron, a primeira faixa linear foi usada para estimar os pardmetros analiticos. As equagdes que
expressam a relagdo linear entre corrente e concentragdo podem ser expressas através das
seguintes relacdes:

ip/uA = 0,013 (£ 0,002) + 8,1 x 10™* (£ 0,2 x 10™) [Isoproturon] (ug L!);

ip/uA = 0,028 (£ 0,005) + 8,7 x 104 (£ 0,1 x 10*) [Diuron] (ug L);
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Para o célculo dos parametros analiticos, considerou-se o limite de detec¢do (LOD)
como trés vezes o desvio padrao do intercepto da curva/inclinagao e o limite de quantificagao
(LOQ) como dez vezes o desvio padrao do intercepto/inclinagdo, os valores foram calculados
para ambos os analitos. As figuras de mérito para a determinagao individual do eletrodo GCE
antes e apos a modificacdo estdo resumidas na Tabela 1. Através da andlise, observa-se o
excelente desempenho do eletrodo modificado PtNPs/CS/GCE aplicado na determinagdo

eletroanalitica de isoproturon e diuron, justificando a modificacao proposta.

Tabela 1. Figuras de mérito para os herbicidas fenilureia diuron e isoproturon no GCE e PtNPs/CS/GCE obtidos
a partir de diferentes medidas eletroquimicas (n=3).

GCE PtNPs/CS/GCE
Parametros ISO DIU ISO DIU
Faixa linear/ umol L 200-1000 200-500 40-1000 60-500
Sensibilidade/pAL umol! 4.5x10* 4.25x10* 8.1x10* 8.7x10*
Coeficiente de correlagdo / r 0.986 0.992 0.998 0.999
LOD / pmol L 60 57 7 17
LOQ / umol L 200 190 25 58

Adicionalmente, realizou-se a analise simultdnea de diuron e isoproturon, na mesma
faixa de concentragio, de 60 a 1000 pg L', conforme mostrado na Figura 33. Para os dois
analitos, observou-se um aumento de ipa proporcional ao aumento da concentragdo. Os dados
sao 1lustrados nas Figuras 33A, 33B e 33C (n=3). Para a anélise simultanea, as equagdes lineares

podem SCr eXpressas como:

ip/uA = 0,025 (£0,002) + 8,2x10* (£0,2x10) [Isoproturon] (ug L!);
ip /uA = 0,048 (£ 0,006) + 8,9 x10™ (£0,1x10™*) [Diuron] (ug L™).

A partir da andlise simultinea, os valores de LOD calculados através da equacdo da
reta foram iguais a 7 ug L' para isoproturon e 20 ug L™! para diuron e, os valores de LOQ iguais
a 24 pg L' para isoproturon e 67 ug L para diuron. Os valores de sensibilidade foram
semelhantes aos obtidos na andlise individual, sugerindo baixa interferéncia do diuron na

quantifica¢do de isoproturon e vice-versa.
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Figura 33. Determinacao simultdnea. A) DP ASV na presenca de diferentes concentragdes de diuron e isoproturon.
B) curva de calibracdo para o isoproturon por analise simultanea. C) curva de calibracdo para o diuron por analise

simultanea.
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O desempenho do eletrodo modificado PtNPs/CS/GCE possibilitou a obtengdo de menores

valores de LOD em comparacdo com outros eletrodos modificados encontrados na literatura,

conforme mostrado na Tabela 2. O novo sensor apresentou sensibilidade necessaria para a

analise dos compostos feniluréia testado em amostras ambientais de dgua de rio, especialmente

para a determinacdo de diuron, visando o monitoramento ambiental, de acordo com

recomendacdes de andlises de dgua (Sousa et al., 2018). Esses resultados sugerem a promissora

aplicacdo do método sugerido para a quantificacdo simultanea de diuron e isoproturon em

amostras de dgua de rio, mesmo considerando a legislacdo rigorosa de paises como Austrélia,
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Nova Zelandia e Canada. Esse resultado ndo ¢ possivel com a utilizagdo do eletrodo GCE nao
modificado. Além disso, a estratégia experimental utilizada neste trabalho permitiu a separacgao
inédita dos sinais eletroquimicos para as duas espécies com consideravel semelhanga estrutural.
Ambos os herbicidas foram quantificados através do mesmo procedimento experimental, com

a mesma aliquota de amostra.

Tabela 2. Comparacdo do demsempenho analitico dos PtNPs/CS/GCE com outros eletrodos modificados
encontrados na literatura.

Eletrodo modificado Analito Ep./V  Técnica LOD/pg L! Ref.
MIP/GCE® ISO 1.05 SWV 0.5 Sadriu et al. (2020)
Noyrod,; Chailapakul;
Graphene/SPE® ISO 0.78 SWAdSV 20 Wonsawat; Chuanuawatanakul
(2014)
PtNPs/CS/GCE ISO 0.98 DP ASV 7 Esse trabalho
MIP-p-Phe/PGE® DIU 0.82 DPV 10 Ondes; Soysal (2019)
MWCNT-COOH/GCE¢ DIU 1.10 DPV 16 Morita et al. (2019)
FeTAPc/SWCNT/GCE® DIU 0.9 Amperometria 61 Mugadza; Nyokong (2010)
PtNPs/CS/GCE DIU 1.12 DP ASV 20 Esse trabalho

2Eletrodo de carbono vitreo molecularmente impresso com polimero condutor
b Eletrodo de carbono impresso modificado com grafeno

¢ Eletrodo de grafite molecularmente impresso com p-fenildiamina

4 Eletrodo de carbono vitreo funcionalizado com nanotubos de carbono

¢ Eletrodo de carbono vitreo modificado com tetra-amino ftalocianina e nanotubos de carbono com parede unica

4.1.8 SELETIVIDADE E REPETIBILIDADE

Com o objetivo de utilizar o eletrodo modificado PtNPs/CS/GCE para a determinagado
simultanea de isoproturon e diuron em amostras de agua de rio, avaliou-se primeiramente a
seletividade do sensor na presenga de compostos que possivelmente coexistem na amostra de
interesse, podendo apresentar dessa maneira potencial interferéncia na quantificagdo dos
analitos de interesse. Para avaliar a interferéncia de resposta de cada composto, utilizou-se
como padrao a intensidade de corrente ipa de isoproturon e diuron na presenga de concentragao
fixa dos analitos e, estimou-se a interferéncia de resposta através da variagdo de sinal observada
antes e apds a adicdo de cada interferente. Para isso, as medidas foram realizadas em uma
concentragdo fixa de 800 ug L' de diuron e isoproturon, utilizando excesso de 5 vezes de cada

possivel interferente. Os compostos investigados como interferentes foram: (a) Bifenox; (b) 4-
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nitrofenol; (c) Paration; (d) Pendimetalina; (e) Roxarsone; (f) Glifosato e (g) Fluometuron. Os

resultados estdo apresentados na Figura 34.

Figura 34. Estudos de seletividade por DPASV em 800 pg L de cada analito diuron e isoproturon antes € apds a
adigdo de interferentes A) Bifenox; B) 4-nitrofenol; C) Paration; D) Pendimetalina e E) Roxarsone. Tampao BR
(pH 2,0) nas condig¢des otimizadas.
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Para todos os interferentes, observou-se desvio padrao relativo (DPR) menor que 10%
para ambos os analitos. O perfil voltamétrico obtido antes e apos a adicdo de cada interferente
também nao apresentou significativa varia¢ao, mostrando a alta seletividade do eletrodo na
presenca de outros contaminantes ambientais.

Para avaliar a repetibilidade de resposta do PtNPs/CS/GCE, preparou-se cinco
diferentes eletrodos modificados, que foram posteriormente empregados na quantificagao de
uma concentracdo fixa dos analitos (100 pug L de isoproturon e diuron). O desvio padrio
relativo (DPR) foi de 1,3% para o isoproturon e 1,6% para o diuron para 5 diferentes eletrodos
preparados no mesmo dia, indicando baixo desvio e consisténcia dos dados para aplicagdes
reais. Além disso, também foi avaliada a reprodutibilidade de eletrodos preparados em
diferentes dias durante quatro dias subsequentes, utilizando uma nova modificagdo para cada
analise. Os valores de DPR foram calculados como 4,8% e 2,8% para isoproturon e diuron,
respectivamente, indicando que o sensor proposto apresenta baixa variabilidade para ambos os
analitos. Os graficos de barra referentes aos sinais de i, obtidos para as analises de
repetibilidade no mesmo dia e, em dias subsequentes, estdo apresentados nas Figuras 36A e

36B, respectivamente.

Figura 35. ipa obtidos por diferentes eletrodos modificados na presenga de 100 ug L' de diuron e isoproturon
preparados A) no mesmo dia e B) durante 4 dias consecutivos
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4.1.9 QUANTIFICACAO SIMULTANEA DOS ANALITOS EM AMOSTRA
Para avaliar a viabilidade de aplicagdo do sensor eletroquimico PtNPs/CS/GCE,

aplicou-se 0 mesmo na determinacdo simultanea de diuron e isoproturon em amostras de agua
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de rio. Para isso, a amostra de agua do rio foi enriquecida com uma concentra¢ao conhecida de
diuron e isoproturon. A quantificagao dos analitos foi realizada pelo método de adi¢ao padrao.
Os voltamogramas obtidos para a determinacdo de diuron e isoproturon em uma das
concentragdes testadas estdo mostrados nas Figuras 37A e 37B. Os valores de sensibilidade
obtidos para a andlise simultdnea usando a solu¢io padrio dos analitos (8,2x10* pA ug'Le
8,9x10 nA pg! L) foram proximos aos obtidos para a analise em uma amostra de 4gua de rio
(8,7x107* nA ng! L para isoproturon € 9,1x10* uA pg™! L para diuron). O resultado sugere que
ndo ha interferéncia significativa da matriz da amostra para a determinacdo eletroquimica

simultanea dos analitos de interesse.

Figura 36. A) Curva de adi¢do padrio para o isoproturon. B) Curva de adig@o padrao para o diuron. /nset: medidas
de DPASV na amostra enriquecida aumentando concentracdo de diuron e isoproturon.
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Além disso, conforme demonstrado na Tabela 3, a recuperacdo foi realizada em trés
niveis diferentes de concentracdo para cada analito, considerando a faixa de estudo do método.
Recuperacdes na faixa de 90-110% sao satisfatorias de acordo com a equagdo de Horwitz
(Kellner, Mermet, Otto,Valcarcel, Widmer, 2004). Portanto, o método proposto ¢ adequado

para a determinacdo simultanea dos analitos testados em amostras de 4gua de rios.
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Tabela 3. Determinagéo de diuron e isoproturon em agua de rio usando o eletrodo PtNPs/CS/GCE (n=3).

Isoproturon

Adicionado/ug L' Encontrado/pg L™! Recuperacao/ % DPR /%

30 28,7 95,7 5,6

50 51,2 102,4 4.4

80 77,1 96,4 2,1
Diuron

Adicionado/ug L' Encontrado/pg L™! Recuperacao/ % DPR/ %
Hg g

80 73,6 92,0 3.8
120 125,6 104,7 1,3
160 177 110,6 24

4.1.10CONCLUSOES PARCIAIS DO CAPITULO

Nanoparticulas de platina estabilizadas em quitosana PtNPs/CS foram sintetizadas e
caracterizadas. O material resultando foi aplicada na constru¢do de um novo eletrodo GCE
modificado para a determinacdo simultanea de herbicidas de feniluréia diuron e isoproturon,
compostos que apresentam uma estrutura quimica muito semelhante. A utilizagao da quitosana
como agente estabilizante permitiu a obtengdo de nanoparticulas com didmetro de
aproximadamente 4 nm, resultando em um material com elevada érea, ideal para aplicagdao
como sensor eletroquimico. Através do método desenvolvido, por DPASV, baixos limites de
deteccao foram alcancados na determinagao simultanea dos analitos, apresentando valores de 7
e 20 pug L' para isoproturon e diuron, respectivamente. O eletrodo modificado PtNPs/CS/GCE
apresentou também excelente resposta em relacdo a repetibilidade, seletividade e sensibilidade.
De acordo com esses resultados, o novo sensor desenvolvido neste trabalho ¢ uma promissora
plataforma bioinspirada a base de quitosana e nanoparticulas de platina com potencial aplicagao
na determinacao de diuron e isoproturon, de forma individual e/ou simultanea, apresentando

caracteristicas adequadas para andlises ambientais, como em amostras de agua de rio.
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CAPITULO II

4.2 NANOPARTICULAS DE FERRITA DE MANGANES RECOBERTAS COM
QUITOSANA APLICADAS NA DETERMINACAO DE BIFENOX
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4.2.1 INTRODUCAO AO CAPITULO

Neste capitulo, utilizou-se a quitosana no recobrimento de nanoparticulas ferrita de
manganés (MnFe>O4), previamente sintetizadas pelo método de coprecipitagdo. Diferentes
técnicas foram empregadas para a caracterizagcdo quimica e estrutural das nanoparticulas core-
shell resultantes, denominadas como MnFe>O4@CS. Pela primeira vez, aplicou-se o novo
nanomaterial no desenvolvimento de um eletrodo de carbono vitreo (GCE) modificado.
Aplicou-se o eletrodo resultante MnFe>O4@CTS/GCE na determinacao de um herbicida da
classe nitro difenil éter (NDPE), com foco na analise ambiental. Para a quantificagdo escolheu-
se o composto 5- (2,4-diclorfenoxi) 2nitrobenzoato de metila, também conhecido como
bifenox, que ¢ classificado como um herbicida seletivo e sist€émico com aplicagdo em atividades
agricolas para controlar ervas daninhas em cereais, arroz, trigo e cevada (Zaouak et al., 2013).
O bifenox pertence a mesma classe dos herbicidas acifluorfen e nitrofen (Cheng et al., 2021).
Este composto tem demonstrado induzir o estresse oxidativo das células, aumentando o
potencial tumorigénico (Cheng et al., 2021). Além disso, os produtos da hidroélise do bifenox e
outros NDPEs podem causar riscos ao meio ambiente. Como consequéncia de seu uso
extensivo, esses compostos sdao frequentemente detectados em aguas de rios e lagos, causando
danos ao ecossistema aquatico (Cheng et al., 2021). Nesse sentido, existe atualmente a
necessidade de desenvolvimento de ferramentas analiticas eficientes aplicadas ao
monitoramento ambiental de NDPEs.

Nesse contexto, visou-se avaliar o desenvolvimento de um novo sensor
nanoestruturado para a determinacao do bifenox. Além das excelentes propriedades cataliticas
de nanomaterias discutidas no capitulo anterior, destaca-se também o uso de 6xidos metalicos
condutores, e sistemas hibridos combinados com quitosana. Na literatura, observa-se que
inimeros o6xidos metalicos magnéticos nanuestruturados podem oferecer um efeito
eletrocatalitico em experimentos de voltametria ciclica (CV), amplificando as correntes redox
e o coeficiente de difusdo de analitos especificos (Cheng et al., 2021). Além disso, o uso desses
materiais pode aumentar a vida util da plataforma de deteccdo (Cheng et al., 2021).
Recentemente, 6xidos magnéticos, como MnFe>O4, t€ém demonstrado caracteristicas desejaveis
para a eletroanalise de metais pesados como Pb*", Hg**, Cu?" e Cd*" (Zhou et al., 2017). Além
disso, esses materiais também apresentam promissora resposta para a producdo de dispositivos
de armazenamento de energia (Zhou et al., 2017). Do ponto de vista de sintese e preparo,

nanoparticulas de MnFe,O4 podem ser produzidas com diferentes tamanhos e morfologias,
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dependendo dos parametros empregados na sintese (Murugesan et al., 2021). Para aplicagdes
eletroanaliticos, a propriedade mais desejada consiste no pequeno tamanho das particulas.
Nesse contexto, o uso de agentes estabilizantes com efeitos estéricos e eletrostaticos podem ser
adotados para evitar a presenca de aglomerados. Adicionalmente, o recobrimento de
nanoparticulas MnFe>O4 com polimeros, como alginato e quitosana, pode melhorar a
funcionalidade e aumentar a dispersao desses materiais no meio de interesse (Zhang et al.,
2021).

A quitosana pode atuar como um agente estabilizante desses materiais, apresentando-
se também como um quelante e, agente com propriedades adequadas na formagao de filmes.
Recentemente, as caracteristicas combinadas de materiais hibridos magnéticos tém sido
exploradas em diferentes campos de pesquisa, incluindo a eletrocatalise (Zhang et al., 2021).
Especificamente, para a eletroandlise ambiental, o uso de materiais combinados pode fornecer
interacdes planejadas entre analito/eletrodo, melhorando a sensibilidade das plataformas
eletroquimicas (Zhang et al., 2021). Adicionalmente, o recobrimento de materiais magnéticos
com a quitosana pode melhorar a estabilidade dos eletrodos. A partir desta perspectiva, as
propriedades do novo material hibrido MnFe;O4@CS foram exploradas para a preparacdo de

eletrodos modificados visando a deteccao eletroanalitica do bifenox em amostras de dgua.

4.2.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE MnFe:04@CS

A Figura 38A apresenta os espectros de Infravermelho comparativos dos materiais
MnFe>O4, MnFe;04@CS e CS em pé pura. Para o material MnFe»O4, observa-se o estiramento
caracteristico da vibragio metal-oxigénio em aproximadamente 418 cm™ (sitio octaédrico) e,
em 577 cm™! (sitio tetraédrico), caracteristicos de ferritas (Majeed, 2017). As bandas proximas
a 3400 e 1626 cm™' sdo atribuidas ao alongamento da vibragio de O-H e flexdo angular de H-
O-H da 4gua, respectivamente. O sinal proximo a 1378 cm™ est4 relacionado ao alongamento
assimétrico do —NO, a partir do nitrato residual da etapa de passivacdo durante a sintese. O
espectro CS apresenta bandas caracteristicas em 1656 cm™ (alongamento de carbonila da amida
1), 1379 cm™ (-CHz), 898 cm! (estrutura de sacarideo) e 3300 cm™ (vibragdo de alongamento
de hidroxila e amina). Comparativamente, para o material MnFe;O4@ CS, as vibragdes
caracteristicas do CS sio deslocadas (1617, 1384 ¢ 907 cm™), e os sinais relacionados a vibragdo
metal-oxigénio aparecem, o que indica o revestimento efetivo da ferrita pelo polimero (Zhang

et al., 2021). Além disso, o alongamento P=O em 1252 cm! estd presente no espectro de
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MnFe O4@CS e ausente no espectro de CS puro. Conforme apresentado na Figura 38B,
também realizou-se a caracterizagdo quimica e estrutural dos materiais através de difratometria

de raios X.

Figura 37. Caracterizagdo dos materiais CS, MnFe>O4, ¢ MnFe;O4@CS por diferentes técnicas. A) FTIR B)
Difragdo de Raios X C) Microscopia eletronica de transmiss@o. Inset: histograma do tamanho de particulas. D)
Microscopia eletronica de transmissdo de alta resolugdo do material MnFe,O4@CS. E) Curvas termogravimétricas.
F) Curvas de magnetizag@o.
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O padrao de difracdo caracteristico da fase de ferritas do tipo espinélio pode ser
identificados nos materiais MnFe;O4 e MnFe>O4@ CS. Conforme a literatura, o parametro de
ede do MnFe,Os puro ¢ 8,7642 (2) A. A relacdo do pardmetro de rede (experimental/padrio -
cartdo ICSD n°® 155275) € 1,0295, o que sugere defeitos estruturais e/ ou falhas de empilhamento
durante o crescimento do grao (Bruzamarello et al., 2020).

Além disso, a razao molar Mn/Fe para o material do ntcleo ¢ de 0,396. Como esperado
para o sistema avaliado, o padrio de difragdo das nanoparticulas hibridas core-shell
MnFe;04@CS nao apresentou o sinal amorfo caracteristico da quitosana, devido a baixa
propor¢ao do polimero na composi¢ao final do material sintetizado.

Através das imagens de MET mostradas na Figura 38C e 38D, observou-se a presenca
de nanoparticulas com morfologia esférica. Com base no histograma inserido na Figura 38C,
estimou-se o didmetro médio das nanoparticulas de MnFe;O4, em aproximadamente 15,1 nm
+0,4. O pequeno tamanho alcancado sugere uma caracteristica importante e diferenciada para
a aplicacdo do material na preparagao de eletrodos modificados. Além disso, apos o
revestimento com CS ndo foram observadas alteragdes significativas na morfologia das
nanoparticulas, indicando a formagdo de uma fina camada de recobrimento, que permite o
aumento da funcionalidade do material mantendo as suas propriedades.

As curvas termogravimétricas dos materiais MnFe2O4, MnFe;04@CS e CS sdo
apresentadas na Figura 38E. Observa-se através da andlise a alta estabilidade térmica das
nanoparticulas magnéticas MnFe,O4 ao longo da faixa de temperatura avaliada. Para o material
MnFe,04@CS, observa-se a degradacdo da porc¢ao polimérica em faixa de temperatura proxima
a degradagdo da CS pura, caracterizada por uma perda de massa de aproximadamente 7,4%
(Tonset = 184 ° C). Nesse contexto, observa-se que a incorporagdo desta pequena quantidade
de biopolimero como recobrimento, responsavel por produzir nanoparticulas do tipo core-shell
com um pequeno didmetro de particula e, um alto carater magnético, conforme confirmado por

curvas de magnetizacgao (Figura 38F).

4.2.3 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA
As andlises de voltametria ciclica (CV) foram realizadas na presenga de uma sonda
redox [Fe(CN)s]*>”* em uma faixa de potencial de -0,4 a +0,9 V vs Ag/AgCl visando estudar o

comportamento eletroquimico do material hibrido MnFe.O4@CS. A Figura 39A mostra os
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voltamogramas comparativos do GCE antes e depois o recobrimento com a quitosana
denominados MnFe>O4/GCE e MnFe,04@CS/GCE, respectivamente. Comparado ao eletrodo
GCE, apds modificagdo, o eletrodo MnFe,O4@CS/GCE apresentou um aumento de
aproximadamente 2,2 vezes e 2,5 vezes nas correntes de pico anoddico e catodico,
respectivamente. Para fins comparativos, o comportamento eletroquimico de MnFe>O4/GCE
também foi avaliado, apresentando intensidade de corrente menor, quando comparado ao
eletrodo modificado com o material hibrido. Além disso, a diferenca entre a corrente de pico
anodica e catddica para MnFe>O4/GCE indica menor reversibilidade das reacdes redox. Os
valores estimados de AEp (Epa-Epc) foram iguais a 95 mV para o GCE e 90 mV para o
MnFe;04@CS /GCE, indicando discreto aumento na reversibilidade da reagdo redox fornecida

pela incorporagdo dos materiais funcionalizados hibridos magnéticos.

Figura 38. Caracterizagio eletroquimica na presenca de 5 mmol L' [Fe(CN)s]*”* e 0.1 mol L-! KCI dos eletrodos
GCE, MnFe>04/GCE e MnFe,04@CS/GCE A) voltametria ciclica de -0.3V a +0.9 V velocidade= 20 mV s’! ¢ B)
espectroscopia de impedancia eletroquimica.
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O resultado obtido difere de trabalhos anteriores, que sugerem a inibi¢ao da resposta de
corrente € uma maior separacdo pico a pico na presenca de MnFe;Os4, devido a baixa
condutividade elétrica de 6xidos metéalicos magnéticos (Zhou et al., 2017). No entanto, o
comportamento diferente do esperado para o material MnFeO4@CS na presenca da sonda
redox pode ser explicado devido a interacdo eletrostatica entre a amina protonada de quitosana
e as espécies de [Fe(CN)s]*”* em solucdo negativamente carregadas (Feng et al., 2006). Além

disso, a rapida cinética de transferéncia de elétrons justifica-se devido ao pequeno didmetro das
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nanoparticulas, proporcionada e alta razdo superficie-volume, que permite o consequente

aumento dos sitios eletrocataliticos disponiveis na superficie do eletrodo.

A espectroscopia de impedancia eletroquimica também foi aplicada para investigar a
resisténcia de transferéncia de carga interfacial (R¢¢) dos eletrodos. Os graficos de Nyquist € o
circuito Randles equivalente sao apresentados na Figura 39B. No circuito, o componente R1
representa a resisténcia da solugdo, R2 a resisténcia de transferéncia de carga, C1 ¢ definido
como a capacitancia de camada dupla, W1 ¢ a constante de Warburg, relacionada a contribui¢ao
da difusdo semi-infinita. Os valores de R foram estimados como o didmetro do semicirculo
como 1,74, 0,02 e 0,03 kQ para o GCE, MnFe;O4/GCE e MnFe:O4@CS/GCE,
respectivamente. A diminui¢do pronunciada na resisténcia de transferéncia de carga pode ser
atribuida rapida cinética de transferéncia de elétrons no eletrodo modificado. Além disso, os
resultados na resisténcia a transferéncia de carga foram semelhantes para MnFe;O4/GCE e
MnFe;04@CS/ GCE, indicando a formacao de uma fina camada de camada de quitosana. Este
resultado estd de acordo com as medidas de CV e, sugere que as nanoparticulas hibridas
MnFe>O04@CS apresentam caracteristicas promissoras para aplicagdo no desenvolvimento de

sensores eletroquimicos.

4.2.4 COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO NA PRESENCA DE BIFENOX

O comportamento eletroquimico do analito foi investigado por medi¢des de CV na
presenca de 8 mmol L™ de bifenox usando uma faixa de potencial de -0,8 a+1,0 V vs Ag/AgCl.
A Figura 40A apresenta os voltamogramas comparativos de GCE, MnFe:O4/GCE e
MnFe;04@CS/GCE. De acordo com trabalhos anteriores, o bifenox apresenta conhecido sinal
catodico em uma faixa de potencial proxima a -0,6 V na superficie de eletrodos de GCE,
relacionado a reducdo irreversivel dos grupos nitro presentes na estrutura da molécula. No
entanto, a redug@o de grupos nitro comumente precisa ser realizada em atmosfera inerte, pois
ocorre na mesma faixa de potencial das reagdes de reducao de oxigénio. Por outro lado, usando
0 MnFe;O04@CS/GCE, reduz-se os grupos nitro do bifenox a hidroxilamina. Essas espécies
podem ser posteriormente oxidadas a grupos nitroso, com caracteristico sinal em +0,2 V vs.
Ag/AgCl (Salehzadeh, Hamid et al., 2016). Como observado nas andlises comparativas, esse
perfil voltamétrico foi evidenciado apenas na presenca do eletrodo MnFe>O4@CS/GCE,

mostrando o comportamento eletrocatalitico do material hibrido proposto.
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Como ¢ mostrado na Figura 40A, os potenciais de pico de oxidagdo e redugdo das
espécies hidroxilamina/nitroso estdo proximos de +0,31 e +0,23 V vs Ag/AgCl,
respectivamente. Os valores de separacdo entre os picos redox (AEp) para esses picos foram
iguais a 40, 52 e 80 mV para o GCE, MnFe,O4/GCE e MnFe,O4@CS/GCE, respectivamente.
Os valores obtidos para ambos foram inferiores a 57/n mV (n = nimero de elétrons), o que ¢
tipico de uma reacao redox reversivel. Além disso, apds a modificagdo, foi observado um
aumento nas correntes de pico catodico e anddico de aproximadamente 3 e 5 vezes,

respectivamente. Este sinal reversivel foi usado para a quantificagcdo do bifenox.

Figura 39. A) VC na presenca de 8 mmol L' de bifenox velocidade= 50 mV s'. B) CV do eletrodo
MnFe;04@CTS/GCE na presenga de 4 mmol L' de bifenox em diferentes velocidades de varredura de 20 a 100
mV sl. C) Dependéncia linear entre I and v'? para o0 MnFe,04@CTS/GCE. D) Relagdo entre log I versus log v
para MnFe;O4@CTS/GCE.
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O intenso sinal obtido para a reacdo redox dos grupos hidroxilamina/nitroso na
presenca do eletrodo MnFe>O4@CS/GCE sugerem que o recobrimento das nanoparticulas com

quitosana pode aumentar a homogeneidade e dispersdao das MnFe,O4 na superficie do eletrodo.
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Além disso, o recobrimento polimerico aumenta as interagdes eletrostaticas do bifenox no
eletrodo modificado, levando a uma maior sensibilidade. Isso pode ser explicado pela atragao
entre R-NH** da quitosana e as regides negativas do bifenox, que estdo localizadas no 4tomo
de oxigénio do grupo carbonila (Karpagakalyaani et al., 2020). Os processos reversiveis sao
adequados para fins eletroanaliticos, evitando a adsor¢do de produtos ndo eletroativos na
superficie do eletrodo. Além disso, esses processos apresentam maior sensibilidade através da
técnica de SWV, onde a corrente resultante considera as intensidades de pico de redugdo e
oxidagao.

As caracteristicas eletroquimicas do eletrodo proposto foram investigadas em
diferentes velocidades de varredura de 10 a 100 mV s™' na presenca de bifenox 8 mmol L.
Esses voltamogramas sdo apresentados na Figura 40B. Através das medidas, observou-se uma
relacdo linear entre a corrente de pico catddico e anodico versus a raiz quadrada da velocidade

de varredura (v'"?), que pode ser expressa por:

ipa (MA) =-0,7+ 0,35 e (mV”z s-l/2);
ipe (MA) =-0,4 - 0,13 2 (mV2 512y,

Os coeficientes de correlagao foram 0,9901 e 0,9902 para ipa € ipc, respectivamente
(Figura 40C). De acordo com a equacao de Randles-Sevcik, esse comportamento € tipico dos
processos redox controlados por difusdo. Além disso, a Figura 40D mostra a dependéncia linear
entre log 1 versus log v, que apresentou uma inclinagdo de 0,419, que € proximo ao valor tedrico

de 0,5 para processos de difusdo (Bard; Faulkner, 1980).

4.2.5 EFEITO DO pH

Analises de voltametria ciclica foram realizadas na presen¢a do analito em diferentes
valores de pH na faixa de 2,5 a 5,5, conforme mostrado na Figura 41A. De acordo com os
voltamogramas, observa-se que os potenciais de pico sdo dependentes da concentragdo de H"
no meio, apresentando um deslocamento para potenciais negativos com o aumento do pH na
faixa estudada. Esse resultado pode ser atribuido a influéncia do proton na oxidag¢do do grupo

hidroxilamina, conforme mecanismos relatados na literatura (Salehzadeh, Hamid et al., 2016).
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Figura 40. A) CV em diferentes valores de pH na presenga de 2 mmol L' de bifenox e B) relagdo linear entre Epa
e Epc versus pH.
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A partir dos voltamogramas apresentados na Figura 41A, identificou-se uma relacao
linear entre os potenciais de pico anddico e catddico versus pH do meio, com inclinagdes de
0,060 e 0,054 pH mV~!, respectivamente (Figura 41B). Os resultados obtidos foram préximos
aos valores tedricos de Nernst, indicando um numero semelhante de mol de protons e elétrons
envolvidos na reacdo redox. Esse resultado estd de acordo com publicagdes anteriores, que
descrevem o envolvimento de dois protons e dois elétrons no mecanismo de oxidacdo do
bifenox para a faixa de pH (Salehzadeh, Hamid et al., 2016). Além disso, o pico de corrente
mais intenso foi obtido em meio acido (pH 3,0). Esse valor foi utilizado para os estudos de

otimizagdo e quantificacao do analito.

4.2.6 TECNICAS ELETROANALITICAS

Diferentes técnicas eletroanaliticas, como voltametria de varredura linear (LSV),
voltametria de pulso diferencial (DPV) e voltametria de onda quadrada (SWV), foram
estudadas na presenca de bifenox de 20 pmol L™, utilizando velocidade de varredura de 20 mV
s''. A Figura 42 apresenta os resultados comparativos, indicando que as técnicas de pulso
proporcionaram um grande aumento da corrente de pico quando comparadas a LSV. Esse
comportamento pode ser atribuido a contribuicao da corrente capacitiva na técnica LSV. Ao
comparar as técnicas de pulso, a SWV apresentou maior intensidade de corrente, justificada por

sua adequagdo a processos reversiveis, onde o sinal obtido € proveniente da resultante dos sinais
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de oxidag¢ao e reducdo do analito (Thomas; G. Henze, 2001). Nesse sentido, escolheu-se a SWV

para experimentos posteriores.

Figura 41. Influéncia da técnica voltamétrica aplicada para a quantificagdo de bifenox. Condigdes: 20 umol L-!
bifenox; 0.1 mol L' de eletrolito suporte, pH 3.0 (v =20 mV s).
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Para fins analiticos, foram avaliados os seguintes parametros de SWV, tais como:
amplitude de pulso, tempo de pulso e frequéncia.

O comportamento do pico anddico foi estudado na presenga de bifenox 20 pmol L' e
os resultados sdo apresentados na Figura 43. Em relacdo ao melhor compromisso entre a
intensidade da corrente de pico e a qualidade do sinal analitico, as condi¢des experimentais
otimizadas foram: frequéncia de 90 Hz, potencial de pulso de 4 mV e amplitude de pulso de 40

mV.
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Figura 42. Otimizagdo dos pardmetros da SWV na presenga de 20 pmol L' de bifenox in 0.1 mol L' tampéo B-R
(pH 3.0). A) otimizagédo da frequéncia na faixa de 10 a 100 Hz. B) Relagdo entre Iy e frequéncia. C) Potencial de
pulso variando os valores na faixa de 1 a 5 mV. D) Relagdo entre I, e potencial de pulso. E) Amplitude de pulso
variando valores de 10 a 80 mV. F) Relacdo entre L e amplitude de pulso.
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4.2.7 DETERMINACAO ELETROANALITICA DE BIFENOX

Através da analise de SWV nas condi¢des otimizadas, realizou-se a determinagao

voltamétrica de bifenox na faixa de potencial de -0,4 a +0,6 V vs Ag/AgCl. Como pode ser

visto na Figura 43A, o pico anddico relacionado a oxidagdo do bifenox em +0,3 V aumenta

com o aumento da concentra¢do do analito. Os voltamogramas foram registrados utilizando o
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eletrodo modificado variando o analito em uma ampla faixa de concentrag¢ao de 0,3 a 28 umol

L', visando investigar a faixa linear do método analitico.

Figura 43. A) SWV usando o MnFe204@CTS/GCE na presenga de diferentes concentragdes de bifenox na faixa
de 0.3 to 28 pmol L. B) Relagdo entre corrente de pico anddico e concentragdo de bifenox. C) voltamogramas de
SWYV obtidos na faixa de concentragio de 0.3 a 4.4 umol L-'. D) Curva de calibra¢do do bifenox.faixa de 0.3 to 28
umol L1, B) Relagdo entre corrente de pico anddico e concentragdo de bifenox. C) voltamogramas de SWV obtidos
na faixa de concentragdo de 0.3 a 4.
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A Figura 43B mostra a dependéncia linear da corrente de pico andédico com a
concentracdo de bifenox. Esse resultado revela a existéncia de duas faixas lineares distintas,
sugerindo uma saturacado inicial da superficie do eletrodo para valores de concentra¢do acima
de 6 umol L. Essa saturagdo pode ser atribuida a possivel adsor¢io de produtos ndo
eletroativos na superficie do eletrodo, provocando consequentemente a diminui¢ao do nimero
de sitios redox disponiveis. A Figura 43C apresenta a curva de calibracdo realizada para
concentragcdes mais baixas de bifenox, antes do ponto de saturacdo, na faixa de concentragdo

de 0,3 a 4,4 umol L!. A partir dos voltamogramas em diferentes concentragdes, construiu-se a
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curva de calibragdo em triplicata, conforme apresentado na Figura 43D. A relagdo linear obtida

pode ser expressa por:

Isw/pA = 2,52 (£0,03) + 0,98 (£ 0,02) [bifenox] (umol L);

Os limites de detec¢ao (LOD) e quantificacio (LOQ) foram calculados
estatisticamente pela razao de 3xSDb/sensibilidade e 10xSDb/sensibilidade, respectivamente,
onde SDb ¢ o desvio padrao do coeficiente linear da curva de calibragdo. Os valores LOD e
LOQ encontrados foram iguais a 0,09 pmol L e 0,3 pumol L', respectivamente.

A Tabela 4 apresenta os valores comparativos de métodos cromatograficos e
eletroquimicos para a determinagao de bifenox. A partir do método proposto, alcangou-se valor
de LOD em niveis de nmol L', que corresponde a faixa de concentragio proxima as
determinagdes de bifenox por métodos cromatograficos. Além disso, as medigdes
eletroquimicas podem ser consideradas mais adequadas em termos de portabilidade e economia,

facilitando as analises voltadas ao monitoramento ambiental.

Tabela 4. Desempenho analitico de diferentes métodos aplicados na determinagédo de bifenox

Método Técnica Recuperacdo /% LOD /nmol L'! Ref
Sheu et al.
Cromatografia LC! 81-104 4,2
(2006)
Barek et al.
DPV? 79-84 590
(2011)
Eletroquimica Salehzadeh, H
SWV? 97-104 80

et al. (2016)
Swv# 81-98 90 Esse trabalho

'LC: cromatografia liquida

2 DPV: Voltametria de pulso diferencial

3 SWV: voltametria de onda quadrada

Além disso, o presente sensor apresentou uma diminuicao de 6,5 vezes no limite de

detec¢do quando comparado a estudo anterior usando um eletrodo de amalgama de prata (LOD
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= 590 nmol L) (Barek et al.,, 2011). Se comparado a outros eletrodos, o desempenho
eletroquimico do novo sensor foi equivalente ao obtido para um eletrodo modificado com
nanotubos de carbono de paredes multiplas, que apresenta excelente atividade eletrocatalitica,
amplamente estudada na literatura (LOD = 80 nmol L) (Salehzadeh et al., 2016). Este
excelente resultado ¢ atribuido a melhora na intensidade de corrente ap6s a modificagdo do
eletrodo de trabalho com as nanoparticulas magnéticas hibridas biofuncionalizadas, o que
destaca as promissoras caracteristicas analiticas do material sintetizado para sensoriamento

eletroquimico de herbicidas nitrodifenil éter.

4.2.8 SELETIVIDADE E REPETIBILIDADE

A seletividade do presente sensor foi avaliada na presenca de 2 pmol L' de bifenox e
20 umol L' de diferentes potenciais contaminantes ambientais. O estudo de interferéncia foi
realizado em condigdes otimizadas sem etapas de pré-condicionamento. As analises
eletroquimicas foram conduzidas por SWV e, realizadas separadamente para cada interferente
para garantir a resposta de interferéncia intrinseca a cada composto avaliado. Os resultados da
interferéncia relativa sdo mostrados na Figura 45A, de acordo com a seguinte descrigao: a)
bifenox sem interferente; b) isoproturon; c) diuron; d) pirimicarbe; e) 4-nitrofenol e f)
pendimetalina. O desvio padrao relativo foi estimado considerando os sinais de corrente
anodica dos voltamogramas do bifenox na presenga de cada interferente. Conforme mostrado
na Figura 45A, para todos os compostos testados, a interferéncia foi inferior a 10%, indicando
a alta seletividade do sensor na presenga de outros pesticidas. A alta seletividade pode ser
explicada devido ao efeito eletrocatalitico do MnFe;O4@CS/GCE, que forneceu um baixo
potencial para a oxidagao do bifenox (+0,2 V vs. Ag/ AgCl). Nesse caso, ¢ importante ressaltar
que muitos interferentes, especialmente herbicidas, requerem energias mais altas para passar
por processos redox, ou seja, as reacoes de reducao e/ ou oxidagdo ocorrem em potencias mais
positivos ou negativos, dependendo do processo. Assim, a auséncia de reacdes redox no mesmo
potencial de oxida¢do da hidroxilamina/nitroso pode contribuir para a menor interferéncia de
resposta, justificando a alta seletividade do método. A repetibilidade e reprodutibilidade
(precisdo intra-dia e inter-dia) foram investigadas na presenca de 2 umol L', Antes de cada
medi¢do, uma modificacdo completamente nova foi construida no eletrodo GCE. As

intensidades de pico relacionadas a cada voltamograma sdo mostradas na Figura 45B.
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Figura 44. Testes de seletividade. A) Intensidade de corrente de pico por SWV para a) somente bifenox, ¢ na
presenca de possiveis interferentes b) isoproturon; c¢) diuron; d) pirimicarb; e) 4-nitrofenol and f) pendimetalin. B)
Resposta de corrente de pico para cinco diferentes eletrodos MnFe,O4@CTS/GCE preparados no mesmo dia e em
dias subsequentes.
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Para avaliar a repetibilidade da modificagao, cinco eletrodos diferentes foram
preparados no mesmo dia e, aplicados para a quantificagdo de um mesmo nivel de concentragido
do analito. Adicionalmente, avaliou-se a repetibilidade em dias subsequentes, usando o
procedimento descrito com cinco eletrodos modificados preparados em dias diferentes. Os
valores de desvio padrdo relativo foram estimados com base na corrente de pico anddica do
analito como 3,99 e 5,79% para repetibilidade no mesmo dia e em dias subsequentes,
respectivamente. Esses valores sdo semelhantes a outros eletrodos magnéticos modificados que

podem ser encontrados na literatura (Zhou et al., 2017).

4.2.9DETERMINACAO DE BIFENOX EM AMOSTRAS DE AGUA

O desempenho analitico do método proposto foi investigado na presenga de amostras
de agua de rio e de torneira para verificar a aplicabilidade do sensor no monitoramento
ambiental. Para fins comparativos, as amostras controle de rio e torneira foram avaliadas
diretamente na auséncia de concentragdes conhecida de bifenox. Ao aplicar o método proposto,
ndo foi possivel detectar o bifenox nas amostras de controle, como pode ser visto na Tabela 5.
Posteriormente, adicionou-se concentracao conhecida de solucao padrao de bifenox as amostras

e, os valores de concentragao foram estimados pelo usando o eletrodo modificado, através do
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método de adicao padrio. Os dados foram coletados em triplicata e os resultados estdo

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Quantificagdo de bifenox em amostras de agua potavel e agua de rio usando o eletrodo modificado
MnFe;04@CS/GCE (n=3).

Amostra Adicionado Encontrado Recuperagao
pmol L! umol L %
Amostra <LOQ -
0.58 0.56 96.5 (£1.5)
Agua torneira 0.72 0.70 97.2 (£2.2)
0.87 0.71 81.6 (£3.3)
Amostra <LOQ -
0.58 0.55 94.8 (£2.9)
Agua de rio 0.72 0.70 97.2 (+4.5)
0.87 0.75 86.2 (£2.8)

A quantificagdo das amostras enriquecidas foi realizada em trés niveis de
concentracdo. Os dados de recuperacao apresentaram na faixa de 80 a 100%, sugerindo baixa
interferéncia da amostra da matriz e precisdo, caracteristicas adequadas para eletroanalise

ambiental (Kellner, Mermet, Otto, Valcarcel; Widmer, 2004).

4.2.10 CONCLUSOES PARCIAIS

Nanoparticulas superparamagnéticas de MnFe;O4@CS foram sintetizadas e
caracterizadas por diferentes técnicas. Pela primeira vez, o material hibrido MnFe>O4@CS foi
aplicado na construgado de dispositivos eletroanaliticos. O sensor proposto foi preparado através
de drop-casting, usando uma metodologia simples para a modificagdo da superficie de um
eletrodo GCE. Por SWV, alcangou-se excelente seletividade e um baixo limite de detec¢ao para
quantificagdo de bifenox. Os baixos valores de desvio padrdo relativo obtidos para as analises

de repetibilidade indicam aplicacdo promissora e viabilidade de aplicacdo para o
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monitoramento ambiental. O método analitico foi aplicado com sucesso para a analise de
bifenox em amostras de adgua da torneira e de rio. Como perspectivas futuras, o hibrido
MnFe>04@CS pode ser combinado com diferentes materiais eletrocataliticos, como grafeno e
nanotubos de carbono, com o objetivo de aumentar o desempenho de sensores. Além disso, o
baixo valor R obtido para MnFe;O4@CS/GCE sugere que este material também pode ser
explorado futuramente para dispositivos de armazenamento de carga. Além disso, o
comportamento eletroquimico das nanoparticulas de MnFe>O4@CS pode ser posteriormente

estudado para a determinagdo eletroquimica de outros poluentes ambientais.
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CAPITULO III

4.3 FILMES DE QUITOSANA E GENIPINA APLICADOS NA CONSTRUCAO DE
IMUNOSSENSOR ELETROQUIMICO PARA A DETERMINACAO DE
INTERLEUCINA-6
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4.3.1 INTRODUCAO AO CAPITULO

A interleucina-6 (IL-6) ¢ uma citocina pro-inflamatéria produzida por macrofagos e
linfécitos, que apresenta um papel importante na defesa do organismo e pode estar associada a
cancer, doencas autoimunes ¢ inflamatorias cronicas (Kumari et al., 2016; Narazaki and
Kishimoto, 2018; Delgobo et al., 2019). Em individuos saudaveis, a concentragdo de IL-6 no
sangue ¢ comumente encontrada na faixa de pg mL’!, no entanto, durante um processo
inflamatorio, esses niveis podem ser elevados, alcangando concentra¢des proximas a ng mL™!
(Balayan et al. 2020). A IL-6 tem sido descrita como um importante indicador de sobrevida em
doengas inflamatorias, bem como, pode ser aplicada para avaliar a eficiéncia de diferentes
tratamentos de cancer. Nos Ultimos meses, a andlise de amostras de soro de pacientes graves
com COVID-19 também sugeriu a presenca de uma sindrome hiperinflamatéria denominada
como tempestade de citocinas, que pode aumentar drasticamente o nivel de IL-6 no soro
(Balayan et al., 2020; McGonagle et al., 2020). Da mesma forma, concentracdes aumentadas
de IL-6 sdao frequentemente encontradas em amostras de soro de individuos com sepse apods
uma resposta pro-inflamatoria excessiva que pode ser desencadeada por diferentes condi¢des
clinicas, como cirurgias ou quimioterapia (Maruszynski; Pojda 1995). Nesse contexto, a IL-6
pode ser um biomarcador de progndstico util para avaliar a pneumonia em pacientes infectados
com SARS-CoV-2 (Liu et al. 2020), bem como sepse (Balayan et al. 2020). Assim, existe uma
necessidade atual na busca de novos biossensores de resposta rapida e, baixo custo para avaliar

os perfis de IL-6 em amostras biologicas.

Os métodos analiticos convencionais disponiveis para a detec¢do de IL-6 baseiam-se
principalmente no ensaio imunoenzimatico (ELISA), que apresenta alta sensibilidade e limites
de detecgdo na faixa de pg mL™! (Romanova et al. 2020; Tan et al., 2020). No entanto, o alto
consumo de tempo e os reagentes caros dos kits de ELISA sdo questdes atuais que exigem
melhorias. Consequentemente, o desenvolvimento de novas tecnologias de imunossensor com
base na detec¢do piezoelétrica, colorimétrica e eletroquimica pode ser util para melhorar as
caracteristicas analiticas dos imunoensaios padrao disponiveis (Ren et al., 2018; Wen et al.,
2017; Zhang et al., 2017). Por exemplo, procedimentos eletroquimicos comumente requerem
um baixo volume de amostra e podem ser realizados em equipamentos portateis, ambas sao
caracteristicas desejadas para que a andlise possa ser realizada diretamente no ponto de
atendimento (Da Silva et al. 2017). E importante ressaltar que as técnicas eletroanaliticas, como

a analise voltamétrica, podem ser aplicadas na constru¢ao de imunoensaios de maneira simples,
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rapida e, como uma estratégia de detecgdo direta de proteinas em baixos niveis de concentragdo
(Herzog e Arrigan, 2007). No entanto, a imobilizagdo de anticorpos requer um design

aprimorado da plataforma eletroquimica utilizada para a detec¢ao (Svalova et al., 2017)

O anticorpo pode ser covalentemente ligado ou adsorvido na superficie de diferentes
suportes solidos contendo grupos reativos funcionais ativados por meio de reacdes de
reticulagdo Li; Chen (2018). Nesse contexto, a quitosana ¢ um polissacarideo abundante e
atoxico que proporciona um 6timo ambiente para imobilizagao de moléculas biologicas para o
desenvolvimento de biossensores eletroquimicos (Laranjo et al., 2019; Morawski et al., 2018).
Este biopolimero ¢ soluvel em meio 4cido moderado, apresentando grupos amina protonados
que podem ser subsequentemente aprisionados em superficies porosas ou carregadas
negativamente. Assim, os grupos de amina primaria de quitosana disponiveis também podem
ser usados como um suporte para a ligagdo covalente de enzimas e outras proteinas por meio
de reagdes de reticulacdo com diferentes produtos quimicos, como glutaraldeido, ligagdes entre

o par ECS/NHS e genipina (Chen et al., 2020; Flores et al., 2019; Laranjo et al., 2019).

Recentemente, a genipina tem sido estudada na ativagao de suportes para a imobilizagao
de enzimas, como um reticulador verde, promovendo a ancoragem covalente de proteinas em
superficies biocompativeis Tacias-Pascacio et al. (2019). Nesse caso, a genipina pode reagir
com grupos amino da quitosana. Embora o mecanismo de reticulagdo ndo tenha sido
completamente elucidado, trabalhos anteriores sugerem um possivel ataque nucleofilico da
amina primaria de quitosana ao carbono olefinico da genipina, gerando um intermediario de
anel aberto Tacias-Pascacio et al. (2019). Posteriormente, outro grupo amina presente na
estrutura de muitos biorreceptores de interesse pode atacar o grupo metoxicarbonila,
produzindo uma amida secunddria Mi et al. (2005). Essa reacdo de ancoragem usando a
genipina como cross-linker apresenta coloragdo caracteristica azulada, proporcionando maior
estabilidade e alta funcionalidade. De fato, os suportes de quitosana/genipina foram aplicados
com sucesso para a imobilizacao de enzimas para uso no desenvolvimento de biocatalisadores
e tecnologias voltadas ao biodiagndstico (Klein et al., 2016; Naseer et al., 2020;
Phadungcharoen et al., 2019). Portanto, estudou-se também no presente trabalho a
funcionalidade de sistemas de quitosana/genipina para a imobilizacdo de anticorpos, que
apresentam amina primaria ou secundaria residuais em sua estrutura. Esses suportes formados

através de montagem camada a camdada, foram aplicados no desenvolvimento de uma nova
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imunoplataforma eletroquimica ultrassensivel para quantificacao direta de marcadores de IL-6

374 usado como mediador redox.

usando voltametria de onda quadrada na presen¢a de Fe(CN)s]
Nesse capitulo, a modificacdo foi construida na superficie de um eletrodo de FTO de baixo
custo contendo matriz de quitosana/genipina e anti-IL-6, aplicado na detec¢do de IL-6 em

amostras de soro de camundongos induzidos a sepse e, de pacientes com a COVID-19.

4.3.2 CARACTERIZACAO DO FILME QUITOSANA/GENIPINA/ANTI-IL6
Primeiramente, a superficie do FTO foi modificada considerando a possivel interacao
eletrostatica entre os grupos amino de quitosana e a superficie FTO carregada negativamente,
que ¢ fornecida pela presenca de ions de flior inseridos na estrutura de cristal de 6xido de
estanho (Li et al. 2017). Em seguida, o eletrodo foi revestido com uma solucao de genipina, que
permite a interagdo covalente com a quitosana em condigdes neutras e acidas, a partir da
formag¢ao do intermediario do anel diidropirano (Muzzarelli. 2009). A cor azul obtida para o
filme de hidrogel resultante indica a presenga de reagdes de autopolimerizagdo de genipina,
bem como reacdes de reticulacdo com grupos amino (Muzzarelli. 2009). O mecanismo proposto
para a imobilizagao do anticorpo foi detalhado na Figura 45A. Em seguida, o eletrodo foi tratado
com uma solu¢do de BSA para bloquear as interacdes nao especificas entre os grupos funcionais
restantes disponiveis do hidrogel com os antigenos soluveis que poderiam estar presente na
amostra biologica. As diferentes etapas para a preparacdo do FTO/CSG /anti-IL-6 estdo

ilustradas na Figura 45B.

Apo6s cada etapa de modificagdo os eletrodos foram caracterizados por espectroscopia
FTIR, MEV, voltametria ciclica e espectroscopia de impedéncia eletroquimica. As plataformas
de eletroquimica produzidas foram denominados da seguinte maneira: eletrodo de FTO
modificado com quitosana (FTO/CS); eletrodo modificado com filme camada a camada de
quitosana e genipina (FTO/CSG); eletrodo modificado com quitosana e genipina apos a
imobilizac¢do do anti-IL-6 (FTO/CSG/anti-IL-6); eletrodo modificado com quitosana e genipina
e anti-IL-6 apos o bloqueio das interagdes ndo especificas com BSA (FTO/CSG/anti-IL-6-
BSA).
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Figura 45. Esquema mostrando os diferentes passos para a imobilizagdo do anti-IL-6 A) mecanismo de
imobilizagdo proposto; B) sequéncia de procedimentos aplicados na preparacdo do FTO/CSG/Anti-I1L6.
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Através das andlises de espectroscopia de infravermelho foi possivel identificar os

grupos funcionais presentes na quitosana e genipina. A Figura 46A mostraram picos em 899
cm e 1157 cm™! sdo atribuidos ao alongamento das unidades de sacarideo, enquanto o sinal de
1080 cm™! esta relacionado ao modo vibracional C-O ou C-N. As bandas em 1645 cm™, 1558
cm e 1250 cm™! correspondem respectivamente 8 Amida I, Amida II e Amida III da quitosana

Vlasceanu et al. (2020). De acordo com trabalhos anteriores, a banda apresentada em 1558 cm’
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!estd associado a grupos NH? * Lawrie et al. (2007). Apos a reacdo de reticulagdo, observou-se
a diminuicdo da banda em 1558 cm™!, sugerindo a diminui¢dio do nimero de grupos de aminas
primdrias disponiveis. Por outro lado, a intensidade da banda em 1645 cm™ aumenta, devido a
presenca de amidas secundarias Dimida et al. (2017). Além disso, uma nova banda apareceu
em 1295 cm!, que pode ser atribuido ao alongamento assimétrico C-O-C. A Figura 46B
apresenta a comparagao dos espectros de hidrogel genipina ¢ CSG. A formagao do hidrogel
reticulado torna-se mais evidente visto que houve uma redugao significativa do pico localizado
em 1683 cm’!, que indica uma hidrélise do grupo éster na genipina. Além disso, a diminui¢io
das bandas localizadas em 1109 cm™ e 1621 cm™ e, 0 aparecimento de um novo sinal de 1565

1

cm™, sugerem a reacao de abertura do anel do diidropirano na genipina Mi et al. (2005).

Figura 46. Espectroscopia de infravermelho (FTIR) das diferentes amostras. A) comparagdo entreos filmes CS,
CSG e anti-IL-6/CSG preparados em suporte de silica. B) comparagdo do filme de genipina com a amostra de
quitosana e genipina (CSQ).
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A caracterizagdo morfoldgica de cada etapa do preparo do imunossensor foi realizada
por microscopia eletronica de varredura (MEV) dos filmes formados na superficie do eletrodo
de FTO. As imagens de FTO/CS (Figura 47A) caracteristicas morfologicas diferenciadas com
superficie porosa que pode ser atribuida as interacdes intermoleculares de cadeias poliméricas
de quitosana. Também foi observada uma morfologia diferente apds a adicdo da camada de
genipina, indicando a presenca de microparticulas com a formac¢ao de uma superficie rugosa
(Figura 47B). A diferente superficie e morfologia dos filmes formados FTO/CS e FTO/CSG
sugerem a efetiva reacdo de reticulacao entre a quitosana e genipina na surperficie do eletrodo.
Além disso, a formagao de uma superficie densa e rugosa com a presenca de aglomerados pode

ser observada para o eletrodo FTO/CSG/anti-IL-6, indicando a eficiente imobilizagdo de
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anticorpos anti-IL-6 na superficie do eletrodo modificado (Figura 47C). Além disso, os
eletrodos tratados com BSA FTO/CSG/anti-IL-6 mostraram a formag¢ao de agregados esféricos

e ndo uniformes, indicando o bloqueio dos sitios de interacdo ndo especificos (Figura 47D).

Figura 47. Imagens de MEV obtidas na voltagem de 10 kV com magnificagdo de 10.000x dos eletrodos
modificados A) FTO/CS; B) FTO/CSG; C) FTO/CSG/anti-IL-6 and D) FTO/CSG/anti-IL-6/BSA.

.
10kV  X10,000

(D)

_ LCME-UFSG» = "10kV  X10,000 LCME-UFSC

4.3.3 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

A montagem bem-sucedida da camada por camada de quitosana-genipina (CSG) e as
seguintes etapas para a imobilizacdio do anticorpo anti-IL-6 foram monitoradas por
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) e voltametria ciclica (CV) usando uma

34 em concentragdo 5 mmol L™ preparado em KCI

solucao de sonda redox contendo [Fe(CN)g]
0,1 mol L. Primeiramente, as modifica¢des na superficie do FTO foram evidenciadas por

medi¢des de CV (Figura 48A). O eletrdo FTO/CS apresentou um aumento de aproximadamente
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2 vezes na corrente de pico quando comparado ao FTO ndo modificado. Os altos valores de
corrente catddica e anddica obtidos para FTO/CS podem estar associados a interagdo
eletrostatica da sonda redox [Fe(CN)e]*”* carregada negativamente e os grupos amino
protonados da quitosana. Em contraste, o pico de corrente diminuiu com a adi¢cdo da camada
de genipina, o que se deve a interagdo da quitosana amina com os grupos funcionais de genipina.
Consequentemente, a ligacao covalente pode ocorrer via ataque nucleofilico dos grupos amino
no carbono olefinico C-3, seguido pela abertura do anel do anel dihidropirano para produzir
uma amina heterociclica, conforme ilustrado na Figura 45A Tacias-Pascacio et al. (2019). Além
disso, quando comparado ao FTO/CSG, foi evidenciado um decréscimo de 2 vezes na corrente
de pico e um aumento da separagao dos picos anddico e catddico, que apresentou valor proximo
a 230 mV para o eletrodo modificado com anticorpos anti-IL-6 (FTO/CSG/anti-IL6), como ¢
mostrado na Figura 48 A. Este fendmeno sugere a imobilizagao de anticorpos anti-IL-6 no FTO,
uma vez que as proteinas sao conhecidas por bloquear as reagdes de transferéncia de carga na

interface eletrodo / solugdo (Herzog e Arrigan, 2007).

A espectroscopia de impedancia eletroquimica também foi aplicada para estudar as
caracteristicas interfaciais das modificacdes graduais para a constru¢do do imunossensor. Os
graficos de Nyquist e o circuito equivalente de Randles sdo apresentados na Figura 48B. Os
espectros apresentaram um comportamento semelhante para todos os eletrodos testados com
um perfil semicirculo atribuido a resisténcia de transferéncia de carga (Re) seguido por um
comportamento linear em frequéncias mais baixas, que esta relacionado ao processo de difusdo
da sonda redox Nakamura et al. (2011). Os valores de R obtidos foram 458, 157 e 326 para
FTO, FTO/CS e FTO/CSG, respectivamente. Esses resultados estdo de acordo com os
experimentos de CV, que mostraram uma diminuigdo significativa na resisténcia a transferéncia
de carga com a incorporagdo de quitosana seguida de seu aumento com a adigdo de genipina.
Além disso, o R¢ aumentou de 326 para 1360 kQ apds a imobilizagdo de anticorpos anti-1L-6.
Este resultado estd de acordo com os voltamogramas CV, indicando a menor cinética das
reacdes de transferéncia de carga devido a incorporagdo de proteinas na superficie do FTO. Por
fim, o aumento no valor de R¢c apds a adicdo de BSA (1776 kQ) sugere o bloqueio dos sitios

ativos do eletrodo modificado, evitando interagcdes ndo especificas com outras proteinas.
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Figura 48. A) CV realizada na velocidade de varredura de 20 mV s*'; B) Diagrama de Nyquist na faixa de
frequéncia de 0.01-50.000 Hz; realizados em solugdo 0.1 mol L' KCI contendo 5 mM [Fe(CN)g]*** a) FTO,
b)FTO/CS, c)FTO/CSG, d)FTO/CSG/Anti-IL6 and e) FTO/CSG/Anti-IL6/BSA; C) Realagdo linear entre Ip
versus L'? obtidas para o eletrodo FTO/CSG/Anti-IL-6; Inset: voltamogramas a diferentes velocidades de
varredura de 25 a 300 mV s!' e D) Relagdo linear entre log Ip versus log v obtidos para FTO/CSG/Anti-IL-6
obtidos por voltamogramas realizados a diferentes velocidades de varredura.
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As medidas de CV também foram registradas para o FTO/CSG/anti-IL6 em diferentes
velocidades de varredura de 25 a 300 mV s! usando uma janela de potencial de -0,5 a +1,0 V
vs Ag/AgCl. Na Figura 48C, foi possivel observar a dependéncia linear entre o anddico e o
catoédico correntes de pico com a raiz quadrada da velocidade de varredura que pode ser
expressa por: Ipa /pA =22.5 (£ 2,1) + 15,1 (£ 0,3) v'? e, Ipc /uA =-60,7 (= 4,3) - 8,1 (£ 0,4)
v!2 com coeficientes de correlagio de R? ipa = 0,999 e R? ipc = 0,997. A dependéncia entre log
Ip vs log v também foi avaliada (Figura 48D). As relagdes lineares podem ser expressas por log
| Ipa |/pA = 1,28 (£0,02) + 0,48 (£0,01) log v e log | Ipc |/pA = 1,38 (x0,06) + 0,38 (0,03) log
v com coeficientes de correlagdo R? ipa = 0,999 e R? ipc = 0,998. As inclina¢des obtidas foram

proximas a 0,5, indicando um processo tipico de difusao controlada (Bard e Faulkner, 2001).
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4.3.4 ESTUDOS DE OTIMIZACAO

Em seguida, CV e SWV foram empregados na presenga de [Fe(CN)s]*"* e 0,1 mol L*!
KCl visando otimizar e estudar o comportamento do eletrodo para obter o melhor desempenho
eletroquimico do imunossensor FTO/CSG/anti-IL6. Todas as medi¢des foram realizadas em
triplicata (n = 3). Primeiramente, a concentrag¢do de quitosana foi otimizada, pois pode afetar a
resposta de corrente de pico, considerando a presenga de grupos amino carregados positivos
que podem interagir com cargas negativas de ferrocianeto (Talarico et al., 2016). Desta forma,
a resposta eletroquimica de filmes poliméricos preparados com diferentes quantidades de
quitosana contendo 0,5%, 1% e 1,5% (massa/volume) foi avaliada por CV em termos de

correntes de pico anoddico e catodico, como mostrado nas Figuras 49A e 49B.

Figura 49. Otimizagdo das condi¢des de montage do filme camada a camada na superficie do FTO. A) CV dos
filmes preparados com diferentes proporgdes de quitosana. B) intensidade do pico de corrente anddicas para as
diferentes concentragdes de quitosana. C) CV de filmes preparados com diferentes concentragdes de genipina
usando o eletrodo FTO/CS-1%. D) intensidade do pico de corrente anddica para as diferentes concentragdes de
genipina.
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O aumento das correntes de pico com o aumento da concentracdo de quitosana foi
observado para os eletrodos modificados contendo 0,5% e 1% de CS. Este efeito pode ser
explicado pelo alto nimero de cargas positivas na superficie de 1% CS. No entanto, a resposta
oposta foi observada para o eletrodo contendo 1,5% de quitosana, sugerindo o aparecimento de
um fenomeno diferente. Nesse caso, a elevada quantidade de quitosana pode contribuir para as
interacdes de reticulagdo entre as cadeias poliméricas, formando uma rede com mobilidade
restrita Berger et al. (2004). Considerando que a maior resposta foi obtida para a concentragao

contendo 1% de quitosana, esta condi¢do foi usada para os seguintes experimentos.

Posteriormente, diferentes quantidades de genipina contendo 1, 2,5 ¢ 5 mg mL! foram
empregadas para a imobilizacdo de anticorpos anti-IL6. Para essa avaliagdo, os diferentes
eletrodos produzidos foram imersos em uma solucdo contendo a mesma concentracdo de
anticorpo por um periodo de 18h a 37 ° C. As Figuras 49C e 49D mostram as medidas de CV
que apresentam a diminui¢ao das correntes de pico catédico e anddico com o aumento da
concentracio de genipina de 1 para 2,5 mg mL!. Este resultado sugere que a genipina tem um
papel crucial na imobilizacdo de anticorpos anti-IL6 e pode atuar como um agente de ligacao
cruzada nos grupos amina residuais que constituem a estrutura da proteina Tacias-Pascacio et
al. (2019). Além disso, ndo foram observadas diferencas significativas na resposta da corrente
de pico com o aumento da concentragio de genipina de 2,5 para 5 mg mL"!; no entanto, o desvio
padrao foi significativamente menor com o aumento da concentragdo de genipina. Uma vez que
valores mais altos de DPR podem implicar em reprodutibilidade mais baixa Otto et al. (2004),

a concentracio otimizada de genipina foi estabelecida como 5 mg mL".

Para fins analiticos, a SWV foi usada para a quantificagdo de IL-6 com base em sua
maior resposta para reacoes redox reversiveis (Scholz, 2010). A fim de otimizar as condigdes
eletroquimicas da SWV para fins analiticos, diferentes parametros da técnica foram testados,
como amplitude de pulso, incremento de potencial e frequéncia. Conforme mostrado na Figura
50A e 50B, a amplitude do pulso foi testada de 10 a 100 mV usando uma frequéncia de 50 Hz
e um incremento de pulso de S mV. Em seguida, o incremento de pulso foi avaliado na faixa de
1 a10 mV (50Ce 50D) e a frequéncia de 10 a 100 Hz (Figura S0E e 50F). Como pode ser visto,
o aumento da corrente de pico foi proporcional ao aumento da frequéncia aplicada. No entanto,
houve uma diminuig¢ao significativa na resolucdo de pico. Os valores otimizados adotados para

os experimentos foram selecionados em termos de resolugdo e intensidade de corrente de pico.



Nesse sentido, os seguintes parametros foram escolhidos: potencial de pulso =

incremento de pulso =5 mV e frequéncia = 40 Hz.

Figura 50. Otimizagdo dos pardmetros da SWV usando o eletrodo modificado CSG/FTO na presenga de 5 mmol
L' [Fe(CN)s]*** em 0.1 mol L' KCI. A) amplitude de pulso de 10 a 100 mV. B) Relagdo entre Isw e amplitude
de pulso. C) Incremento de potencial na faixa de 1 a 10 mV. D) Relagéo entre Isw e increment de potencial. E)

frequéncia na faixa de 10 a 100 Hz. F) Rela¢ao entre /sw e frequéncia.
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Além disso, o tempo de imobilizagdo do anticorpo pode influenciar o desempenho
analitico do imunossensor. Além disso, por representar a etapa mais demorada, a imobilizagado
dos anticorpos anti-IL-6 pode reduzir o tempo gasto para o preparo do eletrodo. Para este
propdsito, a mesma quantidade de anticorpo foi usada para o FTO/CSG que foram incubados a
37 °C por um perido de 4 horas, 6 horas e, por aproximadamente 12 horas (overnight). Esses
resultados estdo apresentados nas Figuras 51A e 51B. As correntes de pico foram reduzidas
com o aumento do tempo de exposicdo. Esse fenomeno sugere a imobilizacdo de maior
quantidade de anticorpos, com o aumento do tempo de exposi¢do, uma vez que a formagao de
agregados de proteinas pode bloquear a superficie do eletrodo, afetando as reacdes de

transferéncia de carga entre a interface eletrodo/solucao.

Figura 51. Otimizacao das condi¢des experimentais para a preparagao do eletrodo FTO/CGS/anti-IL-6. A) CV dos
eletrodos utilizando difetentes tempos de incubagdo para o anti-IL-6. B) relagdo entre ipc e tempo de incubagdo
do anti-IL-6. C) CV dos eletrodos incubados com a proteina antigeno IL-6 utilizando diferentes tempos de
incubacdo. D) Relagao entre Ipc e tempo de incubagao da IL-6.
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O tempo de imobilizagao considerado esta de acordo com relatos anteriores que utilizam
genipina como reticulador para imobilizacdo enzimatica. Nesses experimentos, o tempo
adequado foi de 8h e 18h para a imobilizagdo de [-galactosidase e glicose oxidase,
respectivamente (Conghaile et al., 2020; Klein et al., 2016). Nesse sentido, verificou-se que a
condicdo overnight concedeu a melhor opgao experimental. Além disso, o tempo ideal para o
reconhecimento do antigeno-anticorpo pode ser considerado uma etapa crucial da preparacao
do imunossensor porque a deteccdo depende do sucesso da ligagdo entre o par anti-1L-6/ IL-6.
Desta forma, trés diferentes tempos de incubacdo foram avaliados. Nenhuma mudanca
significativa foi observada apo6s 45 minutos de incubacdo, que foi escolhida para ser a condigdo

ideal para a andlise (Figura 51C e 51D).

4.3.5 DESEMPENHO ANALITICO

A quantificacdo direta de IL-6 foi baseada em uma estratégia livre de marcadores usando
o [Fe(CN)s]*’* como mediador redox. Essa estratégia tem se mostrado uma excelente
alternativa para uma analise rdapida de biomarcadores, com particular vantagem atribuida a
facilidade de fabrica¢do se comparado aos imunoensaios convencionais (Herzog e Arrigan,
2007). Sob as condic¢des otimizadas, o comportamento eletroquimico do FTO/CSG/anti-IL-
6/BSA foi avaliado na presenga de diferentes concentragdes de IL-6 por SWV, conforme
apresentado na Figura 52. Através dos voltamogramas na presenca de diferentes concentragdes
de IL-6 na faixa de 0.05 a 1000 pg mL™!, observou-se uma diminui¢io da corrente de pico com
o aumento da concentragdo de IL-6, que pode ser explicada pela alta afinidade entre o par
antigeno-anticorpo, responsavel por bloquear a superficie do eletrodo reduzindo a area
eletroativa disponivel para as reagdes redox (Figura 52A). A Figura 52B mostra a diferenca
entre as correntes de pico estimadas com base na relagdo | Al, | = | Ipo-Ip | (na equagdo Iy, =
corrente do branco e I, = corrente na presenga de analito). Os voltamogramas de SWV a
diferentes concentragdes apresentaram perfil ndo linear com rapida diminui¢do da corrente de
pico na presenca de baixas concentragdes de IL-6, atingindo um platd em concentragdes acima
de 200 pg mL!, comportamento caracteristico de interagdes antigeno-anticorpo. Essse
fendmeno pode ser demonstrado através do modelo de isoterma de Langmuir-Freundlich,

utilizada para ajustar o mecanismo de interacdo do antigeno com a superficie do eletrodo.
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Figura 52. A) SWV obtida usando o FTO/CSG/anti-IL-6 realizada na presenga de 0.1 mol L' KCl containing 5
mM [Fe(CN)g]*** na presenca de diferentes concentragdes de IL-6 de 0.05 to 1000 pg mL™' B) Relagdo entre
concentracdo de IL-6 e Alpc obtida por SWV ajustada pelo medelo de Langmuir-Freundlich C) curva de calibrago
Alpc versus Log [IL-6] obtida por SWV.
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Esse ajuste experimental ¢ tipicamente aplicado para descrever a adsor¢ao de proteinas

em suportes solidos Camilo et al. (2019) e, pode ser expresso pela seguinte equagao:

_ Qm(KCeq)"
1=7 + (KCeq)™

Onde q ¢ igual a quantidade de IL-6 adsorvida no eletrodo; Qm ¢é a capacidade de

absor¢ao em termos de locais de ligacdo de anticorpos; K ¢ a constante de afinidade de

adsor¢do; Ceq ¢ a concentragdo da fase aquosa em equilibrio; n € o indice de heterogeneidade.

Nesse sentido, o valor estimado de Qm foi de 372 pA, o que indica a saturagdo dos locais de

ligagdo de anti-IL-6 para valores de Al, superiores a Qm. Além disso, o n encontrado foi 0,15,
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indicando que a adsor¢do de IL-6 pode resultar na formagao de uma camada nao homogénea, o
que esta de acordo com a literatura para outros imunossensores eletroquimicos Thapa et al.
(2017). A curva de calibragdo mostrou uma relacao logaritmica entre a concentracao de Al e
IL-6 que pode ser expressa por AI/uA = 182,6 (+ 1,2) +30,3 (+ 1,1) log [IL-6], pg mL™! (R?=
0991), como ¢ mostrado na Figura 52B. A curva de calibragdo foi realizado em triplicata pela
metodologia de calibracao externa. O limite de deteccdo (LOD) foi estimado de acordo com
3sb/S, onde sb ¢ o desvio padrdao de 10 medi¢des em branco diferentes e S € o sensibilidade da
curva de calibracdo. O valor do LOD foi estimado em 0,03 pg mL!, o que pode ser considerado
satisfatorio quanto as aplicagdes clinicas. O eletrodo modificado proposto apresenta bom
desempenho em comparagao com outras modificagcdes propostas na literatura para a detecgao

de IL-6, usando um procedimento experimental simples (Tabela 6).

Tabela 6. Comparagdo de parametros analiticos de diferentes eletrodos encontrados na literatura para a
determinagdo eletroquimica de I1L-6

Faixa linear LOD
Eletrodo Técnica Estratégia Ref
pgmL'  pgmL!

AuNPs/PEDOT/ITO Wang et al.
| Amperometria Enzimatica 4-800 1 2011)
MB/SPE? Impedimétrica Magnética 0,5-10000 0,3 Tertis et al.
(2019)
Fc-D/AuNPs/GCE®  Amperometria Enzimatica 5-120 1 Liao; Tang (2009)
HOOC-MB/SPE* Amperometria Enzimatica 75-500 0,39 Ojeda et al.
(2014)
AB/EpxS-PPyr/ITO>  Impedimétrica Direta 0,01-50 0,003 Aydin et al.
(2021)
anti-IL-6/CSG/FTO Voltamétria Direta 0,05-1000 0,03 Esse trabalho

! Eletrodo de 6xido de estanho dopado com indio modificado com nanoparticulas de ouro
2 Eletrodo de carbono impresso modificado com nanoparticulas magnéticas

3 Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de ouro e ferrocianeto

4 Eletrodo de carbono impresso modificado com nanopartéculas magnéticas

3 Eletrodo de 6xido de estanho dopado com indio modificado com polipirrol
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A maioria dos métodos relatados empregou o par EDC/NHS para a imobilizagdo do
anticorpo de detec¢do; no presente trabalho, criou-se uma nova estratégia usando genipina
como um reticulador verde (Munge et al., 2009; Yang et al., 2013). O imunossensor proposto
permitiu a quantificacdo de IL-6 com baixo nivel de detec¢do na faixa de pg mL!. A alta
sensibilidade alcangada sugere que a genipina pode ser capaz de se ligar a anticorpos anti-IL-
6, mantendo os sitios do biorreceptor ativos para a eficiente interacdo com o antigeno de

interesse.

4.3.6 SELETIVIDADE, PRECISAO E ESTABILIDADE

Para avaliar a seletividade de interacdo da superficie do eletrodo com a IL-6 presente
em solucdo, foram realizados diferentes testes controle. Primeiramente, foi verificada a
afinidade de interagdo do eletrodo sem o anticorpo imobilizado na presenga de uma
concentragio de 5 pg mL! de analito, conforme apresentado na Figura 53 A. Observa-se que
nessas condi¢des, ndo foi possivel identificar variagao significativa de corrente apds a interagao
com o antigeno. Por outro lado, o eletrodo contendo o anticorpo imobilizado apresentou
evidente diminui¢do na resposta de corrente apos o contato com a IL-6, como evidenciado na
Figura 53B. Esses resultados indicam a efetividade das interacdo especificas que ocorrem na

interface/eletrodo solugdes decorrentes das ligagdes antigeno/anticorpo.

Figura 53. A) Eletrodo CSG/BSA/FTO na auséncia do anticorpo de deteccdo ¢ B) eletrodo BSA/anti/IL-
6/CSG/FTO; na presenca de 5 pg mL™! de IL-6.

Além disso, a influéncia da matriz na detec¢do de IL-6 também foi investigada na
presenca de soro de camundongo saudaveis ndo diluido, que ndo deveriam conter niveis

elevados de citocinas pro-inflamatérias. Em contraste, as amostras de soro contém uma enorme
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diversidade de biomoléculas, incluindo anticorpos, antigenos, eletrdlitos, etc., que podem
interferir significativamente com a resposta eletroquimica do eletrodo FTO/CSG/anti-IL-
6/BSA. Como esperado, a analise de SWV indicou uma diminuigao significativa da corrente de
pico em amostras de soro ndo diluidas. Essa resposta de interferéncia pode ser explicada pelas
interagdes ndo especificas de outros componentes do soro na superficie do eletrodo (Vashist;
Luong 2018). Assim, diluigdes de amostras de soro na proporcao 1:20 e 1:40 em PBS 10 mmol
L! foram testadas com o objetivo de verificar as melhores condi¢des eletroquimicas para
quantificagdo de IL-6. Conforme pode ser observado na Figura 54A e 54B, observou-se que
para uma dilui¢do de 1:40 a variagdo da corrente de pico foi inferior a 1%. Nesse sentido,
visando a alta seletividade do método, essa foi a condigao escolhida para a analise das amostras

de soro.
Figura 54. A) voltamogramas de SWYV realizados na presencga de 0.1 mol L' KCl e 5 mmol L! [Fe(CN)s] >/ para
o eletrodo FTO/CSG/anti-IL-6 na presenca de soro de camundong using different usando diferentes diluigdes

B)Resposta relative de corrente de pico catodico para as diferentes diluigdes testadas por SWV; C) SWV do
eletrodo na (a) auséncia e (b) presenga de interferentes; Inset: Resposta relativa de corrente de obtidas por SWV.
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Juntamente com os resultados da curva de calibragdo, observa-se que esses resultados
demonstraram promissora aplica¢do do FTO/CSG/anti-IL-6/BSA em amostras clinicas devido
ao baixo limite de deteccdo (0,03 pg mL™!). Nesse sentido, os dados da literatura mostram que
os niveis circulantes de IL-6 estio na faixa de ng mL™! em vérias condi¢des patologicas como

a sepse (Chiesa et al. 2015).

Considerando que diferentes citocinas (por exemplo: IL-1p, TNF-a e IL-12) também
devem ser liberadas durante processos inflamatorios (Delgobo et al., 2019; dos Santos et al.,
2018; Formiga et al., 2020), avaliamos sequencialmente a seletividade do imunossensor
proposto na presen¢a de uma amostra de soro contendo 50 pg mL™! de cada possivel interferente
IL-1B, IL-12 e TNF- o e 0,5 pg mL™! de IL-6. Para fins comparativos, a analise foi realizada
na auséncia (sinal a) e na presenca (sinal b) dos interferentes testados. A Figura 54C mostra que
ndo foram observadas alteracdes significativas na resposta de corrente apos a adi¢do dessas
citocinas interferentes quando comparada ao sinal relacionado a IL-6 (auséncia de IL-1p3, IL-
12 e TNF-a). A interferéncia relativa foi estimada com base nos valores de Alp apresentando
um desvio padrdo relativo de 3,2%, o que estd de acordo com as diretrizes regulatorias para a
validagdo de métodos bioanaliticos (Vashist; Luong 2018). Adicionalmente, realizou-se o teste
de recuperagdo de quantidade conhecida de analito adicionado na amostra em trés niveis de
concentracdo, a partir de amostra fortificada e, posteriormente diluida na propor¢ao de 1:40,

conforme. Os resultados estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Tabela de recuperacdo de IL-6 em amostra de soro de camundongo utilizando amostras fortificadas com
concentragdo conhecida de analito.

Amostra  Adicionado / pgmL'  Encontrado / pg mL™! Recuperacio/% DPR/%

0,05 0,053 106 1,1
Soro 0,5 0,45 89 0,9
5 5,3 106 1,6

Nenhum efeito de matriz significativo foi observado uma vez que as recuperagdes

encontradas apresentaram valores na faixa de 89-106% (Vashist e Luong, 2018). Segundo o
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trompete de Horwitz, esse resultado ¢ considerado satisfatorio para aplicagcdo em protocolos de

rotina clinica (Otto et al., 2004).

Além disso, avaliou-se também a estabilidade do eletrodo produzido através do
monitoramento do sinal de IL-6 na superficie do sensor eletroquimico por 30 dias consecutivos.
Apos 30 dias de monitoramento, foi observada a manutengao de 89% do sinal analitico inicial,
indicando a boa estabilidade do sensor e, possibilidade de armazenamento (Figura 55A).
Adicionalmente, avaliou-se a possibilidade de reuso do eletrodo para diferentes analises
eletroquimicas. Para isso, ap6s o contato com o eletrodo de trabalho, o mesmo foi mergulhado
em solugdo HCI 1 mmol L' com o objetivo de desconectar os antigenos previamente aderidos
a superficie do eletrodo. Os resultados apresentaram a permanéncia de aproximadamente 96%
do sinal analitico inicial apos 3 ciclos de limpeza, indicando a possibilidade de

reaproveitamento e reuso do eletrodo (Figura 55B).

Figura 55. A) Anélise de estabilidade do sinal eletroquimico e B) Sinal eletroquimico apds reuso do eletrodo
BSA/anti-IL-6/CSG/FTO

(A) (B)
1004 &
804
604
kY Y
~ - 100% 99.7% 95.5%
=3 2 40
204
0 T T T
10 15 20 25 30 1 2 3
Tstabilidade / dias Namero de ciclos

4.3.7 QUANTIFICACAO DE IL-6 EM SORO DE CAMUNDONGOS SEPTICOS

A aplicacdo pratica do imunossensor BSA/anti-IL-6/CSG/FTO foi verificada pela
quantificagdo de IL-6 em amostras de soro de camundongos com sepse induzida através de
modelo de infec¢ao por Escherichia coli. A concentragcdo do analito foi estimada pelo método

de calibracao externa usando um grafico de referéncia preparado imediatamente antes da analise
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da amostra. Para cada amostra, o desvio padrdo relativo (DPR) foi estimado com base nos
resultados obtidos para diferentes eletrodos preparados no mesmo dia (n = 3). As amostras de
trés individuos sépticos foram avaliadas e comparadas com os animais controle (saudaveis). As
dilui¢des aplicadas foram 1: 100 para os experimentos eletroquimicos e 1:10 para o
imunoensaio enzimatico ELISA. A curva de calibragdo utilizada nos ensaios ELISA esta
apresentada na Figura 56A. Conforme esperado, os experimentos de quantificacdo conduzidos
por ELISA e através do sensor eletroquimico demonstraram que camundongos sépticos
apresentaram niveis significativamente mais elevados de IL-6 quando comparados a animais
saudaveis (Figura 56B). De maneira eficiente, o imunossensor proposto foi capaz de detectar

niveis comparaveis de IL-6 em amostras de soro diluidas 1: 100.

Figura 56. A) curva de calibragdo obtida por ELISA e B) grafico comparativo das amostras dos resultados obtidos
por ELISA e Eletroquimica para a quantificagdo de IL-6 em camundongos induzidos a sepse.

===

A concentracdo de IL-6 encontrada para cada amostra e os dados comparativos entre 0s
ensaios de quantificagdo aplicados estdo apresentados na Tabela 8. O teste comparativo de
ELISA foi realizado com os mesmos imunorreagentes; entretanto, para este caso a dilui¢ao da
amostra foi na propor¢ao 1:10 considerando que o ELISA apresenta um LOD cerca de 10 vezes
maior (LOD de 5 pg mL™"') do que o imunoensaio eletroquimico desenvolvido. O teste t foi
aplicado para verificar a precisdo do método, conforme pode ser visto na Tabela 8. Nao foram
observadas diferengas estatisticas entre o ELISA padrdo e o método eletroquimico proposto
usando um nivel de confianca de 95%. Portanto, a precisdo € outra caracteristica do método
proposto e a nova imunoplataforma pode ser aplicada com sucesso para a quantificagdo de IL-

6 em amostras de soro de camundongos sépticos.
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Tabela 8. Dados analiticos comparativos entre as técnicas de ELISA e SWV

Amostra | 11 111

Técnica SWV ELISA SWV ELISA SWV ELISA

Encontrada® 5295 5130 5316 5219 4267 3974
DPR (%) 10,3 0,5 1,2 1,4 2,7 0,5
Erro (%)° 8,9 1,9 7,4

valor t 1,619 0,492 0,702

a mmol L!
bn=3
¢ Erro relative entre SWV ¢ ELISA

d tedrico =2.1788

4.3.8 QUANTIFICACAO DE IL-6 EM PACIENTES DE COVID-19

Recentemente, com o avanco da pandemia de SARS-CoV-2, que teve inicio no fim do
ano de 2019, inimeros estudos tém descrito a relacdo direta entre o alto nivel de IL-6 no sangue
de pacientes positivados com a severidade e o agravamento da doenga. Em um dos primeiros
estudos divulgados na China, realizado com 69 pacientes infectados, observou-se que altos
niveis de IL-6 estdo diretamente relacionados com a baixa oxigenacdo dos pacientes. Apos
inimeros estudos, a IL-6 tém sido usada mundialmente como um biomarcador de progndstico
para avaliar a progressdo de pacientes com a COVID-19. Nesse contexto, pacientes com
quadros leves a moderados devem apresentar niveis de IL-6 na faixa de 5 a 20 pg mL™,
enquanto em quadros mais graves da doenga a concentracdo da proteina no sangue pode variar
de 30-200 pg mL!. Nesse contexto, o desenvolvimento de novos sensores para a deteccio
rapida e barata de biomarcadores inflamatorios, em especial a IL-6, consiste numa urgente
demanda, reconhecida internacionalmente pela Organizacao Muldial de Satde (OMS).

Nesse sentido, a mesma metodologia de detecgao aplicada para a analise de um modelo

de sepse induzida foi utilizada para a quantificacdo de IL-6 em amostras de pacientes infectados
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com a COVID-19. Para isso, o anti-IL-6 humano foi imobilizado na superficie do eletrodo de
trabalho previamente desenvolvido e otimizado BSA/anti-IL-6/CSG/FTO. Sob as condigdes
otimas de analise, construiu-se uma nova curva de calibracdo na presenca de solucao padrao
contendo o antigeno humano na faixa de concentrag¢io de 0,5 a 50 pg mL! usando o método
eletroquimico. As curvas de calibracdo obtidas ELISA e por eletroquimica estdo apresentadas
na Figura 57A e 57B, respectivamente. Os coeficientes de correlacao linear obtidos foram
estatisticamente proximos apresentando valor de 0,981 para o ELISA e 0,983 para o método

eletroquimico proposto.

Figura 57. Curva de calibrag@o de IL-6 humana obtida por A) ELISA e B) SWV usando o sensor eletroquimico
proposto neste trabalho.
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Através das curvas de calibrag@o obtidas, utilizou-se os dois métodos para quantificar
os niveis de IL-6 em amostras de soro de pacientes infectados com a COVID-19. As amostras
foram fornecidas pelo Hospital Universitario da Universidade Federal de Santa Catarina, sob
aprovacao do comité de ética. Os pacientes foram divididos em trés categorias: pacientes
saudaveis que ndo haviam contraido a doencga; pacientes covalescentes: os quais haviam
contraido a doenca mas ndo apresentavam infec¢do ativa no momento da coleta e; pacientes
com infecgdo ativa: pacientes diagnosticados e internados com a doenca. Os niveis de 1L-6
detectados nas amostras estdao apresentados na Tabela 9.

A partir dos dados obtidos, ndo foi possivel detectar IL-6 nos 2 pacientes saudaveis
testados através das duas metodologias utilizadas. Esse resultado estd de acordo com o
esperado, uma vez que individuos saudaveis comumente ndo apresentam niveis expressaveis

de IL-6 circulante devido a auséncia de processes inflamatorios. Para os 2 individuos
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convalescentes avaliados, observou-se a auséncia de IL-6 para as duas amostras através da
analise de ELISA. Por outro lado, a partir das medidas eletroquimicas, evidenciou-se a presenga
de aproximadamente 4 pg mL' na amostra 4. Esse divergéncia de resultados pode ser
justificada devido ao LOD dos dois métodos, que foi estimado como aproximadamente 0.03 pg
mL! para o sensor eletroquimico e, 2 pg mL™! para o ELISA. Nesse caso, considerando a
diluicao da amostra em niveis 1:5 nos ensaios de ELISA, o valor encontrado para a amostra 4
apresenta valor fora da faixa linear estipulada, justificando auséncia de detec¢ao da proteina
através do imunoensaio enzimatico.

Por fim, os resultados obtidos para as 4 amostras de pacientes testados apresentaram
excelente correlagdo entre as metodologias ELISA e SWV, com recuperagdo na faixa de 92-
108%. Para os calculos de recuperacdo considerou-se o valor estipulado pela metodologia
padrdao ELISA como o valor real de IL-6 nas amostras. Além disso, alcangou-se baixos DPRs
para todas as amostras testadas. Esses resultados indicam a promissora aplica¢gdo do sensor para

a detec¢ao de IL-6 também em amostras de soro humano.

Tabela 9. Quantificagdo de IL-6 no soro de pacientes infectados com a COVID-19. Resultados comparativos entre
as metodologias de ELISA e SWV.

[TL-6] encontrada pg mL"! Recuperagio DPR
Situacao Amostra  ELISA Eletroquimica o %
1 ND ND -—-- -—--
Satdavel
2 ND ND —- —
3 ND ND - -—--
Covalescente
4 ND 3,97 - -—--
5 28,8 27,8 96,4 0,71
Infeccao
. 6 134,2 134 99,9 0,14
ativa
7 11,0 11,8 107,4 0,56

8 5,33 4,85 92,8 0,36
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4.3.9 CONCLUSOES PARCIAIS

Um eletrodo descartavel de quitosana/genipina modificado foi aplicado como um
imunossensor eletroquimico para a determinacao ultrassensivel de IL-6 com base em uma
estratégia sem rétulo usando uma solucao de sonda redox. O eletrodo foi modificado com o
biofilme contendo genipina como reticulador verde para a imobilizagdo do anti-IL-6. Por
voltametria ciclica e impedancia eletroquimica foi possivel observar um aumento das correntes
de pico redox e uma diminuic¢do da resisténcia de transferéncia de carga, sugerindo o sucesso
da imobilizacdo do anticorpo na superficie do eletrodo. O sensor proposto apresentou grande
seletividade e sensibilidade apresentando um limite de detecgdo de 0,03 pg mL'. A
quantificagdo do analito em diferentes amostras de soro séptico apresentou valores de IL-6
proximos ao método padrao ELISA, indicando a elevada precisdo do novo método. Apesar das
tecnologias avancgadas apresentadas aqui, melhorias importantes podem ser aplicadas no futuro,
com o objetivo de estudar o comportamento deste imunossensor eletroquimico em diferentes
amostras. Além disso, outros protocolos podem ser explorados usando genipina para o
desenvolvimento de tecnologias de imunossensor visando a deteccao de citocinas. A partir desta
perspectiva, esta metodologia inovadora de imobilizagdo pode ser futuramente aplicada para
anexar multiplos elementos de reconhecimento para o desenvolvimento de imunossensores

eletroquimicos para a analise simultanea de biomarcadores.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho, novos materiais bioinspirados a base de quitosana foram
propostos, estudando a sua funcionalidade e propriedades para aplicagdes eletroanaliticas
voltadas ao monitoramento ambiental e diagndstico clinico. Nesse sentido, foi possivel explorar
a versatilidade da biomolécula através de pardmetros como: 1) facilidade de formacao de filmes
e hidrogéis, 2) imobilizacdo de biorreceptores, 3) estabilizagdo e recobrimento de
nanoparticulas. Todas essas funcionalidades permitiram o design aprimorado de interfaces
eletroquimicas a partir das interacdes planejadas na interface eletrodo/solucao.

No primeiro capitulo, propos-se o uso da quitosana como estabilizante de
nanoparticulas de platina para a deteccdo simultanea de herbicidas. A partir do método
proposto, alcangou-se alta seletividade, repetibilidade e baixos limites de deteccao, na faixa de
ug L', Esses resultados apresentam a potencial aplica¢do da quitosana no desenvolvimento de
novos eletrodos modificados com materiais hibridos bioinorganicos nanoestruturados. Nesse
contexto, a quitosa apresenta um papel fundamental como agente duplo, aumentando a
estabilidade das nanoparticulas metalicas e aderéncia na formacao de filmes.

No segundo capitulo, propds-se um novo material hibrido a base de nanoparticulas de
ferrita de manganés recobertas com quitosana. Esse material foi aplicado na construcao de
eletrodos modificados para a determinagdo de bifenox em niveis nanomolares. A
funcionalidade da quitosana foi explorada com o objetivo de aumentar a estabilidade das
nanoparticulas magnéticas e, aumentar a homogeneidade de dispersdo das particulas em meio
aquoso. Além disso, foi possivel alcancar alta sensibilidade, atribuida a interagdo planejada dos
grupos NH** com o analito de interesse. Através da abordagem proposta foi possivel explorar
uma nova funcionalidade da quitosana no desenvolvimento de sensores eletroquimicos.

Por fim, no terceiro capitulo explorou-se o uso de sistemas combinados de quitosana
e genipina para a imobilizagdo de anticorpos na superficie de eletrodos modificados. Nesse
sentido, buscou-se explorar a alta funcionalidade dos grupos NH> e biocompatibilidade de
suportes a base quitosana/genipina. Esses pontos contribuiram para a imobilizagdo efetiva do
anticorpo e, consequentemente, para o eficiente desempenho analitico do imunossensor

proposto.
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