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Ativacbes quimicas e eletroquimicas sdo promissoras para aprimorar o desempenho
eletroquimico de eletrodos impressos em 3D. Diante disso, diferentes pos-tratamentos de
superficie de eletrodos de &cido polilético e negro de fumo foram avaliados neste estudo.
Dados da caracterizagdo eletroquimica foram analisados por ANOVA e teste de Tukey.
Os resultados indicaram que o tratamento quimico com NaOH, seguido ou ndo de
eletroquimico em NaOH ou PBS, fornece o melhor desempenho. Um planejamento
fatorial 32 foi conduzido para otimizar a concentracdo de NaOH e o tempo do tratamento
escolhido, confirmando o potencial da ativacdo com NaOH 3 mol L por 30 minutos.
Esse tratamento resultou em uma resisténcia a transferéncia de carga de 2,80 = 0,14 kQ,
area eletroativa de 0,714 + 0,019 cm? e constante de transferéncia heterogénea de elétrons
de 1,43.103+ 0,03.103 cm s %, em contraste com 180,30 + 26,23 kQ, 0,356 + 0,024 cm?
e9,06.10* + 0,37.10% cm s para os eletrodos sem tratamento. Nanoparticulas
magnéticas foram sintetizadas e testadas, mas ndo melhoraram a resposta eletroquimica
nas condigdes avaliadas. O eletrodo otimizado foi avaliado na deteccdo de glifosato e
fipronil. Enquanto o biossensor eletroquimico baseado na inibigdo da fosfatase acida ndo
detectou o glifosato, 0 sensor foi capaz de detectar o fipronil, com melhor resposta em
pH 10. Os resultados contribuem para o avango em pesquisas na area e ampliam a
aplicacdo desses dispositivos na deteccdo de contaminantes ambientais de forma mais

sustentavel.
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Chemical and electrochemical activations are promising for enhancing the
electrochemical performance of 3D-printed electrodes. Accordingly, different surface
post-treatments of polylactic acid and carbon black electrodes were evaluated in this
study. Electrochemical characterization data were analyzed using ANOVA and Tukey’s
test. The results indicated that the chemical treatment with NaOH, followed or not by
electrochemical activation in NaOH or PBS, provided the best performance. A 32 factorial
design was conducted to optimize NaOH concentration and treatment time, confirming
the potential of activation with NaOH 3 mol L for 30 minutes. This treatment resulted in
a charge transfer resistance of 2.80 + 0.14 kQ, an electroactive area of 0.714 + 0.019 cm?,
and a heterogeneous electron transfer rate constant of 1.43x10~% + 0.03x10 cm s2, in
contrast to 180.30 + 26.23 kQ, 0.356 + 0.024 cm?, and 9.06x10~* + 0.37x10~* cm s for
untreated electrodes. Magnetic nanoparticles were synthesized and tested but did not
improve the electrochemical response under the evaluated conditions. The optimized
electrode was assessed for glyphosate and fipronil detection. While the electrochemical
biosensor based on acid phosphatase inhibition did not detect glyphosate, the sensor was
able to detect fipronil, with the best response at pH 10. The results contribute to advancing
research in the field and expand the application of these devices in the detection of

environmental contaminants in a more sustainable manner.
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ou da realizacdo das andlises, uma vez que o seu desempenho eletroanalitico é limitado
devido a alta resistividade elétrica do componente ndo condutivo do filamento
(STEFANO et al., 2022). Assim, tratamentos de superficie pds-impresséo, que incluem
imersdo dos eletrodos em diferentes solucdes e solventes, aplicacdo de potenciais
constantes ou variaveis empregando solucdes eletroliticas, procedimentos sem reagentes
(polimento, ativacdo térmicas e uso de fontes de laser e plasma), utilizacdo de enzimas e,
até mesmo, combinagdes de dois ou mais tratamentos, tém sido empregados para
melhorar o desempenho eletroquimico dos eletrodos (ROCHA et al., 2022).

Diante disso, a relevancia no estudo e desenvolvimento de eletrodos impressos em
3D reside tanto na importancia dos sensores e biossensores eletroquimicos para a
deteccdo de diversos analitos quanto na crescente necessidade de desenvolver métodos
de fabricacdo mais eficientes e sustentaveis para esses dispositivos. Este trabalho, ao
explorar as vantagens da impressdo 3D na fabricacdo de sensores e biossensores
eletroquimicos, espera contribuir para o avanco da tecnologia nesse campo e para a

melhoria da deteccdo e monitoramento de analitos relevantes.

1.2 Objetivos

Os propositos desta dissertagdo estdo explicitados a seguir:

1.2.1 Objetivo geral

Comparar diferentes pds-tratamentos de superficie de eletrodos impressos em 3D
por FDM, fabricados com o filamento comercial Protopasta®, composto por acido
polilatico e negro de fumo, e buscar o desenvolvimento de sensores e biossensores
eletroquimicos utilizando o eletrodo com o melhor desempenho ap6s o tratamento
escolhido, que foram avaliados para a deteccdo de glifosato e fipronil, analitos de

relevancia ambiental.

1.2.2 Objetivos especificos
Com o intuito de atingir o propoésito do trabalho, foram estabelecidos objetivos
especificos, que servem como guia para sua realizacao.
1) Definir os parametros de impressdo dos eletrodos impressos em 3D por FDM
com base em uma revisdo da literatura cientifica e na viabilidade

experimental,



2) Propor e avaliar tratamentos quimicos, eletroquimicos e combinados para a
melhoria do desempenho eletroquimico dos eletrodos;

3) Aplicar métodos estatisticos para selecionar o tratamento mais eficaz a partir
da caracterizagéo eletroquimica por voltametria ciclica (cyclic voltammetry —
CV) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (electrochemical
impedance spectroscopy — EIS), assim como realizar ensaios para
determinacdo do angulo de contato e da resisténcia elétrica;

4) Caracterizar o filamento e os eletrodos (tratados e ndo tratados) utilizando
microscopia eletronica de varredura com espectroscopia por energia
dispersiva (MEV-EDS), espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (Fourier transform infrared spectroscopy — FTIR), espectroscopia
Raman e analises térmicas, como termogravimetria (thermogravimetric
analysis — TGA) e andlise dindmico-mecanica (dynamic mechanical analysis
— DMA), a fim de compreender as modificacBes estruturais e quimicas dos
eletrodos produzidos;

5) Implementar um planejamento experimental para otimizar a concentracéo de
reagente e o tempo de tratamento para o método de ativacdo escolhido
(tratamento quimico com hidréxido de s6dio);

6) Avaliar o impacto da incorporacdo de nanoparticulas magnéticas, ja
empregadas na construcdo de biossensores eletroquimicos em diferentes
trabalhos da literatura, no aprimoramento das respostas eletroquimicas do
eletrodo otimizado;

7) Desenvolver um biossensor eletroquimico enzimatico para avaliar a detec¢do
de glifosato e um sensor eletroquimico para estudar a deteccdo de fipronil,

utilizando o eletrodo otimizado pelo planejamento experimental.

1.3 Estrutura da dissertagdo

Esta dissertacdo de mestrado estd organizada em seis capitulos. O capitulo 1
apresenta a introducdo e a motivacdo, contextualizando o estudo e destacando a
importancia da pesquisa, além de expor os objetivos gerais e especificos do trabalho.

No capitulo 2, é feita uma revisdo tedrica e bibliogréfica, abordando os principais
topicos relacionados a pesquisa, como sensores e biossensores eletroquimicos, eletrodos

impressos em 3D, pos-tratamentos de superficie, técnicas de imobilizacdo de



biorreceptores, analitos utilizados neste trabalho e demais conceitos que facilitam a
compreenséo desta dissertacéo.

O capitulo 3 descreve detalhadamente os materiais e métodos empregados neste
estudo, incluindo reagentes, técnicas, ensaios, softwares e equipamentos utilizados.

No capitulo 4, sdo apresentados os resultados dos experimentos, comparando-0s
com trabalhos existentes na literatura.

O capitulo 5 contém as conclusdes do trabalho, juntamente com sugestdes para
futuras investigacoes.

Por fim, no capitulo 6, séo listadas todas as referéncias bibliogréficas utilizadas
na elaboracédo desta dissertacao.

Ao final dos capitulos desta dissertacdo, € possivel encontrar um anexo contendo
informacBes sobre o filamento Protopasta®, empregado neste trabalho, além de
apéndices com materiais de apoio, como fundamentos e conceitos relacionados as
técnicas eletroanaliticas utilizadas, topicos sobre reversibilidade quimica e eletroquimica,
bem como dados adicionais coletados que ndo foram inclusos no corpo do texto. As

referéncias utilizadas nos apéndices também foram inseridas no capitulo 6.



CAPITULO 2
Fundamentacao Teorica e
Revisao de Literatura

2.1 Sensores quimicos, fisicos e biossensores

Um sensor quimico é um dispositivo capaz de fornecer informacdes analiticas
qualitativas ou quantitativas sobre a presenca de substancias em uma amostra,
respondendo seletivamente ao analito por meio de reagdes quimicas (BANICA, 2012;
EGGINS, 2002). Ele desempenha duas fungdes principais: reconhecimento, no qual o
analito interage com o elemento sensor, e transducdo, que converte as alteragOes
resultantes dessa interagdo em uma grandeza fisica mensuravel (BANICA, 2012). Por
outro lado, sensores fisicos sdo dispositivos projetados para medir grandezas fisicas,
como temperatura, forca, pressdo, velocidade, eletricidade e comprimento, por exemplo
(BANICA, 2012; EGGINS, 2002). Ja biossensores sdo sensores quimicos cujo
reconhecimento baseia-se em mecanismos bioldgicos ou bioquimicos, podendo incluir,
até mesmo, materiais sintéticos biomiméticos, desenvolvidos para imitar 0os materiais
bioldgicos em suas fungdes (BANICA, 2012).

2.1.1 Classificacdo dos sensores quimicos e biossensores

Os sensores quimicos e biossensores podem ser categorizados com base no tipo
de transducdo de sinal fisico-quimico empregado, no mecanismo de interagdo entre a
molécula imobilizada e o analito e no componente biolégico utilizado como receptor
(AMARAL et al., 2023; CURULLLI, 2021; MONOSIK et al., 2012).

O transdutor é uma ferramenta analitica que gera um sinal de saida com uma
relacdo definida em relacdo a entrada, desempenhando um papel fundamental no processo
de deteccdo dos sensores quimicos e biossensores (AMARAL et al., 2023; MONOSIK et
al., 2012). De acordo com o0 método de transdugdo, 0s sensores quimicos e biossensores
podem ser classificados em eletroquimicos (movimento e difusdo de ions, gerando
diferengas de potencial e correntes elétricas, que sdo medidas), sendo subdivididos em
amperométricos, voltamétricos, potenciométricos, condutimétricos e impedimétricos;
opticos (alteracbes na luz observada e/ou emitida por um sistema reacional);

piezoelétricos (alteracdo de massa, ondas e acustica); calorimétrico ou termométrico



(exploracao das caracteristicas das reacdes exotérmicas ou endotérmicas, utilizando o
transdutor para converter energia térmica em sinal elétrico); e elétrico (condutividade da
superficie ou do eletrolito) (AMARAL et al., 2023; CAMMANN et al., 1991; VASAN
etal., 2013).

Nos biossensores, 0s biorreceptores geralmente sdo espécies ancoradas na
superficie dos transdutores que se ligam especificamente a analitos-alvo. Incluem
enzimas, antigenos e anticorpos, micro-organismos, células pequenas e acidos nucleicos,
por exemplo (CURULLLI, 2021). Os biossensores podem ainda ser classificados de acordo
com o mecanismo de interacdo entre a molécula imobilizada e o analito em biocataliticos
ou de bioafinidade (AMARAL et al., 2023; VASAN et al., 2013). Os dispositivos
biocataliticos incorporam enzimas, células inteiras (bactérias, fungos, células, leveduras)
ou fatias de tecido vegetais ou animais que reconhecem o analito-alvo e produzem
espeécies eletroativas. Por outro lado, os biossensores de afinidade dependem de uma
interacdo seletiva entre o analito e um componente bioldgico, como anticorpos, &cidos
nucleicos ou quimiorreceptores (AMARAL et al., 2023; CURULLI, 2021).

Em relacdo aos biorreceptores imobilizados na superficie do transdutor, os
biossensores podem também ser classificados em:

e Biossensores enzimaticos: utilizam enzimas que sdo especificas para moléculas-alvo
e catalisam a formacdo do produto, que é entdo medido por meio de um dos
transdutores mencionados (MONOSIK et al., 2012).

e Imunossensores: sdo biossensores baseados em anticorpos e antigenos. A interacéo
entre 0 antigeno (Ag) e o anticorpo especifico (Ac) ocorre de forma semelhante a uma
chave que se encaixa em uma fechadura, onde o antigeno se liga ao anticorpo apenas
se possuir a conformacao correta (AMARAL et al., 2023).

e Genossensores: sdo baseados em DNA, RNA e acidos nucleicos peptidicos e
reconhecidos por sua alta sensibilidade e seletividade, atribuidas a forte afinidade dos
pares de bases complementares entre secOes alinhadas de cadeias nucleotidicas
(KAUR et al., 2018; MONOSIK et al., 2012). A deteccéo eletroquimica da formagéo
do duplex entre as fitas utiliza sinais eletroquimicos provenientes da atividade dos
acidos nucleicos, marcadores eletroativos como nanoparticulas, ou mudangas em
propriedades do DNA relacionadas a estrutura que ocorrem durante a hibridagéo
(KAUR et al., 2018; WANG et al., 2024).









Tabela 1. Resumo das diferentes técnicas usadas em sensores e biossensores
eletroquimicos.

Técnicas

Funcionamento Referéncias

Medem a diferenca de potencial gerada
através de uma membrana permedvel

S separando duas solucdes, com corrente
Potenciométricas

(AMARAL et al.,
quase nula. Os eletrodos de pH e 0s 2023; MONOSIK
. . . etal., 2012)
eletrodos seletivos de ions e gas sdo 0s
dispositivos mais comuns.
Medem a corrente elétrica resultante de
processos redox de espécies eletroativas,
durante a transferéncia de elétrons entre o
analitoe o tr,ansdgtor. Esse processo (AMARAL etal.,
geralmente é realizado mantendo um )
o . 2023; JESSY
Amperometricas potencial constante em um eletrodo de
N MERCY et al.,
trabalho em relagdo a um eletrodo de
. ) 2024)
referéncia. A corrente gerada esta
diretamente relacionada a concentragdo da
espécie eletroativa ou a sua taxa de
produgéo/consumo.

Medgm a~corren_te gerada em fur_u;ao da (JESSY MERCY et
aplicacéo de diferentes potencias ao
eletrodo, que pode ser usada para
Voltamétricas

al., 2024;
detectar/quantificar oanalito-alvo. KIM'\ZAOEIIE)H al,
Destacam-se pela alta sensibilidade,
resposta rapida e capacidade de detectar
diversos analitos a0 mesmo tempo.

Medem a conduténcia elétrica, detectando
alteracGes na concentragdo ionica de um
analito, o que leva a mudancas na
condutividade da solucéo ou no fluxo de (AMARAL et al.,
corrente. N&o requerem eletrodo de 2023;
referéncia, operam com voltagem alternada  ~ GRIESHABER et
de baixa amplitude e sdo insensiveis a luz, al., 2008)
mas apresentam limitagBes como
sensibilidade & temperatura, instabilidade e
restricbes em amostras nao diluidas.

Condutimétricas

Medem a impedancia, Z(w), do sistema em
estado de equilibrio. A técnica envolve a
aplicacdo de uma diferenca de potencial
alternada, E(t), no eletrodo de trabalho,ea  (AMARAL et al.,
resposta € uma corrente elétrica alternada, 2023; JESSY
I(t). A relacéo entre E(t) e I(t) é o que MERCY et al.,
define a impedancia Z(w) do sistema. As 2024)
medicdes sdo realizadas com o uso de um
potenciostato ou galvanostato, em uma
célula eletroquimica de trés eletrodos.

Impedimétricas

Em biossensores, 0 elemento de biorreconhecimento é fixado ao transdutor por
diversas técnicas de imobilizacéo, que diferem em complexidade, estabilidade e custo na
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No aprisionamento em matriz, biomoléculas sdo oclusas em polimeros como
poliacrilamida, amido, alginato, pectato, &lcool polivinilico, cloreto de polivinila,
policarbonato, celulose acetato e silica gel, permitindo a passagem de substratos e
produtos sem necessidade de modificacdo quimica, embora possam ocorrer perdas de
atividade bioldgica devido a fragilidade das interacdes (AMARAL et al., 2023;
MONOSIK et al., 2012; VERMA e BHARDWAJ, 2015).

As ligacGes cruzadas utilizam agentes bifuncionais, como glutaraldeido, glioxal
ou hexametilenodiamina, para conectar enzimas entre si, formando agregados
enzimaticos estaveis, com ou sem a presenca de uma proteina inerte, como a albumina de
soro bovino (bovine serum albumin — BSA). E um método com menor chance de redugéo
da atividade biolégica do componente bioldgico, porém com custo elevado e risco de
toxicidade (AMARAL et al., 2023; MONOSIK et al., 2012; SASSOLAS et al., 2012;
VERMA e BHARDWAJ, 2015).

O encapsulamento emprega redes poliméricas porosas, como bicamadas lipidicas
ou redes poliméricas de Oxido de silicio (SiOz), conferindo boa estabilidade, mas com
desafios na obtencdo de poros reprodutiveis (AMARAL et al., 2023; MONOSIK et al.,
2012).

A afinidade baseia-se em interacGes bioespecificas, como biotina-avidina, entre
suportes ativados e grupos da sequéncia proteica. Promove uma imobilizacdo orientada,
mas requer a presenca de grupos especificos na enzima utilizada (SASSOLAS et al.,
2012).

Por fim, a ligacéo ibnica utiliza interagdes eletrostaticas entre biomoléculas e
suportes carregados, permitindo uma imobilizacdo reversivel por ajuste de for¢a ibnica
ou temperatura, embora possa distorcer a estrutura enzimatica e comprometer a eficiéncia
catalitica (MAGHRABY et al., 2023).

A utilizacdo de nanomateriais, geralmente definidos como materiais com pelo
menos uma de suas dimensdes entre 1 e 100 nm, tem demonstrado grande potencial em
sensores e biossensores eletroquimicos, promovendo avangos significativos em
sensibilidade e desempenho. Isso se deve as propriedades aprimoradas desses materiais,
incluindo caracteristicas elétricas, eletroquimicas, dpticas e magnéticas (KATEY et al.,
2023, PUTZBACH e RONKAINEN, 2013). Esses materiais podem ser empregados tanto
como elementos estruturais dos sensores quanto componentes funcionais,
desempenhando papéis cruciais nos processos de reconhecimento e transducao do sinal
(BANICA, 2012).
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selecionar filamentos adequados e implementar estratégias para otimizar suas

propriedades eletroquimicas.

/ | Criagio do modelo B TS I
| virtual 3D : |
) S — BEREEY e e g —— e
Célula de
etk 7 N | espectroeletroquimica
| Concepgao | Impressiao
| deideias |, W N / (Il @ ———-—-— ! o
________ P
Eletrodos

Figura 7. Passos no processo de impressao 3D em eletroquimica: 1) O primeiro passo é marcado pela
concepcdo das ideias; 2) O préximo passo esté relacionado a criagdo do modelo virtual 3D da pega; 3)
Este passo é caracterizado pela impressdo 3D da peca projetada (neste exemplo, pela técnica de
modelagem por deposicdo fundida); 4) O altimo passo diz respeito as inimeras possibilidades que
existem na utilizacdo da impressdo 3D em eletroquimica.

Fonte: Adaptado de Pereira et al. (2022).

E interessante destacar que os parametros de impressdo, por si sos, exercem
influéncia no desempenho eletroquimico de eletrodos impressos em 3D (ABDALLA et
al., 2020; ROCHA et al., 2022; RODRIGUES et al., 2025). Neste trabalho de dissertacao,
a escolha dos parametros dos eletrodos produzidos foi realizada por meio de uma triagem
fortemente influenciada pelos trabalhos de Rocha et al. (2022) e Abdalla et al. (2020). Os
autores avaliaram a influéncia de diferentes parametros de impressao no desempenho de
eletrodos impressos em 3D ndo tratados, fabricados com o filamento comercial
Protopasta®, tambem utilizado no presente estudo. Para a densidade de enchimento
(quantidade de material que preenche o interior de uma peca impressa) de 100% e o
multiplicador de extrusdo (parametro que ajusta a taxa em que o filamento ¢é alimentado)
de 1,1, os autores verificaram que menores espessuras de camada, menores velocidades
de impresséo e dois percursos de perimetro externo (linhas individuais ao redor de uma

impressdo) fornecem os eletrodos com melhor desempenho eletroquimico.
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2.4.1 Técnicas de impressao 3D
A selecédo da técnica de fabricagdo envolve a consideracdo de diversos aspectos,
como o0s materiais utilizados, a velocidade do processo, a resolucao alcangada, os custos

envolvidos e o desempenho esperado dos produtos finais (WANG et al., 2017).

Dependendo do mecanismo de ligacdo dos materiais durante a impressao e dos tipos de

materiais compativeis, as tecnologias de impressdo 3D podem ser categorizadas em

diferentes formas:

¢ Jato de Aglutinante (Binder Jetting — BJ): essa técnica consiste na aplicacao controlada
de um ligante/adesivo liquido sobre camadas de pd, geralmente compostas de materiais
ceramicos ou metalicos, promovendo sua unido camada por camada (LEE et al., 2017,
SIDDIQUI et al., 2023).

e Deposicdo de Energia Direcionada (Direct Energy Deposition — DED): esse grupo
inclui métodos como Conformacéo Préxima ao Formato Final (Laser Engineered Net
Shaping — LENS) e Deposicdo Direta de Metal (Direct Metal Deposition — DMD)
(MAJUMDAR et al., 2021). Trata-se de uma abordagem de manufatura aditiva que
utiliza uma fonte de calor concentrada, geralmente um laser, para fundir e consolidar
materiais metalicos ou compositos, seja na forma de pé ou arame, a medida que séo
depositados (PUTRI et al., 2024).

e Extrusdo de Material (Material Extrusion — ME): envolve a extrusdo de material por
um bocal aquecido, depositando-o0 camada por camada em uma plataforma ou
superficie (LEE et al., 2017). Entre as técnicas desse tipo, destacam-se a Fabricacao
de Filamento Fundido (Fused Filament Fabrication — FFF), também conhecida como
Modelagem por Deposi¢do Fundida (Fused Deposition Modeling — FDM), e a Escrita
com Tinta Direta (Robocasting ou Direct Ink Writing — DIW) (SIDDIQUI et al., 2023).
No caso da FDM, sdo utilizados filamentos de polimeros termoplasticos e compositos
enriquecidos com materiais condutores, como nanoparticulas metélicas e materiais
carbonéceos, incorporados a matriz termoplastica (MUNOZ e PUMERA, 2020a;
OSMAN e LU, 2023). Ja a técnica DIW emprega uma ampla variedade de materiais,
incluindo suspensdes coloidais, géis, polimeros, ceramicas, ligas metalicas e ceras, que
podem conter nanoparticulas, surfactantes, precursores organicos, entre outros
componentes (PUTRI et al., 2024, WEI et al., 2017).

e Jateamento de Material (Material Jetting — MJ): técnicas como Modelagem por Jato
de Polimero (Polyjet Modeling — PJM) e Modelagem por Multiplos Jatos (Multi-Jet
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Modeling — MJM) fazem parte dessa abordagem de impresséo 3D (SIDDIQUI et al.,
2023). Nesse método, goticulas de materiais, como fotopolimeros e ceras, sdo
depositadas e solidificadas por meio de exposi¢do a luz ultravioleta (UV), utilizando
o principio da fotopolimerizacdo (ELHADAD et al., 2023).

Fuséo de Leito em P6 (Power Bed Fusion — PBF): esse método de manufatura aditiva
emprega um feixe de laser para fundir particulas de p6 e formar objetos
tridimensionais (MANZANARES PALENZUELA e PUMERA, 2018). Entre as
técnicas disponiveis, destacam-se a Sinterizacdo Seletiva a Laser (Selective Laser
Sintering — SLS), que utiliza materiais como polimeros, cerdmicas, metais e
compositos (CHAUDHARY et al., 2023; PUTRI et al., 2024); a Fusdo Seletiva a
Laser (Selective Laser Melting — SLM), amplamente aplicada com metais, ceramicas
e compositos como matérias-primas principais (CHEN et al., 2023; DOS SANTOS et
al., 2019); e a Fusdo por Feixe de Elétrons (Electron Beam Melting — EBM), que
emprega metais na criacdo das estruturas impressas (AWAD et al., 2021; DONG et
al., 2024).

Laminacéo de Folha (Sheet Lamination — SL): consiste na sobreposicdo de folhas de
materiais, como metal, papel, ceramicas, polimeros ou compdsitos, que sdo unidas pelo
uso de feixes de laser, com aplicacdo de adesivos para ligar duas camadas sucessivas,
criando o objeto tridimensional final (ELHADAD et al., 2023; PUTRI et al., 2024).
Técnicas como Manufatura Laminar de Objetos (Laminated Object Manufacturing —
LOM) e Deposicdo Seletiva de Laminados (Selective Deposition Lamination — SDL)
exemplificam essa abordagem (LIM et al., 2023).

Fotopolimerizagdo em Cuba (VAT Photopolymerization — VPP): utiliza um
fotopolimero liquido que é curado camada por camada através de polimerizacdo
induzida por luz UV em uma cuba (PUTRI et al., 2024). Entre 0s processos associados
a essa técnica estdo a Estereolitografia (Stereolithography — SLA), que utiliza resinas
fotocuraveis como epoxi e acrilato, além de fotopolimeros contendo ceramicas e
nanocompositos (LUBE et al., 2023; MANAPAT et al., 2017; WANG et al., 2017); o
Processamento Digital de Luz (Digital Light Processing — DLP), que emprega resinas
sensiveis a luz como acrilatos, fotopolimeros com ceramicas, metais e outros
compositos (AL RASHID et al., 2021; DOS SANTOS et al., 2022); e a Polimerizagao
Continua Liquida (Continuous Liquid Polymerization — CLIP), que também utiliza
resinas fotocuraveis para a formacao de estruturas (AL RASHID et al., 2021; PUTRI
et al., 2024).
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Para exemplificar a importancia dos pos-tratamentos de superficie no
aprimoramento do desempenho eletroquimico dos eletrodos impressos em 3D, o trabalho
de Kalinke e colaboradores (2020) apresentou a resposta eletroquimica de eletrodos de
G/PLA antes e ap0s ativagdes quimicas e eletroquimicas, na presenca de 1,0 mmol L™ de
dopamina, além de graficos de Nyquist obtidos para os eletrodos em 5,0 mmol L™ de
[Ru(NH3)s]Clz como sonda eletroquimica. Os tratamentos revelaram um papel crucial no
aprimoramento dos eletrodos impressos fabricados em 3D ao aumentarem as correntes de
pico, verificadas nos dados de voltametria ciclica, e reduzirem a resisténcia a
transferéncia de carga, obtida por meio da andlise do semicirculo nos dados de
espectroscopia de impedancia eletroquimica, sugerindo que as ativacdes facilitam a
cinética de reacdo eletroquimica. Essas melhorias levam a um aumento significativo na
constante de transferéncia heterogénea de elétrons e na area eletroativa, fatores essenciais
para melhorar a sensibilidade e a resposta analitica dos sensores e biossensores
eletroquimicos (KALINKE et al., 2020).

Fundamentos e conceitos relacionados as técnicas eletroanaliticas utilizadas nesta
dissertacdo, bem como o processo de obtencdo e de andlise das varidveis mencionadas,

podem ser conferidos no Apéndice A.

2.5.1 Tratamentos quimicos

A imersdo em dimetilformamida (DMF) tem sido amplamente adotada como um
método para ativar eletrodos impressos em 3D fabricados com filamentos de PLA. Essa
abordagem tem sido analisada em diferentes periodos de tempo por diversos estudos
(KUMAR et al., 2020; MANZANARES PALENZUELA et al., 2018; SILVA et al.,
2020; WANG et al., 2021). No entanto, o DMF é um solvente organico que pode ser
absorvido pela pele, resultando em efeitos adversos a satde, incluindo toxicidade hepatica
(WIRTH et al., 2019). Por isso, pesquisadores tém buscado alternativas mais seguras,
investigando novos solventes e combinando tratamentos para ativagdo desses eletrodos
(GUSMAO et al., 2019; KALINKE et al., 2020; KWACZYNSKI et al., 2023).

Gusméo e colaboradores (2019), por exemplo, avaliaram o efeito da imerséo de
eletrodos de G/PLA impressos em 3D em agua deionizada (DI), metanol, etanol, acetona
e DMF por 7 minutos. Os resultados mostraram que solventes polares apréticos, como
DMF e acetona, sdo mais eficazes na ativacdo em comparacdo com solventes polares
proticos, como agua DI, metanol e etanol. Embora os eletrodos ativados com DMF e

caracterizados eletroquimicamente em Fe(CN)s*/* tenham apresentado os picos de
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Figura 12. Mecanismo de hidrélise do PLA em (a) ambiente &cido e (b) ambiente alcalino.
A hidrolise alcalina também é chamada de saponificacao.
Fonte: Adaptado de Koterwa et al. (2022).

2.5.2 Tratamentos eletroquimicos

Os tratamentos eletroquimicos esfoliam a superficie e promovem o surgimento de
novos grupos funcionais, aumentando, assim, a atividade eletroquimica dos eletrodos
impressos em 3D (KALINKE et al., 2020, MARRA et al., 2024). Na literatura, diversos
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tratamentos eletroquimicos para eletrodos impressos em 3D s&o empregados, incluindo a
aplicacéo de potenciais constantes (BROWNE et al., 2018; DOS SANTOS et al., 2019;
KATIC et al., 2019; MUNOZ e PUMERA, 2021) ou varreduras dentro de uma faixa de
potencial pré-definida (ATES e BARAN AYDIN, 2023; CONTRERAS-NARANJO et
al., 2021; KOTERWA et al., 2022). Também € possivel encontrar estudos que combinam
essas duas abordagens (KALINKE et al., 2021; WROBEL VON ZUBEN et al., 2023).

Tampdéo fosfato, incluindo tampéo fosfato-salino (phosphate buffered saline —
PBS) (BROWNE et al., 2018; KALINKE et al., 2021; MUNOZ et al., 2023), e solucdes
alcalinas (ATES e BARAN AYDIN, 2023; MCDONAGH et al., 2023; RICHTER et al.,
2019) estéo entre os eletrdlitos geralmente utilizados nesses tratamentos.

Richter et al. (2019) mostraram como o tratamento eletroquimico envolvendo a
aplicacdo de um potencial constante de +1,4 V seguido de —1,0 V, ambos por 200
segundos, em solugdo de NaOH 0,5 mol L%, contribuiu para o aumento das correntes de
pico dos eletrodos de CB/PLA fabricados em 3D para a deteccdo de 1 mmol L™ de 4cido
ascorbico, &cido drico, dopamina e do par redox Fe(CN)es*"*, verificado por meio dos
voltamogramas ciclicos obtidos. Novamente, os resultados evidenciaram a relevancia dos

métodos de ativacdo para o aprimoramento de eletrodos impressos em 3D.

2.5.3 Tratamentos quimicos e eletroquimicos combinados

Na tentativa de aprimorar o desempenho dos eletrodos impressos em 3D, a
combinacdo de tratamentos quimicos e eletroquimicos também é investigada (KALINKE
et al., 2020; MUNOZ et al., 2023; REDONDO et al., 2021; WROBEL VON ZUBEN et
al., 2023; RODRIGUES et al., 2025).

Kalinke et al. (2020) realizaram uma comparacdo entre diferentes métodos de
ativacdo de eletrodos de G/PLA impressos em 3D, incluindo os seguintes tratamentos:
mecanico (polimento), quimicos (DMF, NaOH 1,0 mol L™, HNO3 7,9 mmol L™* e H,SO4
0,5 mol L%, por periodos variados), eletroquimico (potencial constante de +1,8 V por 15
minutos em PBS 0,1 mol L™ (pH 7,4), seguido de um ciclo de voltametria ciclica de 0,0
a—1,8 Va50mV s?), e suas combinagdes. O melhor desempenho na deteccdo de
dopamina foi obtido com eletrodos tratados com NaOH por 30 minutos, seguido de
ativacdo eletroquimica. O sensor desenvolvido apresentou baixos limites de deteccdo para
dopamina, elevada sensibilidade, ampla faixa linear e interessantes resultados de
repetibilidade e reprodutibilidade, além de eficacia na analise de dopamina em amostras
bioldgicas (KALINKE et al., 2020).
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Tabela 3. Tratamentos quimicos, eletroquimicos e combinados de eletrodos impressos em

3D a partir de filamentos de PLA contendo materiais carbonéceos presentes na literatura.

Filamento

Método de Ativacédo

Referéncias

G/PLA

G/PLA

G/PLA
CB/PLA

G/PLA

G/PLA

G/PLA

CB/PLA

G/PLA

CNT/PLA

G/PLA

G/PLA

CB/PLA

CB/PLA

G/PLA
CNF/PLA

G/PLA

G/PLA

G/PLA

DMF por 10 min

Agua DI, metanol, etanol, acetona ou DMF por 7 min

NaOH 4 mol L por 24 h, DMF por 10 min ou ativagdo
por eletrdlise da 4gua, usando uma bateria de 9 V

DMF por4h

DMF seguido por HNO3 1,0 mol L™ e NaBH,
0,15 mol L%, respectivamente, por 15 min em cada solugdo

DMF por3h

Acetona, diclorometano, dicloroetano, acetonitrila ou
tetraidrofurano por 20's,40's, 60 s, 120 s, 300 s, 600 s,
1200s, 1800 s e 3600 s

+1,8 V por 15 min seguido de —1,8 V por
50 s em PBS 0,1 mol L™ (pH 7,4)

+1,8 V por 15 min ou CV (50 mV s™*) nos intervalos de
00a-10Vv,00a-1,2V,0,0a-14V,00a-16Ve0,0a
-1,8 V (1 ciclo), ambos em PBS 0,1 mol L™* (pH 7,4)

+1,4 V seguido de —1,0 V, ambos por 200 s,
em NaOH 0,5 mol L™

Polarizago potenciodindmica (50 mV s™*) no intervalo
de—1,4a+1,2VemHCI1,0mol L *ouNaOH 1,0 mol L™
(10 ciclos de polarizagéo)

CV (100 mV s™) no intervalo de 0,0a -3,0 V
em KOH 1,0 mol L™ (50 ciclos)

+15V,+2,0Vou+25VemPBS
DMF por 10 min (pH 7,2) por50°s, 100 s,
1505,200s€e250s

DMF por 5, 10 e 20 min;

NaOH 1,0 mol L™ por
30, 60 e 180 min;
HNO3 7,9 mmol L2 por
30, 60 e 180 min ou
H,S0, 0,5 mol L™ por
30, 60 e 180 min

NaOH 3,0 mol L™ por
30 min

+1,8 V por 15 min seguido de CV
(50 mV s™) no intervalo de 0,0 a
—-1,8 V (1 ciclo), ambos em tampédo
fosfato 0,1 mol L!
(pH 7,4)

+1,8 V por 15 min seguido de CV

(50 mV s™) no intervalo de 0,0 a

—-1,8 V (1 ciclo), ambos em PBS
0,1 mol L™t (pH 7,4)
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eletrodos impressos em 3D para o desenvolvimento de sensores e biossensores
eletroquimicos. Nesse contexto, este trabalho propde e compara, de maneira
estatisticamente fundamentada, diferentes tratamentos para a escolha do eletrodo a ser
empregado na deteccao dos analitos, contribuindo para o avanco da tecnologia no campo
de sensores e biossensores eletroquimicos impressos em 3D, auxiliando no
desenvolvimento de formas eficientes e ecoldgicas para fabricacdo desses dispositivos e
tentando preencher essa lacuna na pesquisa.

2.6 Aplicacdo ambiental de sensores e biossensores eletroquimicos

A deteccdo e 0 monitoramento de poluentes ambientais sdo essenciais para avaliar
os impactos de substancias potencialmente toxicas sobre a salde humana, a fauna e a
flora. Métodos tradicionais, como cromatografia liquida de alta eficiéncia (high
performance liquid chromatography — HPLC), cromatografia gasosa (gas
chromatography — GC) e espectrometria de massa por plasma acoplado indutivamente
(inductively coupled plasma mass spectrometry — ICP-MS), sdo amplamente utilizados
devido a sua elevada sensibilidade e precisdo. No entanto, esses métodos apresentam
desafios, incluindo altos custos operacionais, necessidade de equipamentos sofisticados
e pessoal especializado, além de tempo significativo para analise (HUANG et al., 2023;
KHIZAR et al., 2022).

Nesse cenario, sensores e biossensores eletroquimicos emergem como alternativas
promissoras para a deteccdo de poluentes ambientais, como o glifosato e o fipronil
(CONGUR, 2023; EL-AKAAD et al.; 2022, OKUMURA et al., 2016; SANTOS et al.,
2020; SUWANNACHAT et al., 2024). Esses dispositivos oferecem vantagens como
baixo custo, consumo reduzido de energia, portabilidade e viabilidade para
monitoramento in situ em tempo real (HUANG et al., 2023; KHIZAR et al., 2022). Além
disso, a crescente necessidade de tecnologias sustentaveis impulsiona o desenvolvimento
de sensores e biossensores baseados em materiais biodegradaveis (KALINKE et al.,
2024; SIDDIQUI et al., 2023), como o0s eletrodos impressos em 3D feitos de acido
polilatico contendo materiais carbonaceos.

Portanto, a integracdo de sensores e biossensores eletroquimicos na analise
ambiental representa um avanco significativo na deteccéo e monitoramento de poluentes,
contribuindo para a preservagdo ambiental e a mitigacdo de impactos adversos a satde
publica. Diante disso, os eletrodos de CB/PLA impressos em 3D neste trabalho, apds

submetidos ao pos-tratamento de superficie escolhido e otimizado com base na analise
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(GONCALVES et al., 2023). Esses valores refletem a necessidade urgente de métodos
analiticos avancados, seletivos e sensiveis para a deteccdo confiavel de glifosato em
concentragdes reduzidas, assegurando a seguranca ambiental e a satde publica

A determinacdo do glifosato pode ser realizada utilizando biossensores
enzimaticos que se baseiam na inibicdo da atividade de enzimas como peroxidase
(KERGARAVAT et al., 2021), acetilcolinesterase (LIU et al., 2020), fosfatase
(BUTMEE et al., 2021) e tirosinase (SOK e FRAGOSO, 2019). Esses pesticidas podem
formar complexos estaveis com determinadas enzimas devido a semelhanca estrutural
com o substrato, 0 que permite o bloqueio do centro ativo da enzima e a consequente
inibicdo de sua atividade, independentemente da presenga do substrato (MOSTAFA,
2010).

A presenca do glifosato reduz a atividade enzimatica, e essa diminuicdo pode ser
correlacionada com a quantidade de herbicida presente na amostra. Para determinar essa
inibicdo, a atividade enzimatica ao quebrar o substrato € inicialmente medida, registrando
0 valor de sua atividade sem a presenca de glifosato (TEHRI e KUMAR, 2020;
ZAMBRANO-INTRIAGO et al., 2023). Em seguida, a enzima € exposta a diferentes
concentracdes da solucao de pesticida. Apds essa exposicao, a resposta é registrada para
cada concentracdo do pesticida. Para um ensaio em meio liquido, essa reposta pode ser
registrada em termos de absorbancia (Equacao 4) utilizando espectroscopia UV-Vis, em
que A, é a absorbancia do controle negativo (sem glifosato) e A; é a absorbancia da
amostra com o herbicida (WULANDARI et al., 2021). Para a enzima imobilizada em um
eletrodo, a inibicdo enzimatica no biossensor construido pode ser expressa em termos da
corrente obtida ao se utilizar uma técnica eletroanalitica, sendo I, a corrente obtida sem
o herbicida e I, a corrente detectada apds a adicdo de glifosato (Equacdo 5)
(ZAMBRANO-INTRIAGO et al., 2023). A porcentagem de inibicdo (I%) pode, assim,
ser calculada, permitindo a quantificacdo da diminuicdo da atividade da enzima devido a

presenca do herbicida.
1% = @. 100 (Equagdo 4)
0
1% = @ 100 (Equagcdo 5)
0

Sok e Fragoso (2019) desenvolveram um biossensor amperométrico para a
deteccdo de glifosato, baseado na inibicdo da atividade da tirosinase. Para isso, um

eletrodo SPE foi modificado com uma matriz de quitosana (Chi), nanocebolas de carbono
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(CNOs) e tirosinase (TYR), imobilizadas covalentemente por EDC (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida) e NHS (N-hidroxissuccinimida). Os experimentos
foram conduzidos em tampéo PBS a pH 7,0.

A concentracdo 6tima de L-DOPA (3-(3,4-diidroxifenil)-L-alanina), substrato da
tirosinase, foi determinada como 1,4 mM. Diferentes tempos de incubacéo (até 9 minutos)
foram analisados em um gréfico de corrente versus tempo de incubagdo. O tempo de
incubacdo necessario para alcancar a maxima resposta ao glifosato foi 5 minutos.

A relagdo linear para a deteccao de glifosato foi observada até 0,12 pM para ambos
0s biossensores (SPE/Chi/TYR e SPE/Chi/CNO/TYR). Os limites de deteccdo foram
6,5nM (1,1 ug LY) para o eletrodo modificado com CNOs e 12 nM (1,9 ug L 1) para o
eletrodo sem CNOs. A aplicabilidade do biossensor foi avaliada em amostras reais de
agua e solo provenientes de campos de arroz irrigados antes e ap0s a aplicacdo aérea de
glifosato. Os niveis de glifosato detectados pelo biossensor baseado em CNOs foram
comparados aos obtidos por um kit comercial de ELISA, mostrando boa correlacgdo e
eficacia na deteccéo do herbicida em matrizes complexas.

Zambrano-Intriago e seus colaboradores (2023) descreveram o desenvolvimento
de um biossensor eletroquimico enzimatico para a deteccdo de glifosato utilizando um
eletrodo de lapis de grafite (PGE) modificado com polissulfona (PSF), nanotubos de
carbono de paredes multiplas (MWCNT) e enzima peroxidase de raiz-forte (HRP). A
metodologia baseia-se na inibicdo competitiva da atividade da HRP pelo glifosato,
diminuindo a resposta catalitica frente ao peroxido de hidrogénio (H20). Hidroguinona
(HQ) foi utilizada como mediador redox.

Diferentes concentracdes de HRP durante o preparo foram avaliadas. O biossensor
preparado com 100 U/mL apresentou a melhor sensibilidade, enquanto concentracdes
mais altas resultaram em superpopulacdo enzimatica, reduzindo a eficiéncia de
transferéncia eletrénica. O efeito do pH foi estudado utilizando tampé&o PBS com pHs
variando entre 5,8 e 7,4. O melhor desempenho foi observado em pH 6, 6timo para a
atividade da peroxidase. A concentragdo de HQ na solucdo foi ajustada, e os autores
observaram um aumento logaritmico da sensibilidade até cerca de 0,25 mmol L™ de HQ,
apo6s o qual a sensibilidade se manteve constante. Assim, para alcangar a méxima
sensibilidade do biossensor, optou-se por utilizar a concentragdo de 0,5 mmol L™ de HQ
nos testes finais de deteccéo.

Nesse estudo, a concentragdo de 0,075 mmol L' de H202, proxima ao valor da

constante de Michaelis-Menten (Km, concentragdo de substrato em que a velocidade da
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reacao enzimatica é a metade da sua velocidade méaxima), foi escolhida para otimizar a
sensibilidade do biossensor. Os autores verificaram que o mecanismo de inibicdo é
competitivo e discutiram que concentracdes elevadas do substrato permitem que o
substrato se ligue ao centro ativo da enzima, deslocando o inibidor, fazendo com que seu
efeito fosse reduzido ou até mascarado. Antes das medidas amperomeétricas, o biossensor
foi incubado com diferentes concentragdes de glifosato por 5 minutos.

O biossensor demonstrou uma faixa linear de deteccéo para glifosato entre 0,1 e
10 mg L, com um limite de deteccio de 0,025 mg L (25 ppb) e limite de quantificagio
de 0,084 mg L. O biossensor apresentou seletividade adequada contra outros pesticidas
e interferentes, como acidos organicos e sais inorganicos, e a estabilidade foi mantida por
até 10 dias de uso continuo.

Butmee et al. (2021) desenvolveram um eletrodo screen-printed modificado com
nanoparticulas de prata (AgNPs) e 6xido de grafeno reduzido eletroquimicamente (ErGO)
para a deteccdo de glifosato através da inibicdo da fosfatase &cida (acid phosphatase —
ACP), que foi imobilizada por meio de ligagdes cruzadas com glutaraldeido. Essa enzima
realiza a hidrélise do substrato fenilfostato dissddico, gerando fenol e acido fosforico. O
fenol formado € posteriormente oxidado, o que torna possivel a sua detec¢do por meio de
transdutores eletroquimicos. A inibicdo da ACP é avaliada pela redugdo na corrente de
oxidacdo do fenol, causada pelo grupo fosférico presente na estrutura do glifosato, que
age como um inibidor competitivo, reduzindo a atividade da enzima (BUTMEE et al.,
2021).

Para otimizar as condi¢Oes experimentais do biossensor enzimético, Varios
parametros foram avaliados utilizando 0,2 ug mL ~* de glifosato. O potencial aplicado
pela técnica de cronoamperometria demonstrou ser um fator crucial para a sensibilidade
do biossensor. Um potencial de +0,4 V foi selecionado como ideal, evitando reacdes de
co-oxidacgdo de outras espécies quimicas presentes na amostra.

A quantidade de ErGO e AgNPs depositada no eletrodo, bem como a
concentracéo da enzima ACP no biossensor, foram avaliadas. Para a enzima, observou-
se um aumento acentuado na resposta até 0,09 U cm 2. Apds essa concentracio, a resposta
permaneceu estavel devido a saturagio da superficie modificada. Assim, 0,15 U cm2 foi
determinado como a concentragdo 6tima de enzima.

Apos, a concentragdo de substrato e a influéncia do pH na atividade enzimatica
também foram investigadas. A resposta de inibicdo aumentou com concentragdes

crescentes de substrato, atingindo um maximo em 20 g L (~78,7 mmol L™?), sendo a
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concentragdo escolhida como ideal para o substrato. Tampao acetato foi avaliado em uma
faixa de pH de 3,0 a 8,0. O maior nivel de atividade foi registrado em pH 7,0, sendo o
escolhido para realizar as medicGes enzimaticas indiretas para determinagéo de glifosato.

A inibicdo competitiva foi confirmada por meio do aumento do valor de Kwm (3,79
mM para 4,72 mM na presenca de glifosato), enquanto Vmax permaneceu praticamente
constante. O biossensor apresentou duas faixas lineares de detecgédo para glifosato: de
0,0520,5 ugmL e de0,5a22,0 ug mL™, com limite de deteccdo de 0,015 pg mL? e
limite de quantificagio de 0,045 pg mL™2.

O biossensor demonstrou boa seletividade, estabilidade de até 5 dias, e
reprodutibilidade, com desvio padréo relativo inferior a 5,5%. A anlise de amostras reais
de &gua e solo contaminados com glifosato revelou taxas de recuperagdo entre 95,6% e
104,7%, corroborando a confiabilidade do método. Por outro lado, observou-se que o
trabalho utilizou tampdo acetato fora de sua faixa tamponante e que, ao contrario de
Zambrano-Intriago et al. (2023), Butmee e colaboradores (2021) empregaram uma
concentracéo de substrato significativamente superior ao Km determinado.

Os trabalhos de Sok e Fragoso (2019), Zambrano-Intriago et al. (2023) e Butmee
etal. (2021) representam avancos na detecdo de glifosato por biossensores eletroquimicos
baseados na inibicdo de enzimas. Contudo, como explicitado, a falta de pesquisas
empregando eletrodos impressos em 3D para a deteccdo desse herbicida constitui uma

lacuna cientifica relevante.

2.6.2 Fipronil

O fipronil (FIP) € um inseticida pertencente ao grupo dos N-fenilpirazdis,
amplamente utilizado devido a sua acdo como ectoparasiticida e sua alta eficacia no
controle de uma variedade de insetos com alta eficiéncia mesmo em doses baixas (EL-
AKAAD et al.; 2022, OKUMURA et al., 2016). Ele atua inibindo de forma néo
competitiva os canais de cloreto regulados pelo acido gama-aminobutirico (GABA) no
sistema nervoso central (SNC) dos insetos. Essa inibicdo impede a acdo do GABA,
causando inicialmente hiperexcitacdo neural em baixas doses e, em concentrages mais
altas, paralisia seguida de morte dos insetos (LI et al., 2024; WANG et al., 2019).

Dada a sua alta eficiéncia, o fipronil é amplamente empregado em produtos para
controle de pulgas e carrapatos em animais domésticos, armadilhas contra baratas e como
inseticida em plantacGes de arroz, milho, campos de golfe e gramados comerciais. No

entanto, seu uso indiscriminado tem gerado preocupagdes crescentes devido aos
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fipronil em diferentes pHs e revelou que o pH 8 garantia menor potencial de pico, ainda
preservando uma alta intensidade de corrente e sensibilidade.

Diferentes parametros para a SWV foram testados em tampé&o Britton-Robinson
(BR) 0,1 mol L' contendo 1,0 x 10-® mol L' de fipronil, visando & otimizac&o da técnica
eletroanalitica. A faixa de trabalho para a calibragao foi de 0,50 a 2,50 x 10° mol L' de
fipronil, apresentando alta linearidade. Os limites de deteccéo e quantificagdo foram 0,80
e 2,67 pg L, respectivamente. Os valores de recuperacdo em trés amostras de agua
natural foram préximos de 100%.

O trabalho de El-Akaad et al. (2022) utilizou um eletrodo screen-printed (SPE)
modificado com didxido de titanio (TiO2) e poli(triazina imida) (PTI) para a detec¢do de
fipronil (FIP) e seu metabodlito toxico fipronil sulfona (FIP-S). A influéncia do pH no
potencial de pico e na resposta de corrente foi avaliada em tamp&es BR com pHs variando
de 5 a 10. A melhor resposta para o FIP foi obtida em pH 10, enquanto para o FIP-S o
melhor pH foi 8. As curvas de calibragdo, apresentaram dois intervalos lineares para o
FIP e para o FIP-S: de 0,01 a 10 uM e de 10 a 50 uM. Os limites de detecgdo foram
estimados em 8,42 nM (3,68 ng/kg) para o FIP € 9,72 nM (4,04 ug/kg) para o FIP-S.

Montes et al. (2016) também investigaram a oxidacédo eletroquimica do inseticida
fipronil utilizando eletrodos de carbono vitreo (GCE), tanto na forma ndo modificada
quanto na forma modificada com nanotubos de carbono de paredes mdultiplas
(MWCNTS), e sua determinacdo amperométrica empregando a técnica de analise por
injecdo em batelada (BIA). A metodologia incluiu a preparacao dos eletrodos, otimizacéao
das condi¢bes experimentais e comparacao dos desempenhos analiticos dos dois tipos de
eletrodo.

Verificou-se que o eletrélito HCIO4 0,1 mol L-*/acetona (50:50, v/v) mostrou-se
adequado para minimizar processos de adsor¢do e maximizar a intensidade da corrente.
Os resultados mostraram que, apesar de o eletrodo modificado com MWCNTSs apresentar
maior sensibilidade (0,04068 pA L umol* contra 0,02145 pA L umol* para o GCE), ele
também demonstrou maior suscetibilidade a adsorcdo do fipronil e de seus produtos,
comprometendo a linearidade da resposta. O GCE sem modificagbes mostrou-se
interessante para a deteccdo de fipronil, com uma faixa linear mais ampla (25-300
pumol Lt contra 25-125 pmol L para o eletrodo modificado), menor desvio padrio
relativo (RSD = 5,1% contra 8,0%) e melhor repetibilidade.

Os estudos de Montes et al. (2016), Okumura et al. (2016) e EI-Akaad et al. (2022)

demonstram avangos na detec¢éo eletroquimica do fipronil utilizando eletrodos com ou
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sem modificagdes para melhorar a sensibilidade e a seletividade. No entanto, esses
trabalhos apresentam limitacOes quanto ao estudo da estabilidade dos eletrodos a longo
prazo e a aplicabilidade em diferentes matrizes. Além disso, a auséncia de pesquisas
empregando eletrodos impressos em 3D para a detec¢éo do fipronil novamente representa

outra lacuna cientifica relevante.
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CAPITULO 3
Materiais e Métodos

Neste capitulo, sdo apresentados os reagentes, materiais, softwares, equipamentos

e técnicas utilizados nos experimentos desta dissertagéo.

3.1 Reagentes e materiais
Os reagentes utilizados neste trabalho estdo descritos a seguir:

e Acetato de sédio tri-hidratado PA (CH3COONa-3H-0, Vetec)

e Acido acético PA (CH3COOH, Vetec)

e Acido borico (HsBOs, Pro Analysi)

e Acido fosforico PA (HsPOu, Vetec)

e Acido polilatico (PLA — (C3H402)n, NatureWorks)

e Acido sulfarico 95-99% PA (H2SOs, Vetec)

e Alcool etilico absoluto PA (CH3CH20H, Proquimios)

e Cloreto de célcio di-hidratado PA (CaClz-2H,0, Proquimios)

e Cloreto de ferro (1) hexa-hidratado PA (FeClz-6H20, Proquimios)

e Cloreto de potassio PA (KCI, Vetec)

e Cloreto de sodio PA (NaCl, Isofar)

e Fenilfosfato de sodio bibasico di-hidratado PA (CeHsNa04P-2H,0, Exodo
Cientifica)

e Fenol (CsHsO, Sigma-Aldrich)

e Ferricianeto de potassio PA (KsFe(CN)s, Vetec)

e Ferrocianeto de potéssio tri-hidratado PA (KsFe(CN)s-3H-0, Sigma-Aldrich)

¢ Filamento de PLA contendo negro de fumo (Protopasta®, Protoplant)

e Fipronil PESTANAL® PA (C12H4Cl2FsN4OS, Sigma-Aldrich)

e Fosfato de potassio monobasico PA (KH2PO4, Vetec)

e Fosfato de sddio dibasico PA (Na;HPO4, Vetec)

e Fosfohidrolase monoester ortofosforica acida (fosfatase acida de germe de trigo >
0,4 U mg?, Sigma-Aldrich)

e Glifosato PESTANAL® PA ((HO)2P(O)CH2NHCH.CO2H, Sigma-Aldrich)

e Hidroxido de amonio PA 28-30% (NH4OH, Vetec)
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Tabela 5. Tratamentos quimicos, eletroquimicos e combinados utilizados neste trabalho.

Tipos de tratamento Descricdo

1. Imersdo em 30 mL de DMF por 30 min
Quimicos 2. Imersdo em 30 mL de H2SO4 1 mol L1 por 30 min
3. Imersdo em 30 mL de NaOH 3 mol L por 30 min

1.CVde +2,5a-2,5V (5 ciclos, 100 mV s*) em NaOH 0,1 mol L

(célula eletroquimica cheia)
Eletroquimicos
2.CVde+2,5a-2,5V (5 ciclos, 100 mV s%) em PBS 10x (pH 7,0)

(célula eletroquimica cheia)

Combinados Execuc¢do de um tratamento quimico seguido de um eletroquimico

Apds cada tratamento quimico ou eletroquimico isolado, os eletrodos foram
lavados com &gua ultrapura por 30 segundos para remover 0 excesso de reagentes. Em
seguida, os eletrodos tratados foram secos em estufa a 60 °C por 1 hora. No caso de
tratamentos combinados, a lavagem foi realizada tanto apds o tratamento quimico quanto
apos o eletroquimico, e a secagem em estufa foi realizada apenas ao final de todos os
procedimentos, sendo secos sob as mesmas condicdes. Apds a secagem, os eletrodos
foram armazenados a temperatura ambiente (~25 °C) até uso posterior.

Os eletrodos submetidos aos tratamentos quimicos foram nomeados de acordo
com o reagente utilizado (DMF, NaOH e H.SOs). Ja os eletrodos tratados
eletroquimicamente em NaOH e PBS receberam as denominacdes EQnaon € EQpgs,
respectivamente. Para os tratamentos combinados, os eletrodos foram nomeados
conforme a sequéncia dos tratamentos aplicados, com o tratamento quimico seguido pelo
eletroquimico, separados por hifen. Assim, DMF-EQnaoH, por exemplo, significa que o
tratamento com 30 mL de DMF por 30 minutos foi sucedido pelo tratamento
eletroquimico em NaOH. O volume de 30 mL nos tratamentos quimicos foi escolhido por
permitir que os eletrodos ficassem completamente submersos durante o tratamento. Da
mesma forma, a célula eletroguimica completamente cheia durante os tratamentos
eletroquimicos garantiu que a maior parte dos eletrodos estivesse submersa na solugéo
para que seus desempenhos fossem aprimorados, com apenas a parte final da haste
exposta, permitindo que o eletrodo fosse preso pela garra jacare, sempre na mesma

posicao.

45









eletrodos foram realizados somente a titulo de comparacéo, mas seus dados ndao foram
incluidos nas analises estatisticas das Secbes 3.2.4, 3.2.5 e 3.2.6, visto que, embora
tenham sido presos na mesma posicao, a area submersa nas solucgdes € distinta daquela

dos eletrodos.

3.2.4 Andlises estatisticas para a escolha do melhor tratamento

Com o proposito de identificar se ha diferencas entre os resultados obtidos com a
caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos submetidos aos diversos tratamentos com o
par redox Fe(CN)¢>"™ (triplicata), ANOVA e teste de Tukey foram realizados no
software Statistica (Stat Soft Inc, versdo 12) e Origin (OriginLab Corporation, verséo
2021), respectivamente, para lpa, (relacionada a area eletroativa do eletrodo, de acordo
com a Equagdo A6), Ipa/lpc, AE, (relacionado a constante de transferéncia heterogénea de
elétrons, conforme a Equagdo A18), Ae, k° e Rct. Para a analise do lpa, Ipa/lpc € AEp, foi
escolhida uma velocidade de varredura de 75 mV s, que é um valor intermediario entre
as velocidades analisadas (Secéo 3.2.3). Embora ndo seja tdo interessante o tratamento
estatistico de resultados submetidos a muitas manipulacfes matematicas para nao levar
ao prolongamento de erros, as médias de Ae e k° também foram submetidas a essas
analises estatisticas a titulo de comparacéo.

ANOVA e teste de Tukey também foram utilizados para analisar os dados das
Secdes 3.2.5,3.2.6 e 3.2.11.

3.2.5 Ensaios de resisténcia elétrica

As medicbes de resisténcia elétrica (triplicata) foram realizadas utilizando a
técnica de LSV (técnica apresentada no Apéndice A.2.1) no intervalo de -1,0 a +1,0 V,
com uma velocidade de varredura de 50 mV s™t. O cabo do eletrodo de referéncia foi
conectado ao contraeletrodo, fixado em uma das extremidades do filamento ou dos
eletrodos, enquanto o eletrodo de trabalho foi conectado a outra extremidade, sempre nas
mesmas posicOes, a fim de se controlar a distancia para a execucdo dos ensaios. A
resisténcia elétrica foi, por sua vez, obtida pelo valor do coeficiente angular do grafico de
E versus | (Equagéo 1). ANOVA e teste de Tukey foram realizados para identificar 0s
eletrodos que apresentaram as menores resisténcias elétricas e que, possivelmente, seriam

0S mais promissores.
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Essas medidas servem como uma abordagem indireta para analisar o impacto dos
tratamentos na condutividade dos eletrodos. Como a resisténcia elétrica esta diretamente
relacionada a resistividade e inversamente a condutividade, como verificado nas
Equacdes 6 e 7 (YOUNG e FREEDMAN, 2019), uma reducdo na resisténcia para
eletrodos com comprimento e area de secdo transversal semelhantes indica uma maior

condutividade.

R = pTL (Equacéo 6)
o= % (Equacéo 7)

onde R é a resisténcia elétrica (Q2), L € o comprimento (m), A é a &rea da secdo transversal

(m?), p € a resistividade (Q2.m), e o é a condutividade (S m™, sendo S = Q7Y)

3.2.6 Angulos de contato

Para verificar qualitativamente a remocéo de parte do PLA superficial (mais
hidrofilico), expondo uma maior quantidade do material condutor (negro de fumo, mais
hidrofébico) (KOZLOWSKA et al., 2024), o filamento e os eletrodos tratados e ndo
tratados tiveram os seus angulos de contato determinados pelo método da gota séssil em
triplicata, utilizando um goniémetro (Dataphysics OCA 15, software SCA20). O angulo
de contato obtido pela deposicdo de 3 pL de &gua ultrapura sobre as amostras foi
calculado pela média aritmética entre os angulos direito e esquerdo da gota. ANOVA e
teste de Tukey foram realizados para identificar quais eletrodos submetidos aos diversos

tratamentos possuem diferengas estatisticas entre eles.

3.2.7 Microscopia eletronica de varredura com espectroscopia por energia dispersiva
(MEV-EDS)

Para verificar o efeito dos tratamentos na superficie dos eletrodos e buscar
compreender como 0s tratamentos os afetam, foram realizadas analises por MEV-EDS
(VEGAS3, TESCAN) no filamento e nos eletrodos tratados e ndo tratado. As amostras
foram presas aos suportes com o auxilio de uma fita de carbono e recobertas com platina.
Para a obtencdo das imagens com diversas ampliagdes por MEV, foi utilizada a tenséo de
aceleracdo do feixe de elétrons de 10,0 keV. Para a obtencdo dos espectros EDS, foi

empregada a tensao de 20,0 keV e a ampliacdo de 80x.
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3.2.9 Analises térmicas
3.2.9.1 Termogravimetria

A fim de verificar o conteido de negro de fumo do filamento comercial
empregado e compreender o efeito dos tratamentos utilizados na estabilidade térmica dos
eletrodos, foi realizada a analise termogravimétrica (TGA) (Pyris 1, PerkinElmer) no
filamento e na parte circular dos eletrodos tratados e néo tratado, aquecendo as amostras
de 50 a 600 °C a uma taxa de aquecimento de 2 °C por minuto, sob atmosfera inerte.
Foram avaliadas temperatura de inicio de degradacédo (Tonset) € as temperaturas de pico de
degradacao (Tpeak). Tpeak COrresponde ao ponto minimo da primeira derivada da variagéo
da massa de material com relagdo a temperatura de degradacéo e indica a temperatura na
qual a taxa de degradacdo é maxima. Para comparacdo, um filamento de PLA puro, obtido

em extrusora (Filmag3D CV), também foi utilizado.

3.2.9.2 Anélise dindmico-mecanica

Para compreender o efeito dos tratamentos nas propriedades mecanicas e
viscoelasticas dos eletrodos, as amostras ja citadas foram submetidas a analise dinamico-
mecanica (DMA) (DMA 8000, PerkinElmer). Os experimentos foram realizados com um
aumento gradual de temperatura de 2 °C por minuto, variando da temperatura ambiente
até 100 °C. Da mesma forma que na TGA, um filamento de PLA puro, obtido em

extrusora (Filmag3D CV), também foi avaliado.

3.2.10 Planejamento experimental para a otimizacdo da concentracdo de NaOH e do
tempo de imersédo no tratamento escolhido

Neste trabalho, ap6s a escolha do melhor tratamento com base nos dados da
caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos submetidos aos tratamentos da Tabela 5
(imersdo em 30 mL de NaOH 3 mol L™ por 30 minutos), um planejamento fatorial
completo de 3 niveis, denotados como baixo (1), médio (0) e alto (1), e dois fatores foi
realizado para verificar a possibilidade de reducao da concentracdo de reagente e o melhor
tempo de tratamento para esse método de ativacdo. As faixas de variacdo das variaveis
utilizadas sdo encontradas na Tabela 6, e o planejamento fatorial 32 proposto é

apresentado na Tabela 7. Os experimentos foram realizados de forma aleatoria.
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Tabela 6. Intervalo de variacdo das variaveis de entrada do planejamento fatorial

completo a trés niveis.

Variavel -1 0 +1
Concentragdo de NaOH (mol L) 1 2 3
Tempo de tratamento (min) 15 30 45

Tabela 7. Planejamento experimental fatorial completo a trés niveis.

Experimento 71 22
1 +1 -1
2 -1 0
3 -1 +1
4 0 -1
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 0 +1
9 +1 -1
10 +1 0
11 +1 +1

Z1 € 2, s80 as variaveis normalizadas, correspondendo, respectivamente, as variaveis
experimentais concentracdo de NaOH e tempo de tratamento.

As analises estatisticas e o desenvolvimento dos modelos empiricos para as
variaveis lpa, lpa/lpc, AEp (todos a 75 mV s™) e Re: foram realizados utilizando o software
Statistica (Stat Soft Inc, versdo 12). Para os calculos estatisticos, assumiu-se uma
distribuicdo normal de probabilidade dos erros de medicdo, adotando um nivel de
confianca de 95%. A variancia das flutuacfes experimentais foi estimada a partir das
triplicatas realizadas no ponto central, sendo considerada constante em toda a regido
experimental.

A funcdo objetivo (F,;), usada para estimar os parametros do modelo (Equagdo
8), baseou-se no método dos minimos quadrados, sob a premissa de que o modelo €é
perfeito e os experimentos foram realizados de forma independente, estando sujeitos
apenas a erros de medicdo aleatérios (SCHWAAB e PINTO, 2007; SCHWAAB e
PINTO, 2011). A equac&o é descrita como:

Fopj = X5 (v — i) (Equacéo 8)

onde NE representa o nimero total de experimentos, y° é o valor experimental medido, e
y© corresponde aos valores calculados com base no modelo proposto.
Os modelos empiricos inicialmente adotados séo descritos pela Equacdo 9. Nessa

equacdo, a; sdo os parametros do modelo, z1 e z2 representam as variaveis de entrada
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normalizadas (concentracdo de NaOH e tempo de tratamento, respectivamente), ey € a
variavel de resposta analisada (lpa, lpa/lpc, AEp € Ret) (SCHWAAB e PINTO, 2007,
SCHWAARB e PINTO, 2011):

Y=g + aq1Zq + ArZy + A3Z1Zy + (Z4212 + 0(5222 + a6Z12Z2 +

(;212,° + agz,z,% (Equagdo 9)

Os modelos finais foram ajustados considerando os parametros estatisticamente
significativos, com nivel minimo de significancia de 95%. Dessa forma, buscou-se
descrever o sistema de maneira satisfatoria utilizando o menor numero possivel de

parametros significativos.

3.2.11 Sintese, caracterizacdo e avaliacdo do uso de nanoparticulas magnéticas

Nanoparticulas magnéticas (FezO4) tém sido empregadas no desenvolvimento de
sensores e biossensores eletroquimicos em diversos trabalhos da literatura (AYDIN et al.,
2024; BOHLOOLLI et al., 2022; CAO et al., 2014; GAYA et al., 2023; KHOSRAV!I et
al., 2023; Ll et al., 2021; ZHANG et al., 2024). Essas nanoparticulas podem servir como
uma plataforma de suporte, proporcionando uma maior razdo superficie-volume,
permitindo um aumento da area efetiva de deteccao e oferecendo mais sitios de adsorcao
para a ligacdo entre biorreceptores e biomoléculas (LI et al., 2021). A fim de avaliar o
efeito da presenca de nanoparticulas magnéticas sobre o desempenho dos eletrodos
selecionados, nanoparticulas de magnetita foram utilizadas, tendo sido sintetizadas
utilizando o método de coprecipitacdo, adaptado de Bedé et al. (2017).

A metodologia iniciou-se com o preparo das solucdes de Fe?" e Fe** A solugéo de
cloreto de ferro (1) (0,5 mol L™) foi obtida a partir da reagdo entre cloreto de calcio e

sulfato ferroso, como ilustrado na Equacéo 10:
FeS0,.7H,0 + CaCl,.2H,0 - CaSO0, | +FeCl, + 9H,0 (Equagio 10)

Inicialmente, dissolveram-se 7,35 g de cloreto de calcio em 40 mL de agua
deionizada. Separadamente, 13,90 g de sulfato ferroso foram dissolvidos em outros
40 mL de agua deionizada. As solucdes foram misturadas em um béquer sob agitacdo
manual, resultando na formacdo de um precipitado branco (CaSQOa). Apos filtragdo a
vacuo e lavagem do precipitado com 20 mL de &gua deionizada, o sobrenadante contendo
FeCl2 (0,5 mol L™) foi coletado para as etapas subsequentes.
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A solucéo de cloreto de ferro (111) (0,5 mol L™) foi preparada dissolvendo-se
13,52 g de cloreto de ferro (111) hexa-hidratado em 100 mL de &gua deionizada.

A magnetita foi sintetizada por precipitacdo em meio bésico. Para isso, as solugdes
equimolares de FeCl, e FeCls foram misturadas em um reator de vidro borossilicato
encamisado, mantido sob agitacdo mecéanica vigorosa a 60 °C. Apds o equilibrio térmico,
25 mL de solucdo de NH4OH (28-30% m/v) foram adicionados, promovendo a formagéo
imediata de um precipitado preto e um pH final de 11. A reagdo de formagao da magnetita

é descrita pela Equacéo 11:
FeCl, + 2FeCl; + 8NH,OH — Fe;0, | +8NH,Cl + 4H,0 (Equacéo 11)

A proporcéo equimolar de Fe?* e Fe®* foi utilizada para evitar a oxidagdo de Fe?*
e garantir a presenca de jons Fe?* na magnetita. O sistema permaneceu sob agitacio a
60 °C por 15 minutos, permitindo o crescimento uniforme das nanoparticulas.

Apbs o resfriamento a temperatura ambiente, as nanoparticulas de magnetita
foram separadas com o auxilio de um im4, e o sobrenadante foi descartado. As particulas
foram lavadas repetidamente com agua ultrapura até que o pH atingisse a neutralidade.
As nanoparticulas foram guardadas em geladeira em dispersdes coloidais para uso futuro
na tentativa de prevenir agregacaoes.

Para determinar a concentracao das dispersdes, uma placa de Petri foi previamente
seca em estufa a 100 °C até atingir massa constante. Em seguida, 5 mL das dispersdes
foram depositados sobre as placas e submetidos a evaporacdo da agua até estabilizacédo
da massa. Dispers@es coloidais de nanoparticulas com diferentes concentracées (0,05, 1,
2 e 10 mg mL). foram preparadas e aplicadas sobre eletrodos previamente tratados com
NaOH 3 mol L por 30 minutos, utilizando a técnica de drop-casting. Para isso, 20 pL
das dispersdes foram depositadas sobre os eletrodos, formando um filme fino. Os
eletrodos recobertos com as nanoparticulas, denominados NaOH-magnetita, foram secos
a vacuo por 2 horas e, posteriormente, analisados por CV e EIS (triplicata) em uma
solugdo 1:1 mmol L ! de Fe(CN)e>/* em KC1 0,1 mol L'X. Os dados obtidos (Ipa, lpa/lpc,
AEp, todos a 75 mV s1, e Ret) foram analisados por ANOVA e teste de Tukey

Com o proposito de verificar a distribuicdo de tamanho e a carga superficial das
nanoparticulas sintetizadas neste trabalho, foi utilizado um analisador do tamanho de
particulas (Litesizer 500, Anton Paar). Além disso, as nanoparticulas foram
caracterizadas por FTIR-ATR (VERTEX 70, BRUKER), conforme descrito na Sec¢éo
3.2.8.1, e MEV (FEI, Thermo Fisher), explicado na Se¢do 3.2.7. Antes das analises por
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DLS, potencial zeta e da deposicao, a dispersdo aquosa contendo as nanoparticulas foram
sonicadas por 10 minutos na poténcia de 70% em sonicador de ponteira ultrassonico
(Ecosonics Ultronique).

3.2.12 Avaliacdo da deteccdo de glifosato pelo biossensor eletroquimico enzimatico

Inicialmente, foi realizado um estudo da cinética da reacdo empregando a enzima
fosfatase acida para a fabricacdo do biossensor, baseando-se na inibicdo da enzima pelo
glifosato, ao quebrar o substrato fenilfosfato (Apéndice K). Essa etapa do trabalho foi
fortemente influenciada pelo trabalho de Butmee et al. (2021), que parece ser o Unico da
literatura a empregar a inibicdo da fosfatase acida pelo glifosato como estratégia para
desenvolver um biossensor eletroquimico para detec¢éo desse herbicida.

A inibicdo da enzima pelo glifosato foi investigada utilizando um
espectrofotdmetro de microplaca (BioTek Epoch, Agilent). Os ensaios foram realizados
em temperatura ambiente (~25 °C) em uma placa de 96 pocos, utilizando o volume de
200 pL, e as reagOes paradas com a adigdo de 100 uL de uma solugdo de NaOH 2
mol L. As varreduras foram feitas de 200 a 999 nm, com leituras de 5 em 5 nm. O
volume das solucBes empregadas pode ser conferido nas Tabelas 8 e 9. Para cada tampéo
utilizado, a solucgéo de substrato foi preparada com o respectivo tampao.

Tabela 8. Volumes adicionados para os ensaios utilizando espectrofotometria UV-Vis

sem glifosato.

Concentragdo de substrato ~ Volume de tampéo Volume da solugéo de Volume da solugdo de
(mmol L (L) substrato (uL) enzima (5 mg mL™) (uL)

Solugéo estoque: 10 mmol L™

0 180 0 20

0,1 178 2 20

0,25 175 5 20

0,5 170 10 20

1 160 20 20

2 140 40 20

3 120 60 20

4 100 80 20

5 80 100 20

6 60 120 20

8 20 160 20
Solugéo estoque: 100 mmol L™

12 156 24 20

16 148 32 20

80 20 160 20
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Tabela 9. Volumes adicionados para os ensaios utilizando espectrofotometria UV-Vis

com glifosato.

Concentracdo Volume de Volume da solugéo de Volume da solugédo de Volume da_solugao
de substrato tampéo (nL substrato (pL) lifosato (uL) de enzima
(mmol L) pao (uL) u g H (5 mg mL-Y) (ul)
Solugéo estoque: 10 mmol L Solug&o estoque: 10 pg L™
0 160 0 20 20
0,1 158 2 20 20
0,25 155 5 20 20
0,5 150 10 20 20
1 140 20 20 20
2 120 40 20 20
3 100 60 20 20
4 80 80 20 20
5 60 100 20 20
6 40 120 20 20
8 0 160 20 20
Solugéo estoque: 100 mmol L
12 136 24 20 20
16 128 32 20 20
80 0 160 20 20

Os brancos para 0 ensaio de cinética enziméatica foram obtidos com as solugoes
sem substrato na presenca ou auséncia de glifosato (1 pg mL™1). As reacGes foram paradas
ap06s 2 minutos, e 0s experimentos realizados em tamp&o acetato 0,1 mol L no pH 5,6,
préximo ao pH 5,7, valor ideal para a fosfatase acida segundo o fabricante (SIGMA-
ALDRICH, [s.d.]). Para os ensaios de acompanhamento da reac¢do ao longo do tempo, a
solugdo contendo 3 mmol L de substrato (proximo ao valor de Ky da enzima), com ou
sem glifosato (1 pg mL™), no tempo zero de reagdo foi empregada como branco.
Novamente, tampdo acetato 0,1 mol L (pH 5,6) foi utilizado. Nos ensaios de
comparagado com o trabalho de Butmee et al. (2021), as solugdes contendo 3 mmol L™
ou 80 mm L (proximo & concentragéo utilizada por Butmee et al. (2021)) de fenilfosfato
em tamp&o acetato 0,1 mol L (pH 5,6), tampéo acetato (pH 7,0, tampao e pH utilizados
por Butmee et al. (2021)) ou tamp&o BR 0,1 mol L™* (pH 7,0), com ou sem glifosato (1
ng mL1), no tempo zero de reagdo foram usados como brancos. Nesses ensaios, a reagio
foi parada ap6s 16 minutos (Apéndice K).

Sobre o eletrodo tratado com NaOH 3 mol L™ por 30 minutos, 20 uL de uma
solugéo de fosfatase acida 5 mg mL* foram depositados pela técnica de drop-casting. Os
eletrodos foram secos a vacuo por 2 horas e guardados em geladeira até o dia seguinte. O
eletrodo com as enzimas imobilizadas por adsorgéo fisica foi caracterizado por FTIR-
ATR (VERTEX 70, BRUKER) e MEV (FEI, Thermo Fisher) (Secbes 3.2.8.1 e 3.2.7). A
deteccdo indireta de glifosato foi investigada por CV (50 mV s 1) e DPV (Apéndice A.2.3)
(Epasso = 0,005 V; Epuiso = 0,05 V € tpuiso = 0,05 s) em tamp?o acetato 0,1 mol L (pH 5,6)
contendo 3 mmol L™ de fenilfosfato, com tempo de inibicdo de 16 minutos (escolha
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discutida no Apéndice K). Nesses ensaios, foi utilizada uma célula eletroquimica de 25
mL preenchida com 20 mL da solugdo contendo substrato, com ou sem glifosato 1 ug
mLL. Os eletrodos sempre foram presos na mesma posicdo e apenas a parte circular era
submersa, a fim de se evitar variacdes na area dos eletrodos em contato com a solucgéo.
Para compreender e estudar a oxidacao do fenol, produto do substrato ao ser quebrado
pela enzima, testes preliminares sob as mesmas condigdes foram realizados em tampé&o
acetato 0,1 mol L' (pH 5,6) contendo 3 mmol L de fenol, utilizando o eletrodo

otimizado sem a enzima imobilizada.

3.2.13 Avaliacdo da deteccdo de fipronil pelo sensor eletroquimico

A deteccdo de fipronil foi investigada por CV (50 mV s) e DPV (Apéndice
A.2.3) (Epasso = 0,005 V; Epuiso = 0,05 V e tpuiso = 0,05 s) em tampé&o Britton-Robinson
(BR) 0,1mol L* em pHs 7, 8, 9, 10 e 11, preparados de acordo com a Tabela 10
(MONGAY e CERDA, 1974), utilizando os eletrodos impressos em 3D tratados em
NaOH 3 mol L por 30 minutos. Para isso, uma solugo estoque de fipronil (5 mmol L)
foi preparada em alcool etilico absoluto e, em seguida, diluida nos tamp@es para uma
concentracdo final de 50 umol L, baseando-se em trabalhos como os de Okumura et al.
(2016) e El-Akaad et al. (2022). Nesses ensaios, uma célula eletroquimica de 25 mL
preenchida com 20 mL da solug&o contendo o analito também foi empregada, garantindo
que somente a parte circular dos eletrodos, presos sempre na mesma posi¢do, estivesse

em contato com o tampéo.

Tabela 10. Quantidades adicionadas de cada reagente para o preparo de 250 mL de
tamp&o BR 0,1 mol L™t em varios pHs, calculadas a partir da tabela fornecida por Mongay
e Cerda (1974).

pH NaOH (mg) CH;COOH (uL) H3PO4(uL) H;3BO;(mg) KCladicionado (mg)

4 400 457,6 545,7 4948 1140,5
5 518,5 423,6 505,4 458,0 920,8
6 596,5 404,4 478,8 434,0 739,8
7 688,5 375,0 447,3 405,5 451,0
8 750,0 357,4 426,4 386,5 89,3
9 806,0 3414 407,2 369,3

10 873,3 322,1 384,3 348,3

11 904,0 313,3 3738 338,8
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O valor de uma bobina de 1 kg (335 m) do filamento Protopasta® (fevereiro de
2025) é US$ 89,99 (PROTOPASTA, 2025). Assim, o custo de filamento para a producédo
de um eletrodo sem tratamento com os pardmetros de impressdo da Tabela 4 é de
US$ 0,03.

4.2 Ativacdo dos eletrodos, caracterizacdo eletroquimica e escolha do melhor
tratamento

A ativacao dos eletrodos neste trabalho foi realizada por meio de pos-tratamentos
de superficie, envolvendo métodos quimicos, eletroquimicos e suas combinaces,
conforme detalhado na Secdo 3.2.2. Como dito, o tratamento quimico consiste em
submergir os eletrodos fabricados em uma solucéo especifica, enquanto o tratamento
eletroquimico envolve a aplicacdo de um potencial constante ou variavel aos eletrodos
durante um intervalo de tempo definido.

Inicialmente, buscou-se verificar se a utilizagdo do banho ultrassonico contribuiria
para a eficAcia do tratamento quimico, utilizando, nessa etapa de triagem, NaOH
3 mol L. Conclui-se que o banho ultrassonico contribui menos para o aumento do
desempenho eletroquimico do eletrodo do que o tratamento sem banho (ensaios de CV
em triplicata a 50 mV s1), conforme discutido no Apéndice C.1.

Em relacdo aos tratamentos eletroquimicos, a triagem inicial revelou que o0s
tratamentos por voltametria ciclica de —2,5 V a +2,5 V (5 ciclos, 100 mV s*) em NaOH
0,1mol L tede+2,5Va-2,5V (5ciclos, 100 mV st) em NaOH 0,1 mol L™, propostos
neste trabalho, apresentaram os melhores resultados em termos de reversibilidade
eletroquimica utilizando Fe(CN)¢>’* como par redox (célculos realizados pelos
parametros obtidos pela execucéo de ensaios de VC em triplicata em 50 mV st apenas),
sem grandes diferencas entre os eletrodos submetidos a eles. O tratamento por CV de
+2,5V a-2,5V (5 ciclos, 100 mV s!) em NaOH 0,1 mol L™ foi, entéo, escolhido, como
discutido no Apéndice C.2.

Apos a realizacdo dos tratamentos da Tabela 5, os eletrodos foram caracterizados
eletroquimicamente em solucdo de 1:1 mmol L Fe(CN)s*™* em 0,1 mol L KCI
(concentractes escolhidas no Apéndice C.3) por CV em 10 velocidades de varredura
(dados coletados referentes ao terceiro ciclo de varredura) e EIS. As Figuras 24-29
apresentam um voltamograma ciclico (I versus E) representativo (uma das triplicatas)

para cada velocidade de varredura do filamento e dos eletrodos tratados e ndo tratados
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(seta preta indica o sentido da varredura), bem como o grafico de la versus vv com os
desvios padrdo e um gréfico de Nyquist (uma das triplicatas) para as mesmas amostras.
Neste trabalho, optou-se pelo uso de dados de corrente, ndo pela densidade de corrente
em A cm™. Ao comparar os voltamogramas ciclicos dos eletrodos ndo tratados com
aqueles submetidos aos diversos tratamentos, assume-se que suas areas submersas sao
similares. No entanto, € possivel notar que a superficie dos eletrodos impressos em 3D
ndo é totalmente plana, podendo haver diferencas na area superficial de eletrodos
distintos. Além disso, os tratamentos realizados, ao removerem parte do PLA superficial,
causam diversas deformidades na superficie, sendo que esses defeitos sdo distintos de
acordo com o tratamento empregado.

A plotagem de lpa versus vv, obtidos dos dados de CV, foi realizada para
investigar o mecanismo de transporte de massa. O R? proximo de 1 revela que o processo
eletroquimico é principalmente controlado pela difusdo, como apresentado no Apéndice
A.2.2 (BARD e FAULKNER, 2001). Portanto, optou-se pelo calculo da area eletroativa
do filamento, do eletrodo nédo tratado e dos eletrodos submetidos a cada tratamento
através da manipulagio do coeficiente angular da reta de lpa versus +/v (Equacio AB).
Esse procedimento é comumente utilizado em diversos trabalhos envolvendo eletrodos
impressos em 3D (DOS SANTOS et al., 2019; KALINKE et al., 2020; KALINKE et al.,
2021; RICHTER et al., 2019; ROCHA et al., 2022), embora haja um aumento de AEp
com o aumento da velocidade de varredura, tendendo a uma quase-reversibilidade para

esses eletrodos.
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Figura 24. Voltamogramas ciclicos (5 — 200 mV s™?) vs. Ag|JAgCI (3 mol L™ KCI) (A), média das

correntes de pico anddico (Ipa) e anddico (lpe) Vs. raiz quadrada da velocidade de varredura vv (B) e

graficos de Nyquist do filamento (1) e do eletrodo sem tratamento (2). Todos os experimentos foram

realizados em 1:1 mmol L-! Fe(CN)s*’* em 0,1 mol L KCI.
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Figura 26. Voltamogramas ciclicos (5 — 200 mV s™) vs. Ag|JAgCI (3 mol L™ KCI) (A), média das

correntes de pico anddico (Ipa) e anddico (lpe) Vs. raiz quadrada da velocidade de varredura vv (B) e

graficos de Nyquist dos eletrodos ativados eletroquimicamente em EQnaon (1) € EQpgs (2). Todos 0s

experimentos foram realizados em 1:1 mmol L-* Fe(CN)s*/* em 0,1 mol L* KCI.
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Figura 27. Voltamogramas ciclicos (5 —200 mV s!) vs. Ag|AgCl (3 mol L™t KCI) (A), média das

correntes de pico anddico (Ipa) e anddico (lpe) Vs. raiz quadrada da velocidade de varredura vv (B) e

graficos de Nyquist dos eletrodos submetidos aos tratamentos combinados DMF-EQnaon (1) e DMF-

EQpss (2). Todos os experimentos foram realizados em 1:1 mmol L Fe(CN)¢®#*em 0,1 mol L KCI.
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Figura 28. Voltamogramas ciclicos (5 — 200 mV s™) vs. Ag|JAgCI (3 mol L™ KCI) (A), média das

correntes de pico anddico (Ipa) e anddico (lpe) Vs. raiz quadrada da velocidade de varredura vv (B) e

graficos de Nyquist dos eletrodos submetidos aos tratamentos combinados H2SO4-EQnaon (1) € H2SO4-

EQpss (2). Todos os experimentos foram realizados em 1:1 mmol L Fe(CN)¢®#*em 0,1 mol L KCI.
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Figura 29. Voltamogramas ciclicos (5 — 200 mV s™?) vs. Ag|AgCI (3 mol L™ KCI) (A), média das
correntes de pico anddico (Ipa) e anddico (lpe) Vs. raiz quadrada da velocidade de varredura vv (B) e
gréaficos de Nyquist dos eletrodos submetidos aos tratamentos combinados NaOH-EQnaon (1) e NaOH-
EQrss (2). Todos os experimentos foram realizados em 1:1 mmol L-* Fe(CN)s* 7 em 0,1 mol L* KCI.

A partir das figuras apresentadas no Apéndice C, onde a triagem foi realizada
exclusivamente na velocidade de varredura de 50 mV s%, e das imagens das Figuras 24-
29, que mostram a caracterizacdo por CV em 10 diferentes velocidades de varredura no
mesmo eletrodo (dados do terceiro ciclo de varredura), pode-se observar que as
varreduras consecutivas parecem atuar como um tratamento eletroquimico. Esse
comportamento contribui para que a razéo entre as correntes Ipa € Ipc Se aproxime ainda
mais de 1.

Os valores reduzidos de Ipa € Ipc no filamento, que possui 0 mesmo comprimento
dos eletrodos e didmetro de 1,75 mm (Figura 24), em comparacdo ao eletrodo sem
tratamento, podem ser atribuidos a maior quantidade de material condutor presente no
eletrodo apds o processo de impressdo (dados ndo normalizados pela divisdo pela area
submersa do filamento e do eletrodo). De forma semelhante, os graficos de Nyquist da
Figura 24 evidenciam que os valores de R¢ para os eletrodos tratados sdo
significativamente menores em relacdo ao eletrodo sem tratamento, que, por sua vez,

apresenta Rt inferior ao do filamento, o que poderia ser explicado pelo mesmo motivo.
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Figura 37. Micrografias da superficie do filamento (A), da se¢do transversal do filamento (B) e do
eletrodo sem tratamento (C). As amplia¢des utilizadas foram 100x (1), 2000x (2), 10000x (3) e
40000x (4).
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Figura 38. Micrografias dos eletrodos tratados quimicamente com DMF (A), H.SO4 (B) e NaOH (C). As
ampliacdes utilizadas foram 100x (1), 2000x (2), 10000x (3) e 40000x (4).

1 2 3 4

Figura 39. Micrografias dos eletrodos tratados eletroquimicamente: EQnaon (A) € EQpas (B). As
ampliacdes utilizadas foram 100x (1), 2000x (2), 10000x (3) e 40000x (4).
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Figura 40. Micrografias dos eletrodos submetidos aos tratamentos combinados: DMF-EQnaon (A), DMF-
EQsz (B), HzSO4-EQNaOH (C), HzSO4-EQsz (D), NaOH-EQNaOH (E), NaOH—EQsz (F) As amplia(;c”)es
utilizadas foram 100x (1), 2000x (2), 10000x (3) e 40000x (4).
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Considerando que a técnica utilizada fornece dados qualitativos e
semiquantitativos sobre a composi¢cdo elementar dos materiais (MOHAMMED e
ABDULLAH, 2018), e que os valores de porcentagem encontrados desses elementos sdo
realmente pequenas, & importante ressaltar que possam existir erros em suas
identificacOes.

Os tratamentos aplicados visam expor uma maior quantidade de negro de fumo, o
que significa um aumento na porcentagem de carbono (C) e uma redugéo na porcentagem
de oxigénio (O), ja que o negro de fumo é predominantemente constituido de carbono e
0 PLA contém oxigénio na sua estrutura. A Tabela 12, retirada dos dados obtidos por
EDS (Apéndice F), mostra a porcentagem massica de carbono e oxigénio presente nas

amostras.

Tabela 12. Porcentagem massica de carbono e oxigénio, obtida por EDS, do filamento e

dos eletrodos submetidos aos diversos tratamentos.

Amostra C(%) O (%)
CB/PLA 47,29 31,98
Sem tratamento 47,39 31,75
DMF 55,98 12,54
H2SO4 46,97 32,09
NaOH 54,01 16,51
EQNaoH 47,70 31,34
EQrBs 47,56 31,41

DMF- EQnaon 55,08 14,49

DMF- EQpss 54,74 1554
H,SOs EQuaon 46,89 32,24
H,SOs EQpes 56,16 34,79
NaOH- EQueon 53,65 19,61
NaOH- EQpss 46,75 32,52

As amostras de referéncia, que incluem o filamento Protopasta® (CB/PLA) e o
eletrodo sem tratamento, apresentam valores semelhantes de carbono e oxigénio, com
onde ainda ha uma quantidade substancial de PLA.

Ao analisar os tratamentos quimicos isoladamente, o uso de DMF e NaOH
mostram um efeito positivo na exposicdo do material condutivo, aumentando a
quantidade de carbono e reduzindo a porcentagem de oxigénio. Ja o tratamento com
H2>SOs4, por outro lado, ndo promoveu uma alteracdo relevante na proporgdo C/O,

sugerindo uma menor remogéo de PLA.
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Os grupos funcionais oxigenados e ndo oxigenados do PLA podem interagir
diretamente com as estruturas do CB, resultando em sobreposicdo, deslocamento e
alargamento das bandas vibracionais caracteristicas do material carbonéceo. Essa
interacdo torna mais complexa a diferenciacdo estrutural entre CB e PLA quando
analisadas pela técnica de FTIR (ALVES et al., 2024).

Para o eletrodo tratado quimicamente com NaOH, houve o surgimento de uma
banda de média intensidade entre 1566 e 1650 cm™ (1576 cm™). Essa banda ocorre
provavelmente devido ao estiramento de C=C de alcenos ciclicos (LIBRETEXTS,
[s.d.]a), que s poderia ser atribuido ao CB, nesse caso. Portanto, o tratamento em NaOH
poderia ter levado a uma maior exposicdo de CB nos eletrodos, o que estaria de acordo
com os resultados discutidos até aqui, visto que o tratamento em NaOH foi um dos mais
promissores, sendo, inclusive, o escolhido.

E importante ressaltar que os varios métodos de ativacio empregados neste
trabalho criam diversas deformidades e rugosidades na superficie dos eletrodos, conforme
pode ser visto nas micrografias da Secdo 4.5. A andlise de amostras com muitas
rugosidades pela técnica de FTIR-ATR apresenta complicagbes significativas,
principalmente devido a interacdo limitada e inconsistente entre a superficie da amostra
e o cristal de ATR. Essa limitacdo ocorre pelo fato de que superficies rugosas dificultam
o contato uniforme com o cristal, o que pode levar a presenca de espacos de ar entre eles.
Essas areas com menor contato geram sinais de absorbancia mais fracos, prejudicando a
precisdo dos dados, especialmente para analises mais quantitativas (SMITH, 2011).

Outro fator que complica a analise é a variacao na profundidade de penetracdo da
radiacdo infravermelha. Essa profundidade depende de caracteristicas como o indice de
refracdo da amostra, o indice de refracdo do cristal e 0 comprimento de onda da radiacdo.
Em amostras rugosas, o contato irregular provoca diferencas na penetracdo da radiacao
IR em diferentes regides da superficie, o que pode distorcer os espectros resultantes,
impactando negativamente a coleta de dados e fazendo com que bandas de absorcéo
possam se tornar extremamente fracas ou mesmo desaparecer completamente devido a
dependéncia da intensidade com a profundidade de penetracdo (SMITH, 2011).

Uma possibilidade para contornar essas limitacGes seria polir as amostras para
reduzir a rugosidade, mas isso prejudicaria 0 objetivo da andlise neste trabalho, que é
justamente compreender o efeito dos tratamentos nos eletrodos. Diante das dificuldades
apresentadas, optou-se por apresentar uma discussao baseada somente na presenca ou

auséncia de bandas associadas ao PLA e ao CB nas diferentes amostras.
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Verificou-se que a largura a meia altura da banda D1 aumentou apds alguns
tratamentos, sugerindo um aumento nos defeitos estruturais do material. O eletrodo sem
tratamento apresentou um valor de FWHM para a banda D1 de 182,44 cm. Os maiores
valores registrados ocorrem nos eletrodos submetidos aos tratamentos combinados
H2S04-EQnaon € DMF-EQnaon, atingindo 222,54 cm e 219,18 cm™, evidenciando uma
estrutura mais desordenada. Na caracterizagdo eletroquimica por CV e EIS, o tratamento
H2SO4-EQnaoH N0 revelou resultados tdo interessantes. Por outro lado, o tratamento
DMF-EQnaon — como ja relatado, tratamento bastante agressivo, evidenciado pela
turvacdo da agua apds a lavagem — levou a sinais de corrente mais intensos, porém causou
a perda de definicdo dos picos lpa € Ipc para o par redox Fe(CN)e>/* (Secdo 4.2). Os
tratamentos mais promissores (NaOH, NaOH-EQnaon € NaOH-EQrgs) apresentaram
larguras & meia altura de 203,13 cm, 204,95 cm™ e 203,27 cm™, respectivamente,
superiores ao valor do eletrodo sem tratamento, mas intermediarios.

A largura a meia altura da banda G também se expandiu em alguns eletrodos
tratados, sugerindo maior desordem, sendo mais pronunciada no tratamento DMF-
EQnaon (86,017 cm™). Os valores para NaOH, NaOH-EQnaon € NaOH-EQpgs foram
84,32 cm™, 77,05 cm? e 78,50 cm, respectivamente, sendo novamente valores
intermediérios entre os resultados da Tabela 12. O valor para o eletrodo ndo tratado foi
78,32 cmL.

A razdo Ip/lc entre os eletrodos ndo seguiu um padrdo tdo claro em relagdo ao
desempenho eletroquimico, mas forneceu informacGes interessantes. O eletrodo sem
tratamento apresentou uma razdo de 1,010, indicando um nivel moderado de desordem.
Entre os tratamentos, 0 DMF-EQnaoH teve 0 maior valor de Ip/lg (1,127), sugerindo um
maior nivel de desordem. Apés os tratamentos com NaOH, NaOH-EQnaon € NaOH-
EQess, as razdes foram 1,089, 1,002 e 0,985, respectivamente. O primeiro valor é maior
que o observado para o eletrodo sem tratamento, enquanto os dois Ultimos, com
tratamentos combinados, apresentaram valores menores.

O tratamento com DMF isoladamente reduziu a razdo Ip/lec (0,923) em
comparagdo ao eletrodo sem tratamento, sugerindo um efeito de leve reordenamento
estrutural, comportamento também observado no trabalho de Kalinke et al. (2020) para o
tratamento quimico de eletrodos de PLA contendo grafeno com DMF por 10 minutos.

Em sintese, os tratamentos quimicos e eletroquimicos induzem modifica¢des na
estrutura do negro de fumo dos eletrodos impressos em 3D. No entanto, nem toda forma

de desordem estrutural parece ser vantajosa para o desempenho eletroquimico.
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Tabela 14. Dados obtidos pelos experimentos de TGA.

Amostra Tonset  Tpeakt  Tpeakz YMfinal
Filamento de PLA puro 349,74 385,85 - 0,48
Filamento Protopasta® (CB/PLA) 366,88 396,99 491,67 19,22
Eletrodo sem tratamento 370,88 399,81 491,35 19,53
DMF 369,71 402,67 478,62 19,99

H>SO4 364,22 396,98 452,88 20,19

NaOH 351,91 390,28 490,48 19,74
EQnaoH 356,43 391,49 470,17 19,60

EQrss 360,54 393,3 476,53 19,66
DMF-EQnaon 340,03 388,89 479,91 20,04
DMF-EQpss 347,76 387,06 470,72 19,14
H2S04-EQnaoH 370,26 399,49 452,39 20,25
H2S04-EQpss 360,04 392,39 459,18 19,41
NaOH-EQnaon 369,6 398,85 483,99 19,52
NaOH-EQpgs 357,49 397,28 457,49 20,23

O filamento de PLA puro apresentou temperatura de inicio de degradacao (Tonset)
de 349,74°C e uma temperatura de pico de degradacao (Tpeak1) de 385,85°C, que equivale
a temperatura na qual a degradagdo é maxima. O filamento de PLA foi praticamente todo
degradado, restando apenas uma massa residual de menos de 0,50%.

O filamento comercial Protopasta® (CB/PLA) iniciou sua degradacdo a
366,88 °C. A maior resisténcia térmica do filamento comercial provavelmente é devido a
presenca de negro de fumo. O filamento CB/PLA exibiu dois picos de degradagéo, um a
396,99 °C e outro a 491,67 °C, o que condiz com a informacao oferecida pelo fabricante,
que reporta a presenca de outros polimeros, provavelmente utilizados como plastificantes,
na composicao do filamento (Anexo A). De igual modo, a massa residual de 19,22% ao
final da degradacdo do CB/PLA também corresponde com a informag&o do fabricante de
que o filamento contém menos de 20% de negro de fumo. Esses resultados estdo de
acordo com os obtidos por Pereira et al. (2024).

A impressdo do eletrodo causou aumento da temperatura de inicio de degradacéo
e na primeira temperatura de pico de degradag&o (Tpeak1), enquanto a segunda temperatura
de pico (Tpeak2) Ndo foi afetada, o que sugere que a impressdo afeta sutilmente o PLA
presente no filamento.

Entre os tratamentos quimicos avaliados, NaOH teve o maior impacto na Tonset €
na Tpeakt, Seguido por H2SO4 e DMF, respectivamente, sugerindo que o NaOH possui 0
maior impacto na degradacdo do PLA. Ja o efeito no segundo pico, que se refere
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principalmente a degradacéo dos aditivos poliméricos, foi mais influenciado pela a¢do do
H>SOs, seguido pelo DMF, e s entdo pelo NaOH.

Os tratamentos eletroquimicos, por sua vez, parecem alterar mais a degradacao do
PLA do que os tratamentos quimicos, com exce¢do do tratamento quimico com NaOH.
Como consequéncia, a combinacao de um tratamento quimico com hidroxido de sodio e
um eletroquimico resultou numa leve preservacdo do PLA, quando comparado ao
tratamento Unico (quimico) com NaOH. Curiosamente, uma maior preservacdo do PLA
foi observada quando o tratamento quimico com NaOH foi combinado ao tratamento
eletroquimico com NaOH, superando inclusive os resultados obtidos somente com o
tratamento eletroquimico com NaOH. J& o segundo pico de degradacdo foi muito mais
afetado pela combinacdo NaOH-EQess, indicando que tal combinacdo facilita a
degradacéo do aditivo polimérico.

Quando o tratamento quimico com acido sulfarico foi combinado com tratamento
eletroquimico com hidroxido de sédio, foi observado um sutil aumento da temperatura de
decomposicéo do PLA, sem mudanca significativa da temperatura do segundo pico de
degradacdo. Ja a combinacdo com tratamento eletroquimico com PBS resultou em uma
leve diminuicdo nas temperaturas de degradacdo do PLA, enquanto a degradacdo do
aditivo polimérico tem seu pico a uma temperatura um pouco mais elevada.

Os tratamentos quimicos com DMF combinados com um tratamento
eletroquimico resultaram em menor resisténcia térmica dos eletrodos, com inicio de
degradacéo e primeiro pico de degradacao bastante abaixo dos observados apenas com
tratamento quimico com DMF. A segunda temperatura de degradacdo foi mais afetada
pela combinacdo com tratamento eletroquimico com PBS.

Apbs atingir 600 °C, foram observados, ap6s todos os tratamentos, um percentual
de 19,8 + 0,4 de residuos, correspondente ao negro de fumo, indicando que a degradacgéo
superficial promovida por todos os tratamentos testados néo alterou significantemente a
porcentagem de PLA e negro de fumo dos eletrodos.

4.9 DMA
Os dados obtidos com a DMA podem ser encontrados no Apéndice H. A partir

dos dados coletados, a Tabela 15 foi construida.
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Tabela 15. Propriedades térmicas e mecanicas das amostras

Ty Alturadopico Areadopico E'a30°C Te

Amostra °C)  detans de tan o (GPa)  (°C)
Filamento de PLA 65,33 2,880 16,39 11,35 58,91
Filamento Protopasta® (CB/PLA) 62,73 1,100 5,98 9,27 56,39
Eletrodo sem tratamento 63,45 0,890 5,71 4,91 57,75
DMF 57,89 0,160 1,73 13,92 44,08

H2S04 63,71 1,117 6,40 15,98 56,40

NaOH 64,34 1,065 6,23 21,61 57,41

EQnaon 64,50 1,126 6,48 23,68 50,61

EQrss 64,28 1,212 5,90 19,24 57,69
DMF-EQnaoH 56,99 0,196 0,80 16,79 45,48
DMF-EQpss 57,34 0,177 0,60 19,10 54,03
H2S04-EQnaoH 64,29 1,166 6,33 20,02 56,58
H2504-EQpss 62,98 1,143 6,36 19,52 55,96
NaOH-EQnaoH 62,63 1,153 7,01 19,87 55,00
NaOH-EQpgs 63,66 1,114 6,02 15,49 56,46

Todas as propriedades termomecénicas do filamento e dos eletrodos avaliados
neste trabalho apresentaram valores menores do que aquelas do filamento de PLA puro,
0 que provavelmente deve-se a presenca do negro de fumo, uma vez gque a presenca de
grandes concentracdes de nanoparticula (> 10 % em massa) tende a gerar uma diminuicao
da mobilidade molecular das cadeias poliméricas (TSAGAROPOULOS e EISENBERG,
1995). Como dito na secdo 2.4.3, o didmetro das particulas de CB geralmente varia entre
10 nm e 500 nm (FAN et al., 2020).

A area do pico da curva de tangente delta (tan o) reflete a participacdo das cadeias
poliméricas na transicdo vitrea (BASHIR, 2021). A impresséo dos eletrodos resultou em
uma leve diminuicdo da area sob o pico de tan ¢, enquanto todos os tratamentos, com
excecdo daqueles envolvendo DMF, promoveram um aumento da area sob o pico. O
mesmo efeito foi observado na altura do pico da tangente delta.

Segundo Bashir (2021), o valor do pico de tan d, ou seja, sua altura, reflete a forca
das interagdes interfaciais, sugerindo que o tratamento quimico com DMF, associado ou
ndo a um tratamento eletroquimico, favoreceu interagdes interfaciais entre as cadeias
poliméricas e o negro de fumo, o que também explica a diminuigdo da Tq nesses casos.

Analisar o modulo de armazenamento antes da transi¢éo vitrea permite observar

a rigidez dos materiais na temperatura de uso, uma vez que a transicao vitrea do PLA

100



ocorre por volta de 60 °C. Sendo assim, E '3 refere-se ao madulo elastico registrado a
30 °C, conforme sugerido por Schwartz et al. (2020).

Com excegdo do tratamento quimico com DMF, todos os eletrodos tratados
apresentaram valores de E 3o entre 3 e 5 vezes maiores do que o eletrodo néo tratado,
indicando terem se tornado mais rigidos devido aos tratamentos. Os maiores valores de
E 30 foram observados em filamentos tratados com NaOH e EQnaon. J& 05 menores efeitos
na rigidez do material foram observados nos tratamentos NaOH-EQpgs € H2SOa.

Com base nos dados obtidos por DMA, percebe-se que parece nao haver uma
correlacdo direta entre desempenho eletroquimico do eletrodo e £°30, uma vez que
eletrodos pertencentes tanto aos grupos de melhor quanto aos de pior desempenho
eletroquimico apresentaram maior ou menor rigidez. Estudos a fim de compreender a
relacdo entre rigidez, flexibilidade e estabilidade mecéanica no desempenho dos eletrodos

impressos em 3D poderiam ser investigados (PRAVEEN et al., 2022).

4.10 Otimizacao da concentracdo de NaOH e do tempo de tratamento

Apos escolher o tratamento com NaOH 3 mol L por 30 minutos, uma
concentracdo ja elevada, foi elaborado um planejamento experimental para avaliar se a
reducdo da concentracdo do reagente (z1) ou a variagdo do tempo de tratamento (z2)
poderiam aprimorar o desempenho eletroquimico dos eletrodos de CB/PLA impressos
em 3D, conforme as Tabelas 6 e 7.

A matriz de correlagdo obtida no planejamento experimental a partir dos dados de
CV e EIS ¢ apresentada na Tabela 16, na qual as correlagcdes marcadas em vermelho séo
significativas para p-valor < 0,05. A matriz fornece informacdes importantes sobre a
influéncia da concentracdo de NaOH e do tempo de tratamento nas respostas
eletroquimicas dos eletrodos de CB/PLA impressos em 3D. A analise desses coeficientes
permite identificar quais fatores tém maior impacto no desempenho eletroquimico e como

eles interagem entre si.
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Tabela 16. Matriz de correlacdo para as variaveis do planejamento experimental.

Variaveis Concentracdo NaOH Tempo de tratamento a (A)  loa/loe (1) AE, (V) Ra (Q)

(mol L™): 74 (min): z,
Concentracdo NaOH (mol L™): z; 1,000000 0,000000 -0,080710 -0,464518 -0,345299 -0,619072
Tempo de tratamento (min): z, 0,000000 1,000000 -0,680321 0,239831 -0,787634 -0,267233
loa (LA) -0,080710 -0,680321 1,000000 -0,516748 0,811028 -0,182702
loallpc .(-1) -0,464518 0,239831 -0,516748 1,000000 -0,065922 0,659257
AE, (V) -0,345299 -0,787634 0,811028 -0,065922 1,000000 0,348705
Ret (Q) -0,619072 -0,267233 -0,182702 0,659257 0,348705 1,000000

A correlacdo entre concentracdo de NaOH e tempo de tratamento é zero,
indicando que as duas variaveis foram planejadas de forma independente. Observa-se que
a concentracdo de NaOH apresenta uma correlacdo negativa significativa com R,
sugerindo que o aumento da concentracdo do tratamento alcalino reduz Re, 0 que é
desejado. Esse efeito é relacionado a maior remocao de PLA da superficie dos eletrodos
expondo uma maior quantidade de negro de fumo, tornando-os mais condutivos. Além
disso, a concentragdo de NaOH também exibe uma correlagdo negativa com AEp, embora
ndo estatisticamente significativa. Esse comportamento pode indicar uma tendéncia a
melhoria da cinética eletroquimica com concentracbes mais elevadas do tratamento
alcalino.

Por outro lado, o tempo de tratamento tem um impacto significativo sobre lpa €
AE,, apresentando correlaces negativas fortes com ambas as variaveis. Isso sugere que
tratamentos mais longos reduzem a corrente anddica, indicando uma diminuicdo na
atividade eletroquimica da superficie, 0 que ndo é desejado. Em contrapartida, a forte
correlagdo negativa entre o tempo de tratamento e AE, indica que periodos mais longos
de exposicao ao NaOH tendem a reduzir a separacgdo entre 0s picos de oxidacdo e reducao,
0 que pode estar associado a uma melhora na transferéncia de carga, sendo um
comportamento desejado.

Outro ponto interessante € a relacdo positiva e significativa entre lpa e AEp,
sugerindo que um aumento na corrente anodica esta associado a uma maior separacéo dos
picos redox. Isso pode indicar que, apesar de uma corrente anddica mais alta ser desejavel
para um melhor sinal eletroquimico, ela pode vir acompanhada de um aumento na
resisténcia do eletrodo, o que pode afetar a eficiéncia geral da reacdo. Além disso, a razdo
entre lpa € lpc apresentou uma correlagéo positiva significativa com R¢, comportamento
coerente, uma vez que altos valores de lpa/lpc, excedendo a razdo 1, indica menor
reversibilidade eletroquimica, 0 que geralmente esta associado a uma maior resisténcia a

transferéncia de carga.

102



Com base nesses resultados, € possivel concluir que o aumento da concentracao
de NaOH no tratamento pode ser uma estratégia eficaz para reduzir Rt € melhorar a
condutividade do eletrodo. No entanto, o tempo de tratamento precisa ser cuidadosamente
otimizado, pois tempos muito longos podem reduzir a corrente anddica, impactando
negativamente a sensibilidade do sistema. Além disso, a relagdo entre Ipa € AE, sugere
que h&d um equilibrio entre a intensidade da corrente e a separagdo dos picos redox, o que
deve ser levado em conta ao definir as condicGes ideais do tratamento quimico.

Ap0s a obtencdo da matriz de correlagdo, um modelo empirico (Equacao 9) foi
construido para as variaveis lpa, lpa/lpe, AEp € Ret, @ fim de encontrar uma superficie de
resposta que descrevesse o0 sistema de maneira satisfatoria utilizando o menor nimero
possivel de parametros. Optou-se por nao se utilizar Ipc, Ae € k%, ja que se deseja encontrar
uma razao lpa/lpc mais proxima de 1, sendo lpa igual a |lpc, € Ae e k° sdo provenientes de
equacOes matematicas mais complexas, o que pode levar ao prolongamento de erros. Os
resultados por CV e EIS do planejamento experimental, bem como a sequéncia de ajustes
para a obtencdo do modelo, podem ser encontrados no Apéndice I. A equagéo obtida para
cada variavel, a relacdo entre os valores observados e preditos, a curva de superficie
encontrada, assim como a curva de contorno (Figuras 44-55), todas obtidas com o auxilio

do software Statistica 12, sdo apresentadas nos topicos a seguir.

o AE, = 0,713 — 0,104167z, — 0,12252% — 0,0630001z,z% + 0,103z2z% (Equagéo
12)
R? = 0,99083
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Figura 44. Grafico de valores observados versus preditos pelo modelo obtido para a variavel AE,,.
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Figura 46. Grafico de contorno de AE,, contra z; e z,. O retangulo destacado no interior da imagem

representa a regido onde ha os menores valores de AE,, condicGes desejadas para essa variavel.

o Lo/l = 1,09028 — 0,05738z; + 0,0539652, + 0,0208952,z, — 0,021392z?
0,061705z%z, + 0,0488z,z2 (Equacio 13)
R? =0,96354
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Figura 47. Gréfico de valores observados versus preditos pelo modelo obtido para a variavel lpa/lpc.

Figura 48. Curva de superficie para o0 modelo obtido para a varidvel lpa/lpc.
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Figura 49. Gréfico de contorno de Iya/lpc contra z1 e z2. A area destacada no interior da imagem representa
os valores de Ipa/lpc mais préximos de 1, condi¢Bes desejadas para essa variavel.

e R, =330,855— 85,3667z, + 63,7252,2, — 81,52522z, (Equacio 14)
R? =0,87100
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Figura 50. Gréafico de valores observados versus preditos pelo modelo obtido para a variavel Re:.
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Figura 52. Gréfico de contorno de R contra z; e z,. A area destacada no interior da imagem representa a

regido onde se encontram os menores valores de R, condi¢Bes desejadas para essa variavel.

o = 115,1829 — 18,8813z, — 12,9350z, z, (Equago 15)

R?=0,77952
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Figura 53. Gréfico de valores observados versus preditos pelo modelo obtido para a variavel Iga.
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Figura 54. Curva de superficie para o0 modelo obtido para a variavel lpa.
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