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Resumo da dissertacdo apresentada a COPPE/UFRJ como parte dos requisitos

necessarios para a obtengdo do grau de Mestre em Ciéncias (M.Sc.)

SENSORES E BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS IMPRESSOS EM 3D:
POS-TRATAMENTOS DE SUPERFICIE E APLICACOES AMBIENTAIS

Leonan dos Santos Rodrigues

Margo/2025

Orientadores: Profa. Helen Conceicéo Ferraz

Prof. Jodo Victor Nicolini

Programa: Engenharia Quimica

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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Abstract of dissertation presented to COPPE/UFRJ as a partial fulfillment of the
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3D-PRINTED ELECTROCHEMICAL SENSORS AND BIOSENSORS:
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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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CAPITULO 1
Introducao

1.1 Contextualizacdo e motivacéo

As técnicas de manufatura aditiva, comumente conhecidas como impressdo
tridimensional (3D), tém se mostrado ferramentas interessantes para a criacdo de
dispositivos e prototipos, beneficiando cientistas, engenheiros e profissionais da saude
(CHENG et al., 2017; SHARMA et al., 2023). Essa tecnologia ganhou relevancia ao
viabilizar a producdo de dispositivos analiticos e equipamentos de laboratério
personalizados, com ampla aplicacdo nos setores aeroespacial, automotivo, médico,
alimenticio, eletronico, energético, entre outros (KESTILA et al., 2024; SIDDIQUI et al.,
2023).

A impressdo 3D opera por meio da adicdo progressiva de material, em contraste
com métodos tradicionais de manufatura subtrativa (Figura 1), que envolvem a remogéo
de material por perfuracdo e fresagem, por exemplo (MANZANARES PALENZUELA
e PUMERA, 2018; PAUL et al., 2024). Como resultado, essa abordagem reduz de forma
significativa o desperdicio de materiais e 0s custos relacionados ao tempo, transporte,
armazenamento e consumo energético (MANZANARES PALENZUELA e PUMERA,
2018; MUBARAK et al., 2023). Além disso, sua integracdo com processos de reciclagem
de plasticos e a possibilidade de reaproveitamento dos materiais utilizados potencializam
sua contribuicdo para a sustentabilidade ambiental e social (CRAPNELL et al., 2023;
KASSAB et al., 2023; SOUZA et al., 2025). Dessa forma, a manufatura aditiva esta
alinhada a conceitos como ESG (Environmental, Social, and Governance) e economia
circular, profundamente ligados ao desenvolvimento sustentavel (KALINKE et al., 2024;
SIDDIQUI et al., 2023).
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Figura 1. Manufatura aditiva versus subtrativa.
Fonte: Adaptado de Ambrosi e Pumera (2016).

No campo da eletroquimica, a impressdo 3D tem demonstrado grande potencial
devido a sua capacidade de fabricar sistemas complexos de maneira econémica e versatil
(PEREIRA et al., 2022). A criacdo de sensores e biossensores eletrogquimicos tem
experimentado avangos com o desenvolvimento dessa tecnologia, especialmente por
meio da técnica de modelagem por deposicdo fundida (fused deposition modeling —
FDM), que utiliza filamentos de polimeros termoplasticos, frequentemente incluindo
materiais condutores carbonaceos, aquecidos e extrudados através de um bocal (MUNOZ
e PUMERA, 2020a; OSMAN, LU, 2023).

Sensores e biossensores eletroquimicos sdao amplamente reconhecidos por sua
capacidade de oferecer alta seletividade e sensibilidade, combinadas com simplicidade e
custo acessivel, tornando-os 0s sensores e biossensores mais investigados, utilizados e
adotados no mercado (BATRA et al., 2020; SRIDHARAN et al., 2023). De acordo com
a empresa de pesquisa de mercado Grand View Research ([s.d.]a), o mercado global de
sensores eletroquimicos enzimaticos e ndo enzimaticos foi avaliado em 10,4 bilhdes de
ddlares em 2023 (Figura 2A), com previsdo de crescimento a uma taxa de crescimento
anual composta (compound annual growth rate — CAGR) de 8,5% de 2024 a 2030. O
aumento na prevaléncia de doencas como diabetes, cancer, distarbios neurologicos,
ginecologicos, oftalmologicos e cardiacos estdo impulsionando esse mercado, assim
como a crescente demanda por monitoramento continuo da saude e diagnosticos rapidos
(GRAND VIEW RESEARCH, [s.d.]a).

Além disso, o avanco da agricultura de precisdo, que permite 0 monitoramento em

tempo real das condicGes do solo e das culturas, também tem sido um fator importante



para o crescimento do mercado de sensores eletroquimicos, fornecendo dados cruciais,
como niveis de nutrientes (por exemplo, nitratos e fosfatos), pH e umidade do solo. Esses
sensores também sdo eficazes na medicdo de metais pesados, herbicidas e pesticidas
presentes no solo, nos alimentos e na agua (GRAND VIEW RESEARCH, [s.d.]b).

A Global Electrochemical Sensors Market BEvE
Share, by Region, 2023 (%) GRAND VIEW RESEARCH

$10.4B

Global Market Size,
2023

® North America Europe Asia Pacific Latin America ® Middle East & Africa

B U.S. Electrochemical Sensors Market BEBVvVE
Size, by Type, 2020 - 2030 (USD Billion) GRAND VIEW RESEARCH

7.8%

U.S. Market CAGR,
2024 -2030

2020 2021 2022 2023 2024 2025 2026 2027 2028 2029 2030

@ Healthcare Agriculture Food & Beverage Veterinary

Figura 2. Mercado global de sensores eletroquimicos por regido (A)
e mercado americano de sensores eletroquimicos por tipo de aplicacéo (B).
Fonte: Grand View Research ([s.d.]a).

Nesse contexto, eletrodos impressos em 3D tém sido amplamente estudados na
construcdo de sensores e biossensores eletroquimicos para a detecgdo de analitos em
diversas areas (Figura 2B), como salde (HUSSAN KS et al., 2024; KALINKE et al.,
2023; MUNOZ e PUMERA, 2021), seguranca alimentar (DOS SANTOS et al., 2022;
SANLLI, 2024; SONG et al., 2023) e monitoramento ambiental (MUNOZ e PUMERA,
2020b; RODRIGUES et al., 2022; RUAN et al., 2021). Nesses dispositivos, é essencial

aprimorar as propriedades eletroquimicas dos eletrodos antes da modificagdo bioquimica



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).



o Biossensores celulares: utilizam células inteiras ou partes celulares especificas como
biorreceptores, que se ligam a determinadas espécies. Sdo usados em diversas
aplicacdes, como deteccdo de patdgenos e toxinas, mas apresentam desafios na
selecdo, cultivo e manutencio das células vivas (MONOSIK et al., 2012).

o Biossensores baseados em bacteridfagos: bacteridéfagos, ou fagos, sdo virus parasitas
que infectam bactérias, utilizando a maquinaria celular do hospedeiro para replicacéo
(XU et al., 2019). Biossensores desse tipo geralmente utilizam bacteriéfagos como
elementos de reconhecimento biologico, aproveitando sua alta especificidade e
afinidade por suas bactérias hospedeiras para gerar sinais mensuraveis (SACHDEVA
etal., 2024; XU et al., 2019).

e Biossensores biomiméticos: utilizam receptores criados e projetados para imitar um
biorreceptor, como anticorpo, enzima, célula ou acidos nucleicos (VELUSAMY et al.,
2010). Receptores biomiméticos incluem aptameros (KAUR et al., 2018; MONOSIK
et al., 2012; WANG et al., 2024), polimeros impressos molecularmente (molecularly
imprinted polymers — MIP) (MORALES e HALPERN, 2018), nanozimas
(nanozymes), sinzimas  (synzymes), complexos metalicos e nanocanais
(ROMANHOLO et al., 2021).

2.2 Sensores e biossensores eletroquimicos

Sensores e biossensores eletroquimicos destacam-se por sua alta sensibilidade e
seletividade, além de apresentarem simplicidade operacional e custo reduzido, sendo
amplamente estudados e aplicados (BATRA et al., 2020; SRIDHARAN et al., 2023).
Esses dispositivos consistem, em geral, de trés componentes principais, representados na
Figura 3: um elemento de reconhecimento (ou biorreconhecimento, no caso dos
biossensores), responsavel pela interacdo especifica do analito (ou biomarcador); um
transdutor, que converte a interacdo entre o analito e o elemento de reconhecimento em
um sinal mensuravel; e um sistema eletronico, que realiza o processamento dos dados
gerados (KHANMOHAMMADI et al., 2020).



Amostra
Analito

Elemento de
reconhecimento
(ou biorreconhecimento)

Sinal eletroanalitico

Transdutor
(eletrodo)

Figura 3. llustracdo esquematica dos componentes de sensores e biossensores eletroquimicos.

Fonte: Autoria propria.

Na interface do transdutor (eletrodo), ocorre uma interagdo eletroquimica entre o
elemento de reconhecimento e o analito, que gera sinais cuja intensidade esta diretamente
relacionada a presenca, concentracdo ou atividade do analito na amostra, permitindo,
assim, a sua deteccdo e/ou quantificacdo (RYU et al., 2020). Esses sinais podem ser
medidos em termos de corrente, potencial, capacitancia ou impedancia (AMARAL et al.,
2023; BATRA et al., 2020), mostrados na Tabela 1, empregando técnicas eletroanaliticas
como voltametria de varredura linear (linear sweep voltammetry — LSV), voltametria
ciclica (cyclic voltammetry — CV), voltametria de pulso diferencial (differential pulse
voltammetry — DPV), voltametria de onda quadrada (square wave voltammetry — SWV),
espectroscopia de impedancia eletroquimica (electrochemical impedance spectroscopy —
EIS) e cronoamperometria (chronoamperometry — CA) (MA et al., 2023).
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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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construcdo de biossensores (MAGHRABY et al., 2023). A Figura 4 apresenta essas

técnicas.

wyeYe. GG

Adsorgao Ligacao covalente

. . [ S,

GO0 = Ca ZC:}

Reversivel Irreversivel

Ligacio ibnica Aprisionamento

g - |\
goe T
2 o o gl%&
b’ § R
Afinidade < Encapsulamento

Ligacdo cruzada

. —_— Ligagao & Ligagdo .
Enzima Q Substrato e i6nica ¥ covalente < Capsula \"‘

Figura 4. Principais métodos de imobilizacdo de biorreceptores.
Fonte: Adaptado de Maghraby et al. (2023).

A adsorcdo fisica € um método simples e de baixo custo que utiliza forcas de Van
der Waals, interacbes hidrofdbicas e ligacdes de hidrogénio para fixar biomoléculas a
superficie do sensor. No entanto, essas interacGes sdo fracas e podem ser afetadas por
variacdes de pH e temperatura, resultando na perda da atividade bioldgica, e por processos
de lixiviagdo (AMARAL et al., 2023; MONOSIK et al., 2012; VERMA e BHARDWA,
2015).

A ligacdo covalente envolve a modificacdo quimica da superficie do sensor para
permitir a fixacdo de biomoléculas por meio de reagentes como glutaraldeido,
carbodiimida, ésteres de succinimida, maleimidas e periodato, garantindo estabilidade e
reprodutibilidade, mas com alto custo e impossibilidade de regeneracdo da matriz
(AMARAL et al., 2023; MONOSIK et al., 2012; SASSOLAS et al., 2012; VERMA e
BHARDWAJ, 2015).
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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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Entre os nanomateriais mais utilizados em sensores e biossensores eletroquimicos,
estdo nanoparticulas metélicas, de silica e magnéticas, nanotubos de carbono, nanofios,
nanobastdes, grafeno, pontos quénticos (quantum dots) e dendrimeros (BANICA, 2012;
KATEY et al, 2023; PUTZBACH e RONKAINEN, 2013). Esses materiais
proporcionam diversas vantagens, como amplificacdo da carga elétrica local e
intensificacdo dos sinais eletroquimicos, maior incorpora¢do de componentes ativos e
melhoria na difusdo do analito até os sitios de interacdo. Esses beneficios contribuem
diretamente para o aumento da sensibilidade e eficiéncia dos dispositivos (BANICA,
2012).

2.3 Célula eletroquimica

Em sistemas eletroquimicos, sdo estudados processos que afetam o transporte de
carga na interface entre diferentes fases quimicas, como a interface entre um condutor
eletronico (eletrodo) e um condutor i6nico (eletrdlito). Nesse contexto, eventos que
ocorrem na interface eletrodo/eletrélito quando um potencial elétrico é aplicado e uma
corrente elétrica é gerada sdo estudados. No eletrodo, a conducdo de carga ocorre pelo
movimento de elétrons ou lacunas. Por outro lado, no eletrélito, o transporte de carga é
realizado por ions (BARD e FAULKNER, 2001; DAMIATI e SCHUSTER, 2020).

Normalmente, os sistemas eletroquimicos utilizam dois ou trés tipos de eletrodos.
Em uma célula eletroquimica, a medicdo da diferenca de potencial elétrico ocorre entre o
eletrodo de trabalho, onde se da a reagdo de interesse (working electrode — WE), e 0
eletrodo de referéncia (reference electrode — RE), que possui composi¢do constante e
fornece um potencial estavel. Na configuracdo de dois eletrodos (Figura 5A), o eletrodo
de trabalho é utilizado em conjunto com o eletrodo de referéncia, que deve manter seu
potencial constante (Er) durante o experimento. Quando nenhuma voltagem é aplicada,
ambos os eletrodos atingem seus respectivos potenciais de equilibrio. Porém, ao aplicar
uma voltagem (Va) com uma fonte externa, o potencial do eletrodo de trabalho (Ew) muda
em relacdo ao valor de equilibrio, enquanto o potencial do eletrodo de referéncia
permanece inalterado. Durante o fluxo de corrente (I) pelo eletrolito, ocorre uma
diferenca de potencial devido a resisténcia 6hmica da solucdo (Rsl) onde (Rs) € a
resisténcia e (I) a corrente, que obedece a lei de Ohm abaixo (BANICA, 2012; BARD e
FAULKNER, 2001):

E = RI (Equacéo 1)
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A relacgéo entre a voltagem aplicada e o potencial do eletrodo de trabalho é dada

por:
V, = E,, — E, + RgI (Equacdo 2)
E,, =V, + E, — Rl (Equacéo 3)

Portanto, é possivel ajustar o potencial do eletrodo de trabalho variando a
voltagem aplicada, desde que a queda dhmica (Rsl) seja insignificante. Essa condicdo é
geralmente atendida quando as correntes sdo muito baixas e a resisténcia do eletrolito é
pequena. Entretanto, quando se analisa uma curva corrente-potencial, a queda dhmica se
torna um problema, pois varia ao longo do experimento, impactando o potencial do
eletrodo de trabalho de maneira imprevisivel. Dessa forma, um contraeletrodo
(counterelectrode — CE), também chamado de eletrodo auxiliar, é adicionado para
completar o circuito e permitir o fluxo de carga, formando a célula eletroquimica de trés
eletrodos (Figura 5B). O potencial do eletrodo de trabalho é controlado por um
potenciostato, um dispositivo permite que a corrente flua entre o eletrodo de trabalho e o
auxiliar, enquanto o eletrodo de referéncia ndo é afetado pela passagem de corrente,
preservando sua estabilidade. Assim, o potencial do eletrodo de trabalho pode ser ajustado
com menor influéncia da queda 6hmica e quaisquer mudancas observadas na célula
eletroquimica seréo atribuidas a ele (BANICA, 2012; BARD e FAULKNER, 2001).

A FONTE DE VOLTAGEM B POTENCIOSTATO
Programador - v
) T TN Ny —A——
de potencial é b °
. i=0
A
WE
AE - RE

Figura 5. Célula eletroquimica com dois eletrodos (A) e trés eletrodos (B).
RE: eletrodo de referéncia, WE: eletrodo de tratado e CE: contraeletrodo.
Fonte: Adaptado de Béanica (2012).

Para garantir o funcionamento correto da célula de trés eletrodos, o eletrodo
auxiliar deve ser projetado para evitar que reacdes que ocorram nele interfiram na

medicdo. Isso é conseguido utilizando um eletrodo auxiliar com &rea muito maior do que
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a do eletrodo de trabalho, reduzindo a densidade de corrente no auxiliar e minimizando
as alteracGes em seu estado de equilibrio. As reacBes mais comuns no eletrodo auxiliar
envolvem a evolucdo de oxigénio ou hidrogénio, dependendo da polaridade aplicada
(BANICA, 2012).

Além disso, o sistema solvente/eletrolito deve apresentar alta condutividade
elétrica, ou seja, baixa resisténcia. Assim, adiciona-se a solu¢do um eletrolito de suporte,
composto por ions que ndo participam da reacédo eletroquimica em estudo. Sais simples,
como KNOs3, NaClO4 ou KCI séo frequentemente usados como eletrolitos de suporte em
concentragdes muito maiores que a do analito (pelo menos 100 vezes mais) (BANICA,
2012). Esse excesso de eletrolito reduz a migracdo dos ions do analito, causado pela
presenca de um campo elétrico, que pode interferir nos resultados. Dessa forma, o
eletrolito de suporte auxilia na garantia de que o transporte de reagentes e produtos ocorra
predominantemente por difusdo e, em algumas condicdes, por conveccdo, e aumenta a
condutividade da solugdo, minimizando a queda 0hmica. Quando o analito possui
propriedades acidas ou bésicas, um sistema tampdo pode ser usado para controlar seu
estado de protonacdo, atuando também como eletrélito suporte (BARD e FAULKNER,
2001; MORRIS et al., 2011).

O eletrodo padrdo de hidrogénio, também conhecido como eletrodo normal de
hidrogénio (standard hydrogen electrode — SHE — ou normal hydrogen electrode — NHE)
é uma referéncia internacionalmente aceita em eletroguimica, principalmente devido ao
seu valor de potencial (0,00 V). No entanto, sua aplicacdo pratica é bastante dificil e
limitada, sendo frequentemente substituido por outros eletrodos de referéncia, como o
eletrodo de calomelano saturado (saturated calomel electrode — SCE) (Hg/Hg2Cl2/KCI
saturado) com potencial de 0,242 V em relacdo ao NHE, ou o eletrodo de prata-cloreto
de prata (Ag/AgCI/KCI saturado), com potencial de 0,197 V em relacdo ao NHE
(AMARAL et al., 2023; BARD e FAULKNER, 2001). O eletrodo de trabalho e o
contraeletrodo devem ser condutivos e quimicamente estaveis. Assim, dependendo do
analito e da natureza da reagéo, os materiais de eletrodo mais comumente utilizados séo
ouro, prata, platina, silicio, carbono e grafeno. Uma alternativa as células eletroquimicas
tradicionais € a impressdo dos trés eletrodos em um substrato isolante (eletrodo screen-
printed — SPE) (Figura 6).
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Potenciostato

Conector

Figura 6. Eletrodo screen-printed.
RE: eletrodo de referéncia, WE: eletrodo de tratado e CE: contraeletrodo.
Fonte: Damiati e Schuster (2020).

2.4 Processos de obtencgéo de eletrodos impressos em 3D

A manufatura aditiva de objetos 3D inicia-se com a criacdo de um modelo
tridimensional por software de desenho assistido por computador (Computer-Aided
Design — CAD) como AutoCAD®, Fusion 360®, SolidWorks®, SketchUp®,
TinkerCAD® e FreeCAD®. O modelo é entdo salvo no formato STL, que armazena
coordenadas das superficies do modelo e pode ser interpretado por qualquer software de
impressora 3D. Esse arquivo é, em seguida, convertido em formato G-code por um
software de fatiamento (Cura®, PrusaSlicer®, Simplify3D®, Slic3r®, MatterControl®,
Creality Slicer®, entre outros), contendo informacgdes sobre as camadas horizontais em
2D de toda a estrutura para que a impressora deposite material camada por camada e
forme o objeto 3D. O G-code inclui pardmetros operacionais como temperaturas de
extrusdo e da base, velocidade de impressdo, multiplicadores de taxa de alimentacao,
camadas externas e outras configuragdes de impressdo (CHAUDHARY et al., 2023;
PEREIRA et al., 2022).

No campo da eletroquimica, a impressdo 3D (Figura 7) tem se destacado como
uma tecnologia promissora, oferecendo solu¢des econémicas e versateis para a fabricagdo
de estruturas complexas (PEREIRA et al.,, 2022). Com o aumento do interesse na
producdo de eletrodos por meio da impressdo 3D para sensores e biossensores

eletroquimicos, torna-se fundamental avaliar as técnicas de impressdo utilizadas,
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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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A Tabela 2 apresenta algumas vantagens e desvantagens das técnicas de impressdo

em 3D classificadas acima.

Tabela 2. Vantagens e desvantagens das técnicas de impressao em 3D.

Classificagdo Vantagens

Desvantagens

Referéncias

Processamento em temperatura
ambiente, sem a necessidade de
estruturas de suporte e com alta taxa de
producéo. E ideal para grandes volumes
de pegas e permite a criagdo de
geometrias complexas.

Jato de Aglutinante

E um processo rapido e eficiente, capaz
de construir pegas com alta densidade e
resisténcia. Permite a producéo de
geometrias complexas e detalhadas,
facilita o monitoramento em tempo real
durante a fabricacéo, permitindo ajustes
continuos que melhoram o controle de
qualidade, e possibilita a fabricagéo de
pecas de grandes dimensoes.

Deposicéo de Energia
Direcionada

Permite a fabricacéo de pegas com
multiplos materiais e diferentes cores, é
econdmico, escalavel e capaz de
produzir pegas totalmente funcionais, o
que aumenta sua versatilidade em
diversas aplicacbes

Extrusdo de Material

Oferece alta precisao na deposicao de
gotas, gera pouco desperdicio, permite a
fabricacéo de pegas com multiplos
materiais e cores e apresenta boa
qualidade superficial das pegas.

Jateamento de Material

E precisa, reduz desperdicios ao usar
apenas 0 material necessario e permite
flexibilidade no design, sendo ideal
para geometrias complexas, produgoes
Unicas ou tiragens limitadas.

Fuséo de Leito em P6

Versatilidade, baixo custo, rapidez,
economia na fabricagdo de grandes
objetos e menor desperdicio, uma vez
que a laminacéo de folhas utiliza apenas
0 necessario para a criagdo da peca.

Laminacéo de Folha

Alta resolucéo e produgdo mais rapida,
sendo ideal para projetos que exigem
prazos curtos.

Fotopolimeriza¢éo em
Cuba

Produz pegas com propriedades
mecanicas limitadas, exige o uso de
tinta de baixa viscosidade e demanda
pos-processamento significativo para
melhorar a qualidade das pecas. O
processo de cura em etapas pode

resultar em alta rugosidade superficial e

baixa resolugéo no produto final.

E limitado a materiais metalicos e

hibridos metalicos, pode comprometer a
qualidade superficial das pegas devido a

uma boa relagio entre qualidade da
superficie e velocidade de impresséo,
pode apresentar baixa resolugéo, alta
rugosidade superficial, deformagoes e
retracOes causadas por variacdes de
temperatura durante a fabricagdo. A
fabricagdo de grandes objetos e a
integracdo de maltiplos materiais
também podem ser desafiadoras.

A adesdo entre as camadas precisa ser
forte para garantir a integridade da
peca, a qualidade superficial pode ser
ruim, e a precisao e a resisténcia podem
ser limitadas. Além disso, dependendo
do objeto gerado, requer o uso de
estruturas de suporte para evitar

tombamentos ou deformagdes durante a

impressao, o que pode ser trabalhoso e
dificil de remover.

Apresenta limitacéo no volume de
construcdo, possui custo elevado e nao
¢ adequado para a fabricagéo de objetos

grandes, sendo necessério tratamento
pos-impresséo

Alto custo dos equipamentos, tamanho
limitado, necessidade de pos-
processamento e riscos a seguranga
devido ao uso de lasers ou feixes de
elétrons.

Gera objetos com resisténcia e tamanho
limitados, exige etapas de pés-
processamento, como lixamento ou
polimento, e pode apresentar limitacdes
na espessura da camada, afetando a
resolucéo final e o acabamento
superficial da pega. Além disso, pode
dificultar a separacéo das pegas.

Possui limitagfes de tamanho, requer
suporte de impresséo que pode ser
dificil de remover e deixar marcas,

utiliza resinas perigosas e produz pegas
com durabilidade inferior em relagdo a
outras tecnologias de impresséo 3D.

(PUTRI et al.,
2024; TULI et al.,
2024)

(PUTRI et al.,
2024; TULl et al.,
2024)

(HUSSAN K S et
al., 2024; TULI et
al., 2024)

(ELHADAD et al.,
2023; PUTRI et al.,
2024)

(AWAD et al.,
2021; TULl et al.,
2024)

(ELHADAD et al.,
2023; PUTRI et al.,
2024)

(AL RASHID et al.,
2021; TULI et al.,
2024)
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2.4.2 Filamentos utilizados na impressdo 3D de eletrodos por FDM

A técnica de FDM, mostrada na Figura 8, baseia-se no processo de extrusao de
material e é uma das mais amplamente utilizadas na producéo de eletrodos impressos em
3D para sensores e biossensores eletroquimicos (MUBARAK et al., 2023; OMAR et al.,
2021; SHARMA et al., 2023). Embora possa enfrentar desafios como resolucdo limitada
e possivel necessidade de pos-processamento, a FDM destaca-se por suas diversas
vantagens, incluindo baixo custo, operacdo simples, flexibilidade no design e baixa
geracdo de residuos, tornando-a uma alternativa bastante atrativa para essa finalidade
(OSMAN e LU, 2023; PUTRI et al., 2024; SHARMA et al., 2023).

Filamento
termoplastico

Bobina

Motorde |

: e
acionamento |
H

. Camarade
ipasta fundida
'

: Ponta do bico

Figura 8. Esquema do processo de modelagem por deposicdo fundida (A) e impressora 3D Ender-3S1
Plus, utilizada neste trabalho de dissertacéo (B).
Fonte: Adaptado de Jin et al. (2015) (A) e Mercado Livre (2024) (B)

Filamentos de &cido polilatico (polylactic acid — PLA) e acrilonitrila butadieno
estireno (acrylonitrile butadiene styrene — ABS) s@o os termoplasticos mais amplamente
utilizados (DUARTE et al., 2024; ZHAO et al., 2024). Entretanto, outros tipos de
filamentos também sdo explorados, como policarbonato (polycarbonate — PC),
poliestireno (polystyrene — PS), polietileno tereftalato (polyethylene terephthalate —
PET), élcool polivinilico (polyvinyl alcohol — PVA), polibutileno tereftalato
(polybutylene terephthalate — PBT), polietileno tereftalato glicol (polyethylene
terephthalate glycol — PETG), poliamida (polyamide — PA), poliuretano termoplastico
(thermoplastic polyurethane — TPU), poli(éter-éter-cetona) (poly(ether ether ketone) —

PEEK), policaprolactona (polycaprolacton — PCL) e copolimeros termoplasticos
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(thermoplastic copolymers — TPC) (DUARTE et al., 2024; OSMAN e LU, 2023;
SHARMA et al., 2023).

Em aplicagcBes eletroquimicas, polimeros condutores contendo materiais
carbonaceos, como grafeno (graphene — G), grafite (grafite — Gr), negro de fumo (carbon
black — CB), nanotubos de carbono (carbon nanotubes — CNT) e nanofibras de carbono
(carbon nanofibers — CNF), sdo amplamente utilizados na fabricacdo de eletrodos
impressos em 3D (MUNOZ e PUMERA, 2020b; OMAR et al., 2021; SHARMA et al.,
2023). Na literatura cientifica, o uso de filamentos comerciais como Black Magic®,
composto por PLA e grafeno (G/PLA), e Protopasta®, filamento de PLA contendo negro
de fumo (CB/PLA), é relatado em diversos trabalhos (ALVES et al., 2024; KALINKE et
al., 2021; MUNOZ et al., 2023; RICHTER et al., 2019; WIRTH et al., 2019).

Vaérios estudos também tém explorado a criacdo de filamentos condutores
acessiveis, combinando polimeros termoplasticos com materiais condutores, como 0s
carbonaceos mencionados e metais, que sdo misturados e fabricados utilizando maquinas
extrusoras (CRUZ et al., 2018; DE FARIA et al., 2023; LISBOA et al., 2024; LOPES et
al., 2023). A producéo desses novos filamentos traz beneficios, como a possibilidade de
ajustar a condutividade elétrica e a inclusdo de eletrocatalisadores para aprimorar o
desempenho eletroquimico (STEFANO et al., 2022).

2.4.3 Filamento Protopasta®

O filamento Protopasta® (CB/PLA), utilizado neste trabalho, é composto por
acido polilatico (PLA, >67%), negro de fumo (CB, <20%) e outros polimeros que,
provavelmente, atuam como plastificantes (<13%) (PROTOPASTA, 2025), conforme
pode ser visto no Anexo A. O PLA é um polimero termoplastico formado por moléculas
de &cido latico. E obtido a partir de fontes renovaveis, como cana-de-actcar e amido de
milho, sendo reconhecido por sua capacidade de biodegradar e de ser compostavel
(MCKEEN, 2012). Sua formula estrutural esta apresentada na Figura 9.
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Figura 9. Férmula estrutural do PLA.
Fonte: McKeen (2012).

O CB é um material gerado pela queima incompleta de carvéo, alcatrdo de carvéo,
matéria vegetal ou derivados do petréleo, constituido por mais de 90% de carbono
elementar em sua forma pura, composto por pequenos atomos de carbono,
predominantemente esféricos, que se agrupam formando agregados. O diametro das
particulas de CB geralmente varia entre 10 nm e 500 nm, e estudos indicam que particulas
maiores tendem a apresentar uma estrutura mais grafitica (FAN et al., 2020).

O CB pode apresentar diversos grupos funcionais, incluindo grupos quimicos
oxigenados, como lactonas, grupos fenolicos, carboxilicos e cetdnicos, conforme mostra
a Figura 10 (FAN et al., 2020).

Quinona

Carbonila 0 0

Carboxilico

Lactona

Figura 10. Grupos funcionais na superficie do negro de fumo.
Fonte: Adaptado de Fan et al. (2020).

2.5 Pos-tratamentos de superficie para ativacédo dos eletrodos impressos em 3D
A preparagdo da superficie de eletrodos impressos em 3D é fundamental para

aprimorar sua aplicacdo na eletroanalise, considerando que a elevada resistividade
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elétrica do componente isolante do filamento compromete seu desempenho
eletroanalitico (SHARMA et al., 2023; STEFANO et al., 2022).

Diferentes estratégias tém sido desenvolvidas para aumentar a exposi¢do do
material eletroativo presente em filamentos com matriz polimérica isolante, melhorando
assim a condutividade dos eletrodos. Entre essas abordagens estdo ativacfes quimicas
(MANZANARES PALENZUELA et al.; 2018; SILVA et al., 2020), bioldgicas
(MANZANARES-PALENZUELA et al., 2019) e eletroquimicas (DOS SANTOS et al.,
2019; KATIC et al., 2019). Métodos sem o uso de reagentes, como polimento mecanico
(CARVALHO et al., 2021), ativacdo térmica (NOVOTNY et al., 2019) e tecnologias
baseadas em fontes de laser (GLOWACKI et al., 2021) ou plasma (PEREIRA et al.,
2021) também tém sido relatados na literatura.

Entre essas alternativas, tratamentos quimicos e sua combina¢do com processos
eletroquimicos mostram-se como opg¢des acessiveis e promissoras para alcancar
melhorias significativas nos resultados (DOS SANTOS et al., 2019; GUSMAO et al.,
2019; KALINKE et al., 2020; STEFANO et al., 2022). Além disso, métodos sem
reagentes acabam sendo suscetiveis a variagdes no tratamento dependendo do operador e
das condi¢bes empregadas, como, por exemplo, a forca aplicada sobre a superficie do
eletrodo durante o polimento mecanico. Dessa forma, procedimentos quimicos,
eletroquimicos e suas combinagdes foram escolhidos como métodos de ativagcdo dos
eletrodos impressos em 3D deste trabalho. A Figura 11 ilustra a superficie de um eletrodo

impresso em 3D antes e apds a aplicacdo do tratamento.

T
MI>>

Tratamento
quimico e
eletroquimico

)2
Eletroo nao Eletodo

tratado tratado

Figura 11. Eletrodo impresso em 3D antes e ap0s os tratamentos de superficie. Os tratamentos removem
parte do polimero isolante da superficie, expondo uma maior quantidade do material condutor.

Fonte: Autoria propria
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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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corrente mais intensos, aqueles ativados com acetona revelaram as menores separacdes
de pico. Os pesquisadores recomendaram o0 uso de acetona quando possivel devido a sua
menor toxicidade e desempenho satisfatério.

Além da imersdo em solventes (KUMAR et al., 2020; KWACZYNSKI et al.,
2023, MANZANARES PALENZUELA et al., 2018; REDONDO et al., 2021; WANG et
al., 2021), tratamentos com solugdes acidas (KALINKE et al., 2020; SILVA et al., 2020)
e basicas (KALINKE et al., 2022; RODRIGUES et al., 2025, SHERGILL e PATEL,
2023; WIRTH et al., 2019) tém sido investigadas. Enquanto os tratamentos quimicos com
solvente dissolvem parte do polimero da superficie dos eletrodos (KALINKE et al., 2020,
MANZANARES PALENZUELA et al., 2018), solugdes acidas e béasicas causam a
hidrélise desse polimero pelos mecanismos expostos na Figura 12 (KOTERWA et al.,
2022).
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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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Rodrigues et al. (2025), aléem de avaliarem a altura do eletrodo, o diametro e a
velocidade de impressdo (eletrodo escolhido: altura de 20 mm, didmetro de 6 mm e
velocidade de impressdo de 800 mm min™2, com custo de US$0,04 para cada eletrodo),
também avaliaram o efeito de diferentes tratamentos de superficie pds-impressdo no
desempenho eletroquimico de eletrodos de CB/PLA. Foram testados cinco protocolos:
polimento mecénico; polimento seguido de tratamento eletroquimico aplicando +1,4 V e
—1,0 v, ambos por 200 segundos, em NaOH 0,5 mol L™%; polimento seguido de tratamento
quimico com NaOH 0,5 mol L™*; combinacio entre polimento, tratamento quimico e
eletroquimico, nessa ordem; e, por fim, a combinacdo de polimento, tratamento
eletroquimico e quimico, respectivamente. O eletrodo tratado por polimento seguido de
tratamento quimico e eletroquimico, nessa ordem, foi escolhido. A metodologia permitiu
a determinacdo simultanea de paracetamol e cafeina, apresentando boa linearidade em
uma ampla faixa de concentracdes, sendo o eletrodo, entdo, aplicado na analise de um
medicamento comercial contendo o0s dois compostos.

Mufioz e Pumera (2021) também avaliaram um biossensor eletroquimico
impresso em 3D para a detec¢do do antigeno do SARS-CoV-2, com custo aproximado de
€0,25 por eletrodo e €9,00 para um biossensor completo. Os eletrodos de G/PLA foram
ativados em DMF por 3 horas e submetidos a tratamento eletroquimico em PBS (pH 7,2)
com a aplicacdo de um potencial de +2,5 V por 5 minutos. Apds funcionalizacdo com
nanoparticulas de ouro, a proteina recombinante da COVID-19 foi ancorada
covalentemente na superficie, e o0 biossensor demonstrou alta sensibilidade,
possibilitando a detecdo de niveis tracos em amostras de soro humano e tampéo.

Esses trabalhos demonstram novamente a importancia de pos-tratamentos de
superficie na obtencdo de sensores e biossensores eletroquimicos impressos em 3D, bem
como o potencial desses dispositivos ao analisarem analitos relevantes, com desempenhos
comparaveis a métodos analiticos j& estabelecidos.

A Tabela 3 apresenta um resumo de diferentes métodos quimicos, eletroquimicos
e combinados utilizados para ativagédo de eletrodos impressos em 3D, fabricados a partir
de filamentos de PLA contendo materiais carbonaceos, relatados na literatura. Optou-se,
para reduzir informacdes redundantes, pela construcdo da tabela apenas com tratamentos
distintos encontrados na literatura, referenciando apenas o primeiro trabalho encontrado
a utiliza-los. Devido ao foco desta dissertacdo, a tabela expde somente os tratamentos
quimicos e eletroquimicos empregados em cada artigo. Em alguns deles, ha, por exemplo,

a utilizacdo de tratamentos mecénicos, como mencionado.
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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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CV (500 mV s™) no intervalo de

(CONTRERAS-

CNT/CB/PLA DMF por 10 min -0,1 Va+3,1V (10 ciclos) em PBS
0.4 mol L (oH 7.4) NARANJO et al., 2021)
NaBH, 0,1 mol Lt e
1 .
zlfhmg'ﬁ oPor30MINE  Apos DMF: +25 V/ por 250 s em
e e B PBS (pH 7,2)
1 ’
gélppl‘a pg;ng z{]h'\(ltz(;ljz (s) immgéu: Ap6s outros tratamentos quimicos: (REDONDO et al., 2021)
DI), LiAIH, 0,1 mol L* +2,5 V por 1000 s em PBS (pH 7,2)
em tetraidrofurano como
solvente ou DMF por 3 h
+2,5 V por 5 min em PBS (MUNOZ e PUMERA,
G/PLA DMF por3h (OH 7.2) 2021)
. +1,4 V seguido de —1,0 V em NaOH (MCDONAGH et al.,
CBIPLA DMF por 15 min 0,5 mol L%, ambos por 200 s 2023)
Tratamento dos filamentos: ~ Tratamento dos eletrodos impressos
CB/PLA NaOH 5 mol L*a 75 °C em 3D: (SHERGILL e PATEL,
MWCNT/PLA por 3 min (CB/PLA) e 55 +1,4 V seguido de —1,0 V em NaOH 2023)
min (MWCNT/PLA) 0,5 mol L%, ambos por 200 s
. +1,8 V por 15 min seguido de CV
GPLA hggﬁfgigmﬁf%r (G0mVsinointervalode 0,0a  (WROBEL VON ZUBEN
10 ’e 25 min P -1,8 V, ambos em tampéo fosfato etal., 2023)
0,1 mol L™ (pH 7,4)
+2,5 V por 2 min em PBS N
G/PLA DMF por 1,5 h 0,1 mol L (pH 7,4) (MUNOZ et al., 2023)
-1
CBIPLA N%&ﬁﬁgﬂgdmr +1,4V seguidode ~1,0 Vem NaOH  (RODRIGUES et al.,

ultrassénico

0,5 mol L%, ambos por 200 s

2025)

CB - negro de fumo; CV - voltametria ciclica; DMF — dimetilformamida; CNF — nanofibras de carbono;

CNT - nanotubos de carbono; G — grafeno; MWCNT - nanotubos de carbono de paredes maltiplas;

PLA — 4cido poliltico e PBS — tampéo fosfato-salino.

Diante da Tabela 3 e das informacfes apresentadas e discutidas sobre pos-
tratamentos de superficie quimicos, eletroguimicos e combinados até o momento,
percebe-se que novos tratamentos tém sido continuamente propostos, visando a melhoria
do desempenho eletroquimico de eletrodos impressos em 3D. Até a presente data, parece
ndo haver um consenso sobre qual concentracdo de reagentes, tempo de tratamento e
tratamento eletroquimico pudessem ser vistos como modelo a ser utilizado e/ou
aprimorado, embora certos tratamentos sejam empregados em trabalhos distintos, como
apresentado. Além disso, estudos que avaliam diferentes tratamentos no mesmo trabalho,
apresentados na Tabela 3, parecem escolher a melhor condi¢do com base exclusivamente
nos valores numéricos obtidos pelas caracterizag@es eletroquimicas, sem a aplicacdo de
testes estatisticos para andlise de variancia e comparacdo de médias. Dessa forma,
tratamentos que demandam maior quantidade de reagentes e tempo podem ser
selecionados, mesmo que ndo apresentem diferencas estatisticamente significativas em

relacdo a alternativas mais simples, sendo uma lacuna a ser preenchida no estudo de
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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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estatistica de variaveis relacionadas ao desempenho eletroquimico, foram testados para o
desenvolvimento de sensores e biossensores eletroquimicos voltados a deteccdo dos
analitos citados, que serdo abordados a seguir. A auséncia de trabalhos na literatura
cientifica detectando essas espécies por eletrodos impressos em 3D também consiste em

uma lacuna a ser minimizada.

2.6.1 Glifosato

O glifosato (Figura 13), ou (N-(fosfonometil)glicina), € um herbicida ndo seletivo
de amplo espectro amplamente utilizado em todo o mundo. Seu mecanismo de agéo
baseia-se na inibicdo da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase, essencial para
a conversao de chiquimato-3-fosfato em 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato. Essa inibigdo
interrompe a sintese de aminoacidos aromaticos, fundamentais para a producdo de
proteinas nas plantas, levando a sua morte (CONGUR, 2023; SANTOS et al., 2020;
SUWANNACHAT et al., 2024).

1
P

HO™,
HO

Figura 13. Estrutura do glifosato.
Fonte: Sok e Fragoso (2019).
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Pesquisas sugerem que o glifosato pode ser persistente no ambiente, e seus efeitos
na salde humana tém gerado preocupacOes globais, especialmente devido ao seu
potencial carcinogénico, além de ser reportado como disruptor enddcrino, teratogénico,
genotdxico, imunotoxico, neurotdxico, mutagénico e toxico para érgdos como figado e
rins. Esses efeitos podem estar relacionados a capacidade do glifosato de formar
complexos com metais e de inibir enzimas da familia do citocromo P450, fundamentais
para diversos processos metabélicos (CONGUR, 2023; VALLE et al., 2019).

Diante desses riscos, as legislacdes internacionais estabeleceram limites para a
presenca de glifosato em agua potavel. A Unido Europeia define um limite maximo de
0,59 nmol L (0,1 ug L), enquanto legislagdo do Brasil permite o valor de 2,30 umol
Lt (500 pg L1), e a Agéncia de Protecio Ambiental dos Estados Unidos (United States
Environmental Protection Agency — USEPA), 4,15 pmol Lt (700 pg L™
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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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potenciais danos aos ecossistemas e a salde humana, incluindo neurotoxicidade,
toxicidade reprodutiva e efeitos carcinogénicos (WANG et al., 2019; WANG et al.,
2024). No figado, por exemplo, o fipronil € metabolizado pelo citocromo P450, formando
o metabdlito fipronil sulfona (FIP-S), que possui alta lipofilicidade e pode permanecer
nos tecidos por periodos prolongados (KUMAR et al., 2020).

O fipronil é uma espécie eletroativa que pode ser oxidada formando,
principalmente, fipronil sulfona, o que permite a sua deteccdo por sensores
eletroquimicos. Com base nessa informacdo e na quantidade de elétrons e protons
envolvidos no processo de oxidacgéo eletroquimica do fipronil, a Figura 14 apresenta uma
reacdo proposta para a formagdo do fipronil sulfona como produto de oxidagao
(MONTES et al., 2016).

FF FF
Cl
Cl e = | =% F
N. _ M. =
N=_» N +H,0 , N=&—¢ ':1 +2¢ +2H'
F \=0 ¢ F)[ N
Fe| . NH2 = 2
-Sx F S‘\'
F\}— 0 F O
Fipronil Fipronil sulfona

Figura 14. Mecanismo da oxidacédo eletroquimica do fipronil.
Fonte: Adaptado de Montes et al. (2016).

Okumura et al. (2016) desenvolveram um sensor eletroquimico para a deteccao
de fipronil utilizando um eletrodo compasito de grafite-poliuretano (GPU) como eletrodo
de trabalho, Ag|AgCl (3,0 mol L' KCl) como eletrodo de referéncia e um fio de platina
como contraeletrodo. Uma solugio estoque de 1,0 x 103 mol L foi preparada em etanol.
O voltamograma ciclico do fipronil em tampdo Britton-Robinson (BR)
0,1 mol L™ (pH 8,0) apresentou um pico bem definido de oxidagéo do fipronil em um
potencial préximo de 0,95 V (v =50 mV s1). O grafico da corrente de pico em fungio
da velocidade de varredura, obtido a partir dos dados de CV em pH 8,0, apresentou um
coeficiente de determinacio (R?) de 0,999, indicando uma contribuigdo significativa da
adsorcdo da espécie na superficie do eletrodo no controle da reacdo. A voltametria de

varredura linear foi realizada em tamp@es BR 0,1 mol L' contendo 5 x 10> mol L' de
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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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e Hidrdxido de sddio PA (NaOH, Neon)
e N-N-dimetilformamida PA (DMF — (CH3)2NC(O)H, Sigma-Aldrich)
e Sulfato ferroso hepta-hidratado PA (FeSOs-7H20, Controltec — Quimica Fina)

3.2 Métodos

3.2.1 Obtencdo dos eletrodos impressos em 3D

Apds uma triagem para a escolha dos parametros de impressao, detalhada na
Secdo 4.1, os eletrodos em formato de péndulo (Figura 15) foram impressos em triplicata
utilizando uma impressora 3D (Ender-3S1 Plus, Creality), com as condicGes e parametros
de impressdo mostrados na Tabela 4. Ap6s a impressao, os eletrodos foram estocados a

temperatura ambiente (~25 °C) até uso posterior.

Figura 15. Dimens0es dos eletrodos utilizados neste trabalho.

Tabela 4. Condicdes utilizadas na impresséo dos eletrodos deste trabalho.

Configurac®es para a impressao dos eletrodos Condicbes escolhidas
Sofware CAD FreeCAD®
Dimensdes dos eletrodos 52,5 x5 x 2mm
Fatiador Simplify3D®
Temperatura de extrusdo 210°C
Temperatura da mesa 60 °C
Densidade de enchimento 100%
Multiplicador de extruséo 1,1
Percursos de perimetro 2
Tipo de preenchimento Grade
Espessura de camada 0,2 mm
Velocidade de impresséo 30 mms™
Altura da primeira camada 100%
Sobreposicdo de contorno 15%
Tipo de mesa Vidro
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A triagem foi fortemente influenciada pelos trabalhos de Rocha et al. (2022) e
Abdalla et al. (2020). E sabido que diferentes impressoras, modelos e marcas fornecem
resultados distintos. Assim, partindo desses trabalhos da literatura, objetivou-se conseguir
o0 eletrodo com melhor acabamento superficial, fabricado com a menor espessura de
camada e menor velocidade de impressdo possiveis, utilizando, assim como o0s autores
citados, densidade de enchimento de 100%, multiplicador de extrusédo de 1,1 e dois
percursos de perimetro. Para isso, 0s eletrodos com as dimensdes da Figura 15 foram
desenhados no software FreeCAD®. Dois fatiadores (Creality Slicer® e Simplify 3D®)
e duas mesas (vidro e polieterimida texturizada) foram testados. A temperatura de

extrusédo e da mesa foram 210 e 60 °C, respectivamente.

3.2.2 Ativacéo dos eletrodos

As condigdes para os tratamentos empregados neste trabalho foram definidas,
conforme apresentado na Tabela 5. Essas condi¢des foram definidas ap6s a realizagdo de
uma triagem (Apéndice C) para avaliar a influéncia do banho ultrassénico (SSBU, 7Lab)
no tratamento quimico dos eletrodos, definir a metodologia para a conducdo de
tratamentos eletroquimicos, baseados tanto em protocolos presentes na literatura
(KALINKE et al., 2020; RICHTER et al., 2019) quanto em outras abordagens propostas
neste estudo, e escolher a solugdo contendo o par redox Fe(CN)s>/* a ser utilizada.

Os tratamentos quimicos foram desenvolvidos com base na andlise da Tabela 3.
Trés eletrodos foram tratados por vez. Ja os tratamentos eletroquimicos realizados foram
baseados no procedimento proposto neste trabalho (descrito no Apéndice C), que
demonstrou maior eficacia em termos de reversibilidade eletroquimica. Além disso, esses
tratamentos utilizaram os eletrolitos mais frequentemente empregados nos métodos

eletroquimicos apresentados na Tabela 3.
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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.
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3.2.3 Caracterizacao eletroquimica

Inicialmente, foram realizados testes para determinar a melhor concentragdo de
ferricianeto/ferrocianeto de potassio para a caracterizacao eletroquimica (Apéndice C). O
filamento (comprimento de 52,5 mm, mesmo que os eletrodos, e didmetro de 1,75 mm) e
os eletrodos tratados e ndo tratados, utilizados como eletrodos de trabalho (WE), foram
caracterizados eletroquimicamente por CV e EIS em uma célula de 50 mL contendo 40
mL de uma solucdo equimolar 1:1 mmol Lt Fe(CN)e*/* em 0,1 mol L? de KCI a
temperatura ambiente (~25 °C). O potenciostato empregado neste trabalho foi 0 modelo
EmStat4S da PalmSens, juntamente com o software PSTrace 5.10. Foram utilizados um
eletrodo de referéncia (RE) de Ag|AgCl (KCI 3 mol L) e um contraeletrodo (CE) de
platina. O volume de 40 mL mantido constante em todos 0s ensaios e os eletrodos fixados
pelas garras jacaré sempre na mesma posicdo foram precaucdes tomadas para garantir
que somente a regido circular do eletrodo de trabalho (parte cilindrica sem isolamento)
permanecesse em contato com a solucdo durante todos os experimentos, evitando
variagBes na area submersa dos eletrodos em diferentes ensaios.

A Figura 16 é uma representacdo de como os eletrodos foram tratados e

caracterizados eletroquimicamente neste trabalho.

Tratamento quimico

30 mL w—p

Voltametria ciclica
Espectroscopia de impedancia eletroquimica
CE WE RE
Lavagem com dgua ultrapura por 30 s i
Secagem em estufapor1ha60°C

CE WE RE

Célula cheia w==jp | - Arranjo dos eletrodos em
forma de tridngulo equilitero

Figura 16. Representagdo da ativacdo dos eletrodos impressos em 3D e caracterizagdo eletroquimica em
solucdo 1:1 mmol L™ Fe(CN)g*/* em 0,1 mol L™t KCI.
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CV, técnica explicada no Apéndice A.2.2, foi realizada em 10 velocidades de
varredura (5, 10, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 e 200 mV s ) de —-1,2 a + 1,5 V (faixa
de potencial capaz de detectar os picos catddicos e anodicos do par redox Fe(CN)s*/* no
filamento em todas as velocidades de varredura, e, portanto, em todos os eletrodos). Os
dados coletados foram aqueles obtidos no terceiro ciclo de varredura. A area eletroativa
do eletrodo foi obtida através do coeficiente angular do grafico de I, versus Vv (Equacio
A6). O coeficiente de difusdo para o par redox utilizado foi
6,70.10°% cm®s™, o mesmo utilizado no trabalho de Laranjo et al. (2019), que empregou
a mesma solucdo. A constante de transferéncia heterogénea de elétrons foi calculada pelo
método de Klinger-Kochi, utilizando o valor médio de k° obtido nas 10 velocidades de
varredura de cada eletrodo (Equacdes Al4 e Al8). Ja os experimentos de EIS, técnica
discorrida no Apéndice A.3, foram realizados com o0s seguintes parametros
experimentais: frequéncia de 100 kHz a 0,1 Hz, amplitude de sinal (Eac) de 10 mV e
medidas contra o potencial de circuito aberto (open circuit potential — OCP). Os dados
de EIS foram ajustados aos circuitos da Figura 17.

Figura 17. Circuitos ajustados nos dados de EIS. (A) Circuito equivalente de Randles, utilizados no ajuste
dos resultados de todos os eletrodos, com excecéo do eletrodo tratado com DMF-EQpsgs. (B) Circuito
utilizado no ajuste dos dados obtidos com os eletrodos tratados com DMF-EQess. O capacitor foi trocado
por um elemento de fase constante, permitindo um melhor ajuste.

A: R1 - resisténcia da solucédo (Rs), R2 — resisténcia a transferéncia de carga (Rc), Q1 — elemento de fase
constante (capacitancia da dupla camada elétrica — Cq)) € W1 — elemento de Warburg (W).

B: R1 — resisténcia da solugdo (Rs), R2 — resisténcia adicional, provavelmente devido aos poros criados
pelas deformidades causadas pelo tratamento (Rpo), Q1 — elemento de fase constante adicional,
provavelmente devido a carga resultante da ocupacao desses poros por espécies carregadas (Cc),

R3 — resisténcia a transferéncia de carga (Re) e Q2 — elemento de fase constante

(capacitancia da dupla camada elétrica — Cq).

Todas as solugdes foram purgadas com gas nitrogénio por 10 minutos antes da

realizacdo das medidas. Os ensaios com os filamentos de mesmo comprimento dos
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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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A técnica de MEV também foi utilizada para analisar as nanoparticulas
magnéticas sintetizadas (Sec¢do 3.2.11), o eletrodo com nanoparticulas (Se¢do 3.2.11) e 0
eletrodo com a enzima imobilizada por adsor¢éo fisica (Se¢do 3.2.12). Nessas andlises,
foi utilizado o modelo FEI da Thermo Fisher, com tensdo de aceleracdo do feixe de
elétrons de 5,0 e 10,0 keV. As amostras novamente foram presas aos suportes por uma

fita de carbono e recobertas com platina.

3.2.8 Espectroscopia no infravermelho
3.2.8.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier com reflexéo total
atenuada (FTIR-ATR)

Buscando verificar uma maior exposi¢do do negro de fumo presente no filamento,
tanto o filamento quanto os eletrodos (tratados e nédo tratado) foram caracterizados por
FTIR-ATR (VERTEX 70, BRUKER), e os dados manipulados no software OPUS 8.1 e
Origin. Com as deformidades causadas pelos tratamentos ao removerem parte do
polimero superficial, espera-se o surgimento de bandas caracteristicas do negro de fumo
com maiores intensidades. A vantagem da utilizacdo da técnica com cristal ATR € a
possibilidade de realizar as analises diretamente no filamento e nos eletrodos, ndo sendo
necessario a transformacdo das amostras em p6 e o preparo de pastilhas de KBr
(SANTOS, 2007). A faixa analisada foi de 4000 a 400 cm™2, com resolugdo de 4 cm™.

3.2.8.2 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é uma técnica ndo destrutiva que tem sido amplamente
utilizada para a caracterizacdo de diversos materiais de carbono, como diamante, grafite,
carbono amorfo, carvdes, nanotubos, fulerenos e negro de fumo (JAWHARI et al., 1995;
TOMASINI et al., 2012). Nos espectros Raman de materiais carbonaceos, ha a presenca
de dois picos caracteristicos, mostrados na Figura 18: banda G (“grafite") localizada em
torno de 1580 cm e a banda D (ou D1, "defeito” ou “desordem) em aproximadamente
1350 cm™*. A banda G esta relacionada ao modo de vibragéo ideal de uma rede grafitica
com simetria Ezg, enquanto a banda D surge devido a desordens na estrutura grafitica,
sendo atribuida ao espalhamento Raman por ressonéncia dupla (KAMEYA e
HANAMURA, 2011)

A relacdo de intensidade Ip/lg e a largura total a meia altura (full width at half
maximum — FWHM) dessas bandas estdo fortemente associadas a microestrutura dos

materiais carbonaceos. A reducdo de Ip/lc e FWHM geralmente aponta para uma
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diminuicdo na desordem estrutural de carbonos altamente desordenados (KAMEYA e
HANAMURA, 2011; SARAVANAN et al., 2014). Para uma determinacao precisa desses
parametros, aplica-se um método de ajuste de curva nos espectros Raman (Figura 18)
(KAMEYA e HANAMURA, 2011).

A
A
’ \/ !\\‘“ \

S/ ) 02

Intensidade [u.a.]

d

- N,
o ) I\
/N
(PP N2 .,
200 - 1000 i

> =

—
1200 1400 1600 1800 2000

1000 1200 1400 1600 1800

Deslocamento Raman, cm-!
Deslocamento Raman [cm~T]

Figura 18. Exemplo de espectro Raman e o resultado do ajuste de curva de
3 bandas (A) e 5 bandas (B).
Fonte: Adaptado de Kameya e Hanamura (2011) e Pawlyta et al. (2015)

Ao analisar os espectros Raman de carbonos altamente desordenados, como
fuligem e negros de fumo, é possivel obter melhores resultados de ajuste de curva ao
introduzir uma banda ampla em torno de 1500 cm ™. Essa banda é chamada de banda A
(ou D3) e esta relacionada ao contetdo de carbono amorfo. O ajuste de curva permite
obter parametros espectroscopicos Raman que caracterizam com precisdo diferentes
propriedades de alguns negros de carbono. Além das bandas mencionadas, outras bandas
também foram observadas nos espectros Raman de carbonos desordenados: a banda D2
em cerca de 1620 cm™ e a banda D4 em aproximadamente 1180 cm™t. Embora um
método de ajuste de curva com cinco bandas (G e D1-D4) tenha sido proposto, a
deconvolucdo dos picos largos de sinal através do ajuste de curva com esse nimero de
bandas pode apresentar alta incerteza estatistica, dificultando sua aplicacdo (KAMEYA e
HANAMURA, 2011).

Diante da importancia dessa técnica na caracterizacdo de materiais carbonaceos,
o filamento e os eletrodos tratados e ndo tratado foram caracterizados utilizando um
microscopio Raman (DRX, Thermo Scientific), usando um laser de 532 nm, com
deslocamento Raman de 200 a 3500 cm™ e resolucéo espectral de 2 cm™.
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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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CAPITULO 4
Resultados e Discussao

4.1 Escolha dos parametros de impressao

Primeiramente, o fatiador Creality Slicer® foi usado para fatiar o0 modelo da
Figura 14, que foi impresso com preenchimento em linha sobre a mesa de polieterimida
texturizada. Para velocidades de impressdo e espessuras de camada mais baixas, nenhum
eletrodo foi impresso corretamente (Figura 19.1). A impressao sobre a mesa de vidro foi,
entdo, testada usando tanto o preenchimento em linha quanto em grade. Novamente, a
impressora ndo foi capaz de produzir os eletrodos em velocidades e espessuras de camada
mais baixas (Figura 19.2).

Em todas as figuras apresentadas nesta secdo, haverd uma imagem da mesa
utilizada para facilitar a visualizagdo e a compreensdo da sequéncia das impressoes.
Quando necessério, a mesa de polieterimida texturizada recebera o numero 1, enquanto a

mesa de vidro receberd o niimero 2, ambos em vermelho.

21 2.2

— —
2cm 2cm

Figura 19. Impressdo dos eletrodos sobre a mesa de polieterimida texturizada e de vidro com diferentes
velocidades de impresséo e espessuras de camada, utilizando o fatiador Creality Slicer®. (1) Mesa de
vidro (preenchimento em linha): (a) 30 mm st e 0,05 mm, (b) 30 mm st e 0,1 mm, (c) 30 mms=e0,2
mm, (d) 60 mm s e 0,05 mm, (¢) 60 mm s e 0,1 mm e (f) 60 mm s e 0,2 mm. (2) Mesa de vidro: (2.1)
Preenchimento em linha: (a) 30 mm s e 0,05 mm e (b) 30 mm st e 0,2 mm; (2.2) Preenchimento em
grade: (@) 30mmste0,2mme (b) 60 mms?te0,2mm.

Temperatura de extrusdo: 210 °C, temperatura da mesa: 60 °C, densidade de enchimento: 100%,

multiplicador de extrusdo: 1,1, dois percursos de perimetro.
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Embora ndo tenha sido possivel fabricar os eletrodos utilizando o fatiador Creality
Slicer®, o preenchimento em grade pareceu possibilitar um melhor acabamento
superficial dos eletrodos e, portanto, foi utilizado para testar a impressdo usando o
segundo fatiador.

O fatiador Simplify 3D® apresenta recursos mais avancados de personalizacao e
controle sobre pardmetros de impressdo do que o primeiro. Visando a obtencdo de um
eletrodo com bom acabamento superficial, outros parametros como a altura da primeira
camada e a sobreposicao de contorno também foram avaliados.

A altura da primeira camada € um parametro expresso em porcentagem que define
a altura da primeira camada de impressdo em relacdo a altura das camadas (3D LAB,
2018). E uma configuracdo importante, porque a primeira camada € essencial para a
adesdo da peca a mesa de impressdo, reduzindo problemas como falhas de adeséo ou
irregularidades presenciadas ao utilizar o fatiador Creality Slicer®. Ja a sobreposicéo de
contorno pode ser entendida como uma porcentagem da largura da extrusdo (INSTA3D,
2020). E uma configuracéo que define a quantidade de sobreposicdo entre as paredes da
peca e o preenchimento interno, garantindo que se unam adequadamente, outro problema
enfrentado com o primeiro fatiador.

Os primeiros testes com o fatiador Simplify 3D® foram feitos utilizando a mesa
de polieterimida texturizada. A altura da primeira camada foi 100% e a sobreposicao de
contorno 15% (Figura 20). A impressora foi capaz de produzir eletrodos, ndo havendo
diferencas visuais significativas entre aqueles impressos com espessura de camada de 0,2

mm nas velocidades de 30 e 60 mm s (Figura 20c e Figura 20f).
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Figura 20. Impressdo dos eletrodos sobre a mesa de polieterimida texturizada com diferentes velocidades
de impressdo e espessuras de camada, utilizando o fatiador Simplify 3D®. (a) 30 mm s e 0,05 mm; (b)
30mms?e0,1 mm, (c) 30 mms*e0,2mm,(d) 60 mms?e0,05mm,(e) 60 mmste0,1mm,
()60 mmste0,2 mm.

Temperatura de extrusdo: 210 °C, temperatura da mesa: 60 °C, densidade de enchimento: 100%,
multiplicador de extrusdo: 1,1, dois percursos de perimetro, preenchimento em grade,

altura da primeira camada: 100%, sobreposicdo de contorno: 15%.

Objetivando conseguir um eletrodo com boa qualidade superficial, mas com
menores espessuras de camada, diferentes alturas da primeira camada e sobreposic¢oes de
contorno foram avaliadas (Figura 21). E valido ressaltar que essa triagem inicial de
eletrodos impressos em 3D com diferentes parametros de impressdao foi baseada nos
trabalhos de Abdalla et al. (2020) e Rocha et al. (2022), mas que a variacdo desses
parametros pode alterar o desempenho do eletrodo sem tratamento. Para isso, um estudo
com a impressora utilizada neste trabalho poderia ser realizado verificando a influéncia
de todos esses parametros de impressdo no desempenho dos eletrodos sem tratamento, o

que foge do escopo desta dissertacéo.
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Figura 21. Impresséo dos eletrodos sobre a mesa de polieterimida texturizada com velocidade de
impresséo de 30 mm s e espessura de camada de 0,1 mm, com diferentes valores de sobreposicdo de
contorno e altura da primeira camada, utilizando o fatiador Simplify 3D®. As porcentagens apos as letras
representam a altura da primeira camada utilizada. (1) Sobreposicdo de contorno de 15%: (a) 80%, (b)
100% e (c) 150%; (2) Sobreposicdo de contorno de 35%: (a) 40%, (b) 50%, (c) 60%, (d) 80%, (e) 100% e
(f) 150%; (3) Sobreposicao de contorno de 50%: (a) 40% e (b) 60%.

Temperatura de extrusdo: 210 °C, temperatura da mesa: 60 °C, densidade de enchimento: 100%,

multiplicador de extrusdo: 1,1, dois percursos de perimetro, preenchimento em grade.

Como observado na Figura 21, a impressora ndo foi capaz de fabricar os eletrodos,
cujo modelo havia sido previamente fatiado no Simplify 3D®, utilizando espessuras de
camada menores do que 0,2 mm, mesmo variando a altura da primeira camada e a
sobreposicdo de contorno. Assim, um novo teste foi proposto (Figura 22) para verificar o
acabamento superficial de eletrodos impressos com velocidade de impressdao de
30 mms™ e espessura de camada de 0,2 mm, que ja haviam apresentado um bom

acabamento na Figura 20c.

62



[T

2cm

Figura 22. Impresséo dos eletrodos sobre a mesa de polieterimida texturizada com velocidade de
impresséo de 30 mm s e espessura de camada de 0,2 mm, com diferentes valores de sobreposicdo de
contorno e altura da primeira camada, utilizando o fatiador Simplify 3D®. As porcentagens apos as letras
representam a altura da primeira camada utilizada. Sobreposi¢éo de contorno de 15%: (a) 80%, (b) 100%
e (c) 150%. Sobreposicao de contorno de 35%: (d) 80%, (e) 100% e (f) 150%.
Temperatura de extrusdo: 210 °C, temperatura da mesa: 60 °C, densidade de enchimento: 100%,

multiplicador de extrusdo: 1,1, dois percursos de perimetro, preenchimento em grade.

O aumento da sobreposicdo de contorno pode ocasionar o surgimento de
protuberancias ao longo do eletrodo, uma vez que uma maior quantidade de sobreposi¢édo
entre as paredes da peca e o preenchimento interno € depositada. Ao mesmo tempo, a
reducdo dos valores desse parametro poderia dificultar a adesdo entre as camadas
depositadas, como foi observado ao utilizar o Creality Slicer®. Assim, a sobreposicao de
contorno de 15% se mostrou adequada para a obtencao de eletrodos depositados na mesa
de polieterimida texturizada pela impressora utilizada neste trabalho.

Durante as impressoes, verificou-se também que alturas da primeira camada
abaixo de 100% nem sempre permitiam uma boa aderéncia dos eletrodos, o que é
imprescindivel para a sua impressao adequada. Assim, para essa mesa, os eletrodos com
altura de camada de 100 e 150% e sobreposicao de contorno de 15% (Figura 22b e Figura
22c), revelaram-se aqueles com melhor acabamento superficial, ndo havendo grandes
diferencas visuais entre si.

A maior dificuldade verificada ao se utilizar a mesa de polieterimida texturizada

€ que a primeira camada dos eletrodos depositadas sobre a plataforma geralmente se adere
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fortemente a mesa aspera, dificultado a remocéao do objeto apds a impressdo. O auxilio
de espétulas, por exemplo, acaba sendo necessario e, muitas vezes, entortam os eletrodos
produzidos.

Dessa forma, testes semelhantes foram repetidos utilizando a mesa de vidro e o
fatiador Simplify 3D®, mas usando a velocidade de 30 mm s e a sobreposicdo de
contorno de 15% (Figura 23).

—
2em 2em 2em

Figura 23. Impresséo dos eletrodos sobre a mesa de vidro com velocidade de impresséo de 30 mm s e
sobreposicdo de contorno de 15%, com diferentes valores de espessura de camada e altura da primeira
camada, utilizando o fatiador Simplify 3D®. As porcentagens apos as letras representam a altura da
primeira camada utilizada. (1) Espessura de camada de 0,05 mm: (a) 60%, (b) 80%, (c) 100% e (d) 150%;
(2) Espessura de camada de 0,1 mm: (a) 60%, (b) 80%, (c) 100% e (d) 150%; (3) Espessura de camada
0,2 mm: (a) 60%, (b) 80%, (c) 100% e (d) 150%.

Temperatura de extrusdo: 210 °C, temperatura da mesa: 60 °C, densidade de enchimento: 100%,

multiplicador de extrusdo: 1,1, dois percursos de perimetro, preenchimento em grade.

Assim como na mesa de polieterimida texturizada, a impressora ndo conseguiu,
para o fatiador e mesa de vidro testados, gerar eletrodos com bom acabamento superficial
utilizando espessuras de camada menores do que 0,2 mm. Visualmente, os eletrodos da
Figura 23.3c e 23.3d ndo possuiam diferengas significativas, coincidindo com os
eletrodos de melhor acabamento produzidos sobre a outra mesa. No entanto, a mesa de
vidro foi escolhida por permitir a remogdo do objeto gerado com maior facilidade,
minimizando danos aos eletrodos. O eletrodo da Figura 23.3c foi escolhido e produzido
com os parametros ja mencionados na Tabela 4 da Secéo 3.2.1.
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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.

67



A B C

300 200 s = 13,154.v'2 + 4,910 = Medida
R?=0,999 05 Auste
200 4 150 !
100 100 4 04
50 4
0] < e}
g 2 o] o3
= 100 = . N
-50 4 T '
200 100 -, 02 -
L .
T
-300 4 -150 B - 't-_i‘ *i 01
lpe =-11,447.¥7% - 8,371
-200 2
-400 ——200mvs” R?=0,992
T - T . T . -250 ; . ; ; : ! : 00 ' . ! T .
45 -0 05 00 05 1,0 15 0 2 4 3 8 10 12 14 16 00 05 10 15 20 25
E !V vs. AglAgCl (3 mol L' KCI) vIZ (mvs)'”? Z' 1 kQ
200 200 40
1,,=8.3795'7-0810 = Medida
150 - 180 g2 = g ggg 35 Ajuste
100 4 100 4 = 3.04
504 504 254
< E e]
< 0l 2 o Z204
= = . R
-50 -50 4 e 154
.
- =
-100 4 -100 L 1.0
= 112
-150 1504 fpe =-T,439.v'% - 14,068 05
——200mV s" R? =0,999
-200 T T T T T T -200 T T T T T T T 0.0 T T T T
45 -0 05 00 05 1,0 15 0 2 4 8 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8
E [V vs. AglAgCI (3 mol L' KCI) V21 (mv sy 2" kQ
0.30
200 4 04, =12,850.v'2 + 24,727 = Medida
4Rz j
2004 R* = 0,994 .t 025 Ajuste
2004 150 -
100 4
1004 020
50 4
< < ) g
L = o0 = 015
= - *
-50 LR N
o -100 e 0,10
.
200 4 -150 R
_ 1”2 i S 0,05 4
2004 I,.=-12,555.v'7 - 30,146 &
~300 4 250 R?=0,993
: . . . T . . T T . T T . 0.00 y . . .
45 -0 05 00 05 1,0 15 0 2 4 8 8 10 12 14 16 0.0 05 10 15 20
E IV vs. AglAgC! (3 mol L' KCl) V2 [ (mV s)'? Z' 1k

Figura 25. Voltamogramas ciclicos (5 —200 mV st) vs. Ag|AgCI (3 mol Lt KCI) (A), média das
correntes de pico anddico (Ipa) e anodico (lpe) Vs. raiz quadrada da velocidade de varredura vv (B) e
gréaficos de Nyquist dos eletrodos ativados quimicamente em DMF (1), H2SO4 (2) e NaOH (E). Todos 0s
experimentos foram realizados em 1:1 mmol L-* Fe(CN)s*/*- em 0,1 mol L* KCI.

68



200 200 4 ’.ua =11,999.v'2 + 14,298 124 = Medida
/ R? =0.997 — Ajuste
150 4 150 4 " ./-/I/‘
/ h
100 4 100 4
50 4 50 4 /r’/ 0,8
= o
< 2
0 = 04 =
= Ry 06
-50 4 -50 4 ."'-;\‘ '
——
-100 4 -100 4 e 044
.- .
-150 4 _150 4 -
150 180 . =-10.488.v"2 - 20,751 e, 021
200 -| ——200mvs’ 2004 R? = 0,990
T T T T T T T T T T T T T 0.0 ——— T
45 10 05 0.0 05 10 15 [ 2 4 5 8 10 12 14 16 00 05 10 15 20 25 30 35 40 45
E/V vs. AglAgCI (3 mol L' KCI) V21 my s Z'1kQ
200 25
1504 |, = 10,037.v'2 - 5,507 = Medida
1501 R = 0,998 ,}/i}& — Aluste
1 2,0
100 1o )/,F/i/
504 N
50 - /,/V 154
< = 2
0 = o4 =
= . N
-50 -50 - . 01
.
R
-100 TRl
-100 1 05
-150 4 [ -7,410.v'2 - 9,028
 apomvs 1504 R? = 0,995
-200 - . . - - T - - . - - . T 0.0 T . . T T T
45 410 05 00 05 1,0 15 [ 2 4 3 8 10 12 14 16 0o 1 2 3 4 5 8
E/V vs. AglAgCI (3 mol L' KCI) V2 (mv )2 Z'1kQ

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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Os eletrodos submetidos ao tratamento DMF-EQnaon (Figura 27.1) apresentaram
os menores coeficientes de determinagdo (R?) nos gréficos de lpa (R?> = 0,928) € Ipc (R% =
0,933) versus v/v. Isso revela que o processo eletroquimico ndo é puramente controlado
pela difusdo, mas também pela adsorcao de espécies na superficie do eletrodo (BARD e
FAULKNER, 2001; ELGRISHI et al., 2018). Embora as correntes detectadas sejam
relativamente altas em comparagdo com outros tratamentos, houve alargamento e perda
significativa na definicdo dos picos Ipa € lpa €m todas as velocidades de varredura. Os
valores utilizados para os calculos e para a confeccdo dos graficos foram, entdo, aqueles
sugeridos pelo software PSTrace 5.10. Esse tratamento revelou uma natureza altamente
agressiva, que resultou na remo¢do de uma quantidade consideravel de material da
superficie do eletrodo, a ponto de a agua de lavagem tornar-se visivelmente turva.O
aumento do AE, com o incremento da velocidade de varredura na caracterizagdo
eletroquimica dos eletrodos impressos em 3D € evidenciado em todos 0s experimentos
de todos os tratamentos e em diversos trabalhos da literatura, como ja discutido. 1sso
poderia ser atribuido a uma combinacdo de fatores relacionados a dinamica da
transferéncia de carga e a estrutura do eletrodo. Com o aumento da velocidade de
varredura, o tempo disponivel para as espécies redox se difundirem até a superficie do
eletrodo parece se reduzir, e a difusdo das espécies redox torna-se um fator limitante. Isso
resulta em uma resposta eletroquimica mais lenta, provocando uma maior separagao entre
os picos anodico e catddico, e, consequentemente, um aumento de AEp. No caso dos
eletrodos impressos em 3D, a morfologia heterogénea da superficie poderia agravar esse
efeito. A estrutura tridimensional do eletrodo pode criar regides com diferentes
acessibilidades para as espécies redox, dificultando o transporte de massa e afetando a
eficiéncia da transferéncia de carga (HUANG et al., 2025; YANG e LIN, 2021).

Para ajustar os dados de EIS ao circuito equivalente, foi utilizado o circuito de
Randles para os eletrodos submetidos a todos os tratamentos, com qui-quadrado menor
ou igual a 0,0001 em todos os casos, conforme apresentado no Apéndice D. No entanto,
os resultados obtidos para os eletrodos tratados com DMF-EQpgs (Figura 27) mostraram
um comportamento distinto, com dois semicirculos no grafico de Nyquist, indicando a
presenca de uma resisténcia adicional. Para esses dados, foi necessario adotar o circuito
equivalente ilustrado na Figura 17B. Os tratamentos com DMF-EQnaon € DMF-EQpss
levaram a criagdo de rachaduras na superficie dos eletrodos (Se¢do 4.5). Para o segundo

tratamento, a resisténcia adicional verificada poderia estar associada aos poros criados
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pelas deformidades causadas pelo tratamento que, provavelmente, contribuiram para a
criacdo de outro processo difusional, levando a origem de um novo semicirculo nos
gréficos de Nyquist (RANDVIIR e BANKS, 2022).

Nos eletrodos tratados com DMF-EQpss, observou-se também uma certa perda na
definicéo dos picos nos dados de CV, principalmente do l,a, cOmo nos eletrodos tratados
com DMF-EQnaon (Figura 27), o que pode estar relacionado as alteragdes introduzidas
pelo tratamento. No entanto, o coeficiente de determinacgdo (R?) nos graficos de lpa € lIpc
versus v/v foi proximo de 1, indicando que o processo permanece predominantemente
controlado por difusdo. E valido ressaltar que, pela perda da definicdo dos picos, 0s
valores anotados para os célculos e graficos foram também aqueles sugeridos pelo
programa.

A Figura 30A compara um voltamograma ciclico representativo (uma das
triplicatas), do eletrodo ndo tratado e dos eletrodos tratados na velocidade de varredura
de 75 mV s?, uma velocidade intermediaria entre as que foram utilizadas nos
experimentos de CV. J& a Figura 30B mostra um gréafico de Nyquist representativo de

todas essas amostras.
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Figura 30. Voltamogramas ciclicos (v = 75 mV s) (A) e graficos de Nyquist (B) para o eletrodo sem
tratamento e eletrodos tratados. Todos os experimentos foram realizados em 1:1 mmol L Fe(CN)s>"*
em 0,1 mol L KCI.

A partir da Figura 30, é possivel observar a relevancia dos pos-tratamentos de
superficie como métodos de ativacdo de eletrodos impressos em 3D, melhorando a
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reversibilidade e o desempenho eletroquimicos. Na Figura 30A, nota-se que o eletrodo
sem tratamento apresenta 0s menores valores de lpa € lpc, além dos maiores valores de
AE,. A resisténcia da solucao (Rs — R1 no Apéndice D), ponto onde o grafico intercepta o
eixo real (Z’) na frequéncia mais alta, possui valores muito proximos para todas as
amostras testadas (~1,7 kQ2), 0 que € esperado, visto que 40 mL de uma solugédo 1:1 mmol
L Fe(CN)s*™* em 0,1 mol L KCI foram empregados em todos os experimentos.

Para a escolha do melhor pds-tratamento de superficie, foram realizadas analises
de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (nivel de significancia = 0,05), comparando 0s
dados de lpa, lpa/lpc, AEp (todos a 75 mV s1), Ret, Ae obtido a partir da manipulagio do
coeficiente angular do grafico Ipa versus Vv (Equacio AB), e k° calculado a partir da
média dos valores de k® encontrados nas 10 diferentes velocidades de varredura (Equagao
A18). A escolha do célculo de Ae somente a partir de lpa, N80 também de Iy, foi motivada
pelo fato de que a raz&o Ipa/lpc Se manteve proxima de 1 na maioria dos resultados obtidos,
evitando o uso de dados negativos. Como AE, foi maior do que 150 mV em todos dados
obtidos neste trabalho, o coeficiente de transferéncia da varredura direta (o) para a
utilizacdo da Equacdo A18 foi calculado pela Equacdo Al4.

Todos os dados foram obtidos em triplicatas a partir dos eletrodos submetidos aos
diferentes tratamentos. Nessa etapa, optou-se por ndo incluir a comparagdo com os dados
do filamento, uma vez que o objetivo era identificar o melhor método de ativacéo para os
eletrodos tratados. A escolha da velocidade de varredura de 75 mV s se deu pelo fato de
ser uma velocidade intermediaria entre aquelas utilizadas.

As tabelas do Apéndice E apresentam a analise de variancia para as variaveis Ipa,
Ipa/lpc, AEp, Ae, k° € Rer, obtidas no software Statistica 12. Vale ressaltar que, embora ndo
seja ideal realizar andlises estatisticas em variaveis derivadas de manipulacGes
matematicas, como aquelas obtidas por meio de equacdes, essas variaveis foram
utilizadas a titulo de comparacdo. Conforme a Equacdo A6, quanto maior o valor de lpa,
maior serd o valor de Ae, €, de acordo com a Equacdo A18, quanto maior AE,, menor sera
k®. Além disso, o valor de a para a obtengdo de k° varia conforme os célculos realizados
a partir da Equagdo A14. A razéo lpa/lpc € a subtragdo para o calculo de AEp, manipulagdes
matematicas simples obtidas por dados de CV, foram utilizadas por serem variaveis
importantes na verificacdo da reversibilidade eletroquimica de eletrodos (Apéndice B).

Percebe-se, pela andlise das tabelas de variancia (Apéndice E), que p-valor é
menor que 0,05 em todos o0s casos, indicando que pelo menos um grupo é diferente
estatisticamente (MONTGOMERY e RUNGER, 2013; SILVA et al., 2022). O teste de
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Tukey foi, entdo, realizado com nivel de significancia de 0,05. Os resultados para o teste

de Tukey, realizado no software Origin 2021, estdo apresentados na Figura 31.
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Figura 31. Teste de Tukey (nivel de significancia = 0,05) para lpa, lpa/lpc, AEp, Ae, k° € Ret
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Com base nos dados da Figura 31, a Tabela 11 foi criada para mostrar os melhores

eletrodos para cada variavel analisada.

Tabela 11. Melhores eletrodos para cada variavel estudada a partir das andlises

estatisticas.

Variavel avaliada Letra designada pelo teste de Tukey Melhores eletrodos
DMF
NaOH

Maior I a EQnaon
NaOH-EQNaQH
NaOH-EQsz

Sem tratamento
NaOH
EQnaon
EQPBS

DMF-EQpgs
H2SO4-EQnaon
NaOH-EQnaon
NaOH-EQpgs

loal 15c Mais proximo de 1 c

DMF
NaOH
Menor AE, d DMF-EQpgs
NaOH-EQnaon
NaOH-EQpgs

DMF
NaOH
EQNaOH
Maior A, a DMF-EQpgs
NaOH-EQuaon
NaOH-EQpgs

DMF
NaOH
DMF-EQpgs
NaOH-EQpgs

Maior k° a

DMF

NaOH

EQnzon
Menor Ry e DMF-EQnaon
DMF-EQegs
H2S04-EQnaon
NaOH-EQuaon
NaOH-EQres
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A analise da Tabela 11 permite identificar os tratamentos que mais se destacam
em cada variavel analisada. Para minimizar o prolongamento de erros, considera-se mais
apropriado avaliar apenas as variaveis lpa, lpa/lpc, AEp, € Ret, Uma vez que Ae e k° sdo
derivadas de manipulagdes matematicas baseadas em lpa € AEp, respectivamente. Nesse
contexto, os tratamentos NaOH, NaOH-EQnaon e NaOH-EQpss néo apresentam
diferengas estatisticas significativas entre si e emergem como os melhores candidatos,
mostrando desempenho promissor em todas as variaveis analisadas.

No entanto, ao incluir Ae e k° na avaliagdo, o tratamento NaOH-EQnaon deixa de
ser um dos melhores candidatos devido ao resultado do teste de Tukey aplicado a variavel
k°. Nesse caso, os tratamentos NaOH e NaOH-EQpess Seriam 0s mais promissores,
destacando-se como os melhores em todas as varidveis simultaneamente.

A Figura 32 apresenta os dados de CV (75 mv s) e EIS (uma das triplicatas) dos

eletrodos submetidos aos tratamentos com NaOH, NaOH-EQnaon € NaOH-EQgss.

300 0.7
NaOH
200 4 0.6 4 NaOH- EQNaOH
—— NaOH-EQ.5¢
100 0.5
< 04 E 0.4
~ -100 N o3
-200 0.2
NaOH
-300 - NaOH-EQy,op 0.1
NaOH-EQpgs
-400 T T T T T T 0-0 T T T
-15 -1.0 05 0.0 0.5 1,0 15 1,50 1,75 2,00 225 2,50
E/V vs. Ag|AgCI (3 mol L") Z' 1 kQ

Figura 32. Voltamogramas ciclicos (v = 75 mV s) (A) e graficos de Nyquist (B) para os eletrodos
tratados com NaOH (lilas), NaOH-EQnaon (verde) e NaOH-EQpgs (cinza). Todos os experimentos foram

realizados em 1:1 mmol L-* Fe(CN)¢*** em 0,1 mol L KCI.
Com o objetivo de reduzir o consumo de reagentes e, consequentemente, diminuir

0s custos associados ao método de ativagdo, o tratamento com 30 mL de NaOH 3 mol L1

por 30 minutos foi escolhido.
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4.3 Resisténcia elétrica

Os métodos de ativacdo, ao removerem parcialmente o polimero isolante da
superficie dos eletrodos e exporem uma maior quantidade do material condutor,
aumentam a condutividade dos eletrodos e melhoram seu desempenho eletroquimico,
como ja abordado. As medidas de resisténcia elétrica utilizadas neste trabalho sdo uma
abordagem indireta para avaliar o impacto desses tratamentos na condutividade dos
eletrodos, conforme descrito na Secdo 3.2.5. Como a resisténcia elétrica esta diretamente
relacionada a resistividade, que, em contrapartida, € inversamente proporcional a
condutividade, uma reducdo na resisténcia para eletrodos com comprimento e area de
secdo transversal semelhantes indica um aumento na condutividade (YOUNG e
FREEDMAN, 2019).

A Figura 33 apresenta a média das triplicatas do grafico de E versus | para o
filamento, o eletrodo sem tratamento e o0s eletrodos submetidos aos diferentes
tratamentos.
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Figura 33. Gréafico de potencial (E) versus corrente (1) obtido por voltametria de varredura linear
(50 mV s para o filamento, o eletrodo sem tratamento e os eletrodos tratados. Os dados plotados sdo as

médias das triplicatas.

O coeficiente angular de cada ensaio, que corresponde a resisténcia elétrica pela
lei de Ohm (Equagéo 1), foi obtido. A partir dos dados coletados, ANOVA e teste de

Tukey foram realizados para descobrir quais eletrodos possuiam diferengas significativas
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entre si. A relacdo entre resistividade e resisténcia é descrita pela Equacao 6, que leva em
consideracdo o comprimento e a area de secdo transversal do material. Embora a
resisténcia elétrica do filamento tenha sido obtida (Rfilamento = 1,88 + 0,12 kQ), optou-se
por ndo incluir esses dados na analise de variancia e no teste de Tukey junto aos dados
dos eletrodos. Isso se deve ao fato de que, embora o filamento e os eletrodos apresentem
0 mesmo comprimento, suas areas de se¢do transversal sdo distintas.

A tabela de andlise de variancia para a resisténcia elétrica (R) encontra-se no
Apéndice E. O p-valor menor do que 0,05 indica que pelo menos um grupo é diferente
estatisticamente e, portanto, o teste de Tukey, cujo resultado é mostrado na Figura 34, foi

realizado.

2.6 abc

1,84
u‘) o

Resisténcia elétrica (kQ)
\Y
iR
(o]
1

Figura 34. Teste de Tukey (nivel de significancia = 0,05) para a resisténcia elétrica (R).

A anélise da Figura 34 demonstra que os eletrodos tratados quimicamente com
DMF e NaOH, sozinhos ou combinados com as ativac@es eletroquimicas em NaOH e
PBS, indicados pela letra "d", apresentam as menores resisténcias elétricas e, de forma
indireta, as maiores condutividades. Esses tratamentos coincidem com os que se destacam
como mais promissores na analise estatistica dos dados de caracterizacdo eletroquimica
por CV e EIS da Tabela 11. Novamente, os tratamentos em NaOH, NaOH-EQnaoH €
NaOH-EQrss, aqueles escolhidos como melhores pelos dados da caracterizacdo
eletroquimica, aparecem entre 0s grupos com os melhores resultados.

E relevante notar que tratamentos distintos podem apresentar diferentes niveis de

agressividade na remocdo do PLA superficial dos eletrodos, o que pode resultar em

81



variacdes sutis nas areas de secdo transversal dos eletrodos tratados. Entretanto, como os
tratamentos e tempos aplicados ndo geraram uma redugdo significativa na espessura dos
eletrodos, as medidas de resisténcia elétrica foram consideradas nesta discussao.

4.4 Angulos de contato
A Figura 35 mostra uma das fotos obtidas das triplicatas para determinacéo do

angulo de contato, juntamente com a média seguida do desvio padrdo dos angulos.

A 860+23°

B.76.9 +24° C.132,5 +3,5° D. 83,7 +2,6° E.104,7 + 4,7°
F.73.9 +23° G.812+35° H. 97,1+ 5,6° L1225 +6,5°

J.77.7+26° K 80,1+ 1,7° L.1199 + 5,6° M. 1177 +6.5°

ol s i e

Figura 35. Angulo de contato: A. Filamento, B. Sem tratamento, C. DMF, D. H,SOs, E. NaOH, F.
EQnaoH, G. EQpes, H. DMF-EQnaon, |. DMF-EQpgs, J. H2SO4-EQnaon, K. H2SO4-EQpss, L. NaOH-
EQNaOH e M. NaOH-Ests.

ANOVA e teste de Tukey (nivel de significancia = 0,05) foram realizados para as
médias dos angulos de contato de diferentes grupos (eletrodo ndo tratado e eletrodos
submetidos a cada tratamento). Os resultados da tabela de anélise de variancia encontram-
se no Apéndice C, e o teste de Tukey é apresentado na Figura 36. Da mesma forma ja

apresentada em outras secdes, cada barra representa a média de um grupo, com o
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respectivo desvio padrdo, e as letras acima das barras indicam as diferencas significativas
identificadas pelo teste de Tukey.

Novamente, optou-se por ndo incluir os dados do filamento nas analises
estatisticas, pois 0 proposito principal dessa analise era avaliar a variacdo dos angulos de
contato em funcdo dos diferentes tratamentos aplicados aos eletrodos. O filamento
apresentou um angulo de contato médio de 86,0° + 2,3°, enquanto o eletrodo sem
tratamento registrou um angulo de 76,9° + 2,4°. Essa leve reducdo no angulo de contato
do eletrodo sem tratamento em comparacdo com o filamento pode ser atribuida a uma
maior deposicdo de PLA na superficie do eletrodo durante o processo de extrusdo pela
impressora 3D, considerando que o PLA possui caracteristicas mais hidrofilicas em
relacdo ao negro de fumo (KOZLOWSKA et al., 2024).
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Figura 36. Teste de Tukey (nivel de significancia = 0,05) para os angulos de contato.

Enguanto o solvente DMF dissolve parte do PLA da superficie dos eletrodos
(KALINKE et al., 2020, MANZANARES PALENZUELA et al., 2018), 0 H2SOs € 0
NaOH causam a hidrolise desse polimero pelos mecanismos expostos na Figura 12
(KOTERWA et al., 2022). Os tratamentos eletroquimicos causam a esfoliacdo da
superficie e possivel surgimento de novos grupos funcionais, aumentando, assim, a
atividade eletroquimica dos eletrodos (KALINKE et al., 2020, MARRA et al., 2024),

conforme explicitado na Se¢éo 2.5.2.
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Pela andlise da Figura 36, percebe-se que os tratamentos com DMF e NaOH,
sozinhos ou combinados, foram mais efetivos em aumentar os angulos de contato,
sugerindo uma melhor remocao do PLA superficial e exposi¢do do negro de fumo, mais
hidrofobico, sendo representados pelas letras “a”, “b” e “c”. O tratamento em H2SO4
1 mol L™ por 30 minutos, sozinho ou combinado, e os eletroquimicos sozinhos, n&o
foram tdo eficazes em causar o aumento do angulo de contato, estando nos mesmos
grupos que o eletrodo sem tratamento (letra “d” da Figura 36).

Esses resultados novamente foram compativeis com as analises dos dados da
caracterizacdo eletroquimica e de resisténcia elétrica das SecGes 4.2 e 4.3,

respectivamente.

4.5 MEV-EDS

Para avaliar os efeitos dos tratamentos na superficie dos eletrodos e entender o seu
impacto, foram realizadas analises utilizando MEV-EDS. As imagens obtidas s&o
mostradas nas Figuras 37-40. A identificacdo dos elementos presentes nas amostras, 0s
mapas de distribuicdo elementar e a composi¢do quimica relativa sdo apresentadas no

Apéndice F.
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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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Ao analisar a Figura 37, observa-se que tanto o filamento quanto o eletrodo sem
tratamento apresentam superficies bastante uniformes, sem grandes deformidades. Com
a aplicacdo dos tratamentos quimicos, surgiram irregularidades na superficie dos
eletrodos, resultando em diferentes niveis de rugosidade, conforme mostrado na Figura
38. Dentre esses tratamentos, o realizado com H2SO4 foi 0 que menos gerou deformidades
(Figura 38B).

Por outro lado, os tratamentos eletroquimicos, ilustrados na Figura 39,
provocaram menor rugosidade, promovendo uma leve exfoliacdo da superficie. Os
tratamentos combinados também introduziram diversas imperfei¢des (Figura 40), como
esperado, sendo que os eletrodos tratados com H>SO4 novamente apresentaram menos
defeitos superficiais (Figura 40C e 40D).

Os resultados dos tratamentos com H2SO4, tanto isolado quanto combinado, estdo
alinhados com os dados discutidos até entdo, como aqueles obtidos com a caracterizacdo
eletroquimica, com os ensaios de resisténcia elétrica e com a analise dos angulos de
contato. Isso se deve ao fato de que superficies de eletrodos tratados que apresentam
menos deformidades indicam menor remocao do PLA superficial e menor exposicdo do
negro de fumo, o que pode prejudicar o desempenho eletroquimico dos eletrodos e reduzir
0 angulo de contato devido a maior presenca de PLA remanescente.

Os tratamentos com DMF-EQnaon € DMF-EQpss causaram rachaduras na
superficie dos eletrodos, sendo o primeiro o mais agressivo (Figura 40A). Reiterando,
esse efeito agressivo pbde ser observado durante a etapa de lavagem pds-tratamento,
quando a agua de enxague se tornava turva.

As anélises de EDS (Apéndice F) da secéo transversal do filamento revelaram a
presenca de carbono (47,29%), nitrogénio (20,67%), oxigénio (31,98%) e tracos de
enxofre (0,06%). Esses elementos foram, entdo, investigados em todos os eletrodos
analisados, juntamente com elementos provenientes dos tratamentos utilizados. Com
excecdo do tratamento eletroguimico unico em NaOH ou PBS, todos os demais
tratamentos que incluiam sodio apresentaram niveis tragos desse elemento,
provavelmente devido a residuos remanescentes na superficie apds a lavagem.

Todos os eletrodos submetidos a tratamentos eletroquimicos em PBS, seja
isoladamente ou em combinacdo com outros tratamentos, apresentaram tragos de fosforo.
Os tratamentos EQpss € H2SO4-EQpss revelaram ainda a presencga de potéssio, enquanto

os tratamentos DMF-EQpss € H2SO4-EQpgs apresentaram residuos de cloro.
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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 tratamentos eletroquimicos isolados (EQnaoH € EQpas) Ndo demonstraram ser
tdo eficazes na remocdo da matriz polimérica, pois a relacdo entre carbono e oxigénio
permaneceu praticamente inalterada em comparagédo ao eletrodo sem tratamento. Isso
sugere que a ativacdo eletroquimica, sem um pré-tratamento quimico, ndo é suficiente o
bastante para expor significativamente o negro de fumo.

Quanto aos tratamentos quimicos e eletroquimicos combinados, os melhores
resultados observados foram para as amostras tratadas com DMF-EQnaoH, DMF-EQpss €
NaOH-EQnaoH, que aumentaram a porcentagem de carbono e reduziram o oxigénio. O
tratamento com NaOH-EQpgs, por mais que tenha removido o PLA superficial, como
visto na Figura 40F, n&o alterou consideravelmente a propor¢do C/O em comparagéo ao
eletrodo sem tratamento, sugerindo que o tratamento pode ter contribuido para a adi¢éo
de grupos funcionais oxigenados. Enquanto os eletrodos submetidos ao tratamento
H2SO4-EQnaon também ndo tenham demonstrado significativas diferengas entre a
porcentagem de carbono e oxigénio em relagéo ao eletrodo sem tratamento, o tratamento
H2>SO4-EQpss levou a um aumento tanto na porcentagem de carbono quanto na de
oxigénio, indicando que esse tratamento promove uma oxidacdo da superficie,
adicionando grupos funcionais oxigenados ao material.

Dessa forma, os dados de EDS sugerem que o0s tratamentos mais eficazes para a
exposicdo de negro de fumo seriam DMF, seja isoladamente ou combinado com um
tratamento eletroquimico, NaOH e NaOH-EQnaon. Esses resultados sdo compativeis
com os dados discutidos de resisténcia elétrica (Secdo 4.3) e angulo de contato (Se¢édo
4.4). Os tratamentos com NaOH e NaOH-EQnaoH, escolhidos como promissores pela
caracterizacdo eletroquimica (Secdo 4.2), novamente foram sugeridos pelos dados de
EDS como tratamentos interessantes para o0 aprimoramento do desempenho

eletroquimico dos eletrodos impressos em 3D.

4.6 FTIR-ATR

A técnica de FTIR-ATR possibilita a analise de amostras solidas diretamente, sem
a necessidade, por exemplo, da confec¢éo de pastilhas de KBr, como quando ndo ha um
cristal de ATR. Essa técnica € considerada uma tecnica de bulk, uma vez que a
profundidade de penetracdo da radiagdo infravermelha, geralmente na faixa de
micrébmetros, acaba comprometendo a sua capacidade de caracterizar camadas
superficiais com alta resolucdo (GOMBAR, 2013; SKOOG et al., 2014). Contudo, devido
a maior exposicdo do negro de fumo pela utilizagdo dos pds-tratamentos de superficie, a
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Transmitancia (u.a.)

técnica de FTIR-ATR foi escolhida como uma das técnicas de caracterizacdo para
verificar se os tratamentos expuseram ou ndo uma maior quantidade de material condutor.

Os espectros obtidos para 0s materiais com e sem tratamento foram submetidos a
suavizacdo, correcdo da linha de base e normalizacdo no software OPUS 8.1, sendo

apresentados na Figura 41.
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Figura 41. Espectros FTIR do filamento, do eletrodo sem tratamento e dos eletrodos submetidos aos

diversos métodos de ativacéo.

Sabendo a formula estrutural do PLA e os possiveis grupos funcionais do CB
(Figuras 9 e 10), os espectros de FTIR da Figura 41 foram analisados. Foram observadas
vibragOes de estiramento assimétrico (2910-2916 cm™) e simétrico (2987-2991 cm™1) de
CHs relacionadas ao PLA. Tambeém foi observada a presencga de grupos oxigenados do
PLA, correspondentes ao estiramento de C=0 (1730-1743cm?), C-O-H (1351-1353
cm1), estiramento de C-O—C (1174-1178 cm?) e vibragdes de balanga CH3/CO com
sobreposicdo do estiramento de C-O-C (1031-1078 cm1). Outras bandas também foram
notadas em 1444-1446 cm e 847-860 cm2, que sdo atribuidas ao dobramento de CHs e
ao estiramento de C-C, respectivamente (ALVES et al., 2024; HERNANDEZ-
RODRIGUEZ et al., 2024; MARTINS et al., 2021).
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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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4.7 Espectroscopia Raman

A caracterizacdo por espectroscopia Raman foi empregada para investigar 0s
efeitos dos pos-tratamentos de superficie na estrutura dos eletrodos de CB/PLA. Todos
0s espectros apresentam as bandas D (~1347 cm™) e G (~1590 cm™). A banda D esta
associada a presenca de defeitos estruturais, como vacancias, bordas de gréos e
heteroatomos, além de hibridizagdo do tipo sp®, enquanto a banda G, atribuida ao carbono
sp?, corresponde ao modo Ezq do grafite, devido a vibragdo no plano das ligagdes carbono-
carbono das camadas grafiticas (CARDOSO et al., 2020; KALINKE et al., 2020;
MAZZARACCHIO et al., 2019). Também se observa um modo vibracional de segunda
ordem, a banda 2D, na faixa de ~2700 cm™2, relacionada a dispersao eletrénica no carbono
grafitico (DOS SANTOS et al.,, 2019; MAZZARACCHIO et al.,, 2019), como

apresentado na Figura 42.
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Figura 42. Espectros Raman das amostras analisadas.

Neste estudo, 0s espectros Raman das amostras foram deconvoluidos e ajustados
para proporcionar uma melhor analise das propriedades das amostras. Apds a subtracdo
da linha de base e normalizacéo dos dados, funcdes Lorentzianas foram utilizadas para o
ajuste dos picos dos espectros obtidos. O ajuste das bandas D e G foi realizado testando
ajustes de 2 a 5 picos, como descrito na Sec¢do 3.2.8.2, enquanto a banda 2D foi ajustada
com 3 picos, como realizado por Alkhouzaam et al. (2022). O melhor ajuste (maior R?)
foi obtido com 4 picos nas bandas D e G, denominadas D1 (~1346 cm™), G (~1589

93



cm™), D3 ou A (~1520 cm™) e D4 (~1180 cm™), nas mesmas posicdes utilizadas para o
negro de fumo do trabalho de Sharma et al. (2016) e Patel et al. (2012). A insercao de um
pico adicional entre as bandas D e G e a banda 2D foi realizada em todos os espectros
deste trabalho para um melhor ajuste global, sem afetar as posi¢es dos picos principais.
Os ajustes completos estio apresentados no Apéndice G. Todos os ajustes tiveram um R?
maior que 0,997, com excecdo do eletrodo tratado quimicamente com H2SO4, que obteve
um R? de 0,9894.

Enquanto D1 representa a rede grafitica desordenada e G corresponde a fase mais
cristalina do carbono, a banda D3 é originada da fracdo de carbono amorfo e D4 ¢
originada da camada grafitica desordenada devido a impurezas idnicas e polienos
(PATEL et al., 2012).

Apesar da semelhanca no padrdo vibracional entre as amostras, foram observadas
variacdes nos valores de intensidade e largura das bandas, como visto na Figura 42. A
relagdo Ip/lc € um indicador importante da densidade de defeitos no carbono. A Tabela
13 apresenta os dados ajustados para as amostras avaliadas (filamento, eletrodo sem
tratamento e eletrodos tratados). O aumento dessa razdo, bem como da largura a meia
altura (full width at half maximum — FWHM) das bandas D e G, normalmente indica
maior quantidade de defeitos e desordem (FERRARI e BASKO, 2013; KAMEYA e
HANAMURA, 2011).

Tabela 13. Dados coletados a partir da deconvolucgédo dos picos dos espectros Raman das

amostras deste trabalho.

Larguraameia Larguraa meia

Posicdo da Posicdo da

Amostras banda I%l (cm?) ban dagG (cm) Io/le altulgzi ((jcamb_?;da z:1|tug:1(<(j;aa11 t_)lz;nda
CB/PLA 1348,1 1596,2 0,979 166,83 70,67
Sem tratamento 1341,8 1586,4 1,010 182,44 78,32
DMF 1349,7 1592,5 0,923 172,47 81,33
H2S0, 1340,1 1585,5 1,028 164,70 69,05
NaOH 1352,8 1592,4 1,089 203,13 84,32
EQnaon 13434 1586,8 0,977 180,10 72,03
EQess 13455 1588,7 0,994 190,66 77,72
DMF-EQnaoH 1354,3 1590,2 1,127 219,18 86,02
DMF-EQpss 1344.8 1588,1 1,044 193,92 77,98
H2S04-EQnaon 1350,6 1591,8 1,043 222,54 76,32
H>S0.-EQpss 13414 1586,2 1,004 184,32 78,21
NaOH-EQnaoH 1346,9 1589,2 1,002 204,95 77,05
NaOH-EQpgs 1346,3 1589,7 0,985 203,27 78,50
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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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Possivelmente, algumas formas de desordem poderiam gerar defeitos que ndo contribuem
substancialmente para a condutividade elétrica ou para a cria¢do de sitios eletroativos e,
assim, ndo contribuem de maneira consideravel para o aprimoramento do desempenho
eletroquimico do eletrodo. Talvez isso ocorra devido a defeitos que ndo promovem uma
remocao significativa do PLA e exposicdo do negro de fumo, ou por estarem associados
a perturbacdes na rede de carbono que néo introduzem grupos funcionais Gteis, ou ainda
por causarem uma desordem excessiva (HUANG et al., 2025; YANG e LIN, 2021).

4.8 TGA

Para confirmar o teor de negro de fumo no filamento utilizado e avaliar o impacto
dos tratamentos na estabilidade térmica dos eletrodos, foram realizadas investigacdes
através da TGA, conforme apresentado na Figura 43. Para confirmar o perfil de

degradacdo do PLA, um filamento de PLA puro também foi submetido a anélise.
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Figura 43. Curvas termogravimétricas de decomposicao das seguintes amostras: PLA, filamento
Protopasta® (CB/PLA) e eletrodo sem tratamento (A); eletrodos submetidos as tratamentos quimicos
(B); eletrodos submetidos aos tratamentos eletroquimicos (C); eletrodos tratados em DMF com ou sem

tratamentos eletroquimicos (D); eletrodos tratados em H,SO4 com ou sem tratamentos eletroquimicos (D)

e eletrodos tratados em NaOH com ou sem tratamentos eletroquimicos (E).

Os dados coletados a partir da analise dos graficos da Figura 43 sdo encontrados
na Tabela 14.
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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
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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.

101



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.
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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 55. Gréfico de contorno de l,a contra z; e z,. O retdngulo destacado no interior da imagem
representa a regido onde se encontram as maiores correntes de pico anddico, condicdes desejadas para

essa variavel.

A partir da intersecdo dos melhores resultados de cada grafico de contorno,
conforme apresentado na Figura 56 sobre o grafico de R, é possivel localizar a regido
que fornece os melhores resultados, destacada em vermelho. Embora o modelo nédo tenha
se ajustado bem aos dados de algumas varidveis, como lpa, sua incluséo nédo alterou a
regido escolhida, ja que a regido de interse¢do permaneceu a mesma. Assim, optou-se por
continuar com a concentragdo de NaOH e o tempo de tratamento de 3 mol L * e 30

minutos, respectivamente (ponto vermelho da Figura 56).

N

2z, (treatment time / min)

10 \ — — 580
12 ) l 480
12 -10 08 06 04 02 00 02 04 06 08 10 12 ggg

z: (Craon/ mol L) — 180

Figura 56. Interse¢do entre as melhores condig¢Bes encontradas em cada gréfico de contorno, feita sobre o
grafico de Ry. Rosa: regido de menor AEy, azul claro: regido de lpa/lpc =~ 1; roxo: regido de menor R, azul
escuro: regido de maior lya. O trapézio em vermelho representa a regido de intersecdo, e o ponto em

vermelho, a concentragdo de NaOH de 3 mol L™* e o tempo de tratamento de 30 minutos.
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4.11 Avaliagdo do uso de nanoparticulas magnéticas

Com o objetivo de aumentar as correntes de pico anddico e catddico, reduzir a
resisténcia a transferéncia de carga e, potencialmente, ampliar oferecendo mais sitios de
adsorcéo para a ligacdo entre biorreceptores e biomoléculas (LI et al., 2021), investigou-
se 0 uso de nanoparticulas magneticas (FesO4), ja empregadas no desenvolvimento de
sensores e biossensores eletroquimicos em trabalhos da literatura (AYDIN et al., 2024;
BOHLOOLI etal., 2022; CAO et al., 2014; GAYA et al., 2023; KHOSRAVI et al., 2023;
Ll etal., 2021; ZHANG et al., 2024), que foram depositadas sobre os eletrodos tratados
com o método de ativagdo escolhido (NaOH 3 mol L por 30 minutos).

A técnica de FTIR-ATR foi utilizada para analisar a composicdo quimica das
nanoparticulas de oxido de ferro sintetizadas. O espectro obtido (Figura 57) confirma a
presenca de magnetita (FesO4) por meio de bandas caracteristicas associadas as ligacdes
ferro-oxigénio (Fe-0). Isso foi evidenciado pela presenca de bandas associadas as
vibragdes Fe—O—Feo (vi = 600-550 cm™) e Feo—O (v2 = 440-470 cm™), onde Fe; e Feo
correspondem ao ferro ocupando posicGes tetraédricas e octaédricas, nessa ordem (ASAB
et al., 2020; NALBANDIAN et al., 2015).

Na Figura 57, o pico em 3385 cm™ indica a presenca de grupos —OH, devido a
agua adsorvida e ao estiramento da ligacdo Fe—-OH dos grupos superficiais -OH das
nanoparticulas (GEMEAY et al., 2020; NALBANDIAN et al., 2015). O espectro de FTIR
também apresenta uma vibracéo de dobramento do H-O—H na regido de 1633 cm™, tipica
da molécula de H20 (ASAB, ZEREFFA, et al., 2020).

—— Magnetita

440

Fe-o\fn

Transmitancia (u.a.)

550
Fe-O

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Namero de onda (cm™)

Figura 57. Espectro de FTIR das nanoparticulas magnéticas sintetizadas.
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A técnica de DLS foi utilizada para a obtencdo do diametro hidrodindmico das
nanoparticulas. Quanto menor o tamanho das particulas, maior a sua relacdo area/volume,
resultando em uma maior &rea superficial especifica. Dessa forma, um maior nimero de
sitios estdo disponiveis para funcionalizagdo ou para interagdo com outras moléculas
(LIM et al., 2013), como biorreceptores no caso de biossensores eletroquimicos. As
curvas de distribuicdo de tamanho das amostras de FesO4 estdo apresentadas na Figura
58.

O diametro hidrodinamico médio das nanoparticulas magnéticas dispersas em
agua ultrapura (absorbancia ~70%) obtido foi 196,3 £ 21,141 nm. A amostra foi sonicada
por 10 minutos na poténcia de 70% antes das analises. Os dois picos na distribuicéo de
intensidade encontrados representam diferentes populac@es de particulas ou agregados

presentes na amostra, e apresentam valores de 186,9 + 50,263 e 1847,8 + 1575,657 nm.
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Figura 58. Curvas de distribuicdo de tamanho da amostra

Quando uma particula carregada entra em contato com um liquido, ocorre a
formagéo de uma dupla camada elétrica ao seu redor, composta por ions e contraions do
meio. Durante 0 movimento da particula no fluido, parte do liquido ao seu redor é
arrastada, incluindo os contraions mais fortemente ligados a sua superficie. O potencial
elétrico no ponto onde esse fluido comeca a se deslocar € chamado de potencial zeta (),
sendo um indicador da carga superficial das particulas dispersas (BELLMANN et al.,
2022; BUTT et al., 2003).
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A medida do potencial zeta € util para analisar a estabilidade de suspensdes
coloidais e compreender a afinidade entre superficies carregadas. Em geral, valores
elevados de  (acima de 30 mV, positivos ou negativos) indicam que as particulas tendem
a se repelir, favorecendo a estabilidade da suspensdo. Quando esse valor se aproxima de
zero, a repulsdo diminui e a agregacao das particulas se torna mais provavel, podendo
levar & separacéo de fases (BUTT et al., 2003). No entanto, a estabilidade coloidal ndo
depende apenas das interagdes eletrostaticas. Outros fatores, como for¢as de hidratacao,
solvatacdo e interacdes hidrofobicas, também podem influenciar a dispersdo das
particulas (BELLMANN et al., 2022).

A fim de verificar a carga das nanoparticulas obtidas para avaliar a utilizagdo a
longo prazo da mesma dispersao coloidal produzida, o potencial zeta foi determinado em
uma dispersdo aquosa contendo cerca de 0,1 mol L™ de KCI. O valor encontrado foi de
—-26,95 + 0,47 mV, préximo de —30 mV.

A quimica de superficie das nanoparticulas de magnetita em suspensdo varia
conforme o pH do meio. Quando dispersas em solucdo aquosa, essas particulas
apresentam uma camada de hidratacdo composta por grupos Fe—OH, 0s quais possuem
carater anfotérico. Dessa forma, dependendo do pH da solucdo, esses grupos podem se
protonar, formando Fe-OH>", ou desprotonar, resultando em Fe-O-, conferindo cargas
positivas ou negativas a superficie das nanoparticulas. Abaixo do ponto isoelétrico (pl)
(pH < pl), as nanoparticulas tendem a apresentar carga superficial positiva, enquanto
acima desse ponto (pH > pl), a carga passa a ser negativa (SINGH et al., 2012). Como o
valor obtido foi negativo, conclui-se que o pH do meio estava acima do ponto isoelétrico
das nanoparticulas sintetizadas, que ndo foi determinado por fugir do propdsito deste
trabalho.

20 pL de uma dispersdo de 1 mg mL ! das nanoparticulas sintetizadas depositadas
sobre uma fita de carbono e metalizadas com platina foram analisadas por MEV
objetivando verificar a morfologia e confirmar o tamanho de particula, conforme
mostrado na Figura 59. As imagens revelaram a presenca de diversos agregados de
nanoparticulas, e as medidas realizadas nas ampliacbes de 40000 e 50000x (cinco
medidas) evidenciaram a existéncia de aglomerados de nanoparticulas, que,

individualmente, apresentaram tamanho de 40,01 + 8,70 nm.
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Figura 59. Micrografias, em ordem crescente de ampliagdo, de 20 uL de uma dispersdo de 1 mg mL* de

nanoparticulas magnéticas depositadas sobre a fita de carbono.

Como base para os ensaios iniciais com os eletrodos impressos em 3D, utilizou-
se o trabalho de Li et al. (2021), no qual 20 uL de uma dispersdo de nanoflores de
magnetita (FesO4) de 1 mg mL* foi depositada sobre a superficie do eletrodo de 6xido
de indio e estanho. Assim, neste trabalho, foram depositados 20 uL de dispersdes
contendo as nanoparticulas nas concentragdes de 0,05, 1, 2 e 10 mg mL 2.

Imagens por MEV do eletrodo tratado com as nanoparticulas depositadas também
foram obtidas (Figura 60). No entanto, é dificil distinguir o que sdo deformidades

causadas pelo tratamento e o que sdo aglomerados de nanoparticulas.
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Figura 60. Micrografias, em ordem crescente de ampliagéo, do eletrodo tratado com NaOH 3 mol L por
30 minutos com a deposicéo de 20 uL de uma dispersdo de 1 mg mL™* de nanoparticulas magnéticas.

Os resultados obtidos por CV e EIS (triplicata) em solucdo contendo
1:1 mmol L de Fe(CN)e®* em 0,1 mol L™* de KCI, bem como a tabela de analise de

variancia, podem ser encontrados no Apéndice J. Como p-valor foi menor do que 0,05

para todas as varidveis analisadas, o teste de Tukey foi realizado (Figura 61).
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Figura 61. Teste de Tukey (nivel de significAncia = 0,05) para lpa, lpa/lpc, AE, € R para a avaliagéo do uso

de nanoparticulas magnéticas.

Com base nos resultados apresentados na Figura 61, observa-se que, nas
concentragfes testadas e volumes depositados, as nanoparticulas magnéticas nao
melhoraram consideravelmente o desempenho eletroquimico dos eletrodos tratados com
NaOH 3 mol L por 30 minutos. Isso se confirma pelo fato de a maioria dos grupos
analisados apresentarem a mesma letra que o eletrodo sem magnetita (NaOH) no teste de
Tukey. A Unica excecdo foi a varidvel Re, para a qual o eletrodo modificado com a
deposi¢do de 20 pL de uma dispersdo de 1 mg mL* se destacou. Diante desses resultados,

optou-se por prosseguir 0s experimentos sem a deposic¢éo de nanoparticulas magnéticas,
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embora futuras investigacbes possam explorar outras concentracBes e/ou diferentes

nanomateriais.

4.12 Deteccéo de glifosato

A espectrofotometria UV-VIS foi utilizada para avaliar a atividade catalitica da
fosfatase acida (0,5 mg mL 1), na presenca e auséncia de glifosato (1 pg mL?1), por meio
de um ensaio cinético com diferentes concentracdes de fenilfosfato em tampdo acetato
0,1 mol L pH 5,6, parando a reagio apds 2 minutos. Apds a escolha da concentracgéo de
3 mmol L de substrato, a reacdo foi monitorada por 1 hora. Além disso, a inibigdo da
fosfatase &cida pelo glifosato foi comparada em diferentes tampdes, pHs e concentracao
de fenilfosfato: tampdo acetato 0,1 mol L! (pH 5,6), tampao acetato (pH 7,0) e tampao
BR 0,1 mol L! (pH 7,0), empregando concentra¢des de 3 e 80 mmol L' de substrato e
tempo de inibicdo de 16 minutos, conforme apresentado e discutido no Apéndice K.

Os resultados indicaram que o glifosato ndo inibiu significativamente a enzima
utilizada, contrastando com o estudo de Butmee et al. (2021), que desenvolveu o Unico
biossensor eletroquimico para deteccdo indireta de glifosato baseado na inibicdo da
fosfatase &cida, utilizando fenilfosfato como substrato, descrito na literatura.

As condigdes experimentais de 3 mmol Lt de substrato em tampdo acetato
0,1 mol L em pH 5,6, proximo ao pH 5,7, que é o valor ideal para a fosfatase acida
segundo o fabricante (SIGMA-ALDRICH, 2024), com e sem glifosato (1 ug mL1), foram
reproduzidas em potenciostato para testes com os biossensores eletroquimicos.

Eletrodos tratados com NaOH 3 mol L™ por 30 minutos foram modificados pela
imobilizacéo por adsorgéo fisica da enzima através da deposicdo de 20 uL de uma solucao
de fosfatase acida a 5 mg L feita em tamp&o acetato 0,1 mol L™ (pH 5,6).

Para confirmar a imobilizagdo da enzima, a técnica de FTIR-ATR foi empregada
(Figura 62). Observou-se a presenca da banda amida I, localizada na faixa de 1600-1690
cm, que ¢ associada as vibragGes de estiramento do grupo C=0 de ligacdes peptidicas.
Além disso, a também encontrada banda amida II, localizada entre 1480 e 1575 cm,
resulta principalmente de movimentos de dobramento do grupo NH no plano e da
vibracdo de estiramento do grupo CN. Essas bandas sdo comumente utilizadas para
analisar e identificar a estrutura secundaria de proteinas (BUNACIU et al., 2014; TABE
etal., 2021).

116



(1643)/

c=0
\(1548)

NH

CN

Transmitancia (u.a.)

—— NaOH-enzima
NaOH

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)
Figura 62. Espectro de FTIR do eletrodo tratado em NaOH 3 mol L por 30 minutos e do mesmo

eletrodo com a enzima fosfatase acida imobilizada por adsorcéo fisica.

Imagens por MEV do eletrodo tratado contendo enzimas imobilizadas na
superficie também foram obtidas, como visto na Figura 63. Cristais podem ser vistos por
toda a superficie do eletrodo, devido, provavelmente, aos sais do tampdo utilizado

(tampéo acetato 0,1 mol L),

Figura 63. Micrografias, em ordem crescente de ampliagdo, do eletrodo tratado com NaOH 3 mol L por
30 minutos apds a deposicdo de 20 uL de uma solugdo de 5 mg mL de fosfatase acida preparada em

tampéo acetato 0,1 mol L ! (pH 5,6).
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Testes prévios foram realizados com os eletrodos sem enzimas imobilizadas
utilizando uma solugdo 3 mmol L de fenol, produto da reagdo enzimatica, em tampao
acetato 0,1 mol L™t (pH 5,6), com o intuito de verificar os potenciais dos picos dessa
espeécie pelas técnicas de CV e DPV. A Figura 64 representa o possivel mecanismo e 0s
produtos formados durante a oxidacdo eletroquimica do fenol. Esse processo
frequentemente leva a geragdo de um depoésito polimérico passivante e alcatrdo na
superficie do eletrodo, resultante da polimerizagdo por adicdo de radicais do radical
fenoxi (Caminho-1 — Pathway-1 — da Figura 64), o que pode causar problemas de
incrustacdo (SUNDARAM e ANNAMALALI, 2012).

(Mcl wt.= 186. 21)
—_— Tarry
Phenoxy radicals pclymerlzahon
(Electro-inactive products)

Radical addition

_e J-H* C pulyrnanzatlon
) —
at -0 55VipH7 (Pathway 1)

(A1 process)

(Phenol, Mol.wt. 94.11)

Chemical oxiation to | -€7+H;0, -H”
soluble product/s | (Pathway-2; at A2/C2) Sy Tamy
po\ymenzaliun
o) OH
(byproducts)
+2e/+2H*
—— 2&.’2H‘
_—
and/or

OH

-2e7/-2H* 29 +2H*

0 OH o-hydroxy phenol (CA, o-quinone (E!ecrro—rnachve products)

catechol, Mol.wt. =110.1)
p-quinone p-hydroxy phenol (HQ,
Hydroquinone, Mol.wt. = 110.1)

(E°~0.1 Vvs Ag/AgCIpH 7)  (Electro-active products)  (E°'~0.2 Vvs A¢/AgClpH 7)
Figura 64. Reacdo de oxidacéo do fenol e seus subprodutos. Caminho-1: polimerizacéo radicalar do
radical fendxi, formando produtos alcatrdo eletroinativos (estruturas possiveis). Caminho-2: subprodutos
polifendlicos, como hidroquinona e catecol.

Fonte: Sundaram e Annamalai (2012).

Ao analisar os resultados para a solucdo de fenol com concentracdo de
3 mmol L™ (Figura 65), os voltamogramas ciclicos a 50 mV s do fenol revelaram a
oxidacgéo dessa espécie, resultando em um pico no potencial (Epa) de 1,104 V, e a reducgéo
dos produtos gerados por essa oxidacgdo, originando um pico (Ep) em 0,176 V. A
eletrodeposicédo dos produtos de oxidacdo ndo condutores do fenol, como os polimeros
da Figura 64, causaram uma reducdo significativa nos picos ao longo de varreduras
consecutivas. Apos trés ciclos de varredura, a resposta parece desaparecer completamente

devido a adsorcdo desses produtos, que diminuem a area eletroativa do eletrodo. Esse
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comportamento também foi verificado por Negash et al. (2014) ao detectarem fenol (0,1
mmol L) utilizando um eletrodo de carbono vitreo ndo modificado. Reiterando, o pH
utilizado foi aquele em que ha a maior atividade enzimatica da fosfatase. Para a deteccéo
do fenol, é interessante a realizacdo de estudos visando a diminui¢do do potencial de pico

de sua deteccdo, possibilitando, assim, a utilizacdo de potenciais mais baixos.

150

100

50 H

I/ uA

-50

-100

12 varredura
23 varredura
32 varredura

-150 T T T T T T T T T T T T
-1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5
E /V vs. Ag|AgCI (3 mol L't KCI)

Figura 65. VVoltamogramas ciclicos da solugdo de 3 mmol L™ de fenol em tampé&o acetato 0,1 mol L™ (pH

5,6) para trés varreduras consecutivas (v =50 mV s3).

A técnica de DPV (Epasso = 0,005 V; Epuiso = 0,05 V e tpuiso = 0,05 s) para o fenol
também revelou dois picos: um proximo a 0,5 V e outro, mais intenso, proximo a 0,85 V.
Como esperado, na auséncia de fenol e na presenca apenas da solucdo tampéo acetato
(pH 5,6), o eletrodo ndo apresentou picos (linha verde da Figura 66). Novamente, a
intensidade dos picos reduziu com a execugcdo de varreduras consecutivas,

provavelmente, pelo motivo ja discutido.
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Figura 66. Respostas por DPV do tamp&o acetato 0,1 mol L~ (pH 5,6) e de 3 mmol L de fenol no

mesmo tampéo, sem (A) e com (B) correcdo da linha de base, em trés varreduras consecutivas.

Ap0s a imobilizagdo da enzima nos eletrodos, o ensaio em tampdo acetato (pH
5,6) com forca idnica de 0,1 mol L™ e concentragéo de fenilfosfato de 3 mmol L™, com
ou sem glifosato na concentragdo de 1 pg mL 2, foi também reproduzido com o tempo de
incubacdo de 16 minutos (Apéndice K) com os biossensores eletroquimicos, utilizando a
técnica de DPV (Epasso = 0,005 V; Epuiso = 0,05 V € tpuiso = 0,05 s). A Figura 67 apresenta
a média das triplicatas das respostas obtidas pela técnica, antes e ap6s a correcao da linha
de base. Os dados coletados sdo do primeiro ciclo de varredura, e eletrodos distintos

foram usados em cada ensaio.

A —— Sem glifosato B —— Sem glifosato
20 4 —— Com glifosato 6 —— Com glifosato
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E/V vs. AglAgCI (3 mol L' KCI) E/V vs. AglAgCl (3 mal L KClI)

Figura 67. Respostas por DPV do eletrodo modificado com fosfatase acida em tampao acetato
0,1 mol L (pH 5,6) contendo 3 mmol L de fenilfosfato, com e sem glifosato (1 ug mL™?),

ap6s 16 minutos de incubacao.
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Dessa vez, apenas um pico pode ser verificado em 0,879 £ 0,003 V e em 0,884 +
0,020 V, com e sem a presenca de glifosato, nessa ordem, atribuido & oxidacéo do fenol
produzido pela quebra do substrato pela enzima. Os valores das correntes de pico
detectados foram 5,332 £ 0,641 pA e 5,599 £+ 0,364 uA na presenca e auséncia de inibidor,
respectivamente. Dentro do desvio padrédo associado a esses ensaios, ndo ha diferencas
entre os valores detectados com e sem o herbicida. Portanto, conclui-se que o biossensor
eletroquimico produzido com a utilizagdo dos eletrodos impressos em 3D tratados com
NaOH 3 mol L™ por 30 minutos neste trabalho n3o foi capaz de detectar glifosato no

tampd&o, no pH, nas concentracdes e no tempo de incubacéo testados.

4.13 Deteccéo de fipronil

A oxidacéo eletroquimica do fipronil também foi investigada por CV (50 mV s1)
e DPV (Epasso = 0,005 V; Epuiso = 0,05 V e tpuiso = 0,05 s) em tampéo Britton-Robinson
(BR) 0,1 mol L em diferentes valores de pH,, utilizando os eletrodos impressos em 3D
tratados em NaOH 3 mol L~* por 30 minutos. A Figura 68 mostra as respostas obtidas por
CV (terceiro ciclo de varredura) e DPV dos tampdes utilizados sem a presenca de fipronil

com e sem etanol (com e sem correc¢do da linha de base).
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Figura 68. Voltamogramas ciclicos (50 mV s, terceiro ciclo de varredura) (A) e respostas por
voltametria de pulso diferencial (Epasso = 0,005 V; Epuiso = 0,05 V € tpuso = 0,05 ) (B) dos tamp6es BR 0,1
mol L em diferentes pHs (1) e dos mesmos tampdes contendo etanol (2).

Durante a detecio de fipronil (50 umol L) por CV nos diferentes pHs,
apresentada na Figura 69, o primeiro ciclo de varredura (de potenciais negativos a
positivos) revelou um Unico processo oxidativo que ocorre em aproximadamente 1,23 V,
1,15V, 1,04 V, 0,98 V e 0,96 V para os pHs 7, 8, 9, 10 e 11, respectivamente, seguido
pelo aparecimento de dois picos de redugdo na varredura reversa, que ndo sdo tédo
evidentes nos pHs 10 e 11. No segundo e no terceiro ciclos, entretanto, um novo pico de
oxidacéo surge entre 0,0 e 0,1 V (dependendo do pH utilizado), o que pode ser atribuido
as espécies geradas na reducéo do ciclo anterior. Além disso, o pico de oxidacao original
reaparece nesses novos ciclos de varredura, e os picos de reducdo se tornam ligeiramente
mais intensos, porém menos evidentes nos pHs 10 e 11. O aparecimento desses picos

também foi verificado por Montes et al. (2016) ao estudarem a oxidagio de 1 mmol L
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de fipronil em solugdo de 0,1 mol L! de HCIO4/acetona (50:50, v/v), utilizando um

eletrodo de carbono vitreo ndo modificado.
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Figura 69. VVoltamogramas ciclicos (50 mV s™) dos tamp&es BR 0,1 mol L contendo 50 umol L de
fipronil em pH 7 (A), 8 (B), 9 (C), 10 (D) e 11 (E).
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Ap0s esse experimento, novas varreduras foram realizadas com um eletrodo ainda
ndo utilizado na mesma faixa de potencial, mas partindo de potenciais positivos para
negativos. Esse ensaio confirmou que o pico de oxidacdo (~0,08 V para o pH 10) ausente
no primeiro ciclo de varredura do sentido negativo para positivo ja se manifesta desde o

primeiro ciclo de varredura quando o sentido de varredura é trocado (Figura 70).
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Figura 70. Voltamogramas ciclicos (50 mV s, primeiro ciclo de varredura) do tamp&o BR 0,1 mol L
(pH 10) contendo 50 pmol L de fipronil de —1,2 a +1,5 V (preto) e de + 1,5 a 1,2 V (vermelho).

A Figura 71 compara os voltamogramas ciclicos (50 mV s) para a deteccéo de
fipronil (50 pmol L) em cada pH, obtidos apds o primeiro e o terceiro ciclo de varredura,
de potenciais negativos para positivos. A partir de sua analise, é possivel perceber o
surgimento do pico de oxidacao entre 0,0 e 0,1 V e a intensificacdo dos picos de redugéo
apos o terceiro ciclo de varredura. Além disso, observou-se uma variagdo no potencial do
pico de oxidacao (Ep) conforme o pH da solucéo eletrolitica, sendo que o aumento do pH

levou a uma redugéo de E,.
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Figura 71. Voltamogramas ciclicos (50 mV s) do primeiro (A) e do terceiro (B) ciclo de varredura em

tampdes BR 0,1 mol L contendo 50 umol L de fipronil em diferentes pHs.

O gréfico de E versus pH dos resultados do primeiro ciclo de CV (50 mV s™) para

a deteccdo de fipronil foi obtido (Figura 72). O grafico apresentou uma inclinacdo de

—68 mV pH, sugerindo que a oxidagéo eletroquimica do fipronil envolve a mesma

quantidade de elétrons e prétons, proximo do valor tedrico de -59 mV pH* fornecido
pela equacdo de Nernst (Equacdo B12) (MONTES et al., 2016).

1,25

(R?=0,961)

| E,=-0,068.pH + 1,688

7

8

pH

Figura 72. Gréfico de E, versus pH obtido com os dados do primeiro ciclo de voltametria ciclica

(50 mV s) para a detecgdo de 50 umol L2 de fipronil em tamp&es BR 0,1 mol L.

A deteccdo de fipronil também foi investigada pela técnica de DPV (Epasso =

0,005 V; Epuiso = 0,05 V e tpuiso = 0,05 s) nos mesmos tampdes e na mesma concentragdo

de fipronil, utilizando eletrodos distintos, conforme apresentado na Figura 73.
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Figura 73. Respostas por DPV (1° ciclo de varredura) de 50 pmol L™* de fipronil em tampdes BR

0,1 mol L em diferentes pHs sem (A) e com (B) a corre¢do da linha de base.

Da mesma forma, foi observada uma reducéo no potencial de pico com o aumento
do pH. Houve um aumento das correntes de pico até o pH 10, que foi entdo reduzida, em
pH 11. Assim, conclui-se que o fipronil pode ser detectado pelos eletrodos de CB/PLA
impressos em 3D tratados com NaOH 3 mol L por 30 minutos nos tampdes testados. O
pH 10 foi escolhido para ensaios futuros, garantindo uma maior resposta em menores
valores de potencial, sendo 0 mesmo valor de pH escolhido por El-Akaad et al. (2022) ao

detectarem esse analito.
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CAPITULO5
Conclusoes

5.1 Consideracdes finais

Diante dos resultados apresentados e discutidos ao longo desta dissertagéo, torna-
se evidente a relevancia dos pos-tratamentos de superficie aplicados a eletrodos impressos
em 3D para o aprimoramento de seu desempenho eletroquimico, ampliando a area
eletroativa, aumentando a constante de transferéncia heterogénea de elétrons e reduzindo
a resisténcia a transferéncia de carga. Diferentes abordagens foram avaliadas, incluindo
tratamentos quimicos (DMF, NaOH 3 mol L e H2SO4 1 mol L2, todos por 30 minutos),
tratamentos eletroquimicos por voltametria ciclica em NaOH 0,1 mol L™t ou PBS 10x
(pH 7,0), com varredura de +2,5 a -2,5 V (5 ciclos, 100 mV s-1), e tratamentos
combinados (quimico seguido de eletroquimico). As analises estatisticas por ANOVA e
teste de Tukey, realizadas com os dados da caracterizacdo eletroquimica por CV e EIS,
apontaram os tratamentos NaOH, NaOH-EQnaon e NaOH-EQpss como 0s mais
promissores. Para reduzir custos associados ao consumo de reagentes, optou-se pelo
tratamento com NaOH 3 mol L por 30 minutos.

Os eletrodos tratados com DMF e NaOH de forma isolada ou combinada exibiram
menor resisténcia elétrica, indicando maior condutividade. Além disso, esses tratamentos
aumentaram os angulos de contato, sugerindo melhor remocdo do PLA superficial e
maior exposicdo do negro de fumo, material mais hidrofébico. Houve uma reducdo no
angulo de contato do eletrodo sem tratamento em comparacao com o filamento, sugerindo
uma maior deposic¢ao de PLA na superficie do eletrodo durante a impressao.

A aplicacdo dos tratamentos quimicos e combinados resultou na formacao de
irregularidades na superficie dos eletrodos, gerando diferentes niveis de rugosidade,
enguanto tratamentos eletroquimicos levaram a esfoliagdes em suas superficies. Entre os
métodos quimicos avaliados, o tratamento com H>SOs; foi 0 que menos alterou a
topografia da superficie, um resultado alinhado com as anélises eletroquimicas, medicoes
de resisténcia elétrica e angulos de contato, indicando uma menor remog¢do do PLA
superficial e, consequentemente, menor exposicao do negro de fumo.

Para o eletrodo submetido ao tratamento quimico com NaOH, houve o surgimento
de uma banda de média intensidade em cerca de 1576 cm™ nos espectros FTIR, que,

provavelmente, ocorre devido ao estiramento de C=C de alcenos ciclicos, atribuido ao

127



CB. Portanto, o tratamento em NaOH poderia ter levado a uma maior exposicao de CB
nos eletrodos, o que estaria de acordo com os resultados apresentados.

A espectroscopia Raman demonstrou que tanto os tratamentos quimicos quanto
o0s eletroquimicos promovem alteracdes estruturais no negro de fumo dos eletrodos. No
entanto, nem todas as formas de desordem estrutural parecem ser benéficas para o
desempenho eletroquimico, pois certos defeitos podem ndo contribuir para a
condutividade elétrica ou para a cria¢do de sitios eletroativos.

Os ensaios termogravimétricos indicaram que o filamento de CB/PLA apresentou
dois picos de degradacéo, corroborando as informac@es fornecidas pelo fabricante sobre
a presenca de polimeros adicionais, provavelmente plastificantes. Entre os tratamentos
quimicos, NaOH apresentou 0 maior impacto na degradacdo do PLA. Os tratamentos
eletroquimicos, por sua vez, promoveram alteracGes mais expressivas na degradacgédo do
PLA do que os tratamentos quimicos, com exce¢do do NaOH. A combinacdo de DMF
com tratamento eletroquimico reduziu a resisténcia térmica dos filamentos, antecipando
0 inicio e o primeiro pico de degradacdo. Acima de 600 °C, houve um residuo de 19,8 +
0,4%, correspondente ao negro de fumo, indicando que os tratamentos nao alteraram
significativamente a proporcao entre PLA e negro de fumo nos eletrodos.

As propriedades termomecanicas do filamento e dos eletrodos estudados
apresentaram valores inferiores aos do PLA puro, provavelmente devido a presenca do
negro de fumo. O tratamento com DMF, isolado ou combinado com tratamento
eletroquimico, favoreceu interacdes interfaciais entre as cadeias poliméricas e o negro de
fumo, justificando a reducdo da temperatura de transicao vitrea. Nao foi observada uma
correlagdo direta entre o desempenho eletroquimico dos eletrodos e E’30, visto que
eletrodos com diferentes desempenhos eletroquimicos apresentaram tanto maior quanto
menor rigidez.

O planejamento experimental para otimizagdo da concentragcdo de NaOH e do
tempo de tratamento revelou que o aumento da concentragdo de NaOH pode ser uma
estratégia eficaz para reduzir a resisténcia a transferéncia de carga e melhorar a
condutividade do eletrodo. No entanto, tempos excessivamente longos de tratamento
podem diminuir a corrente anddica, comprometendo a sensibilidade do eletrodo. A
relacdo entre a corrente de pico anodica e a separacdo dos picos redox sugere a
necessidade de equilibrar esses parametros ao definir as condicdes ideais do tratamento
quimico. Com base nos melhores resultados dos graficos de contorno, foi estabelecido

que a concentracdo de NaOH e o tempo de tratamento de 3 mol L e 30 minutos,
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respectivamente, constituem um potencial tratamento quimico, dentro das faixas testadas,
para a melhoria do desempenho eletroquimico dos eletrodos impressos em 3D.

A deposigdo de nanoparticulas magnéticas sintetizadas neste trabalho sobre os
eletrodos otimizados foi avaliada para potencialmente aprimorar o desempenho
eletroquimico e aumentar a quantidade de biorreceptores ancorados. No entanto, nas
condicBes testadas, as nanoparticulas magneticas ndo proporcionaram melhorias
significativas, exceto para a variavel Ret, na qual a deposigdo de 20 uL de uma dispersao
de 1 mg mL™ apresentou o melhor desempenho. Diante dos resultados, optou-se por
conduzir 0s experimentos subsequentes sem a incorporacdo de nanoparticulas
magnéticas, embora futuras investigacfes possam explorar outras concentracdes e
nanomateriais.

O eletrodo otimizado foi aplicado na deteccdo de glifosato utilizando um
biossensor eletroquimico enzimatico baseado na inibicdo da fosfatase acida pelo
herbicida. Os voltamogramas ciclicos obtidos na presenca de fenol (produto da quebra do
substrato fenilfosfato) durante os testes prévios revelaram a oxidacdo dessa espécie e a
reducdo dos produtos gerados, mas com diminui¢cdo progressiva da resposta em
varreduras consecutivas devido, possivelmente, a formacéo de polimeros ndo condutores
do fenol adsorvidos na superficie eletrodo. Nos ensaios com o biossensor enzimatico, 0s
valores de corrente de pico detectados na presenca e auséncia de glifosato (1 pg mL™)
foram equivalentes, indicando que o biossensor, nas condicGes testadas, ndo foi capaz de
detectar o herbicida de forma eficaz.

Para a detecgdo de fipronil (50 pmol L) em tamp&o Britton-Robinson, os
voltamogramas ciclicos revelaram um processo oxidativo em todos os pHs avaliados,
seguido pelo aparecimento de dois picos de reducdo. Nos ciclos subsequentes, surgiu um
novo pico de oxidacdo, associado as espécies reduzidas previamente, enquanto 0s picos
de redugdo se intensificaram. Os dados de CV e DPV revelaram uma diminui¢do do
potencial de pico com o aumento do pH, com um maximo de corrente de pico em pH 10.
Assim, concluiu-se que os eletrodos de CB/PLA tratados com NaOH 3 mol L por 30
minutos permitiram a deteccdo de fipronil nas condicOes testadas, sendo o pH 10
selecionado para ensaios futuros, uma vez que proporciona a maior resposta
eletrogquimica em menores potenciais.

Este trabalho fundamenta estatisticamente a escolha de pds-tratamentos de
superficie e demonstra a deteccdo do fipronil —um analito de grande relevancia ambiental

devido aos seus potenciais impactos nos ecossistemas e na saide humana — em diferentes
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valores de pH, cumprindo o seu objetivo. Ao buscar minimizar lacunas na pesquisa sobre
sensores e biossensores eletroquimicos impressos em 3D, além de expandir a aplicacdo
desses dispositivos na deteccdo de contaminantes ambientais, os resultados fornecem
contribuicdes para o estudo e o desenvolvimento de dispositivos analiticos mais

sustentaveis.

5.2 Sugestes para trabalhos futuros

Como sugestdes futuras e possiveis desdobramentos deste trabalho de dissertacgéo,
diferentes ensaios e ideias podem ser testados, como proposto a seguir:
1) Propor novos pos-tratamentos de superficie e/ou novos planejamentos experimentais
para melhorar o desempenho eletroguimico dos eletrodos de CB/PLA impressos em 3D;
2) Avaliar novas concentracbes de nanoparticulas magnéticas e/ou de outros
nanomateriais, comparando a detec¢do do analito com e sem esses materiais;
3) Continuar os estudos de deteccdo de fipronil em pH 10, realizando ensaios de validagédo
do sensor eletroquimico em termos de linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccéo,
limite de quantificacdo, seletividade e estabilidade, por exemplo;
4) Sugerir novos ensaios com diferentes concentracOes de reagentes, tampdes, pHs e
métodos de imobilizacdo enzimatica para verificar o funcionamento do biossensor
eletroquimico de glifosato baseado na inibicdo da fosfatase acida e, assim, também
realizar os estudos propostos no item 3;
5) Testar, caso o0 biossensor enzimatico baseado na imobilizacdo de fosfatase acida ndo
funcione, a deposicdo de nanomateriais a base de metal, como cobre, uma vez que podem
gerar complexos estaveis com o glifosato, permitindo sua determinacdo em uma solugéo
tamponada sem a necessidade da utilizacdo da enzima (DEY et al., 2025; GONCALVES
etal., 2023; PINTADO et al., 2012; SOUSA et al., 2024);
6) Realizar a caracterizacdo do filamento e dos eletrodos por espectroscopia de
fotoelétrons excitados por raios X (X-ray photoelectron spectroscopy — XPS), a fim de
verificar o surgimento de grupos funcionais na superficie dos eletrodos tratados, bem
como avaliar a deteccdo de fipronil e glifosato com eletrodos submetidos aos outros
tratamentos, para avaliar se o possivel surgimento dos novos grupos auxiliaria na
deteccdo desses analitos;
7) Testar a utilizagdo dos eletrodos de CB/PLA tratados também na deteccéo de analitos

de interesse biomédico e alimenticio.
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8) Avaliar a altura e o comprimento dos eletrodos na reducao da resisténcia elétrica e no
aprimoramento do desempenho eletroquimico dos eletrodos impressos em 3D
(CRAPNELL et al., 2022; RODRIGUES et al., 2025).
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ANEXOS

ANEXO A
InformacGes contidas na ficha de dados de seguranca (Safety Data Sheet — SDS) do

filamento de PLA condutivo Protopasta®.

Section 1: Identification of the substance/mixture and of the company/undertaking
1.1 Product Identifier

Product form Filament

Trade name Composite Conductive Fiber PLA

Product code CDP1xxxx

1.2 Relevant identified uses of the substance or mixture and uses advised against

For use in 3D printers at recommended temperatures

1.3 Details of the supplier of the safety data sheet
Protoplant, Inc
12001 NE 60" Way, B-2
Vancouver, WA 98682

Www.proto-pasta.com

Emergency telephone number: 360.524.0667

Section 3: Composition/Information on ingredients

3.1 Substances/Mixtures

Chemical Name CASNo  Weight %

Polylactide resin  9051-89-2 >67
Carbon black 1333-86-4 <20

Other polymers  n/a <13
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Section 9: Physical and chemical properties

9.1 Information on basic physical and chemical properties

Physical state
Appearance

Color

Odor

Odor threshold

pH

Melting point

Freezing point

Boiling point

Flash point

Relative evaporation rate
Flammability

Explosion limits
Explosive properties
Oxidizing properties
Vapor pressure

Relative density

Relative vapor density at 20C
Solubility

Log Pow

Log Kow

Auto-ignition temperature
Decomposition temperature
Viscosity

Viscosity, kinematic

Viscosity, dynamic

Solid

Monofilament plastic, thin strand
Black

Light, sweet odor during processing; none at room temperature
Not applicable

Not applicable
195-225C

Not applicable

Not applicable

Not determined

Not applicable
Combustible if heated
Not applicable

Not applicable

Not applicable

Not determined

1.24 glcc

Not determined
Insoluble

Not determined

Not determined
300-400C

250C

Not applicable

Not applicable

Not applicable
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APENDICES

APENDICE A

Técnicas eletroanaliticas

Devido ao reconhecimento entre o receptor e o analito em sensores e biossensores
eletroquimicos, o conversor de sinal transforma o analito e sua resposta em sinais
elétricos, como capacitancia (C), corrente elétrica (1), potencial elétrico (E), impedancia
(2), entre outros. Dessa forma, é possivel realizar tanto a deteccdo qualitativa quanto
quantitativa do analito-alvo, que pode ser feita utilizando diferentes técnicas
voltamétricas, como voltametria de varredura linear (linear sweep voltammetry — LSV),
voltametria ciclica (cyclic voltammetry — CV) e voltametria de pulso diferencial
(differential pulse voltammetry — DPV); técnicas amperométricas, como a
cronoamperometria  (chronoamperometry — CA); e impedimétricas, como a
espectroscopia de impedancia eletroquimica (electrochemical impedance spectroscopy —
EIS) (AMARAL et al., 2023; BATRA et al., 2020). Devido a relevancia dessas técnicas
no desenvolvimento de sensores e biossensores eletroquimicos, os fundamentos e
conceitos que permeiam as técnicas citadas serdo discutidas.

E interessante ressaltar que a remocdo do oxigénio dissolvido é essencial em
analises eletroquimicas, uma vez que o oxigénio pode causar interferéncias, como picos
inesperados e perda de reversibilidade em reac@es. Isso ocorre devido a formacédo de
espécies reativas, como o anion radical superoxido (O."), que afetam 0s processos
eletroquimicos e alteram a resposta dos analitos. Para evitar essas interferéncias, a solucéo
pode, por exemplo, ser purgada com um gas inerte, como o nitrogénio (N), antes das
medicdes (ELGRISHI et al., 2018; WALLACE, 1985).

A.1 Cronoamperometria

A cronoamperometria € uma técnica caracterizada pelo monitoramento da
corrente ao longo do tempo com a aplicacdo de um potencial constante em um eletrodo.
Pensando-se em uma reacdo de oxidagdo, com a aplicagdo de um degrau de potencial
suficientemente mais negativo do que o potencial formal (E®) do par redox, a espécie
oxidada na superficie do eletrodo é reduzida de forma rapida e completa. Isso reduz a

concentracdo dessa espécie na interface eletrodo-solucdo a zero, enquanto a espécie

159



reduzida comeca a se formar. Esse processo cria gradientes de concentracao tanto para a
espécie oxidada, que se difunde da solugdo para a superficie do eletrodo, quanto para a
espécie reduzida, que se difunde para longe da interface. O fluxo de corrente em um
sistema controlado por difusao é diretamente proporcional ao gradiente de concentracdo
na interface eletrodo-solucdo, conforme a equacédo de Cottrell (BARD e FAULKNER,
2001; LIBRETEXTS, [s.d.]a):

I(t) = Ti’ff:—‘fﬂcé (Equacéo Al)
em que I(t) é a corrente em funcéo do tempo, n € o nimero de elétrons transferidos na
reagdo, F é a constante de Faraday (96485 C mol™), A é a area do eletrodo (cm?), D, € 0
coeficiente de difusio da espécie oxidada (cm2s1), C; é a concentracéo inicial da espécie
oxidada (mol cm™3), e t é o tempo decorrido ap6s o degrau de potencial.

A corrente decai com o tempo seguindo uma relacdo de t/? e reflete o
comportamento do transporte de massa limitado por difusdo. Nos primeiros instantes apos
o0 degrau de potencial, ha também uma contribuicdo da corrente capacitiva (I.), resultante
do rearranjo das cargas na dupla camada elétrica. Essa corrente capacitiva decai
rapidamente, como 1/t e pode ser desprezada em tempos mais longos (LIBRETEXTS,
[s.d.]a).

Experimentos de cronoamperometria podem envolver um Unico degrau de
potencial, onde apenas a corrente gerada na etapa inicial é medida, ou degraus duplos,
nos quais o potencial é revertido apds um intervalo de tempo (t). No método de degrau
duplo, o potencial inicial (E;) é aplicado, seguido por um potencial de reducdo (E,) €, em
seguida, o potencial € revertido para um valor final (E; = E;). A analise das correntes
medidas em tempos correspondentes nas etapas de avanco e reversao fornece informacgoes
sobre a reversibilidade quimica e eletroquimica do sistema (Figura Al) (BARD e
FAULKNER, 2001; LIBRETEXTS, [s.d.]a).
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t

Figura Al. Cronoamperometria com passo duplo de potencial. (a) Forma de onda tipica e
(b) resposta de corrente.
Fonte: Adaptado de Bard e Faulkner (2001).

Neste trabalho, a cronoamperometria foi empregada como método de ativacéo dos

eletrodos impressos em 3D durante a triagem inicial, apresentada no Apéndice C.2.

A.2 Voltametrias

A voltametria é uma técnica eletroanalitica baseada nos fenbmenos que ocorrem
na interface entre a superficie do eletrodo de trabalho e a camada fina de solugdo préxima
a essa superficie. E classificada como dinimica, pois envolve a presenca de corrente
elétrica (I > 0), que é medida em funcdo da aplicacdo controlada de um potencial (E).
Nessa técnica, as informacdes sobre o analito sdo obtidas por meio da andlise da corrente
elétrica gerada entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar, enquanto um potencial
¢ aplicado entre o eletrodo de trabalho e o de referéncia (ELGRISHI et al., 2018;
PACHECO et al., 2013).

O grafico que representa a corrente em funcdo do potencial é conhecido como
voltamograma. A corrente gerada, que resulta de processos de transferéncia de elétrons
durante reacGes de oxirreducdo (Equacdo A2), esta diretamente relacionada a quantidade
de analito presente na interface do eletrodo, desde que este seja eletroativo, ou seja, capaz

de sofrer reacOes redox na faixa de potencial aplicada (PACHECO et al., 2013).
0 + ne” = R (Equagdo A2)

em que O e a forma oxidada de uma espécie, R € a forma reduzida, e~ representa o elétron
e n consiste no nimero de elétrons envolvidos da reacdo de reducédo representada.

Os eletrodos interagem predominantemente com espécies carregadas positiva ou
negativamente, que podem reagir ou ndo em sua superficie. Espécies neutras também

podem interagir por adsorcdo. A reacdo que ocorre no eletrodo é composta por varias
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etapas, sendo fundamental considerar, primeiramente, o transporte das espéecies quimicas
até a superficie do eletrodo e, em seguida, a reacdo propriamente dita. A corrente
resultante é influenciada por processos como transferéncia de massa (movimento das
especies da solucdo para a interface), transferéncia de carga (troca de elétrons na
superficie do eletrodo) e reacGes quimicas que podem ocorrer antes ou depois da
transferéncia de elétrons, sejam elas homogéneas (como protonacées e dimerizagdes) ou
heterogéneas (como adsorg¢des, dessor¢des, decomposicles cataliticas ou cristalizagdes)
(Figura A2) (UNWIN, 2007).

Regido da superficie do eletrodo Bulk da solugdo
Reacdes Transferéncia de
Eletrodo quimicas _nlajssi L '
= OX““_]-* ;- O"hulk

Ox «— Surf - — —— — —

Dessil”gfi//r

Adsorgio
’
Ox ads
ne-. > l

Red ads i

Dessorgao Reacdes i
N i o Transferéncia de
Adsorgao quimicas massa
Red T————>»p.g -———co_ N
R Red,, -~~~ Redpy

Figura A2. Esquema do conjunto das etapas que resulta na medida voltamétrica.
Fonte: Adaptado de Unwin (2007)

Como visto na Secdo 2.3, o transporte de massa pode acontecer por migracéo,
conveccdo e difusdo. Na pratica voltamétrica, as condigdes experimentais sdo ajustadas
para minimizar os transportes de massa por migragao e conveccao. A migracao, que é o
movimento de ions em resposta a campos elétricos, € suprimida pelo uso de eletrélitos
suporte em excesso (cerca de 100 vezes maiores que a espécie de interesse, como ja
discutido), evitando a formacédo de gradientes de carga. Ja a conveccédo, que decorre de
perturbacdes mecanicas no fluxo da solucdo, € reduzida ao interromper agitacoes
mecénicas ou borbulhamento de gases antes da aplicagdo do potencial. Assim, considera-
se que o transporte de massa ocorre predominantemente por difusdo, isto é, pelo
movimento espontaneo devido ao gradiente de concentracdo (PACHECO et al., 2013).

Por exemplo, durante a reducdo de uma especie oxidada O (Equacdo A2), sua
concentragdo na superficie do eletrodo diminui, criando um gradiente de concentragéo

que resulta no transporte dessa espécie da solucdo para a interface eletrodo/solucéo. A
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transferéncia de carga, associada as reacdes de oxidacgéo e reducao, ocorre nessa interface,
gerando corrente elétrica. A corrente total é composta por duas parcelas: a corrente
faradaica, que resulta das reacdes redox do analito, e a corrente capacitiva, necessaria
para carregar a dupla camada elétrica na interface (ELGRISHI et al., 2018; PACHECO
etal., 2013).

O potencial aplicado ao eletrodo de trabalho atua como forgca motriz para as
reacOes eletroquimicas. Potenciais mais negativos favorecem reagdes de reducdo,
enguanto potenciais mais positivos promovem reacfes de oxidacdo. Assim, uma
varredura no sentido negativo é chamada de varredura catddica, enquanto uma varredura
no sentido positivo é denominada varredura anddica (ELGRISHI et al., 2018; PACHECO
etal., 2013).

A.2.1 Voltametria de varredura linear

Na voltametria de varredura linear (linear sweep voltammetry — LSV), o potencial
aplicado ao eletrodo de trabalho varia linearmente com o tempo (Figura A3). Essa técnica
permite a aplicacdo de velocidades de varredura relativamente altas, até 1000 mV s,

porém ndo é considerada muito sensivel (PACHECO et al., 2013).

corrente pico anddico Iya

potencial

pa potencial

Figura A3. Representacdo esquematica da voltametria com varredura linear: a) Variacdo do potencial em
funcéo do tempo, b) variagdo da corrente em funcdo do tempo. A corrente e 0s potenciais destacados
pelas setas serdo explicados na préxima se¢éo.

Fonte: Adaptado de Pacheco et al. (2013).

A corrente é medida diretamente em funcéo do potencial aplicado, resultando na
contribuicéo tanto da corrente faradaica (desejada) quanto da corrente capacitiva (ruido),
0 que limita sua aplicabilidade em medidas quantitativas. Os limites de deteccdo, nas
estimativas mais otimistas, sdo da ordem de 10° mol Lt (PACHECO et al., 2013; USLU
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e OZKAN, 2011). Embora o potencial aplicado ao eletrodo de trabalho determine se uma
corrente faradaica ocorre, a intensidade dessa corrente é influenciada pela taxa da reacéo
de oxidacéo ou reducédo. Dois fatores principais afetam essa taxa: o transporte de massa,
que se refere a0 movimento dos reagentes e produtos em direcdo e afastamento do
eletrodo, e o transporte eletrénico, que envolve o fluxo de elétrons entre o eletrodo e as
espécies na solucdo (HARVEY, 2022).

Nesta dissertagdo, a técnica de LSV foi empregada ndo como técnica

eletroanalitica, mas nos ensaios de resisténcia elétrica.

A.2.2 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica € a técnica mais frequentemente utilizada para obter
informacBes sobre processos eletroquimicos. Sua eficiéncia vem da capacidade de
fornecer rapidamente informacdes sobre a termodinamica de processos redox, a cinética
de reacOes heterogéneas de transferéncia de elétrons e reacdes quimicas acopladas a
processos adsortivos. Enquanto na voltametria de varredura linear o potencial é escaneado
em uma Unica direcdo, seja para valores mais positivos ou mais negativos, na voltametria
ciclica, a varredura é realizada em ambas as dire¢des (HARVEY, 2002).

Em um experimento de voltametria ciclica utilizando uma espécie que apresenta
reacao de oxirreducdo reversivel, o potencial ¢ inicialmente aplicado a um valor em que
nenhuma reducdo ocorre. A medida que o potencial varia para regibes mais positivas
(anddica), a oxidacdo do composto em solucdo ocorre, gerando um pico de corrente
proporcional a concentracdo desse composto. Quando o potencial atinge um valor
escolhido em que nenhuma reacdo de reducédo ocorre (potencial de mudanca), o potencial
é varrido novamente em direcdo ao valor inicial, agora mais negativo (catodica) (Figura
A4.A). O tipo de voltamograma gerado depende do mecanismo redox especifico que o
composto sofre no eletrodo (HARVEY, 2022; PACHECO et al., 2013). Como resposta,
observa-se, para uma reagdo reversivel envolvendo um elétron, um par de picos (catodico
e anddico), cujos parametros eletroquimicos mais relevantes sdo os potenciais de pico
catddico e anodico (Epc € Epa), as correntes de pico catodico e anddico (lpc e lpa), 0
potencial de meia onda (Ei2) e o potencial de meio pico (Epr), fundamentais para
caracterizar o processo eletroquimico ocorrido (BARD e FAULKNER, 2001; BRETT e
BRETT, 1993; SKOOG et al., 2007).
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Para sistemas eletroquimicamente reversiveis (nernstianos), o potencial de meia
onda (E1 ) esta relacionado ao potencial de pico (E,) conforme a equagdo abaixo (BARD

e FAULKNER, 2001):

_ _ RT _ 285mV o x

E, = E ) — 1,109 — = (a 25 °C) (Equacédo A3)
Como o pico apresenta uma forma relativamente larga, o que pode dificultar a
determinacdo do potencial de pico, é conveniente, em alguns casos, relatar o potencial no

ponto (I, /2), conhecido como potencial de meio pico (Ey ;). Este valor é dado por:

28,0 mV
n

RT
Ep/z = E1/2 + 1,0911_17 = E1/2 +

(a 25 °C) (Equacédo A4)

Vale destacar que (E; ;) esta localizado aproximadamente no ponto meédio entre
E,, e E,. (geralmente coincidindo com o potencial formal E°' do par redox em sistemas

eletroquimicamente reversiveis), sendo um critério atil para identificar uma onda

nernstiana (Figura A4.B).

B~ 28°MV (3 25 0C) (Equagdo A5)

nFr n

|Ep - Ep/zl = 2,20

A Potencial / V B

Voltametria ciclica c
= 1 oxidagao
—_ -

redugao
Inclinagdo = o ———
velocidade de
varredura / V 5!

M==srscs=ssy

'
T T T Tempo/s T fl

0 t=1 =2 -0.4 0.2
E(V)

Figura A4. (A) Variacdo do potencial em fungdo do tempo em voltametria ciclica. (B) Exemplo de um
voltamograma ciclico (forma de “bico de pato”) para um processo redox reversivel com um elétron:
a) potencial insuficiente para oxidar o analito; b) chegada ao potencial inicio da oxida¢&o (Eonset), cOM
aumento exponencial da corrente; ¢) pico anddico (lpa) no potencial anddico maximo (Ega); d) limitagdo
por transporte de massa do analito do bulk para o eletrodo e diminuig&o da corrente; e) reversdo para
potenciais negativos e reducdo do analito; f) pico catddico (lpc) no potencial catddico maximo (Egc).

Fonte: Adaptado de Joshi e Sutrave (2018) e Ossila ([s.d.]).

Duas abordagens séo frequentemente usadas para relatar dados de voltametria

ciclica, mas geralmente ndo ha uma explicacéo clara sobre a convencéo de sinal aplicada
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na coleta e plotagem dos dados. No entanto, o eixo de potencial (x) pode fornecer pistas

sobre a convencdo utilizada, como descrito na Figura A5. Cada grafico inclui uma seta

que indica a diregdo em que o potencial foi varrido para a obtencgdo dos dados.

Convencio EUA Convencgao IUPAC
AN ™\
@ Redugio @ Oxidagio
+ +-
: / 5 —
-—
5| = 5 /
o T~ o
Oxidagdo Redugio
NS NS
Potenciais (V) Potenciais Potenciais (V) Potenciais
altos baixos baixos altos

Figura A5. Convencoes usadas para relatar dados de voltametria ciclica.
Fonte: Adaptado de Elgrishi et al. (2018).

Um parametro fundamental a considerar ao avaliar a resposta de um sistema

eletroquimico é a area eletroativa (Ae) do eletrodo de trabalho, visto que a corrente de

pico (lp) depende de Ae, independentemente do comportamento do sistema (reversivel,

quase-reversivel ou irreversivel), como mostrado na Figura A6. A Ae do eletrodo também
esta relacionada a densidade de corrente j (A cm) observada durante experimentos

eletroquimicos, sendo, portanto, essencial para uma compreensdo completa do processo

eletroquimico em estudo. Além disso, a Ae esta envolvida em diversos célculos de

pardmetros eletroquimicos, como a constante de transferéncia heterogénea de elétrons
(ko) € a capacitancia da dupla camada elétrica (Ca) (TRACHIOTI et al., 2023).

Reversivel

Quase-reversivel

Irreversivel

Figura A6. Comparacdo das formas de onda voltamétricas ciclicas para processos reversiveis, quase-

reversiveis e irreversiveis.

Fonte: Adaptado de Barrose-Antle et al. (2010).
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A érea eletroativa do eletrodo pode ser determinada por voltametria ciclica na
presenca de uma espécie redox na solugdo de medicdo. Para processos reversiveis
(Ipa/lpc =1 € NAEp =~ 59 mV —em pratica, nAEp, <63 mV —, onde n é o nimero de elétrons
envolvidos na reagdo redox e AEp é a diferenca de potencial entre os picos) (BARD e
FAULKNER, 2001), a corrente de pico (Ip) é descrita pela equacio de Randles-Sevéik
(RANDLES, 1948; SEVCIK, 1948) :

I, = 2,69.105n%/24,V/D Vv (Equacio A6)

em que é I, € a corrente de pico em A, n € o nimero de elétrons envolvidos na reacdo
eletroquimica, A, € a area eletroativa do eletrodo em cm?, C é a concentragdo da espécie
redox na solugdo em mol cm~3, D é o coeficiente de difusdo da espécie redox em cm? s
e v é a velocidade de varredura do potencial em V s,

Em sistemas reversiveis envolvendo espécies redox que se difundem livremente,
a equacio de Randles-Sev¢ik descreve a relacdo entre a corrente de pico e a velocidade
de varredura, mostrando que graficos de I, versus Vv devem apresentar linearidade. A
inclinacdo da reta obtida pode ser usada para calcular a area eletroativa do eletrodo
(BARD e FAULKNER, 2001). No caso de espécies adsorvidas no eletrodo, a resposta de
corrente € representada pela equacdo (ELGRISHI et al., 2018):

n2Fr? " ~
Iy = —vA.l (Equagéo A7)

onde I'"* representa a cobertura superficial da espécie adsorvida, expressa em mol cm2.

Para espécies adsorvidas, espera-se que a corrente varie linearmente com v. No
caso de um analito considerado como livremente difundido, desvios da linearidade nos
graficos de I,, em fungéo de Vv podem indicar quase-reversibilidade eletroquimica ou
uma transferéncia de elétrons ocorrendo por meio de espécies adsorvidas na superficie.
A analise da separacdo entre os picos de oxidacdo e reducdo pode ajudar a identificar a
causa desses desvios. Para processos quase-reversiveis, essa separacdo varia com a taxa
de varredura. Ja& para espécies adsorvidas na superficie, ndo ocorre variagao na separagdo
entre os picos (ELGRISHI et al., 2018).

Compostos redox comuns, como o ferricianeto de potassio (KsFe(CN)s) e 0
ferrocianeto de potassio (KsFe(CN)s) (Equacdo A8), frequentemente exibem

comportamento quase-reversivel (63 < nAEp < 200 mV), especialmente ao usar materiais
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de eletrodo ndo convencionais, como eletrodos impressos em 3D (TRACHIOTI et al.,
2023).

Fe(CN)s*™ + e~ = Fe(CN)s*™ (Equacdo A8)

Quando o mecanismo de transporte é controlado pela difusao, diversos trabalhos
envolvendo sensores e biossensores eletroquimicos impressos em 3D acabam optando
pelo uso da Equacdo A6, provavelmente para fins de simplificagdo (DOS SANTOS et al.,
2019; KALINKE et al., 2020; KALINKE et al., 2021; RICHTER et al., 2019; ROCHA
et al., 2022). No entanto, devido ao comportamento quase-reversivel nesses casos, a
equacio de Randles-Sevéik modificada abaixo (Equagdo A9) poderia ser utilizada
(TRACHIOTI et al., 2023):

I, = (2,69.10°1n%/24,VDCVv)K(A, o) (Equagdo A9)

onde K(A, o) é um parametro adimensional especifico para reages quase-reversiveis. A
estimativa de K(A, a) exige, inicialmente, o calculo de A(A, o) (Equagdo A10), um
parametro adimensional que depende dos valores de E, (potencial de pico), de
E,, (potencial de meio pico) —obtidos do voltamograma ciclico —, da constante dos gases
ideais (R = 8,314 J mol K1), da constante de Faraday (F = 96485 C mol™?), da
temperatura (T) em kelvin, além de A (Equacdo All), outro parametro adimensional.
Este, por sua vez, depende de y (TRACHIOTI et al., 2023).

Ey/2 — Ep = A(A, 00 (5) = 26A(A, o) 2 25 °C (Equagio A10)

A = Y/mr (Equagdo All)

€ um parametro cinético, cuja determinacdo € descrita a seguir. O proximo passo
consiste em calcular logA. Utilizando o grafico A(A, ) = f(logA) (Figura A7.A), como
0s parametros A(A, a) e logA séo conhecidos, o coeficiente de transferéncia (o) pode ser
estimado graficamente. Finalmente, o parametro K(A, a) é obtido graficamente a partir
do gréafico K(A, «) = f(logA), considerando o valor estimado de o (Figura A7.B) (BARD
e FAULKNER, 2001; TRACHIOTI et al., 2023).
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Figura A7. Variacdo de (A) A(A, a) e (B) K(A, a) com A para diferentes valores de a.
Fonte: Trachioti et al., (2023).

O parémetro ¢ definido como uma fungdo de AE, (Equagdes Al6 e Al7), que,
em processos nao reversiveis, depende da velocidade de varredura (v) (AEp muda com a
velocidade de varredura). Como K(A, a) = f(logA) = f() = f(\v), diferentes valores
de K(A, ) surgem para diferentes velocidades de varredura. Em outras palavras, o
pardmetro K(A, a) na Equagdo A9 indica que, em processos quase-reversiveis (63 < nAE;
< 200 mV), a corrente de pico ndo é proporcional a raiz quadrada da velocidade de
varredura (TRACHIOTI et al., 2023).

Em um processo irreversivel (geralmente quando nAE, > 200 mV), a corrente de
pico pode ser descrita pela seguinte equacdo (TRACHIOTI et al., 2023):

I, = 2,99.105nVan'A,VDCv (Equagdo A12)

onde n e n’ representam, respectivamente, o nimero de elétrons envolvidos na reacédo
eletroquimica e o numero de elétrons transferidos antes da etapa determinante da
velocidade da reacdo. Os demais termos possuem o0s significados anteriormente
mencionados. Assumindo n = »n’ =1, a corrente de pico pode ser determinada por meio
da equacio modificada de Randles-Sevéik abaixo (TRACHIOTI et al., 2023):

I, = 2,99.105nva A VDCVv (Equagio A13)

O coeficiente de transferéncia (o) mede a simetria da barreira de energia associada
a uma etapa de transferéncia de elétrons. Para reagdes completamente simétricas em
termos de energia (reacOes reversiveis), a assume o valor de 0,5. J& em reacgdes
irreversiveis, a deve ser calculado utilizando a seguinte relacdo (BARD e FAULKNER,
2001):
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1,857RT __ 47,7mV

- (a25°C) (Equacédo Al4)

|Ep — Epj2l =

a

A voltametria ciclica também possibilita a obtencao da constante de transferéncia
heterogénea de elétrons (k°), outro pardmetro essencial para avaliar o desempenho
eletroquimico de eletrodos, que reflete a cinética das reacBes entre as espécies redox e a
superficie do eletrodo. Em termos gerais, k° representa a eficiéncia cinética na troca de
elétrons entre as formas oxidada e reduzida de um par redox. Sistemas com valores
elevados de k° atingem o equilibrio rapidamente, enquanto aqueles com valores baixos
apresentam uma cinética mais lenta (BARD e FAULKNER, 2001). A constante k° ndo
mede diretamente a velocidade da transferéncia de elétrons, que ocorre em uma escala de
tempo extremamente curta (1071® s), mas o tempo necessario para que as espécies
eletroativas e suas atmosferas idnicas se reorganizem para que a transferéncia de elétrons
ocorra (TRACHIOTI et al., 2023).

O método de Nicholson é amplamente utilizado para calcular k® em reagdes quase-
reversiveis (NICHOLSON, 1965). Ele se baseia no parametro cinético adimensional s,
conforme descrito na Equacdo A15 (TRACHIOTI et al., 2023).

O parametro  depende de nAEp, e 0 método é aplicavel dentro do intervalo de
63 < nAEp <212 mV, ou, em termos de s, 7 > > 0,1. O limite superior de § = 7 indica
a transicdo entre um sistema reversivel para quase-reversivel (ou nAEp > 63 mV),
enquanto o limite inferior (¢ = 0,1) marca a transicdo de um sistema quase-reversivel
para um sistema irreversivel (ou nAE, > 212 mV). Para calcular k° usando esse método,
€ necessario obter o valor de s, desde que nAE, esteja dentro do limite de quase-reversivel
(63 <nAEp <212 mV) (TRACHIOTI et al., 2023).

P pode ser determinado graficamente (Figura A8) ou calculado pela equagéo

empirica de Lavagnini et al. (2004) abaixo:

~0,6288+0,0021(nAEy)
1-0,017(nAEp)

Y= (Equacdo A16)
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Figura A8. Curva de trabalho mostrando a variagdo de nAE, com .
Fonte: Adaptado de Trachioti et al. (2023).

Para valores de nAE, entre 140 e 200 mV, Lavagnini e colaboradores (2004)
propuseram uma formula alternativa (Equacdo Al7) que proporciona valores mais

precisos de y nessa faixa especifica.
a?nF
Y= 2,18\/% e_(F)AE” (Equacgdo A17)

Outra abordagem é plotar, em diferentes velocidades de varredura, a Equacéo A15

como uma fungéo f(x) = ax, onde f(x) = Y, x = 1/\/mDnvF /(RT) e o coeficiente
angular a (inclinagdo) corresponde a k°, com a restricdo de que nAE, seja mantido abaixo
de 212 mV. De maneira geral, o valor médio em diferentes taxas de varredura é
considerado mais confiavel do que aquele obtido para uma Unica taxa.

Outro método bastante empregado para o calculo de k°, quando nAE, é maior do
que 150 mV, é o método de Klingler-Kochi (KLINGLER e KOCHI, 1981), que utiliza a

seguinte equacgéo:

a’nF

W)AE” (Equacéo A18)

aDnvF —(
e

k° =2,18.
RT

em que a é o coeficiente de transferéncia da varredura direta, determinado pela
Equagdo Al4. Os demais termos tém o mesmo significado descrito anteriormente.

Esse método permite determinar k° diretamente a partir do valor de nAE,, sem a
necessidade de calcular outros parametros, como . Contudo, assim como no método de
Nicholson, é recomendavel utilizar o valor médio de k° obtido em diferentes taxas de

varredura para garantir maior confiabilidade nos resultados (TRACHIOTI et al., 2023).
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Para investigar o mecanismo de oxidacao de espécies eletroativas, principalmente
em sistemas irreversiveis, a equacdo de Laviron (1979) pode ser utilizada. Essa equacao
permite calcular pardmetros cinéticos essenciais ja citados, como o coeficiente de
transferéncia de carga () e a constante de transferéncia heterogénea de elétrons (k°). O
primeiro passo é realizar um experimento de voltametria ciclica com o eletrodo de
trabalho em questdo, utilizando diferentes velocidades de varredura (v), mantendo a
concentracdo do redox e a temperatura constantes. Com os voltamogramas obtidos, é
necessario identificar o potencial de pico (Ep) e a corrente de pico (lp) para cada taxa de
varredura (LAVIRON, 1979).

A equacgdo de Laviron (Equacdo A19) para uma reacdo redox irreversivel é
expressa como uma relagdo entre o potencial de pico (E,) e a velocidade de varredura
(v), envolvendo variaveis como o potencial formal do par redox (E°'), a constante
universal dos gases ideais (R =8,314 J mol K 1), a temperatura (T), a constante de
transferéncia heterogénea (k°), a constante de Faraday (F = 96485 C mol?), o nimero
de elétrons envolvidos na reacédo redox (n) e o coeficiente de transferéncia de elétrons (a)
(LAVIRON, 1979).

RTK®
anF

— por o RT
E,=E +OmFln(

RT ~
)+~ in(v) (Equagdo A19)

Para determinar o e k°, é preciso plotar um gréfico de E, contra In(v), onde a
equacdo linearizada de Laviron (Equacdo A20) se apresenta com uma inclinagdo que
corresponde a RT/(anF), e com coeficiente linear (b) igual a E% +
RT /(anF) In(RTk®/(anF)) (LAVIRON, 1979).

RT ~
E, = — In(v) + b (Equacdo A20)

Com o coeficiente angular do grafico obtido, é possivel calcular o coeficiente de
transferéncia de carga «, utilizando a relacdo entre a inclinagdo e 0s parametros
conhecidos. Se o valor de a é conhecido, € possivel determinar o numero de elétrons
envolvido na reacdo redox. Para calcular k°, pode-se utilizar o valor de « junto com a
intersecdo do grafico. Caso o valor de E% n&o seja conhecido, ele pode ser estimado como
a média dos potenciais de pico anddico e catddico em uma voltametria ciclica de baixa

velocidade de varredura para uma reagdo quase-reversivel (LAVIRON, 1979).

anF anF(b—E%")

k®=——e &T  (Equacdo A21)
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Alternativamente, k° pode ser obtido pela seguinte equagéo:

logk® = alog(1 — a) + (1 — a)loga — log (RT) _ 2logQ-cInraky (Equacdo A22)

nFv 2,3RT

Para reacOes redox reversiveis, a analise é simplificada. A equacéo de Laviron
para essas rea¢fes assume que 0s picos anddico e catddico sdo simétricos. Nesse caso, 0
célculo de k° também é realizado a partir da analise do grafico de E, versus In(v), mas

com a seguinte equacao:

E,=E” + ®in (:ﬂ) (Equacdo A23)

nF FKO

O valor de E” para reacdes reversiveis pode ser estimado como a média dos
potenciais de pico anddico e catddico, e a partir dai o calculo de k° pode ser feito de

maneira semelhante aquela das reacdes irreversiveis.
RT ~
E, = n—Fln(v) + b (Equacdo A24)

onde o coeficiente angular corresponde a RT/(nF), e o coeficiente linear (b) é igual a
E% + RT/(nF).In(RT/(nFk®)).
A partir da intersecéo do grafico (coeficiente linear), pode-se determinar k°:

RT nF(b-E%)

k® =—e  rr  (Equacdo A25)

nF

Em eletroquimica, os conceitos de reversibilidade quimica e eletroquimica
tratados nessa se¢do sdo, muitas vezes, confundidos. Assim, tais conceitos serdo melhor
discutidos no Apéndice B.

Nos experimentos desta dissertacdo, a técnica de CV foi utilizada tanto na
caracterizacdo eletroquimica do filamento e dos eletrodos impressos em 3D quanto na

deteccdo dos analitos.

A.2.3 Voltametria de pulso diferencial

A voltametria de pulso é uma técnica eficaz para reduzir interferéncias causadas
por correntes de fundo e destacar a corrente faradaica de maneira seletiva. A técnica de
DPV foi empregada nesta dissertacdo na deteccdo dos analitos. A metodologia consiste
na medigdo periddica de corrente enquanto uma série de pulsos de potencial é aplicada
ao sistema. Durante o processo, a diminuicao progressiva da corrente capacitiva contribui

para uma avaliagdo mais precisa da corrente faradaica. Entre as técnicas baseadas em
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pulsos, a voltametria de pulso diferencial (DPV) de destaca por sua alta sensibilidade e
ampla aplicagdo em diferentes areas (BRACHI et al., 2024).

Na DPV, o procedimento comega com a aplicagdo de um potencial inicial por um
periodo de tempo definido (l1 na Figura A9.a). Apos isso, o potencial & aumentado de
forma incremental por alguns milivolts e mantido em um novo nivel (Epuso) por um
intervalo predeterminado (l2 na Figura A9.a). Em seguida, o potencial é reduzido para um
valor ligeiramente superior ao ponto de partida (a diferenca é chamada de Epasso),
repetindo-se o ciclo e formando uma onda com aspecto de escada. As medicGes de
corrente séo realizadas em dois momentos: antes do inicio de cada pulso e préximo ao
seu final (touso). A diferenca entre essas duas correntes € calculada e registrada,
permitindo a construgdo de um voltamograma (Figura A9.b) que representa as variagdoes
da corrente em funcéo do potencial aplicado (BRACHI et al., 2024). O tempo de intervalo
entre os pulsos (periodo de pulso — tint) € dada pela razdo entre o potencial de passo e a
velocidade de varredura (v) (PALMSENS, [s.d.]).

_ Epasza

a tit = Soocidade de varredura b
I 1 E- E
'| touiso ! i 5
] - fut
B ! g
E{y _____ Q
H ©
| S—— =

E, ©.
l} i %
E -- - Epasso ©
3

. . p=

Pré-tratamento Corrente medida =/, -/,
| — I
t Potencial

Inicio da varredura

—l Janela de amostragem de corrente

——— Potencial aplicado

Figura A9. Potencial aplicado durante a voltametria de pulso diferencial (a) e voltamograma para um
experimento de voltametria de pulso diferencial (b).
Fonte: Adaptado de PalmSens ([s.d.]) (a) e Harvey (2022) (b).

O grafico resultante apresenta um pico, que é normalmente proporcional a
concentracdo do analito na solugdo, de acordo com a seguinte equagdo (BARD e
FAULKNER, 2001):

nFADY2C (1-0 ~
I, = I (E) (Equacdo A26)
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onde I, € a corrente do pico, n 0 nimero de elétrons envolvidos na reagdo redox, F a

constante de Faraday, A a area do eletrodo, t,,, 0 tempo entre a primeira e a segunda leitura
de corrente, D o coeficiente de difusdo, C a concentracdo do analito, e o =
exp (nFAE /(2RT)), sendo AE a amplitude do pulso (Epuiso Na Figura A9.a).

O potencial de pico obtido na DPV (Ep) ndo corresponde ao potencial redox. Ele
estd relacionado ao potencial de meia onda de acordo com a Equacdo A27 (BARD e
FAULKNER, 2001):

Ep = E1/2 — Epuiso/2 (Equagdo A27)

Um beneficio do voltamograma derivado é a capacidade de detectar picos
separados para substancias com potenciais de meia onda que diferem em apenas 0,04 a
0,05 V, ao contrario da voltametria classica, que requer uma diferenca de cerca de 0,2 V
para resolver picos. A técnica de DPV oferece maior sensibilidade e, normalmente,
proporciona picos bem definidos em niveis de concentracdes até 2.10~2 daquelas da onda
voltamétrica classica. Além disso, a escala de corrente para Al (€ixo y da Figura A9.b) é
geralmente medida em nanoampéres (nA) (SKOOG et al., 2007).

A maior sensibilidade da DPV pode ser atribuida a duas fontes. A primeira é o
aumento da corrente faradaica, e a segunda é a reducao da corrente de carregamento ndo
faradaica. Para explicar o aumento, pode-se pensar nos eventos que ocorrem na camada
superficial ao redor de um eletrodo quando o potencial € repentinamente aumentado em
50 mV. Se uma espécie eletroativa estiver presente nesta camada, havera um aumento na
corrente que reduz a concentracdo do reagente ao nivel exigido pelo novo potencial. A
medida que a concentracdo de equilibrio para esse potencial é alcancada, no entanto, a
corrente decai para um nivel suficiente apenas para contrabalancar a difusdo, ou seja, a
corrente controlada pela difusdo. Na voltametria classica, 0 aumento inicial da corrente
ndo € observado porque a escala de tempo da medicdo é longa em relacdo a duragédo da
corrente momentanea. Por outro lado, na DPV, a medicdo da corrente é realizada antes
que o aumento tenha decaido completamente. Assim, a corrente medida contém tanto
uma componente controlada pela difusdo quanto uma componente relacionada a redugédo
da camada superficial até a concentragdo exigida pela expressdo de Nernst. A corrente
total é geralmente varias vezes maior que a corrente de difusdo. Sob condigdes
hidrodinamicas, a solucdo se torna homogénea em relacdo ao analito até que a proxima
sequéncia de pulsos ocorra. Assim, em um dado potencial aplicado, um aumento de

corrente idéntico acompanha cada pulso de voltagem (SKOOG et al., 2007).
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A.3 Espectroscopia de impedancia eletroquimica

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) é uma técnica amplamente
reconhecida pela sua eficacia em fornecer informagdes sobre processos que ocorrem na
interface eletrodo-eletrolito envolvendo a cinética e os mecanismos de diversos sistemas
eletroquimicos, sendo frequentemente utilizada em areas como estudos de corrosao,
ciéncia de semicondutores, tecnologias de energia, sensores quimicos, biossensores e
diagnosticos ndo invasivos (LAZANAS e PRODROMIDIS, 2023; MAGAR et al., 2021;
METROHM, [s.d]). Seu principio envolve a aplicacdo de um sinal senoidal (tensdo ou
corrente alternada) a um sistema eletroquimico em equilibrio ou em estado estacionario,
abrangendo uma ampla faixa de frequéncias. A resposta do sistema, também em forma
de onda senoidal (tensdo ou corrente, dependendo do sinal de entrada), é monitorada para
analise. Desde que o sistema eletroquimico seja linear e invariante no tempo (ou seja, a
relacdo entre entrada e saida € linear, e as caracteristicas do sistema ndo se alteram com
o0 tempo), a EIS pode ser tratada como uma técnica baseada em funcdes de transferéncia,
na qual a saida (corrente ou tensdo alternada) é modelada em relacéo a entrada (tensédo ou
corrente alternada) em diferentes frequéncias (LAZANAS e PRODROMIDIS, 2023).

A impedancia, em esséncia, representa a oposicao ao fluxo de corrente elétrica em
um circuito ¢ ¢ medida na mesma unidade que a resisténcia, o ohm (Q2). Contudo, héd uma
distin¢do fundamental entre resisténcia e impedancia: a resisténcia, regida pela lei de Ohm
(Equacdo 1), é tipica de circuitos de corrente continua (direct current — DC), onde a
corrente nao alterna, e pode ser vista como a impedancia com angulo de fase igual a zero.
Em circuitos de corrente alternada (alternating current — AC), o conceito de resisténcia
sO é aplicavel se trés condicOes forem satisfeitas: a tensdo e a corrente devem estar em
fase, a resisténcia ndo deve depender da frequéncia, e deve ser valida para qualquer valor
de corrente e tensdo. No entanto, na maioria dos casos, 0 angulo de fase ndo é zero, devido
a presenca de dois outros fendmenos além da resisténcia convencional, que influenciam
o fluxo de corrente em um circuito: a indutancia (L), que surge da inducdo de tensfes no
condutor geradas pelos campos magnéticos da corrente, e a capacitancia (C), relacionada
ao armazenamento eletrostatico de carga induzido pela tensdo entre os condutores. Juntas,
a indutancia e a capacitancia compdem a reatancia (X) (RANDVIIR e BANKS, 2022;
RANDVIIR e BANKS, 2013; SEKAR e RAMASAMY, 2013).

A impedancia (Z), dessa forma, expande o conceito de resisténcia para circuitos
AC, sendo representada como um numero complexo que combina magnitude e angulo de

fase. Enquanto em circuitos DC o sinal pode ser interpretado como um caso limite da
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corrente alternada com frequéncia tendendo a zero, em circuitos AC a impedancia inclui
uma parte real (resisténcia) e uma parte imaginaria (reatancia) no plano complexo. Para
sinais senoidais de corrente ou tensdo, a magnitude da impedancia (Equagdo A29) é dada
pela razdo entre a amplitude da tenséo e a da corrente. Ja o angulo de fase da impedéancia
reflete o atraso ou avango entre os dois sinais indicando o quanto a corrente esta adiantada
em relacdo a tensdo (RANDVIIR e BANKS, 2022; RANDVIIR e BANKS, 2013;
SEKAR e RAMASAMY, 2013).

. E(j ~
Z(jw) = % (Equacdo A28)

onde Z é a impedéncia, E é a voltagem (tensdo), I é a corrente, j € 0 componente
imaginario, e w € a frequéncia.

Um sinal senoidal x em um tempo t é descrito pela Equacdo A29, onde X, € a
amplitude de sinal, também chamada de sinal de pico (X,) (LAZANAS e
PRODROMIDIS, 2023).

x(t) = Xysen(wt) (Equacdo A29)

As caracteristicas temporais de um sinal senoidal podem ser descritas pela
frequéncia (f) (numero de ciclos por segundo), medida em Hertz (Hz), e pelo periodo (T)
(tempo necessario para completar um ciclo), medido em segundos (s). Essas grandezas
estdo relacionadas entre si e também a frequéncia angular (w) por meio da seguinte
equacdo (LAZANAS e PRODROMIDIS, 2023):

w = 2nf = 2n/T (Equacdo A30)

Para comparar dois sinais senoidais com a mesma frequéncia, é necessario
observar, além de suas magnitudes, a diferenca de fase entre eles, caso exista. Na
Figura A10, estdo representados dois sinais senoidais, x(t) e y(t), que possuem a mesma
frequéncia e magnitude. Apesar disso, os valores instantdneos desses sinais apresentam
diferengas devido ao angulo de fase ou defasagem (¢) entre os vetores rotativos
correspondentes. Um dos sinais pode ser definido como referéncia, e a defasagem entre
0s dois é expressa em relacdo a esse sinal de referéncia. Como mostrado na Figura A10,
os valores instantaneos do sinal senoidal y(t) sdo determinados pela Equagdo A31
(LAZANAS e PRODROMIDIS, 2023).

y(t) = Yysen(wt — @) (Equacdo A31)
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O vetor fixo em um instante t, posicionado em um éangulo de rotacdo wt, €
denominado fasor, representado por ~. O fasor € um numero complexo que expressa a
amplitude e a fase de um sinal senoidal. No exemplo da Figura A10, o angulo de fase do
fasor X, utilizado como referéncia, ¢ igual a zero, e a diferenca de fase entre os fasores
X e Y é representada por ¢. Quando os fasores estdo “fora de fase", diz-se que o fasor ¥
esta "atrasado™ em relacdo a X (ou, alternativamente, que X esta "adiantado™). Se ¢ =0,
os fasores estdo "em fase”, ou seja, alcancam seus valores maximos e minimos
simultaneamente (LAZANAS e PRODROMIDIS, 2023).

x(t) 2‘ y(t) x(t) = X sin(wt)

y(t) = Ysinfwt - @)

R / n 2’\m dn 4An+p )
G / - Tempo
Y (3

T=05s | T=05s

l f=2Hz
|

Figura A10. Diagramas de fasores para os sinais senoidais x(t) e y(t). Os vetores imdveis apds um tempo
especifico correspondem aos fasores X e ¥ e a diferenca de fase entre eles. Se o periodo (T) for 0,5 s, a
frequéncia (f) equivale a 2 Hz.

Fonte: Adaptado de Lazanas e Prodromidis (2023).

A impedancia é a resisténcia total ao fluxo de corrente em um circuito elétrico
composto por resistores (R), capacitores (C) e indutores (L). A impedancia do circuito
varia dependendo dos diferentes componentes presentes e de como eles estdo conectados.
Quando uma tensdo alternada de baixa amplitude, com uma frequéncia especifica, é
aplicada ao circuito, ela é descrita por uma equacao (Equacdo A32) similar a Equacéo
A29 (LAZANAS e PRODROMIDIS, 2023; MAGAR et al., 2021):

E(t) = E,sin(wt) (Equagdo A32)

A corrente alternada resultante na mesma frequéncia é medida, expressa pela
Equacdo A33, similar & Equacdo 31 (LAZANAS e PRODROMIDIS, 2023; MAGAR et
al., 2021):

1(t) = Iysin(wt — ) (Equagdo A33)
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A impedancia do circuito nessa frequéncia (Z(w)) é dada por (LAZANAS e
PRODROMIDIS, 2023):

Z(w) = |Z|e’? = |Z|(cosep + jsen) = Z' + jZ" (Equacdo A34)

onde Z' representa a resisténcia (a parte real da impedancia, no eixo x), Z" representa a
reatancia (a parte imaginaria, no eixo y), |Z| € o modulo da impedancia, ¢ = wt € a fase,
e j é a unidade imaginaria (j* = —1).

Com respeito a Z', Z" e |Z|, as seguintes relacOes sdo obtidas (LAZANAS e
PRODROMIDIS, 2023):

Z' = |Z|cose (Equacdo A35)

Z" = |Z|seng (Equacdo A36)

|Z| =/ (Z")? + (Z")? (Equacdo A37)

Apesar de sua complexidade, a impedancia equivalente dos elementos em série
do circuito segue a regra de Kirchhoff (LAZANAS e PRODROMIDIS, 2023):

Zeq = Z1+ Zy + Z3 + -+ (Equacdo A38)

Jaaimpedancia de elementos conectados em paralelo é calculada por (LAZANAS
e PRODROMIDIS, 2023):

1 1 1 1 ~
Fay + Z + Z + -+ (Equacdo A3916)

Os componentes real e imaginario da impedancia podem ser representados em
graficos de Nyquist (Figura All), que devem ser interpretados corretamente para
determinar resisténcias de solucdo (R,), resisténcias a transferéncia de carga (charge
transfer) (R.:), capacitancia da dupla camada (double layer) (Cy;), impedancia de
Warburg (Z,,), assim como as constantes de tempo, por exemplo (RANDVIIR e BANKS,
2013). Nesse gréafico, Z' é positivo e Z" também € positivo, mas representado como —Z"
(METROHM [s.d]).
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Figura Al1. Circuito equivalente simples de Randles para uma célula eletroquimica e grafico de Nyquist.
Fonte: Adaptado de Randviir e Banks (2013).

Os circuitos de EIS sdo comumente simplificados em diagramas de circuitos, o
que facilita a compreens@o dos componentes que contribuem para a impedancia total do
circuito e é util para simulagcdes computacionais de sistemas impedimétricos. Em um
experimento eletroquimico, a impedancia geralmente provém da resisténcia da solugéo
(R,), do carregamento da camada dupla na superficie do eletrodo (C,;), da resisténcia a
transferéncia de carga (R.;) e do elemento de Warburg (Z,,), como ilustrado na Figura
25. Esses elementos, quando combinados, formam o circuito de Randles, amplamente
utilizado para simulacdes de experimentos de EIS. Contudo, muitos casos na pratica sao
mais complexos. Fatores como mudancgas na adsorcao alteram a impedancia e precisam
ser considerados, assim como o vinculo com enzimas (biorreconhecimento) e o0s
compositos do eletrodo (RANDVIIR e BANKS, 2013).

O elemento de Warburg descreve a difusdo dos ions na solucdo durante uma
reacao eletroquimica. Em frequéncias altas, a impedancia de Warburg néo é observada,
pois a migracdo dos ions ocorre em um tempo muito maior do que a frequéncia
operacional, o que torna as contribuicdes da impedéncia irrelevantes devido ao
movimento lento das moléculas na solugdo. Dessa forma, as contribui¢Ges de Warburg
aparecem geralmente na regido de baixa frequéncia. A parte a direita da Figura All
mostra a regido controlada por difusdo em um grafico de Nyquist obtido com EIS. A
resisténcia da solucdo é independente da frequéncia e € observada na Figura A11 na maior

frequéncia, onde ocorre a interceptagdo com o eixo real (R;). A resisténcia a transferéncia
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de carga (R,;) € a oposi¢do ao movimento de elétrons e € uma quantidade real. R.; pode
ser observada na Figura A11 na segunda intersecdo extrapolada com o eixo real, na regido
de frequéncias médias a baixas. Essa regido é indicada como a regido controlada
cineticamente no gréafico de Nyquist, sendo associada & constante de transferéncia
heterogénea (k°) (MAGAR et al., 2021; RANDVIIR e BANKS, 2013).

A determinagdo da corrente de troca (I,) também pode ser realizada a partir de
dados de EIS. Ela esta relacionada aos valores de R, conforme indicado pela Equacéo
48 (TRACHIOTI et al., 2023).

RT
NFRct

10=

(EquacdoA40)

A relacdo entre a corrente de troca I,e k® é descrita pela Equagdo A4l
(TRACHIOTI et al., 2023).

Iy = nFAK°C;2CrL7 % (Equacdo A4l)

em que C* = C,, = C/ 4 representa a concentracdo do par redox na solugdo. A
combinagcéo das EquacgGes A40 e A41 permite estabelecer a relagdo entre R, e k° como
mostrado a seguir (TRACHIOTI et al., 2023):

o_  RT
" n2F2ACRg

(Equacdo A42)

E possivel realizar uma estimativa gréafica alternativa de k° invertendo a Equac&o
A41 e interpretando-a como uma funcdo f(x) = ax, onde f(x) =R., x =1/C,ea =
inclinagdo = RT/n?F?Ak°. Com o aumento das concentragdes da sonda redox, ocorre
uma reducdo nos valores de R.; (TRACHIOTI et al., 2023).

A capacitancia da camada dupla (C4;) pode ser estimada a partir da Figura All,
observando o valor maximo de Z" da semicircunferéncia. O elemento capacitivo de uma
célula eletroquimica é muitas vezes representado por um elemento de fase constante
(CPE), que leva em conta fatores que afetam a capacitancia do sistema, como nao
homogeneidades de superficie que resultam em diferentes taxas de reacdo na superficie e
introduzem multiplas constantes de tempo (RANDVIIR e BANKS, 2013).

O efeito indutivo (L) ser observado tanto em altas quanto em baixas frequéncias.
Em altas frequéncias, geralmente é atribuido ao movimento de elétrons nos cabos que
conectam a célula ao potenciostato. Esse movimento pode causar a ressonancia dos

elétrons em um dos cabos, gerando um campo magnético oscilante que, por sua vez, induz
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uma corrente no cabo vizinho. No grafico de Nyquist, esse efeito indutivo aparece como
pontos no segundo quadrante. J& em baixas frequéncias, 0 comportamento indutivo é
causado por alteragdes no nimero de sitios disponiveis para a transferéncia de carga. Um
exemplo tipico é a adsorcdo de uma espécie quimica seguida por sua posterior dessorcao.
O gréafico de Nyquist resultante apresenta um semicirculo na regido negativa do eixo —Z"

localizado no segundo quadrante, como ilustrado na Figura A12 (METROHM, [s.d.]).

Figura A12. Um exemplo de grafico de Nyquist, onde um efeito indutivo em baixas frequéncias esta
presente, representado por um semicirculo no segundo quadrante (a) e um exemplo de circuito
equivalente do gréfico de Nyquist representado (b).

Fonte: Adaptado de Metrohm ([s.d.]).

Em algumas situacdes, reacGes quimicas homogéneas podem ocorrer
simultaneamente as reacGes redox eletroquimicas. Nesses casos, utiliza-se o elemento de
Gerischer, que é aplicavel apenas quando a reacdo quimica segue uma cinética de
primeira ordem.

Como foi destacado, uma das principais vantagens da EIS é a possibilidade de
simular os dados (espectro de impedancia) a partir de um circuito elétrico equivalente, o
que possibilita a obtencdo de valores numéricos para 0S componentes presentes no
circuito. Para isso, pode-se utilizar o software incluso nos analisadores de resposta em
frequéncia, bem como programas especializados. A qualidade da modelagem dos dados
com relagdo ao circuito equivalente é determinada pelo valor do qui-quadrado (y?).
Contudo, é importante ressaltar que ndo ha um modelo unico de circuito para cada
espectro de impedéncia. A simulagdo de um espectro de impedancia pode ser realizada
com diferentes circuitos, pois alguns deles possuem uma representacdo matematica

idéntica. Um exemplo disso € mostrado na Figura Al13. A escolha do circuito mais
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adequado depende de um conhecimento detalhado do sistema eletroquimico (LAZANAS
e PRODROMIDIS, 2023).

C1 Cc2 c3
Il IL I
Rl " " "W
R2 R3 R4
A
R1(C1R2)(C2R3)(C3R4)

"-.,.Leitura do codigo de descrigao
B do circuito
C2

R3

R4
R1(C1[R2(C2[R3(C3R4)])])

Figura A13. Exemplos de diferentes circuitos elétricos que geram espectros de impedéancia idénticos.
Fonte: Adaptado de Lazanas e Prodromidis (2023).

Alguns designs comuns de eletrodos com seus respectivos graficos de Nyquist e
modelos de circuitos equivalentes sdo apresentados na Figura Al14, usando Fe?* e Fe3*
como sonda redox (RANDVIIR e BANKS, 2022). Os circuitos das Figuras A14.A e
A14.D foram empregados neste trabalho na caracterizagdo eletroquimica do filamento e
dos eletrodos tratados e nédo tratados, substituindo o capacitor por um elemento de fase

constante.
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Figura Al4. Uma descricdo grafica ndo exaustiva das superficies de eletrodos com graficos de Nyquist

complementares de um experimento EIS e um modelo de circuito equivalente que pode corresponder ao
perfil de EIS observado experimentalmente. (A) Um eletrodo ndo modificado na presenca de um par

redox; (B) um eletrodo revestido com uma camada isolante na presenca de um par redox; (C) um eletrodo

com uma camada isolante sem a presenca de um par redox; (D) um revestimento falhado na presenca de

um par redox; (E) um eletrodo modificado com um anticorpo na presenca de um par redox; (F) um

eletrodo modificado com um anticorpo ligado ao seu antigeno complementar na presenca de uma sonda

redox. As linhas azuis indicam 0 mesmo experimento com uma concentra¢do mais alta de sonda redox, ja

que a impedancia é inversamente proporcional a concentracdo da espécie em solucao.

Fonte: Randviir e Banks (2022).
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Em experimentos de EIS, é importante utilizar concentrac6es equimolares do par
redox (forma oxidada e reduzida) para garantir que o equilibrio entre os dois estados
esteja estabelecido antes de comecar a medicdo. Isso ocorre porque, ao contrério de
métodos voltamétricos, onde o equilibrio é forcado por variacdo de potencial, na EIS o
equilibrio j& deve estar presente na célula no inicio do experimento. Esse equilibrio pode
ser alcangado de duas formas: ou misturando as concentragBes equimolares de espécies
oxidadas e reduzidas desde o inicio, ou aplicando um potencial DC sobre a perturbagdo
AC para alcangar concentracdes iguais de produtos e reagentes, por exemplo, aplicando
o0 potencial de meia onda (E12) (RANDVIIR e BANKS, 2022).
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APENDICE B
Reversibilidade quimica e eletroquimica

Para a reducdo de uma forma oxidada (O) de uma espécie em solucdo, a
transferéncia de elétrons pode ser expressa pela reagdo da Equacdo A2 (O + ne™ = R).
A seta dupla, comum em expressdes de equilibrio, indica que a forma oxidada pode ser
regenerada a partir da forma reduzida, significando que o produto gerado é estavel dentro
do intervalo de tempo do experimento voltamétrico (LIBRETEXTS, [s.d.]c). Assim, a

reacao de reducdo correspondente € descrita pela seguinte equacao:
R = 0 + ne~ (Equagéo B1)

onde n é 0 nimero estequiométrico de elétrons envolvidos no processo, R representa a
forma reduzida da espécie em solucéo, e O € a forma oxidada.

Este caso representa a condi¢do de reversibilidade quimica do par redox O/R.
Contudo, outro tipo de reversibilidade é observado na voltametria: a reversibilidade
eletroquimica. Ela esta relacionada a taxa com que a transferéncia de elétrons ocorre entre
o0 eletrodo de trabalho e as espécies redox da solugdo. Quando a transferéncia ocorre
rapidamente, sem barreiras termodindmicas significativas, € considerada reversivel ou
eletroquimicamente reversivel. Ja transferéncias de elétrons que apresentam obstaculos,
impedindo uma répida ocorréncia, sdo classificadas como irreversiveis ou
eletroquimicamente irreversiveis. Taxas intermediarias de transferéncia definem o regime
quase-reversivel (LIBRETEXTS, [s.d.]c).

B.1 Reversibilidade quimica

A transferéncia de elétrons, por definicdo, € um processo heterogéneo que ocorre
entre o eletrodo de trabalho (s6lido) e uma espécie em solugdo proxima a sua superficie.
Para avaliar a reversibilidade quimica, € preciso saber se a espécie gerada
eletroquimicamente (reacdo redox) é estavel frente a reacdes quimicas (homogéneas)
subsequentes a transferéncia de elétrons. Essas reacGes podem ser representadas pela
Equacdo B2 (LIBRETEXTS, [s.d.]c):

kg e
0 + ne” =R — P (Equagéo B2)
ky
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onde P é um produto que ndo pode ser reconvertido em O por transferéncia direta de
elétrons. A constante de velocidade da reacdo quimica (k.) determina a extensdo da
conversdo de R em P. Se k. for grande, o par redox sera quimicamente irreversivel na
escala de tempo do experimento. Se k. for baixa (ou nula), o sistema sera quimicamente
reversivel. Paravalores intermediarios de k., o sistema apresenta reversibilidade quimica
limitada. E importante ressaltar que o termo “quase-reversivel" nio é aplicado nesse
contexto, sendo reservado para descrever reversibilidade eletroquimica (LIBRETEXTS,
[s.d.]c).

Além disso, a observacao da reversibilidade quimica depende da velocidade com
que o experimento € realizado. Em medicdes realizadas em uma escala de tempo lenta,
um sistema pode parecer quimicamente irreversivel, enquanto medicdes rapidas podem
revelar a reversibilidade quimica do sistema (LIBRETEXTS, [s.d.]c).

Para 0 mecanismo eletroquimico de primeira ordem O +ne” = R — P, a taxa
instantanea da reacéo R — O no tempo t, expressa em mol s, é determinada pela reacéo

eletroquimica reversa (ATTIA, [s.d.]):
. = Ak,Cr (x = 0,t) (Equacdo B317)

Nessa equacdo, A corresponde a area do eletrodo, e x = 0 refere-se a superficie
do eletrodo, local onde ocorre a transferéncia de carga.
A taxa instantinea da reagdo R — P, no tempo t, também em mol s, é descrita

pela reacdo quimica de primeira ordem abaixo (ATTIA, [s.d.]).
1. = Vk,Cgx (t)(Equacdo B4)

em que V representa o volume total da solugcdo, uma vez que R pode reagir para formar P
em toda a extensdo do volume da solugdo, e ndo apenas na superficie do eletrodo.

A reacdo é considerada quimicamente irreversivel se (ATTIA, [s.d.])

[ maly (0)de » [ ™ (¢)dt (Equagdo BS)

Isso significa que a conversdo de R em P ao longo do experimento é
significativamente maior do que sua conversao em O. Os fatores A e V nas expressoes de
7, € 1. destacam como a geometria da célula pode influenciar o grau de irreversibilidade
quimica (ATTIA, [s.d.]).

No caso de um mecanismo eletroquimico envolvendo uma reacdo quimica de

primeira ordem, o grau de irreversibilidade quimica é determinado pela extenséo da
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reacdo. Essa extensdo depende da constante de velocidade da reacdo quimica, k., e da
escala de tempo do experimento, t (ATTIA, [s.d.]). Bard e Faulkner (2001) definem t;
como a escala de tempo caracteristica do experimento. Para um experimento de
voltametria ciclica que vai de um potencial inicial V; até um potencial final V; e retorna a
V;, com uma taxa de varredura v, t;, é dado pela Equacdo B6. Assim, 0 parametro cinético
adimensional que governa o grau de irreversibilidade quimica é expresso por k.t
(BARD e FAULKNER, 2001).

ty = 2(V; — V¢)/v (Equagdo B6)
De forma intuitiva, tanto uma alta constante de reacdo quimica (k.) quanto uma

duracdo experimental maior aumentam a irreversibilidade quimica, mostrado na
Figura B1 (ATTIA, [s.d.]).

Densidade de corrente / mA cm?

Potencial / V

Figura B1. Efeito do aumento da constante de velocidade da reacdo quimica, k., em um sistema.
Fonte: Adaptado de Attia ([s.d.]).

B.2 Reversibilidade eletroquimica

A transferéncia de elétrons entre as espécies em solucdo e os eletrodos sélidos €
inerentemente heterogénea, com as constantes de taxa de reacdo dependendo do potencial
aplicado ao eletrodo. O aumento do potencial acelera a reacéo, e a taxa de transferéncia
de elétrons também depende da concentracdo da espécie redox na superficie do eletrodo.
Considerando um sistema quimicamente reversivel apresentado (O + ne™ = R), mas
com foco nas constantes de taxa para as reacoes direta (k) e reversa (k,.), no equilibrio,
as constantes se igualam quando o potencial aplicado corresponde ao potencial padrdo

(E®). Nessas condicdes, a constante de velocidade heterogénea padrdo (k,, também
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chamada de k°, como neste trabalho), é utilizada, sendo expressa em cm s
(LIBRETEXTS, [s.d.]c).

Valores elevados de k° indicam que o equilibrio entre O e R é rapidamente
alcancado apos a aplicacdo de um potencial. Ja valores baixos de k° refletem cinética
lenta, exigindo mais tempo para o equilibrio. A magnitude de k° é influenciada por
diversos fatores, incluindo o tipo e a complexidade das moléculas envolvidas na
transferéncia de elétrons, além dos rearranjos moleculares que podem ocorrer apos esse
processo. As faixas de k° usualmente usadas para caracterizar a reversibilidade
eletroquimica sdo (LIBRETEXTS, [s.d.]c; ATTIA, [s.d.]).:

e Reversivel: k° > 0,020 cm s
e Quase-reversivel: 0,020 > k°>5.10°cm s
e lrreversivel: k° <510 °cms™

No entanto, a magnitude de k° define, na verdade, a facilidade eletroquimica, que
mede a facilidade cinética de um par redox. A reversibilidade eletroquimica é definida
pela razdo entre a transferéncia de carga (k°) e a transferéncia de massa, dada por
(Dfv)®®, sendo f = nF/(RT). A transferéncia de massa, por sua vez, depende da
velocidade de varredura. Dessa forma, k° néo é suficiente para definir a reversibilidade
eletroquimica. Bard e Faulkner (2001) definem um pardmetro de reversibilidade
eletroquimica (A), mostrado na Equagdo B7. J& a assimetria eletroquimica é determinada
pela diferenca de a em relagdo a 0,5 (ATTIA, [s.d.]; BARD e FAULKNER, 2001).

kO
T (Dfv)0s

(Equacédo B718)

Bard e Faulkner (2001) fornecem os seguintes intervalos para A:
e Reversivel: A>15
e Quase-reversivel: 15> A> 1020+
e lrreversivel: A< 10721+ %

As constantes k,; e k,, mudam a medida que o potencial aplicado (E) se afasta do
valor de E° segundo as equacdes cinéticas de Butler-Volmer (BARD e FAULKNER,
2001):

k,; = ksexp [—anF(E — E°)/(RT)] (Equacéo B8)

k, = ksexp [(1 — a)nF (E — E®)/(RT)] (Equacéo B9)
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onde a é o coeficiente de transferéncia ja apresentado, que reflete a simetria entre as
barreiras de energia para as reacOes direta e reversa, com valores variando geralmente
entre 0,3 e 0,7 na maioria dos sistemas eletroquimicos. As outras variaveis também ja
foram descritas previamente.

A energia acima e abaixo da energia termodinamica (expressa por E°) necessaria
para impulsionar a reagdo de transferéncia eletronica a uma determinada taxa € chamada
de sobrepotencial. O efeito de um pequeno kg e do sobrepotencial associado € a extensao
das curvas voltamétricas correspondentes observadas para um par redox. Esse efeito é

ilustrado na Figura B2.

K, =0.005
10 k, = 0.00005

(]

Corrente / pA
o

&

0.5 0.25 0 -0.25 -0.5
Potencial / V

Figura B2. Efeito do valor de k° e do sobrepotencial na extensio das curvas voltamétricas para um par
redox. Efeitos semelhantes na forma dos picos também sdo observados para valores decrescentes do
coeficiente de transferéncia (o)) na reagdo direta. As taxas de varredura para cada um dos trés tragos

mostrados sdo as mesmas. A forma dos picos também pode ser afetada ao aumentar ou diminuir a
velocidade de varredura.
Fonte: Adaptado de (LIBRETEXTS, [s.d.]c).

Uma equacdo fundamental para caracterizar sistemas redox no regime de
reversibilidade é a equacéo de Nernst. Essa equacdo permite o calculo das concentracfes
de equilibrio relativas das duas espécies em um par redox, com base no potencial
eletroquimico aplicado (E) e no potencial termodinamico (E°) do par (LIBRETEXTS,
[s.d.]c).

Para a reacdo geral de reducéo
a0 + ne~ = bR (Equacdo B10),

a equacdo de Nernst tem a seguinte forma:
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RT Ab x
E=E°— (E) log [ﬁ] (Equacéo B11)

onde R é a constante dos gases (8,314 J KX mol™), T é a temperatura em kelvin (K), n é
0 numero estequiométrico de elétrons envolvidos no processo, F é a constante de Faraday
(96485 C mol ™), Ar e Ao representam as atividades das espécies reduzidas e oxidadas do
par redox, respectivamente, que sdo elevadas aos coeficientes estequiométricos
correspondentes. Se houver espécies adicionais envolvidas na reacdo, suas atividades e
coeficientes estequiométricos serdo incorporados no termo logaritmico da equacdo de
Nernst (LIBRETEXTS, [s.d.]c).

Na préatica, é conveniente substituir as atividades na equacdo de Nernst por
concentragGes molares. Como os valores de E° correspondem a potenciais padrdo de
semicélulas medidos em relacdo ao eletrodo padrdo de hidrogénio (SHE), com todas as
espécies em unidade de atividade, eles ndo sdo adequados quando se utilizam valores de
concentragdo. Em vez disso, é propicio utilizar potenciais formais (E°'), que sdo
potenciais de semicélulas medidos em relacdo ao SHE quando a razdo de concentracao
R/O é igual a 1 e outras condigGes de solucdo sdo especificadas. Substituindo E% e os
termos de concentracdo para R e O, a equacdo de Nernst a 25°C torna-se (LIBRETEXTS,
2025):

E = E% — (0,05916/n)log [g—R] (Equagdo B12)
(0]

Butler (1924) e VVolmer (1930) desenvolveram um modelo amplamente utilizado
para descrever o processo de transferéncia de carga em eletroquimica. Com a utilizagéo
das Equacdes B8 e B9, é possivel encontrar a equacao caracteristica completa de corrente-
potencial (Equacdo B13). Para uma reducao simples envolvendo um elétron, na qual uma

espécie O € convertida em sua forma reduzida R:

—aF(E-E) (1-a)F(E-E%")

I = FAK® CO(O,t)e( RT )—CR(O,t)e( RT ) (Equacdo B13)

onde E%' (ou E}’ na Figura 20) ¢ o potencial formal do par redox O/R, k° é a constante de
transferéncia heterogénea de elétrons em E, (E — E®) é a sobretensdo, ou seja, a
diferenga entre o potencial aplicado e o potencial formal, « é o coeficiente de
transferéncia de carga, A é a area do eletrodo e C,(0,t) e Cz (0, t) sdo as concentracdes

superficiais de O e R, respectivamente.
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APENDICE C

Escolha das condigfes em que os experimentos foram realizados

C.1 Tratamento quimico com ou sem banho ultrassénico
- Eletrodos testados (tratamento e ensaios feitos a temperatura ambiente: ~25 °C):
e Eletrodos sem tratamento;
e Eletrodos submersos em 30 mL de agua ultrapura por 30 min com banho
ultrassénico (aquecedor desligado, frequéncia 40 KHz);
e Eletrodos submersos em 30 mL de agua ultrapura por 30 min sem banho
ultrassonico;
e Eletrodos submersos em 30 mL de NaOH 3 mol L™ por 30 min com banho
ultrassénico (aquecedor desligado, frequéncia 40 KHz);
e Eletrodos submersos em 30 mL de NaOH 3 mol L por 30 min sem banho
ultrassonico;
- Lavagem por 30 s com agua ultrapura;
- Secagem em estufa (70 °C por 1 h);
- Voltametria ciclica (40 mL de solucéo):
e Eletrodo de referéncia (RE): Ag|AgCl (KCI 1 mol LY);
e Eletrodo de trabalho (WE): eletrodo impresso em 3D;
e Contraeletrodo (CE): fio de platina;
- Angulo de contato: 3 pL de agua ultrapura (temperatura ambiente).
- Banho ultrassoénico:
e Modelo: 7Lab SSBu;
e Capacidade: 3,8 L;
e Timer: 60 min;
e Aquecimento: 35 °C (aquecedor desligado);
e Controlador: Digital,

e Frequéncia de trabalho: 40 kHz.
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| CE WE RE
|

30 mL=—>

Tratamento - Voltametria ciclica

quimico

K;(Fe)CNg 5 mmol L1
em KC1 0,1 mol L'* (50 mV 51)

Figura C1. CondicBes em que os tratamentos e a voltametria ciclica foram realizados para a escolha do

tratamento quimico.

A.766+39 B.8.7+25 C.83.6+46

D.117,1=7]7 E.1323%83

alunile

Figura C2. Angulo de contato médio (triplicata): A. Sem tratamento, B. Agua ultrapura com banho
ultrassonico, C. Agua ultrapura sem banho ultrassonico , D. NaOH 3 mol L com banho ultrassénico e E.

NaOH 3 mol Lt sem banho ultrassonico.

Tabela C1. Dados obtidos com os voltamogramas ciclicos da Figura C3. Foi escolhida a

realizacdo dos tratamentos quimicos sem banho ultrassénico (em negrito).

Tratamentos lpa (RA) loc (nA) Epa (V) Epe (V) Ipal lpe AE; (V)
1. Sem tratamento 81,34 +4,37 -172,617+6,69  1,143+0,034 -1,078 £ 0,023 0,47 £0,04 2,221 +0,053
2. Agua ultrapura com
banho ultrassénico 57,31 £ 18,96 -127,37 £ 41,37 1,157 + 0,084 -1,010 + 0,016 0,45 +0,08 2,167 £ 0,078
3. Agua ultrapura sem
banho ultrassonico 65,59 4,21 -126,71 + 16,51 1,132 £ 0,029 -0,992 + 0,064 0,52 0,04 2,124 £ 0,089
4. NaOH 3 mol Lt com
banho ultrassonico 27,68 +£8,13 -148,23 + 5,97 0,831+ 0,007 -0,610 = 0,009 0,19 + 0,06 1,441 + 0,004
5. NaOH 3 mol Lt sem
banho ultrassénico 123,55 £ 62,08 -173,94 + 48,64 0,742 £ 0,075 -0,458 + 0,093 0,68 £0,15 1,200 + 0,168
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Figura C3. Voltamogramas ciclicos (triplicata) para a escolha da realizacdo dos tratamentos quimicos

com ou sem banho ultrassdnico em solucéo de 5 mmol L de KsFe(CN)s em 0,1 mol L de KCI (50

mV s): (A) eletrodos sem tratamento, (B) eletrodos submersos em agua ultrapura com banho

ultrassonico, (C) eletrodos submersos em agua ultrapura sem banho ultrassonico, (D) eletrodos

submersos em NaOH 3 mol L com banho ultrassénico, (E) eletrodos submersos NaOH 3 mol L

sem banho ultrassénico e (F) médias dos tratamentos plotadas juntas.
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Conclusoes:

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 s™). Provavelmente, isso ocorre devido ao fato de que no tratamento
sem ultrassom, as hidroxilas do NaOH possuem mais tempo e condicGes para difundir
uniformemente pela superficie do eletrodo e interagir com o PLA. O ultrassom, por outro
lado, promove a formacdo de microbolhas e sua implosédo (cavitagdo), que cria
turbuléncia local e correntes de alta energia. Embora isso possa aumentar a mistura em
liqguidos homogéneos, pode também perturbar a difusdo das hidroxilas na interface
CB/PLA, resultando em reacfes incompletas ou desiguais. Assim, o0 uso do banho
ultrassénico pode ter limitado o tempo de interacdo necessario para que as hidroxilas
atinjam e reajam com camadas mais profundas do PLA, dificultando o processo de
saponificacdo do PLA pelo NaOH, que ocorre por hidrolise das ligacdes éster. Sem
ultrassom, a reagéo pode ter ocorrido de forma mais uniforme e prolongada, permitindo

uma remoc¢ao mais eficaz do PLA, expondo uma maior quantidade do material condutor.

C.2 Tratamento eletroquimico
- Tratamentos baseados:
e +1,4V seguido de —1,0 V, ambos por 200 s, em NaOH 0,5 mol L™* (RICHTER et
al., 2019);
e +1,8V por 15 min seguido de CV (50 mV s 1) de 0,0 a—1,8 V (1 ciclo) PBS 10x
(pH 7,4) (KALINKE et al., 2020).

- Tratamentos eletroquimicos testados (tratamentos e ensaios feitos a ambiente: ~25 °C):
e +1,8V por 15 min seguido de VC de 0,0 a -1,8 V (1 ciclo, 50 mV s) em NaOH

0,1 mol L%;

e +1,4V seguido de —1,0 V (cronoamperometria), ambos por 200 s, em NaOH
0,1 mol L%;

e +2,5V por 10 min seguido de CV de 0,0 a-2,5 V (1 ciclo, 50 mV s) em NaOH
0,1 mol L%;

e +2,5V sequido de —2,5 V (cronoamperometria), ambos por 5 min, em NaOH
0,1 mol L%;
e CVde-25Va+25V (5ciclos, 100 mV s') em NaOH 0,1 mol L*;
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e CVde+25Va-25V(5ciclos, 100 mV st) em NaOH 0,1 mol L.
- Lavagem por 30 s com agua ultrapura;
- Secagem em estufa (70 °C por 1 h);
- Voltametria ciclica (40 mL de solucéo):

e Eletrodo de referéncia (RE): Ag|AgCl (KCI 3 mol L™Y);

e Eletrodo de trabalho (WE): eletrodo impresso em 3D;

e Contraeletrodo (CE): fio de platina.

CE WE RE CE WE RE

Tratamento . Voltametria ciclica

eletroquimico

K;(Fe)CNg 5 mmol Lt
em KC1 0,1 mol L} (50 mV s)

Figura C4. CondigBes em que os tratamentos e a voltametria ciclica foram realizados para a escolha do
tratamento eletroquimico.

Tabela C2. Dados obtidos com os voltamogramas ciclicos da Figura C5. Foi escolhido o

tratamento eletroquimico por CV de +2,5V a—-2,5 V (5 ciclos, 100 mV s ™).

Tratamentos lpa (RA) lpc (nA) Epa (V) Epe (V) lpallpe AE; (V)

Sem tratamento 115,68 £ 7,23 -207,20 +5,16 1,123 £ 0,019 -0,972+0,038 0,56 £ 0,02 2,095 £ 0,056

+1,4 V seguido de -1,0 V,

ambos por 200 s, 29,17 £ 14,85 -148,51 + 21,64 0,901 + 0,092 -0,745+0,020 0,19 0,08 1,646 + 0,104

em NaOH 0,1 mol L™
+1,8 V por 15 min seguido de
VCde0,0a-1,8V

7,82+1,80 -159,40 + 8,79 1,019 +0,067 -1,313+0,015 0,05+0,01 2,332 + 0,064

(1 ciclo, 50 mV s) em
NaOH 0,1 mol L™
+2,5 V por 10 min seguido de
CVde00a-25V

3,91+1,49 -128,06 + 13,21 1,188 0,079 -1,379+0,061  0,03+0,01 2,567 +0,021

(1 ciclo, 50 mV s) em
NaOH 0,1 mol L™
+2,5 V seguido de -2.5 V,

ambos por 5 min, 24,56 + 7,06 -177,61+7,62 1,130+ 0,031 -1,285+0,020 0,14 +0,05 2,415+ 0,028

em NaOH 0,1 mol L™
CVde-25Va+25V (5

ciclos, 100 mV s?) 112,93 £2,31 -158,78 + 58,45 0,776 + 0,016 -0,638+0,067 0,80 +0,36 1,414 + 0,080

em NaOH 0,1 mol L™
CVde+25Va-25V (5

ciclos, 100 mV s) 120,09 £ 22,71 -193,275+9,23 0,747 0,035 -0,663+0,008 0,62+0,10 1,410 £ 0,037

em NaOH 0,1 mol L
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Figura C5. Voltamogramas ciclicos (triplicata) para a escolha do tratamento eletroquimico em solucéo de
5 mmol L de KsFe(CN)s em 0,1 mol L de KCI (50 mV s): (A) eletrodos sem tratamento, (B) +1,4 V
seguido de -1,0 V (cronoamperometria), ambos por 200 s, em NaOH 0,1 mol L™, (C) +1,8 V por 15 min
seguido de VC de 0,0 a-1,8 V (1 ciclo, 50 mV s1) em NaOH 0,1 mol L1, (D) +2,5 V seguido de -2,5 V
(cronoamperometria), ambos por 5 min, em NaOH 0,1 mol L™, (E) +2,5 V por 10 min seguido de VC de
0,0a-2,5V (1 ciclo, 50 mV s') em NaOH 0,1 mol L, (F) VC de -2,5a +2,5 V (5 ciclos, 100 mV s) em
NaOH 0,1 mol L e (G) VC de +2,5a-2,5 V (5 ciclos, 100 mV s1) em NaOH 0,1 mol L e (H) médias

dos tratamentos plotadas juntas.

Conclusoes:

Com base nessa triagem inicial, verificou-se que os tratamentos por voltametria
ciclica (CV) de —2,5V a +2,5 V (5 ciclos, 100 mV s!) em NaOH 0,1 mol Lt e de +2,5
V a-25 V (5 ciclos, 100 mV s™) em NaOH 0,1 mol L™, propostos neste trabalho,
apresentaram os melhores resultados em termos de reversibilidade eletroquimica
utilizando Fe(CN)s* 7+ como par redox (calculos realizados pelos parametros obtidos pela
execucdo de ensaios de VC em triplicata em 50 mV s~ apenas), sem grandes diferencas
entre os eletrodos submetidos a eles. O aumento do potencial aplicado sobre o eletrodo e
a aplicacdo de varreduras consecutivas parecem contribuir positivamente para 0 aumento
do desempenho eletroquimico do eletrodo. O tratamento por CV de +25Va-25V (5
ciclos, 100 mV s) foi, entdo, selecionado. Considerando a imobilizacio de
biorreceptores na superficie do eletrodo em trabalhos futuros, o término da voltametria
ciclica no potencial positivo poderia resultar na oxidacdo de espécies na superficie do
eletrodo (BROWNE et al., 2018), o que poderia, em ultima instancia, facilitar a

ancoragem dessas moléculas por ligacGes covalentes.
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C.3 Escolha da solugéo contendo o par redox
- Tratamento quimico: eletrodos submersos em 30 mL de NaOH 3 mol L! por 30 min
(sem banho ultrassénico) a temperatura ambiente (~25 °C);
- Lavagem em agua ultrapura por 30 s;
- Secagem em estufa (70 °C por 1 h);
- Voltametria ciclica (40 mL de solucéo):
e KsFe(CN)s 5 mmol Lt em KCI 0,1 mol L (50 mV s?);
e KsFe(CN)s 5 mmol Lt em KCI 0,1 mol L (50 mV s?);
e KsFe(CN)s/KsFe(CN)s 5:5 mmol L (equimolar) em KCI 0,1 mol L*
(50 mV s);
e KsFe(CN)s/KsFe(CN)s 1:1 mmol L (equimolar) em KCI 0,1 mol L*
(50 mV sb).
e Eletrodo de referéncia (ER): AgJAgCI (KCI 3 mol L™);
e Eletrodo de trabalho (ET): eletrodo impresso em 3D tratado;

e Contraeletrodo (CE): fio de platina.

- CE WE RE

30 mL =

Trat:ilm.ento - Voltametria ciclica
quimico

Figura C6. Condigdes em que os tratamentos e a voltametria ciclica foram realizados para a escolha da

solucéo contendo o par redox.

Tabela C3. Pardmetros obtidos com os voltamogramas ciclicos da Figura C7. Foi
escolhido a solugdo KsFe(CN)e/KsaFe(CN)s 1:1 mmol L (equimolar) em KCI 0,1

mol L.

Solugbes lpa lpe Epa Epc lpal l e AE (V)

Ferricianeto 5 mmol L™ em
KCI 0,1 mol L™

Ferrocianeto 5 mmol L em
KCI 0,1 mol L™

Ferri/ferrocianeto 5 mmol L*

48,87 +9,25 -208,47+2490 0,802+0,013 -0,530+0,017 0,24+0,07 1,332+0,029

180,41 £13,03 -67,65+11,23 1,127+0,069 -0,499+0,046 2,70%£0,28 1,626 +0,115

(equimolar) em KCI 0,1 103,27 £18,77 -13453+10,45 1,046+0,035 -0,629+0,033 0,78+0,20 1,676 + 0,067

mol L

Ferri/ferrocianeto

1 mmol L* (equimolar) em 4521 +2,53 -50,13 + 3,97 0,800+0,034 -0,393+0,035 090+0,03 1,194+0,069

KCI0,1 mol L
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Figura C7. Voltamogramas ciclicos para a escolha da solucéo contendo o par redox (50 mV s™2): (A)
ferricianeto 5 mmol L em KCI 0,1 mol L, (B) ferrocianeto 5 mmol L™t em KCI 0,1 mol L%, (C)

ferri/ferrocianeto 5 mmol L™ (equimolar) em KCI 0,1 mol L, (D) ferri/ferrocianeto 1 mmol L* em KCI

0,1 mol L e (E) médias dos tratamentos plotadas juntas.
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Conclusoes:

Os resultados obtidos com uma solugdo equimolar de 1:1 mmol L de KsFe(CN)g/
KsFe(CN)s em 0,1 mol L KCI apresentaram os melhores resultados em termos de
reversibilidade eletroquimica. Considerando que a concentracao do eletrdlito de suporte
deve ser significativamente maior do que a do par redox (Secdo 2.3) e que é interessante
que experimentos de EIS utilizem solugdes equimolares para garantir que o equilibrio
entre os estados oxidado e reduzido (Apéndice A.3), sem a necessidade de aplicacdo de
um potencial DC sobre a perturbacdo AC para alcangar concentracdes iguais de produtos

e reagentes, essa solucéo foi escolhida.
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APENDICE D
Ajustes dos dados de EIS

Filamentos, eletrodos sem tratamentos e eletrodos tratados (com excecdo do tratamento
com DMF-EQpgs):
R1 — resisténcia da solucdo (Rs);
R2 — resisténcia a transferéncia de carga (Rct);
Q1 — elemento de fase constante (capacitancia da dupla camada elétrica — Cai);
W1 — elemento de Warburg (W).

Eletrodos tratados com DMF-EQpgs:

R1 — resisténcia da solucdo (Rs);

R2 — resisténcia adicional, provavelmente devido aos poros criados pelas deformidades
causadas pelo tratamento (Rpo);

Q1 — elemento de fase constante adicional, provavelmente devido a carga resultante da
ocupacao desses poros por espécies carregadas (Ce);

R3 — resisténcia a transferéncia de carga (Rct);

Q2 — elemento de fase constante (capacitancia da dupla camada elétrica — Cai).

Tabela D1. Dados de EIS ajustados aos circuitos da Figura 65 no software Palmsens 5.10.

Tratamentos Valores ajustados

R(QIRW])
61 fregs

Elemento Eletrodo1  Eletrodo2  Eletrodo 3
R1(Q) 1791 1943 1761
Q1(M 8,33E-07 1,79E-06 1,59E-06
Filamento
nl(9) 0,855 0,79 0,806

R2(Q) 3,74E+04 3,14E+04 1,72E+04

W 1 (o) 123E+03  9,38E+02  3,34E+02

qua%l;;}:o- 0,0002 0,0007 0,0003
R(Q[RW])
61 fregs

Sem tratamento

Elemento Eletrodo1  Eletrodo2  Eletrodo 3
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R1(Q) 1888 1948 1816
Q1(M 1,14E-06 9,60E-07 1,26E-06
nl(9) 0,911 0,917 0,908
R2(Q) 1,68E+04 2,10E+04 1,62E+04
W 1 (o) 492E+02  352E+02  2,87E+02
Qui- 0,0001 9,44E-05 0,0001
quadrado:
R(Q[RW])
61 fregs
Elemento Eletrodo1l  Eletrodo2  Eletrodo 3
R1(Q) 1476 1566 1531
Q1(T) 4,46E-05  7,34E-05  3,36E-05
DMF
nl(9) 0,802 0,719 0,825
R2(Q) 724,7 897,3 813
W1 (o) 2,23E+02 2,45E+02 2,76E+02
Qui- 721E-05  913E-05  6,90E-05
quadrado: ! ! !
R(Q[RW])
61 fregs
Elemento Eletrodo1  Eletrodo2  Eletrodo 3
R1(Q) 1729 1652 1804
Q1(T) 1,30E-06  1,49E-06  2,07E-06
H,SO,
nl(¢) 0,899 0,897 0,892
R2(Q) 9282 7419 5222
W1 (o) 5,40E+01 1,50E+02 1,79E+02
Qui- )
quadrado: 0,0002 9,49E-05 0,0001
R(Q[RW])
61 fregs
Elemento Eletrodo1  Eletrodo2  Eletrodo 3
NaOH R1(©Q) 1662 1598 1604
Q1(T) 2,13E-04  1,09E-04  1,39E-04
n1($) 0,702 0,829 0,783
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R2(Q) 2929 281,6 264,8
W 1 (o) 1,87E+02  2,05E+02  2,07E+02
Qui- 60305  551E-05  649E-05
quadrado:
R(Q[RW])
61 fregs
Elemento Eletrodo1l  Eletrodo2  Eletrodo 3
R1(Q) 1727 1808 1751
Q1(M 5,77E-06 5,58E-06 5,71E-06
EQNaOH
nl(9) 0,889 0,892 0,894
R2(Q) 2142 2089 2218
W1 (o) 1,69E+02 1,89E+02 1,63E+02
Qui- ) ) )
quadrado: 6,98E-05 7,92E-05 7,61E-05
R(Q[RW])
61 fregs
Elemento Eletrodo1  Eletrodo2  Eletrodo 3
R1(Q) 1753 1675 1683
Q1(Mm 3,23E-06 4,61E-06 4,05E-06
EQPBS
nl(}) 0,896 0,892 0,899
R2(Q) 5592 3746 4230
W1 (o) 2,63E+02 2,26E+02 2,30E+02
Qui- ) ) )
quadrado: 9,33E-05 6,46E-05 6,27E-05
R(Q[RW])
61 fregs
Elemento Eletrodo1  Eletrodo2  Eletrodo 3
R1(Q) 1753 1681 1622
Q1M 392E-04  4,70E-04  4,43E-04
DMF-EQnaon
nl () 0,782 0,779 0,777
R2(Q) 1604 1271 1112
W 1 (o) 2,87E+02  2,49E+02  2,67E+02
Qui-  g5eE.05  7,96E-05  7,31E-05
quadrado:
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R(QIR(QR)])

61 fregs
Elemento Eletrodo1  Eletrodo2  Eletrodo 3
R1(Q) 1419 1340 1485
Q1(T 8,44E-04 9,85E-04 1,00E-03
nl(¢) 0,449 0,509 0,487
DMF-EQess
R2(Q) 708,4 2974 459
Q2(T 2,57E-04 6,07E-04 3,55E-04
n2 () 1 1 1
R3(Q) 2915 2399 3266
Qui- )
quadrado: 0,0001 4,58E-05 0,0001
R(Q[RW])
61 fregs
Elemento Eletrodo1  Eletrodo2  Eletrodo 3
R1(Q) 1902 1914 1808
Q1(Mm 6,13E-06 6,02E-06 7,29E-03
H2SO04-EQnaon
nl($) 0,873 0,867 0.846
R2(Q) 2169 2105 2141
W1 (o) 1,44E+02 1,45E+02 2114
Qui- ]
quadrado: 0,0001 0,0001 7,12E-5
R(Q[RW])
61 fregs
Elemento Eletrodo1  Eletrodo2  Eletrodo 3
R1(Q) 1732 1630 1832
Q1(M 5,04E-06 3,46E-06 3,80E-06
H,S04-EQpss
nl(9) 0,868 0,903 0,902
R2(Q) 3175 3784 3600
W 1 (o) 320E+02  2,43E+02  1,98E+02
Qui-  g8gE.05  741E-05  2.79E-5
quadrado:
NaOH-EQuaon Ré?&i‘gg)
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Elemento Eletrodo1  Eletrodo2  Eletrodo 3

R1(Q) 1641 1660 1738

Q1(T) 2,28E-04 3,12E-04 5,67E-04

n1(}) 0,685 0,646 0,612

R2(Q) 280,5 267,9 183,8

W1 (o) 2,50E+02 2,27TE+02 2,12E+02

qua%?;}jo. 593E-05  592E-05  6,32E-05
R(Q[RW])
61 fregs

Elemento Eletrodo1  Eletrodo2  Eletrodo 3
R1(Q) 1689 1705 1798
Q1(Mm 7,22E-05 5,13E-05 8,13E-05
NaOH-EQpgs
nl(9) 0,812 0,814 0,742

R2(Q) 352,2 478 400,9

W1 (o) 2,27TE+02 2,31E+02 2,14E+02

quSdL:;_do- 565E-05  8,03E-05  651E-05
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APENDICE E
Anélise de variancia para as variaveis lpa (75 mV s71), lp/lpc (75 mV s71), AEp
(75 mV s1), Ae, K% Re, R e angulo de contato obtidas a partir da caracterizagdo

eletroquimica dos eletrodos submetidos aos diversos pés-tratamentos de superficie

Tabela E1. Tabela de anlise de variancia para lpa (75 mV s?), obtida no software
Statistica 12.

Testes Univariados de Significancia para lpa
Parametrizacéo restrita por sigma

Efeito Decomposicdo efetiva da hipotese
Soma dos Quadrados . Quadrado Médio Estatistica F  p-valor
Graus de Liberdade
(SS) (MS) (F) (9]
Intercepto 390235,1 1 390235,1 8404,187  0,000000
Variavel (Eletrodos) 22202,2 11 2018,4 43,468 0,000000
Erro 11144 24 46,4

Tabela E2. Tabela de analise de variancia para lpa/lpc (75 mV s1), obtida no software
Statistica 12.

Testes Univariados de Significancia para lpa/lpc
Parametrizac&o restrita por sigma

Efeito Decomposigdo efetiva da hipétese
Soma dos Quadrados . Quadrado Médio Estatistica F  p-valor
Graus de Liberdade
(SS) (MS) (F) ()]
Intercepto 39,52333 1 39,52333 20501,16  0,000000
Variavel (Eletrodos) 0,14902 11 0,01355 7,03 0,000035
Erro 0,04627 24 0,00193

Tabela E3. Tabela de andlise de variancia para AE, (75 mV s™), obtida no software
Statistica 12.

Testes Univariados de Significancia para AE,
Parametrizac&o restrita por sigma

Efeito Decomposigdo efetiva da hipotese
Soma dos Quadrados . Quadrado Médio Estatistica F p-valor
Graus de Liberdade
(89) (MS) (F) ®
Intercepto 38,70146 1 38,70146 27901,26 0,00
Variavel (Eletrodos) 1,72420 11 0,15675 113,00 0,00
Erro 0,03329 24 0,00139

Tabela E4. Tabela de analise de variancia para Ae, obtida no software Statistica 12.

Testes Univariados de Significancia para A.
Parametrizac&o restrita por sigma
Efeito Decomposicéo efetiva da hipotese
Soma dos Quadrados Graus de Liberdade Quadrado Médio Estatistica F  p-valor

(SS) (MS) (F) ()]
Intercepto 8,778263 1 8,778263 7375,694  0,000000
Variavel (Eletrodos) 0,338865 11 0,030806 25,884 0,000000
Erro 0,028564 24 0,001190
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Tabela E5. Tabela de analise de variancia para k°, obtida no software Statistica 12.

Testes Univariados de Significancia para k°
Parametrizacéo restrita por sigma
Efeito Decomposicdo efetiva da hipotese
Soma dos Quadrados Graus de Liberdade Quadrado Médio Estatistica F  p-valor

(S9) (MS) (F) ()
Intercepto 0,000063 1 0,000063 13144,86  0,000000
Variavel (Eletrodos) 0,000002 11 0,000000 42,43 0,000000
Erro 0,000000 24 0,000000

Tabela E6. Tabela de analise de variancia para Rct, obtida no software Statistica 12.

Testes Univariados de Significancia para Rt
Parametrizac&o restrita por sigma

Efeito Decomposigdo efetiva da hipétese
Soma dos Quadrados . Quadrado Médio Estatistica F  p-valor
Graus de Liberdade
(SS) (MS) (F) ()]
Intercepto 475302495 1 475302495 463,7502  0,000000
Variavel (Eletrodos) 818987139 11 74453376 72,6438  0,000000
Erro 24597852 24 1024910

Tabela E7. Tabela de analise de variancia para R, obtida no software Statistica 12.

Testes Univariados de Significancia para Resisténcia Elétrica
Parametrizac&o restrita por sigma

Efeito Decomposicdo efetiva da hipotese
Soma dos Quadrados . Quadrado Médio Estatistica F  p-valor
Graus de Liberdade
(SS) (MS) (@) ®
Intercepto 142,9619 1 142,9619 4001,421  0,000000
Variavel (Eletrodos) 2,8059 11 0,2551 7,139 0,000031
Erro 0,8575 24 0,0357

Tabela E8. Tabela de analise de variancia para os angulos de contato, obtida no software
Statistica 12.

Testes Univariados de Significancia para Angulo de Contato
Parametrizac&o restrita por sigma

Efeito Decomposicéo efetiva da hipotese
Soma dos Quadrados . Quadrado Médio Estatistica F  p-valor
Graus de Liberdade
(89) (MS) (@) ®
Intercepto 340939,2 1 340939,2 18516,45  0,000000
Variavel (Eletrodos) 14829,6 11 1348,1 73,22 0,000000
Erro 4419 24 18,4
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APENDICE F

Dados obtidos por EDS: elementos quimicos, mapas de distribuicdo elementar e
composi¢ao quimica.

F.1 Secéo transversal do filamento Protopasta® (CB/PLA)

; HV WD
Name Date Time kvl Mag {mm]
Ch1l 29/08/2024 11:09:51 20,0keV 300x 15,0 mm
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50:0““ -
4DE|
a0l 5
il
i B
207
10
0 |l||| ||I|||||||||||||||||||||||||||||||||||||
1 2 3 4 3 i 7 8 9 10
Energy [keV]
Map

Mass Mass Norm.
Element At. No. Netto

[%] [%6]
c 5 1066630 47,29 47,29
N 7 90637 20,67 20,67
o} 8 289822 31,98 31,98
5 16 6991 0,08 0,06
Sum 100,00

Atom abs. error [%)] rel. error [%]

[%2]
53,10
19,91
26,96

0,02

100,00 100,00

210

{1 sigma)
494
237
3,46
0,03

{1 sigma)
10,44
11,45
10,82
45,14



F.2 Eletrodo sem tratamento

Name Date Time v

HV
vl M% fmm
Ch1l 29/08/2024 11:10:23 20,0keV 80x 15,0mm
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40

30

20

10

Map

Element At. No. Netto

C

N
Qa
5

6

2]

6 949205 47,39
7 80694 20,79
8 254347 31,75

16

6871 0,07
Sum 100,00

4 5

Enargy [keV]

212

[%] [%]  (1sigma)
47,39 53,20 495
20,79 20,01 2,40
31,75 26,76 3,45
0,07 0,03 0,03

100,00 100,00

7

Mass Mass Morm. Atom abs. error [%)] rel. error [%]

(1 sigma)
10,46
11,53
10,87
42,11

8

9

10



F.3 DMF

Name Date Time ;{k\\l/] Mag ;vn?n]

Ch1l 29/08/2024 11:12:02 20,0keV 80x 15,0 mm

)

HV i WD
kv] € [mm]
Amostra3 29/08/2024 11:12:02 20,0keV 80x 15,0 mm

Name Date Time

213



cps/ev

0-xa
60
50
40
_-o
301 .
20
104
D- |_|_-r|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
1 2 3 4 5 4] 7 8 9 10
Enargy [keV]
Map
£l T o Mass Mass Norm. Atom abs. error [%] rel. error [%]
Sment AL He- (2] %] [%] (1sigma) (1sigma)
= 61374133 55,98 55,98 60,70 581 10,39
N 7 114p47 3115 31,15 2896 351 11,26
0 B B4597 1254 12,54 10,20 145 11,57
5 16 37966 0,33 0,33 013 0,04 11,19

sum 100,00 100,00 100,00
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F.4 H2SO4

HV WD
Name Date Time [kv] Mag fmm]
Ch1l 29/08/2024 11:50:52 20,0keV 80x 15,0 mm
r..3 s A

HV ~wp

Name Date Time kv] Mag {mm]

Amostra 7 29/08/2024 11:50:52 20.0keV 80x 15.0mm
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cpsfeVv

O-¥a

40

35
30

254 o

= = =
[=] ] (=]
O N O I I I I

o

=]

1 2 3 4 5 B 7
Energy [keV]

Map

Mass Mass Morm. Atom abs. error [%] rel. error [%]
Element At. No. Netto

[%2] [%] [%e] (1sigma)  (1sigma)
C 6 874851 45,97 46,97 52,88 492 10,48
N 7 77256 20,53 20,53 19,82 2,37 11,56
o] 8 250250 32,09 32,09 2712 3,49 10,88
s 16 40145 041 041 0,17 0,04 276

Sum 100,00 100,00 100,00
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F.5 NaOH

HV Wi
Name Date Time [kv] Mag [mm]

Name Date Time

HV
v M fmm]
Amostra4 29/08/2024 11:15:32 20.0keV 80x 15.0mm
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40

“

Je Na .

20

104

0 T 1 [ 11T rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr [ r 11 rrrr
1 2 3 4 5 4] 7 8 9 10

Enargy [keV]
Map

Element At. No. Netto

Mass Mass Norm.

[%]

c 51174142 54,01
N 7 99072 28,58
0 8 107774 16,51
5 16 14956 0,15
Na 11 37444 075
sum 100,00

[%] %]  (1sigma)
54,01 59,12 5,63
28,58 26,83 3,25
16,51 13,57 1,88
0,15 0,06 0,03
0,75 0,43 0,07

100,00 100,00

218

Atomn abs. error [%] rel. error [%]

{1 sigma)
10,42
11,36
11,37
20,08

9584



F.6 EQNaoH

WD
Name Date Time [kv] Mag fmm]
Ch1l 29/08/2024 11:56:46 20,0 keV

80x 15,0 mm

i~ P X

HV WD
Ikv] %€ [mm]
Amostra8 29/08/2024 11:56:46 20.0keV 80x 15.0mm

Name Date Time
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cpsfeVv

"= =

40
35
30

254 o

) rrprrrrprrrrjrrrrrrrrrrrrr 11111 11T

1 2 3 4 3 [i] 7
Energy [keV]

Map

Mass Mass Morm. Atom abs. error [%] rel. error [%]
Element At. No. Netto

[%6] [%] [%e] (1sigma)  (1sigma)
C 6 873155 47,70 47,70 5351 5,00 10,48
N 7 73421 20,85 20,85 20,06 2,42 11,60
0 2228348 31,34 31,34 26,39 3,42 10,92
5 16 9401 0,10 0,10 0,04 0,03 29,10

Sum 100,00 100,00 100,00
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F.7 EQpss

wD
[mm]
Ch1 29/08/2024 11:56:46 20,0keV 80x 15,0mm

HV
Name Date Time fkv] Mag

H WD
Name Date Time V] Mag [mm]

Amostra9 29/08/2024 12:01:20 20,0keV 80x 15,0mm
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cpsfeV

Joxa

=y
o
L

= = [ Fa [¥5) [¥E) P
= Ln = Ln = [ =
||||||||||||||||||||“||||||||||||||||||||

o

=]

1 2 3 4 ] i} 7
Enargy [keV]

Map

Mass Mass Norm. Atom abs. error [%] rel. error [%]
Element At. No. Netto

[%2] [%6] [%] (1sigma)  (1sigma)
C 6963150 47,56 47,56 53,43 498 10,46
N 7 82235 20,69 20,62 19,93 2,38 11,52
o 8 258729 31,41 31,41 26,49 3,41 10,87
5 16 7982 0,08 0,08 0,03 0,03 35,96
P 15 24011 0,23 0,23 0,10 0,03 14,63
K 19 1482 0,02 0,02 001 0,00 430

sum 100,00 100,00 100,00
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F.8 DMF-EQnaoH

HV . WD
Name Date Time Ma
k] € [mm]

Ch1l 30/08/2024 13:29:43 20,0keV 80x 15,0 mm

=

Name Date Time

w1 M [mm]
Amostra 10 30/08/2024 13:29:44 20,0kev 80x 15,0 mm
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60

50
40
Ma
30 .
20
10
D T | T T T T T Il T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T
1 2 3 4 5 i) 7 8 9 10
Energy [keV]
Map
Mass Mass Norm. Atom abs. error [26] rel. error [%6]
Element At. No. Netto %] %] [%] {1 sigma) {1 sigma)
C B 1522403 55,08 55,08 59,52 5,71 10,37
M 7 120430 30,12 30,12 28,09 3,38 11,21
0] 8 112565 14,49 14,49 11,83 1,65 11,36
5 16 17524 0,15 0,15 0,06 0,03 20,72
MNa 11 10630 0,16 0,16 0,09 0,04 22,08
Sum 100,00 100,00 100,00
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F.9 DMF-EQess

HV Mag WO
[kv] € [mm]
ch1 30/08/2024 13:50:28 20,0keV 80x 15,0 mm

Name Date Time

Name Date Time

w1 M8 [mm)
Amostra 11 30/08/2024 13:50:29 20,0 keV 80x 15,0 mm
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cps/eV

]

60

50

a0

30 P B .

20

10

i
D T | T T T T | T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T
1 2 3 4 3 5] 7 &8 9 10
Energy [keV]
Map
Mass Mass Norm. Atom abs. error [%] rel. error [%]

Element At. No. Netto %] %] %] (1 sigma) {1 sigmal
C 6 1346020 54,74 54,74 359,67 5,69 10,39
N 7 112250 29,37 29,37 2745 3,31 11,28
0] 8 111008 15,54 15,54 12,72 1,77 11,36
5 16 10388 0,10 0,10 o004 0,03 29,69
cl 17 4215 0,04 0,04 0,02 0,00 3,87
P 15 17809 0,16 0,16 0,07 0,03 20,09
Na 11 3144 0,06 0,06 0,03 0,03 52,14

Sum 100,00 100,00 100,00
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F.10 H2S04-EQnaoH

HV WD
Name Date Time Ma
kv € [mm]

Ch1l 30/08/2024 13:50:28 20,0 keV 80x 15,0 mm

HV Ma WD
[kv] € [mml
Amostra 12 30/08/2024 14:01:12 20,0kev 80x 15,0 mm

Name Date Time
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cpsfev

40

35

30

25

20

15

10

1 2 3 4

Energy [keVv]

7

(1 sigma)

10,47
11,54
10,88
42,21

8,37

Map
Mass Mass Norm. Atom abs. error [%] rel. error [%]

Element At. No. Netto %] %] [%] (1 sigma)

C 6 904953 46,89 46,89 52,72 4,91

N 7 78831 20,79 20,79 20,04 2,40

0] 8§ 251521 32,24 32,24 27,21 3,51

S 16 6382 0,07 0,07 0,03 0,03

Ma 11 o603 0,01 001 001 0,00

Sum 100,00 100,00 100,00

229

8

5 5]

9
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F.11 H2SO4-EQpPBs

HV WD
Name Date Time Ma
[kv] € [mm]
Ch1l
HV WD
Name Date Time kv] Mag firiani)

Amostra 13 30/08/2024 14:37:16 20,0 kev 80x 15,0 mm

230
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40

35

30

25

20

15

10

Map

Element At. No. Netto

C
M
0]
5
Na
F
K
Cl

cpsfeV

r-ka NG ik

[%]

6830159 56,16
7 21343 8,62
8234452 34,79
16 35437 0,07
11 1947 0,05
15 17655 0,23
15 1508 0,03
17 2987 0,05
Sum 100,00

56,16
8,62
34,79
0,07
0,05
0,23
0,03
0,05
100,00

6

Energy [keVv]

[%]  (1sigma)

62,51
8,23
29,07
0,03
0,03
0,10
0,01
0,02
100,00

232

5,89
1,12
3,79
0,03
0,03
0,03
0,00
0,00

7

Mass Mass Norm. Atom abs. error [%] rel. error [%]
[%]

(1 sigma)
10,48
13,03
10,90
37,68
56,66
14,66

4,28
4,05

8

9

4 5

10



F.12 NaOH-EQnaow

HV Ma WD
kvl € [mm]
Ch1l 29/08/2024 11:37:49 20,0keV 80x 15,0mm

Name Date Time

Name Date Time wo

HV
v V% (mm)
Amostra5 29/08/2024 11:37:49 20.0keVv 80x 15.0mm
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cpsfeV

O-Ka Na-Ka s-Ka
50
40
o
N
30
Na B
20
101
: — L
D T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Energy [keV]
Map
Mass Mass Norm. Atom abs. error [%] rel. error [%]
Element At. No. Netto _ _
1] [%] [6]  (lsigma)  (1sigma)
C 6 1395091 53,65 53,65 58,81 5,57 10,33
N 7 110390 26,55 26,55 24,96 3,00 11,30
8] & 158043 19,61 19,61 16,14 2,18 11,13
Na 11 4884 0,08 0,08 0,05 0,03 37,82
S 16 13073 0,11 0,11 0,04 0,03 26,98
Sum 100,00 100,00 100,00
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F.13 NaOH-EQpss

=

WD

Name Date Time ;1\\,,] Mag imm]

Name Date Time

w1 M mm]
Amostra 13 30/08/2024 14:37:16 20.0keV 80x 15.0 mm
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Map
Element At. No. Netto %]
6822712 46,75
7 71397 2049
82345933 32,52
16 1426 0,02
Na 11 2408 0,06
15 13519 0,16
Sum 100,00

wo 20

-

5 +]

3 4

Energy [keV]

[%] (%]
46,75 52,63
20,49 19,78
32,52 2748
0,02 0,01

R .
a,uo uu

0,16 0,07
100,00 100,00

236

4,91
2,38
3,33
0,00
0,0

0,03

7 8 9 10

Mass Mass Norm. Atom abs. error [%] rel. error [%]

{1 sigma) (1 sigma)

10,45
11,62
10,90

4,89
32,16
19,50



APENDICE G

Dados de espectroscopia Raman

G.1 Filamento Protopasta® (CB/PLA)

——CB/PLA

——Banda D
Banda G

—— Banda A (D3)
Banda D4

— Pico resultante

Ly
[=}
1

o
©
1

o
[
1

o
>
1

Intensidade normalizada (u.a.)
o
N
1

0,04
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Deslocamento Raman (cm™)
Filamento x
(R? = 0,09831) Dados Valor Erro padréo
Posig&o do pico (cm™) 1348,07299 0,22897
Banda D Largura a meia altura (cm™) 166,82555 1,34779
Avrea do pico (u.a.* cm™) 198,39522 2,68132
Altura do pico (u.a.) 0,75709 0,00465
Posicdo do pico (cm™) 1596,19353 0,13396
Band Largura a meia altura (cm™) 70,67347 0,65762
anda G Area do pico (u.a.* cm™) 85,87096 1,48909
Altura do pico (u.a.) 0,77352 0,00686
Posico do pico (cm™) 1522,68786 1,51023
Banda A (D Largura a meia altura (cm) 148,03442 4,99036
anda A (D3) Avrea do pico (u.a.* cm™) 53,54789 2,88988
Altura do pico (u.a.) 0,23028 0,00515
Posig&o do pico (cm™) 1187,32545 4,56188
Largura a meia altura (cm™) 340,8536 7,77683
Banda D4 < . )
Area do pico (u.a.* cm™) 64,12767 2,92334
Altura do pico (u.a.) 0,11977 0,00336
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G.2 Sem tratamento

G.3 DMF

Sem tratamento
1,0 A —— Banda D
Banda G
- Banda A (D3)
=] 084 Banda D4
Tu’ ’ —— Pico resultante
e]
&
N
5 0.6
£
5]
o
© 0,4
e]
(]
]
202
2
£
0,0
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Deslocamento Raman (cm™)
Sem tratamento .
(R? = 0,09844) Dados Valor Erro padréo
Posigdo do pico (cm™) 1341,7709 0,23203
Banda D Largura a meia altura (cm™) 182,4354 1,37985
Avrea do pico (u.a.* cm™) 231,28444 2,48566
Altura do pico (u.a.) 0,80708 0,00307
Posico do pico (cm™) 1586,39304 0,1623
Largura a meia altura (cm™) 78,32419 0,65521
Banda G Area do pico (ua* cm) 98,31941 158863
Altura do pico (u.a.) 0,79914 0,00684
Posicdo do pico (cm™) 1511,56496 1,40487
Largura a meia altura (cm™) 135,74683 5,07541
Banda A (D3) Avrea do pico (u.a.* cm™) 46,47519 2,83377
Altura do pico (u.a.) 0,21796 0,00561
Posig&o do pico (cm™) 1171,8262 2,2946
d Largura a meia altura (cm™) 207,62972 5,92268
Banda D4 Avrea do pico (u.a.* cm™) 33,14327 1,55851
Altura do pico (u.a.) 0,10162 0,00255
—— DMF
1,04 ——Banda D
—_ Banda G
Il —— Banda A (D3)
508 Banda D4
E’ ’ —— Pico resultante
ke]
IS
N
= 0,6
€
IS
c
o 04
ke]
IS
S
202
i)
k=
0,0

T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Deslocamento Raman (cm™)
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DMF

(R? = 0,99881) Dados Valor Erro padréo
Posico do pico (cm™) 1349,71288 0,27705
Banda D Largura a meia altura (cm™) 172,46961 2
Area do pico (u.a.* cm™) 171,25101 4,22752
Altura do pico (u.a.) 0,63212 0,00868
Posicdo do pico (cm™) 1592,52461 0,16809
d Largura a meia altura (cm™) 81,3326 0,88875
Banda G Area do pico (u.a* cm-) 87,48118 2,05505
Altura do pico (u.a.) 0,68475 0,00903
Posicdo do pico (cm™) 1518,23719 2,18624
d Largura a meia altura (cm™) 168,92015 7,22389
Banda A (D3) Area do pico (u.a.* cm?) 57,35882 4,35319
Altura do pico (u.a.) 0,21617 0,00753
Posico do pico (cm™) 1221,69672 7,45744
Largura a meia altura (cm™) 425,6825 8,25654
Banda D4 Area do pico (ua* cm) 99,7209 6,07833
Altura do pico (u.a.) 0,14914 0,00684
G.4 H2SOq4
——H,S0,
1,01 —— Banda D
— Banda G
g | —— Banda A (D3)
20,84 ( Banda D4
© —— Pico resultante
o
IS \
N |
S 0.6
E
o
c
o 0.4
=]
IS
o
202
2
£
0,0
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Deslocamento Raman (cm™)
H>SO, . ~
(R? = 0,98947) Dados Valor Desvio padréo
Posig&o do pico (cm™) 1340,11995 0,49972
Banda D Largura a meia altura (cm™) 164,69468 2,66861
Avrea do pico (u.a.* cm™) 226,06119 5,02836
Altura do pico (u.a.) 0,87383 0,00692
Posicdo do pico (cm™) 1585,50799 0,31481
Band Largura a meia altura (cm™) 69,05001 1,11444
anda G Area do pico (u.a.* cm™) 92,23871 2,42352
Altura do pico (u.a.) 0,85041 0,01107
Posicdo do pico (cm™) 1511,15135 2,06974
Largura a meia altura (cm™) 111,4822 8,06648
Banda A (D3) Area do pico (u.a.* cm™) 41,01823 4,14924
Altura do pico (u.a.) 0,23423 0,0085
Posico do pico (cm™) 1185,27926 5,49878
g Largura a meia altura (cm™) 206,21398 12,85759
Banda D4 Area do pico (ua* cm) 37,98853 3,80449
Altura do pico (u.a.) 0,11728 0,00662
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G.5 NaOH

—— NaOH
1,01 —— Banda D
— Banda G
Il —— Banda A (D3)
3 0,8 Banda D4
:'5’ ’ —— Pico resultante
he]
IS
N
< 0.6
€
IS
o
© 0.4
Ee]
IS
S
202
g
=
0,0
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Deslocamento Raman (cm™?)
NaOH . .
(R? = 0,09826) Dados Valor Desvio padréo
Posig&o do pico (cm™) 1352,75818 0,36708
Banda D Largura a meia altura (cm™) 203,13168 2,34451
Avrea do pico (u.a.* cm™) 199,20872 3,829
Altura do pico (u.a.) 0,62433 0,00526
Posicdo do pico (cm™) 1592,36126 0,31833
Band Largura a meia altura (cm™) 84,31776 1,88038
anda G Area do pico (u.a.* cm™) 75,90907 4,21906
Altura do pico (u.a.) 0,57313 0,01948
Posicdo do pico (cm™) 1536,30979 3,36664
q Largura a meia altura (cm™) 171,9129 6,26301
Banda A (D3) Avrea do pico (u.a.* cm™) 78,81902 7,54248
Altura do pico (u.a.) 0,29188 0,01835
Posig&o do pico (cm™) 1174,65388 4,10662
Largura a meia altura (cm™) 317,98945 8,49807
Banda D4 A - I
Area do pico (u.a.* cm™) 63,90044 3,68701
Altura do pico (u.a.) 0,12793 0,00449
G.6 EQnaoH
— EQuaon
104 —_— Bandg D
Banda G
—— Banda A (D3)
0,8 Banda D4

Intensidade normalizada (u.a.)

o
(o)}
I

o
»
1

o
N
1

o
o
1

— Pico resultante

T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Deslocamento Raman (cm™)
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EQNaOH

(R? = 0,99761) Dados Valor Desvio padrao
Posico do pico (cm™) 1343,35483 0,30989
Banda D Largura a meia altura (cm™) 180,09795 1,75751
Area do pico (u.a.* cm™) 229,42554 3,55788
Altura do pico (u.a.) 0,81099 0,00536
Posicdo do pico (cm™) 1586,75651 0,18524
d Largura a meia altura (cm™) 72,02893 0,66992
Banda G Area do pico (u.a* cm-) 93,04812 1,62099
Altura do pico (u.a.) 0,83035 0,00753
Posicdo do pico (cm™) 1517,54134 1,34551
d Largura a meia altura (cm™) 117,44322 4,64535
Banda A (D3) Area do pico (u.a.* cm?) 4331976 2,68763
Altura do pico (u.a.) 0,23482 0,006
Posico do pico (cm™) 1184,75479 4,83062
Largura a meia altura (cm™) 283,88698 8,77362
Banda D4 Area do pico (ua* cm) 51,83364 32746
Altura do pico (u.a.) 0,11624 0,00459
G.7 EQrss
- EQPBS
104 ——— Banda D
—~ Banda G
< —— Banda A (D3)
20,84 Banda D4
© — Pico resultante
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h=l
202
o
=
0,0 =
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Deslocamento Raman (cm™)
EQerss : x
(R? = 0,99884) Dados Valor Desvio padrao
Posicéo do pico (cm™) 1345,47218 0,22885
Banda D Largura a meia altura (cm™) 190,66302 1,38165
Avrea do pico (u.a.* cm™) 230,66192 2,52795
Altura do pico (u.a.) 0,77018 0,00326
Posig&o do pico (cm™) 1588,6893 0,15655
Largura a meia altura (cm™) 77,72328 0,6852
Banda G Area do pico (u.a.* cm™) 94,60946 1,73242
Altura do pico (u.a.) 0,77493 0,00781
Posic&o do pico (cm™) 1520,01735 1,56464
Largura a meia altura (cm™) 140,8075 4,73324
Banda A (D3) Area do pico (u.a.* cm™) 49,62727 2,99881
Altura do pico (u.a.) 0,22438 0,00644
Posigdo do pico (cm™) 1173,3867 2,59432
Largura a meia altura (cm™) 248,03202 5,78144
Banda D4 Area do pico (u.a.* cm™) 41,37396 1,78041
Altura do pico (u.a.) 0,10619 0,00264
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G.8 DMF-EQnaoH

o o o =
N (2} o] o
I I I 1

Intensidade normalizada (u.a.)
o
o
1

- DMF'EQNaOH
—— Banda D
Banda G
—— Banda A (D3)
Banda D4
—— Pico resultante

0,0
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Deslocamento Raman (cm™)
DMF-EQnaon . .
(R? = 0,99917) Dados Valor Desvio padrao
Posico do pico (cm™) 1354,3444 0,31247
Banda D Largura a meia altura (cm™) 219,18072 2,0798
Avrea do pico (u.a.* cm™) 243,65202 4,11892
Altura do pico (u.a.) 0,7077 0,00556
Posico do pico (cm™) 1590,17763 0,27031
Largura a meia altura (cm™) 86,01631 1,17589
Banda G Area do pico (ua* cm) 84,84515 2,93044
Altura do pico (u.a.) 0,62795 0,01341
Posico do pico (cm™) 1529,90424 1,77877
Largura a meia altura (cm™) 147,92033 4,24572
Banda A (D3) Avrea do pico (u.a.* cm™) 73,24573 4,78255
Altura do pico (u.a.) 0,31524 0,012
Posig&o do pico (cm™) 1183,95609 3,45339
Largura a meia altura (cm™) 335,43339 5,46195
Banda D4 5 . % e
Area do pico (u.a.* cm™) 78,39547 3,35221
Altura do pico (u.a.) 0,14879 0,00443
G.9 DMF-EQpss
— DMF-EQpgg
1,01 ——Banda D
Banda G
—— Banda A (D3)
0,8 Banda D4

N o
e o
1 1

Intensidade normalizada (u.a.)
o
o
1

0,0 +

—— Pico resultante

T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Deslocamento Raman (cm™)
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DMF-EQpss

(R? = 0,99756) Dados Valor Desvio padrao
Posico do pico (cm™) 1344,80275 0,30697
Banda D La’rgura a meia altura (cm™) 193,92379 1,88101
Area do pico (u.a.* cm™) 246,37563 3,31772
Altura do pico (u.a.) 0,80881 0,00366
Posicdo do pico (cm™) 1588,12879 0,24674
Largura a meia altura (cm™) 77,98353 0,9057
Banda G Area do pico (u.a* cm-) 94,91889 2,26665
Altura do pico (u.a.) 0,77487 0,01027
Posicdo do pico (cm™) 1520,10206 1,58001
Largura a meia altura (cm™) 126,85397 5,06339
Banda A (D3) Area do pico (u.a.* cm?) 53,99228 3,74424
Altura do pico (u.a.) 0,27096 0,00863
Posico do pico (cm™) 1171,71577 2,96547
Largura a meia altura (cm™) 199,46365 8,04932
Banda D4 Area do pico (ua* cm) 20,89201 2,00915
Altura do pico (u.a.) 0,09541 0,00341

G.10 H2SO4-EQNaoH

Intensidade normalizada (u.a.)

L
o
1

o
o<}
1

o
[=2]
1

o
EN
1

o
N
1

o
o
1

— H;80,-EQuaon

—— Banda D
Banda G

—— Banda A (D3)
Banda D4

— Pico resultante

T T T
0 500

Deslocamento Raman (cm™)

1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

H2SO4-EQnson

(R? = 0,99911) Dados Valor Desvio padrao
Posicéo do pico (cm™) 1350,58639 0,2468
Banda D La’rgura a meia altura (cm™) 22254419 1,54615
Area do pico (u.a.* cm™) 252,69205 2,7089
Altura do pico (u.a.) 0,72286 0,00304
Posico do pico (cm™) 1591,79256 0,22474
Largura a meia altura (cm™) 76,3222 0,92404
Banda G Area do pico (u.a.* cm™) 83,08768 25377
Altura do pico (u.a.) 0,69305 0,01311
Posic&o do pico (cm™) 1539,39669 1,83118
Largura a meia altura (cm™) 130,47108 3,61709
Banda A (D3) Area do pico (ua* cm) 56,32662 3,79098
Altura do pico (u.a.) 0,27484 0,01144
Banda D4 Posic&o do pico (cm™) 1160,60678 3,26465
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Largura a meia altura (cm™)
Area do pico (u.a.* cm™)
Altura do pico (u.a.)

291,90589
42,61392
0,09294

6,97792
2,07543
0,00273

G.11 H2S04-EQrpss

Intensidade normalizada (u.a.)

Loy
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— H,S0,-EQpgs
——Banda D
Banda G
—— Banda A (D3)
Banda D4
— Pico resultante

T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Deslocamento Raman (cm™)

H2S04-EQpss

(R? = 0,99824) Dados Valor Desvio padréo
Posigdo do pico (cm™) 1341,40713 0,25305
Banda D La,rgura a meia altura (cm™) 184,31587 1,51644
Area do pico (u.a.* cm™?) 230,77871 2,69788
Altura do pico (u.a.) 0,7971 0,00328
Posicdo do pico (cm™) 1586,21799 0,17626
Largura a meia altura (cm™) 78,20941 0,72544
Banda G Avrea do pico (u.a.* cm™) 97,50927 1,77913
Altura do pico (u.a.) 0,79372 0,00774
Posicdo do pico (cm™) 1512,68039 1,54931
Largura a meia altura (cm™) 137,28145 5,40479
Banda A (D3) Area do pico (u.a* cm™) 4833923 3,16595
Altura do pico (u.a.) 0,22417 0,00635
Posico do pico (cm™) 1173,88395 2,39863
Largura a meia altura (cm™) 199,08072 6,32498
Banda D4 Area do pico (u.a* cm™) 30,93356 1,63375
Altura do pico (u.a.) 0,09892 0,00279
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G.12 NaOH-EQnaoH

Intensidade normalizada (u.a.)
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0,0
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Deslocamento Raman (cm™?)
NaOH-EQNaOH . ~
(R? = 0,99845) Dados Valor Desvio padrao
Posico do pico (cm™) 1346,92433 0,2702
Banda D Largura a meia altura (cm™) 204,95143 1,68592
Area do pico (u.a.* cm™) 244,01381 2,83453
Altura do pico (u.a.) 0,75796 0,00301
Posicdo do pico (cm™) 1589,24665 0,21222
d Largura a meia altura (cm™) 77,05077 0,84349
Banda G Area do pico (u.a.* cm™) 91,57183 2,21064
Altura do pico (u.a.) 0,7566 0,01047
Posicdo do pico (cm™) 1527,27194 1,79215
Largura a meia altura (cm™) 130,50326 4,73788
Banda A (D3) Area do pico (ua* cm) 4923948 3,49895
Altura do pico (u.a.) 0,2402 0,0089
Posigdo do pico (cm™) 1170,86596 2,66341
Largura a meia altura (cm™) 204,79757 7,20272
Banda D4 A - w1
Area do pico (u.a.* cm™) 27,54782 1,68661
Altura do pico (u.a.) 0,08563 0,00284
G.13 NaOH-EQess
—— NaOH-EQpgs
1,01 ——Banda D
Banda G
—— Banda A (D3)
Banda D4

Intensidade normalizada (u.a.)
o o o o
N ~ > ®
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NaOH-EQsz

(R? = 0,99875) Dados Valor Desvio padrao
Posico do pico (cm™) 1346,29831 0,24608
Banda D La’rgura ameia altura (cm™) 203,2664 1,51483
Area do pico (u.a.* cm™) 239,97282 2,57584
Altura do pico (u.a.) 0,75158 0,00287
Posico do pico (cm™) 1589,71785 0,18316
Largura a meia altura (cm™) 78,50257 0,77158
Banda G Area do pico (u.a.* cm?) 94,07455 2,01724
Altura do pico (u.a.) 0,7629 0,00929
Posico do pico (cm™) 1525,17186 1,73076
Largura a meia altura (cm™) 137,44199 4,71391
Banda A (D3) Area do pico (u.a.* cm?) 49,93268 3,30392
Altura do pico (u.a.) 0,23128 0,00784
Posicdo do pico (cm™) 1166,26541 2,50344
Largura a meia altura (cm™) 218,85743 6,50704
Banda D4 Avrea do pico (u.a.* cm™) 30,19528 1,56117
Altura do pico (u.a.) 0,08783 0,00248
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APENDICE H
Caracterizacéo das amostras por DMA

-1,2

1,0

0,8

- 0,6

0,4

~0,2

- 0,0

H.1 PLA puro
2,50E+09
1,20E+10 - PLA puro - 3,0
& —=—E'(Pa)
- S — - 2,00E+09
1,00E+10 - ¥ 5 =—E"(Pa) r 20084091 , ¢
W R —m—tan 0
8,00E+09 ‘. - 1,50E+09 [ 2,0
6,00E+09 | L15
\ - 1,00E+09
4,00E+09 | L1,0
- 5,00E+08
2,00E+09 | - 0,5
0,00E+00 - - 0.00E+00 | g9
T T T T T T T T T T T T T T T T T
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
T (°C)
H.2 Filamento Protopasta® (CB/PLA)
1,20E+10
CB/PLA - 1,40E+09
1,00E+10 = E(PY)
+ = " i
, —u—E" (Pa) | 1,20E+09
—u—tan O
8,00E+09 - 1,00E+09 |
6,00E+09 - - 8,00E+08 |
- 6,00E+08 |
4,00E+09 -
- 4,00E+08 |
2,00E+09
- 2,00E+08
0,00E+00 - - 0,00E+00
T T T T T T T T

20 3 40 50 60 70 80
T(°C)
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H.3 Sem tratamento

1,00E+10 -12
| Sem tratamento [ 1,00E+09
—u—E' (Pa) I L 10
8,00E+09 —m— E" (Pa) - 8,00E+08
7.7 i
| tan - 6,00E+08 |- 0,8
6,00E+09 - ] [ 4 00E+08
] ] I 0,6
L 2,00E+08
4,00E+09 | I s
] L 0,00E+00 |
2,00E+09 - -2,00E+08 [ 0,2
- -4.00E+08| o o
0,00E+00 - I - ooEs08
- -6, +
T T T T T T T T T --0,2
20 30 40 70 90 100 110
T(°C)
H.4 DMF
1,60E+10 1,00E+09 0,30
- DMF
1,40E+10 —=— E' (Pa) | os
] = E" L 8,00E+08 |
1,20E+10 - E" (Pa)
| —m—tan &
1,00E+10 L 0,20
] - 6,00E+08
8,00E+09 - | o1s
6,00E+09 - L 4,00E+08
] 0,10
4,00E+09 -
2,00E+09 - 2008408 | o5
0,00E+00 -
T T T T T T T T T T T T 0,00E+00 - 0,00
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
T(°C)
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H.5 H2504

2,00E+09
1,80E+10 -}
_ H,SO,
1,60E+10 - —u—E' (Pa)
] —a " (pg) [ L50E+09
1,40E+10 (Pa)
i —u—tan &
+10
1,20E+10 L 1,00E+09
1,00E+10 ]
8,00E+09 - L 5,00E+08
6,00E+09 -}
4,00E+09 - L 0,00E+00
2,00E+09 -}
0,00E+00 -} L .5,00E+08
-2,00E+09 . . . . —
20 30 40 50 60 70 90 100 110
T(°C)
H.6 NaOH
~14
2,50E+10 - NaOH L 2 00E+09
' -1,2
2,00E+10 - 10
- 1,50E+09 |
1,50E+10 - - 0.8
| 1,00E+09
L 0,6
1,00E+10
L 0,4
L 5,00E+08
5,00E+09
L 0,2
0,00E+00 - 0,00E+00|
T T T T T T T T T
20 30 40 50 60 70 8 90 100 110
T(°C)
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H.7 EQnaoH

3,00E+10
EQNaOH - 1,80E+09 L 1 4
2,50E+10 - —=—FE (Pa) | 160E+00 [ >
—= E"(Pa) :
—m—tand [ L40E+09
2.00E+10 7 [ 120800 [ °
| 1,00E+09 [ 0.8
1,50E+10 -
L 8,00E+08 | 0,6
1,00E+10 - - 6,00E+08 |
L 4,00E+08
5,00E-+09 L 0,2
L 2,00E+08
L 0,0
0,00E+00 - - 0,00E+00
. . . . . . . . -2,00E+08L 0,2
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
T(°C)
H.8 EQpPss
2,50E+10
EQpgs - 1,80E+09 | 1 4
—m—E'(Pa) | 1,60e+09
2,00E+10 - = E"(Pa) 12
—m—tand [ L40E+09
L 1,0
L 1,20E+09
1,50E+10 -
L 1,00E+09 [ 08
1,00E+10 - 8,00E+08 |- 0,6
L 6,00E
6,00E+08 | o,
5,00E+09 - | 4,00E+08
L 0,2
L 2,00E+08
0,00E+00 - L 0,00E+00 [ 90
-2,00E+08 L -0,2
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

T(°C)
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H.9 DMF-EQnaon

2,00E+10 1,40E+09

1 2 - 0,35
1,80E+10 | DMF-EQua0n

T —u—E'(Pa) | 1,20E+09
1,60E+10 - — = E" (Pa) - 0.30
1,40E+10 - —m—tand | 00e+00| o5
1,20E+10

] - 8,00E+08[ 0:20
1,00E+10

] - 0,15
8,00E+09 - - 6,00E+08
6,00E+09 - 0.10

] - 4,00E+08
4,00E+09 - - 0,05
2,00E+09 1 - 2,00E+08[ o oo
0,00E+00 -

— 0,00E+00 - -0,05
20 30 40 50 60 70 80 1)

T (°C)

H.10 DMF-EQpss

1,60E+09
- 0,35
2,00E+10 1 PMF=eos L 1,40E+09
—u—E' (Pa) '
—m—E" (Pa) 0,30
—m—tand [ L,20E+09
1,50E+10 + - 0,25
- 1,00E+09
0,20
1,00E+10 - - 8,00E+08
0,15
- 6,00E+08
5,00E+09 ~ - 010
- 4,00E+08
- 0,05
0,00E+00 [ 2.00E+08
- 0,00
— 1 ' T ‘* T T T T T T T T T T T 7 0,00E+00
20 30 40 50 60 70 8 90 100 110

T(°C)
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H.11 H2SO4-EQnaoH

2,00E+10

1,50E+10 +

1,00E+10

5,00E+09

0,00E+00

HZSO4_EQNaOH

—u—E' (Pa)
I —u—E" (Pa)
—m—tan o

-1,4
- 2,00E+09

F1.2

- 1,50E+09) 1 o

0.8
- 1,00E+09
0,6

L 5,00E+08[ 0.4

0,2

- 0,00E+00
0,0

T(°C)

H.12 H2SO4-EQpPBs

2,50E+10

2,00E+10

1,50E+10

1,00E+10

5,00E+09

0,00E+00

HZSO4'EQPBS
—u—E' (Pa)
| = E"(Pa) |
o —u—tan ®

20 40 60 80 100
T(°C)
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1,0

1,50E+09
0,8

1,00E+09 [~ 0.6

0,4
5,00E+08
0,2

0,00E+00 | o




H.13NaOH-EQnaoH

2,50E+10
NaOH-E
, Quaort | 2,00E+09
—u—E' (Pa)
2,00E+10 - —=— E" (Pa)
—m—tan &
- 1,50E+09
1,50E+10 -
- 1,00E+09
1,00E+10 -
5 00E+09 - 5,00E+08
0,00E+00 = - 0,00E+00
T T T T T T T T T T T T T T
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
T (°C)
H.14 NaOH-EQpss
- 1,4
1,60E+10 - NaOH-EQpgg [ 160E+09
1,40E+10 - —=—E(Pa) | 40pi00 [ 12
] —n—E" (Pa)
1,20E+10 - —m—tan o - 1,20E+09 | 1,0
1,00E+10 - L 1,00E+09
] 10,8
8,00E+09 - L 8,00E+08
] 0,6
6,00E+09 - L 6,00E+08
4,00E+09 - L 4,00E+08 [ 04
2,00E+09 - 2,00E+08 | g2
0,00E+00 L 0,00E+00
] 0,0
-2,00E+09 : : : : : : : -2,00E+08

20 30 40 50 60 70 80

T (°C)
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APENDICE I

Resultados por CV e EIS para otimizacao da concentracdo de NaOH e do tempo de

tratamento e obtencdo dos modelos empiricos

1.1 Resultados por CV e EIS para eletrodos tratados com NaOH 1 mol L

E 1V vs. AgJACI (3 mol L' KCI)

v (mv )2

Figura 11. Voltamogramas ciclicos, I, versus v/v e graficos de Nyquist dos eletrodos tratados em NaOH 1

mol L-* por 15 minutos (A), 30 minutos (B) e 45 minutos (C). As medidas foram realizadas em solugdo

de ferricianeto/ferrocianeto 1:1 mmol Lt em KCI 0,1 mol L.
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1.2 Resultados por CV e EIS para eletrodos tratados com NaOH 2 mol L™

250 0.35
I,y = 13,62486.v'7 + 2,85408 4 —a— Medida
200 - ot - S e
R? = 0,99026 e 0304 Aju
150 4 )/r
100 ’/ 0254
50 /.-/ =020
< 0 o g
= < N 0151
-50 - o "o,
#1097 v 0.10 4
-
~150 4 N
1, =-12,82013.v'? - 596485 N 0,05
200 % =
R?=0,99412
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E/V vs. AglAgC! (3 mol L KCI) v'2 1 (mvs)? 21k
400 040
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E 1V vs. AglAgCI (3 mol L' KCI) V21 (mvst)'? Z'1kQ
150 07
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200 /
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Figura 12. Voltamogramas ciclicos, I, versus v e graficos de Nyquist dos eletrodos tratados em NaOH 2

mol L™ por 15 minutos (A), 30 minutos (ponto central), realizado em triplicata (B), e 45 minutos (C). As

medidas foram realizadas em solucéo de ferricianeto/ferrocianeto 1:1 mmol L™ em KCI 0,1 mol L™,

255



11yA

1.3 Resultados por CV e EIS para eletrodos tratados com NaOH 3 mol L
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Figura I3. Voltamogramas ciclicos, |, versus v/v e graficos de Nyquist dos eletrodos tratados em NaOH 3

mol L por 15 minutos (A), 30 minutos (B) e 45 minutos (C). As medidas foram realizadas em solug&o

de ferricianeto/ferrocianeto 1:1 mmol Lt em KCI 0,1 mol L.
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1.4 Obtenc¢do do modelo empirico para lpa

Model: Ipa = al0+al1*z1+a2*z2+a3*z1*z2+ad*z1"2+a5"z2*2+a6*z1.__ (Dados)
Dep. var: Ipa Loss: (OBS-PRED)**2
Final loss: 353,40666667 R= 96101 Variance explained: 92,353%
N=11 al a1 | a2 | a3 | a4 | a5 | a6 | a7 | a8
Estimate 11953331 11,5500  -26,1740  -12,9350 -1,9833 -21,2073 10,9390 -20,6850 228223
Std.Em. 71,6747 9,3996 9,3996 6,6465 12,1348 12,1348 11,5121 11,5121 16,7266
t(2) 15,5750 1,2288 -2,7846 -1,9461 -0.1634 -1,7476 0,9502 -1,7968 1,3644
-95%CL 86,5117  -28,8930 -66.6170 415325 -541951 -734191 -385934 -70,2174 49,1466
+95%CL 152.5549 51,9930 14,2690 15,6625 50,2284 31,0044 604714 288474 947912
p-value 0,0041 0,3441 0,1084 0,1910 0,8852 0,2226 0,4423 0,2142 0,3057
Excluindo a4
Model: Ipa = al+a1*z1+a2"z2+a3"z1"z2+a5"z242+a6"z1"2"z2+a7 ... (Dados)
Dep. var: Ipa Loss: (OBS-PRED)™2
Final loss: 358,12700000 R= 96047 Variance explained: 92,251%
N=11 a0 al | a2 | a3 | a | a6 | af | a8 I
Estimate 116.74008 11,5500 -26.1740, 12,9350  -20.4140 10,9390 -20,6850  20,83900
Std Ermr. 4,8662 7,7258 7,7258 54630 9,1413 9,4621 9.4621 946212
t(3) 24,3010 1.4950 -3,3879 -2,3678 -2,2332 1,1561 -2,1861 2,20236
-95%CL 103,1899  -13,0369 -50,7609  -30,3206 49,5056 -19,1737 -50,7977  -9,27369)
+95%CL 134,2901 36,1369 -1,5871 4,4506 8.6776 41,0517 94277 5095169
p-value 0,0002 0,2318 0,0428 0,0987 0,117 0,3314 0,1167 0,11492!
Excluindo a6
Model: lpa = al+a1*z1+a2*z2+a3*z1*z2+a5"z2"2+a7*z1"z2"2+a8___ (Dados)
Dep. var: Ipa Loss: (OBS-PRED)**2
Final loss: 517 67596133 R= 94233 Variance explained: 88,799%
N=11 al a1 | a2 | a3 | a5 | a7 a8
Estimate 11674001 11,5500 -18.8813  -129350 -20.4140 -20,6850 20,83900
Std.Err. 5,0876 8,0442 4,6443 5,6881 9,5181 9,8521 9,85212
t(4) 23,3390 1.4358 -4,0655 -2,2740 -2.1448 2,099 211518
-95%CL 1046145  -10,7843  -31.7761  -28,7278 46,8403 48,0389 -6,51487
+95%CL 132,8655 33,8843 -5,9866 2,8578 6,0123 6,6689  48,19287
p-value 0.0000 0,2244 0,0153 0,0853 0,0986 0,1037 0,10189
Excluindo al
Model: lpa = al+a2*z2+a3*z1*z2+ab*z2*2+a7*z1*z2*2+a8*z172* __ (Dados)
Dep. var: Ipa Loss: (OBS-PRED)*2
Final loss: 784 48096133 R= 91118 Variance explained: 83,026%
N=11 al a2 | a3 | a5 | atr | a8
Estimate 11874001 -18.8813 -12,9350  -20.4140 -9.1350  20,83900
Std.Err. 5,6017 5,1136 6,2629 10,4799 6,2629 10,84768
t(5) 21,197 -3,6923 -2,0653 -1.9479 -1.4586 1.92106
-95%CL 1043403  -32.0264  -29,0343| -47.3533 -252343  -7,04585
+95%CL 133.1397 -5,7363 3.1643 6.5253 6,9643 4872385
p-value 0,0000 0,0141 0,0938 0,1090 0,2045 0,11278
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Excluindo a7

Model: lpa = al+a2*z2+a3*z1*z2+ab*z2*2+a8*z112*z2*2 (Dados)
Dep. var: Ipa Loss: (OBS-PRED)*2
Final loss: 1118,2738613 R= 87065 Variance explained: 75,803%

Excluindo a8

Model: Ipa = a0+a2*z2+a3*z1*z2+a5*z2*2 (Dados)

Dep. var: Ipa Loss: (OBS-PRED)**2

Final loss: 1697,2924227 R= 79545 Variance explained: 63,274%
N=11 a0 | a2 a3 ab
Estimate | 115 74001 158813 12,9350 6,521
Std.Err. 6,9638 6,3570 7,7857 9,4290
t(7) 170511 29702 16614 -0.6916
-95%CL 1022733 -339133  -31,3453  -28,8174
+95%CL 1352067  -38494 54753 157747
p-value 0.0000 0,0208 0,1406 0,5115
Excluindo a5

Model: lpa = al+a2*z2+a3*z1*z2 (Dados)

Dep. var: Ipa Loss: (OBS-PRED)*2

Final loss: 1813,2773002 R= 77952 Variance explained: 60,765%
N=11 al a2 a3
Estimate 11518291 18,8813  -12,9350
Std.Err. 4,5393 6,1463 7,5276
t(8) 253745  -3.0720 -1,7183
-95%CL 1047152 -33,0547  -30,2937
+95%CL 125,6506 -4.7080 4.4237

0,0000 0,0153 0,1241

Excluindo a3

N=11 a0 a2

Estimate | 115 1520]

Std Err 5.0076

t(9) 23,0016,

-95%CL 103,8549
126,5109

0,0000

Model: Ipa = al+a2*z2 (Dados)
Dep. var: Ipa Loss: (OBS-PRED)**2
Final loss: 2482 5342002 R= ,68032 Variance explained: 46,284%
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al a2 a3 ab | a8
118.740001 -18.8813  -12,9350  -20.4140 20,83900
6,1054 55734 6.8260 11,4221 11,82304
194484  -3.3877 -1,8950 -1,7872

1038006  -325190  -29,6377 48,3630

133.6794 -5,2436 3,7677 7.5350

0,0000 0,0147 0,1069 0.1241




A relacdo entre os valores obtidos e preditos pela equacgdo acima é encontrada no

grafico abaixo:
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=
=

Observed Values (pA)

=3} @
=) =

~
=

@
=

w
=]

95 100 105 110 15 120

Predicted Values (pA)

125 130 135 140

Observacoes:
e O parametro “a3” foi mantido apenas como uma constante de ajuste para gerar
uma superficie 3D.

Equacdo que melhor descreve lpa: lpa = a0+a2*z2+a3*z1*z2

1.5 Obtengdo do modelo empirico para AEp

Model: deltaEp = al+a1*z1+a2*z2+a3*z1"z2+a4*z1"2+a5"z2"2+a.._ (Dados)
Dep. var: deltaEp Loss: (OBS-PRED)**2
Final loss: 000724667 R= 99654 Variance explained: 99 309%
N=11 a0 al | a2 | a3 | a4 | a5 | a6 | al | a8
Estimate 0712331 -0,011000  -0,08650  -0,001500 0.001667  -0.12183  -0,02650  -0,05200 0,101333
Std_Err. 0.01099 0,013460 0,01346 0.009518 0,017377 0.01738 0.01648 0.01648 0,023952
t(2) 64 81716 -0,817247 -6,42654 -0,157604 0,095915 -7.01137 -1,60754 -3,15441 4 230701
-95%CL 066505 -0.068913  -0.14441 -0,042451 -0,073098 -0,19660, -0.09743 -0,12293 -0,001723
+95%CL 0,75962 0,046913  -0.02859 0.039451 0,076432| -0.04707 0,04443 0,01893 0.204390
p-value 0.00024 0,499655 0,02337 0.689243 0,932333 0.01974 0.24919 0,08751 0.051585
Excluindo a4
Model: deltaEp = al+a1*z1+a2*z2+a3*z1*z2+a5*z22+a6*z1"2*z___ (Dados)
Dep. var: deltaEp Loss: (OBS-PRED)**2
Final loss: 000728000 R= 99653 Variance explained: 99 306%
N=11 a0 al | a2 [ a3 | a5 | a6 | a1 | a8 I
Estimate 0.71 30. -0,011000  -0,08650| -0,001500 -0.12250 -0,02650  -0,05200 0.103000
Std_Err. 0.0070 0.011015 0.01102 0.007789 0.01303 0.01349 0.01349 0.013491 l
t(3) 102,3456  -0,998635  -7,85281 -0,192565  -939899 -196433  -3,85450 7 634872 l
-95%CL 06908 -0,046055  -0,12155  -0,026288  -0,16398  -0,06943  -0.09493 0,060067 l
+95%CL 0.7352 0.024055  -0.05144 0.023288  -0.08102 0.01643  -0.00907 0.145934 .
p-value 0.0000 0,391567 0,00430 0.859598 0.00255 0,14424 0,03085 0_004655!
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Excluindo a3

Model: deltaEp = al+al1*z1+a2"z2+a5"z2*2+a6"z1"2*z2+a7"z1"z... (Dados)

Dep. var: deltaEp Loss: (OBS-PRED)*2

Final loss: ,000737000 R= 99648 Variance explained: 99,298%
N=11 al al | a2 | a5 | a6 | a7 | ad
Estimate 071301 -0.01100 -0.08650|  -0.1225  -0.02650  -0.05200) 0.103000
Std.Err. 0.0061  0,00960  0.00960 0.0114  0,01176 001176  0,011755
t(4) 117.4547)  -1,14606  -9.01213) -10,7865  -2,25431  -4,42352| 8.761992
-95%CL 06961  -0,03765 -0.11315  -0,1540/ -0,05914  -0.08464 0,070362
+95%CL 0,7299 0,01565 -0.05985  -0.0910  0,00614 -0.01936 0.135638

ue 0,0000 0,31567  0,00084 0,0004  0,08723 0,01148 0,000935

Excluindo al

Model: deltaEp = al+a2"z2+a5"z2*2+a6"z1"2*z2+a7"21"z2*2+a8. .. (Dados)

Dep. var: deltaEp Loss: (OBS-PRED)*2

Final loss: ,000979000 R= 99532 Variance explained: 99, 067%
N=11 al a2 | ab | ab | Ell | ad
Estimate 0713001 -0,08650  -0,1225  -0,02650 -0.06300 0.103000
Std.Emr. 0,0063°  0.00989| 00117 0,01212  0,00700 0,012118
t(5) 113,9380  -8,74233) -10.4636  -2,18675  -9,00460  8,499639
-95%CL 06969 -0,11193,  -0,1526  -0,05765 -0,08098 0.071849
+95%CL 07291  -0.06107| -0.0924  0,00465 -0.04502 0,134151

ue 0,0000 0,00032 0,0001 0,08043  0.00028 0,000371

Excluindo a6

Model: deltaEp = a0+a2*z2+a5*z2*2+a7*z1*z2*2+a8*z12*z2"2 (Dados)
Dep. var: deltaEp Loss: (OBS-PRED)**2
Final loss: 001915333 R= 99083 Variance explained: 98,175%
N=11 al a2 | ab | al’ | ad
0.71300 -0,1042| -0,12250  -0,06300, 0,103000
0,00799 0,0073) 0,01495  0,00893 0,015473
89.23351  -14,2810] -8,19485  -7,05220| 6,656721
0,69345 -0,1220) -0,15908  -0,08486  0,065139
0,73255 -0.0863, -0,08592  -0.04114  0,140861
0,00000 0,0000 0,00018 0,00041| 0,000556

Observacoes:

e Equacdo que melhor descreve AEp:
AEp = a0+a2*z2+a5*z22+a7*z1*22%+a8*z1°*z22
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1.6 Obten¢do do modelo empirico para Rt

Model: Ret = al+al*z1+a2*z2+a3*z1*z2+a4*z12+a5*22*2+a6"z1._. (Dados)
Dep. var: Ret Loss: (OBS-PRED)™2
Final loss: 14075 326667 R= 93628 Variance explained: 87 663%
N=11 a0 al | a2 | a3 | a4 | a | a6 | ar | a8 I
Estimate 301.13331  -120,450 52,500 63,725 27,017 51,267  -134,025 52,625 -35,692
Std.Err. 48,4344 59,320 59,320 41,945 76,582 76,582 72,652 72,652 105,560
t(2) 6,2173 -2,031 0,885 1,519 0,353 0,669 -1.845 0,724 0,338
-95%CL 92,7369  -375,682 -202,732 -116,751  -302,487 -278,237 446,619  -259,969 -489,882'
+95%CL 5095298 134,782 307,732 244201 356,521 380,770 178,569 365219 418498
p-value 0,0249 0,179 0.470 0,268 0,758 0,572 0,206 0,544 0,767
I N S B A N
Excluindo a8
Model: Rct = al+a1*z1+a2"z2+a3*z1"z2+a4"z1*2+a5"z2*2+a6"z1... (Dados)
Dep. var: Rct Loss: (OBS-PRED)*"2
Final loss: 14879,891974 R= 93251 Variance explained: 86 ,958%
N=11 a0 al | a2 | a3 | a4 | a5 | a6 | a7
Estimate 308.64741 -120.450 52,500 63,7250 8,232 32482 134,025 52,625
Std.Emr. 36,1283 49,799 49799 352135 44 248 44 248 60,992 60,992
t(3) 8,5431 2,419 1,054 1,8097 0,186 0,734 -2,197 0,863
-35%CL 1936709  -278,934  -105,984 48,3401 -132585 -108,335 -328.127  -141.477
+95%CL 4236239 38,034 210,984 175,7901 149,049 173,298 60,077 246,727
p-value 0.0034 0.094 0,369 0,1680 0,564 0.516 0.115 G,d52_
Excluindo a4
Model: Ret = al+al1*z1+a2*z2+a3*z1*z2+ab*z2*2+ab*z172*z2+a7___ (Dados)
Dep. var: Rct Loss: (OBS-PRED)*2
Final loss: 156051,547833 R= 93170 Variance explained: 86,807%
N=11 al at | a2 | a1 | a5 | a6 | a7
Estimate 311,94001 -120.450 525000 63,7250 346767 -134.025 52,6250
Std.Err. 27,4331 43376 433756 30,6712 37,1446 53,124 53.1241
t(4) 11,3709 2,777 1,2104 2,0777 0,9336 -2,523 0.9906
-95%CL 2357734 -240.880  -67,93000 -214319 -68,4534 -281.521 -94.8710
+95%CL 388.1066 -0.020 1729300 148.8819  137.8067 13471 2001210
p-value 0,0003 0,050 0,2928 0,1063 0.4034 0.065 0,3780
Excluindo a5
Model: Rct = a0+a1*z1+a2"z2+a3"z1"z2+a6"z1*2"z2+a7"z1"z2"2 (Dados)
Dep. var: Rct Loss: (OBS-PRED)™2
Final loss: 18331,014773 R= 91615 Variance explained: 83,933%
N=11 a0 al | a2 | a3 | a6 | a7
Estimate 330.85450  -120.450 525000 637250 -134,025 52,6250
Std.Ermr. 18,2563 42815 428147 30,2746 52437 5243711
t(5) 18,1228 2,813 12262 21049 -2,556 1,0036 )
-95%CL 2839253  -230,509  -57,5588 -14,0983 -268,819  -82.1689
+95%CL 377.7838 -10.391  162,5588 1415483 0,769 187.4189
p-value 0.0000 0,037 0,2747 0,0892 0,051 0,3616_
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Excluindo a7

Excluindo a2

0,0000

0,013

N=11 al al EX]

Estimate 33085458 85367 63,7250
Std.Err. 18,9106 25605 31,3597
t(7) 17 4957 -3,334 2,031
-95%CL 286,1381  -145913  -10,4289
+95%CL 3755710  -24820 137,8789

0,0817

Model: Rct = al0+a1*z1+a2*z2+a3"z1"z2+a6"z1"2"z2 (Dados)

Dep. var: Ret Loss: (OBS-PRED)*2

Final loss: 22023,535606 R= 89831 Variance explained: 80,696%
N=11 al al a2 a3 ab
Estimate 3308545  -85367 52,5000 63,7250  -134.025
Std.Ermr. 18,2672 24734 428403 30,2927 52,468
t(6) 18,1120 -3,451 1,2255 2,1036 -2,554
-95%CL 286,1564  -145888  -52,3265 -10,3986 -262.411
+95%CL 3755527  -24.845 1573265  137.8486 -5,639

ue 0,0000 0,014 0,2663 0,0801 0,043

Model: Ret = al+a1*z1+a3*z1*z2+a6"z1%2*z2 (Dados)
Dep. var: Ret Loss: (OBS-PRED)*2
Final loss: 27536,035606 R= 87100 Variance explained: 75,865%

Excluindo a3
Model: Ret = al+al1*z1+ab*z142"z2 (Dados)
Dep. var: Ret Loss: (OBS-PRED)**2
Final loss: 43779538106 R= 78503 Variance explained: 61,627%
N=11 al al | ab
Estimate 330 8545. -85,367 -81,525
Std.Emr. 22,3046 30,201
t(8) 14,8335 -2.827
-95%CL 2794201 -155,009)
382,2890 -15,724
0,0000 0,022

A relacdo entre os valores obtidos e preditos pela equagdo acima é encontrada no

gréafico abaixo:

262



600

550

500

Observed Values (Q)

250 1 °

200

150

Excluindo a6

450

400

350

300

150

200 250 300 350 400

Predicted Values ()

450 500 550

Model: Rct = al+a1*z1 (Dados)

Dep. var: Rct Loss: (OBS-PRED)**2

Final loss: 70364840606 R= ,61907 Variance explained: 38,325%
N=11 al al
Estimate 330 8545. -85,367
Std.Err 26,6600 36,098
t(9) 12 4101 -2 365
-95%CL 270,5454| -167,026
+95%CL 391,1637 -3,708

0.0000 0.042

A relacédo entre os valores obtidos e preditos pela equagéo acima é encontrada no

gréafico abaixo:

Observed Values (Q)

w
=]

150

220

Observacoes:

240 260 280 300 320 340

Predicted Values ()

360 380 400 420 440

Os parametros “a3” ¢ “a6” foram mantidos para gerar a superficie 3D, uma vez

que o modelo mantendo esses parametros revelou ser o ajuste com menos

parametros, mas com 0 maior nimero de parametros com significancia estatistica.

Equacéo que melhor descreve Ret: Ret = a0+al*z1+a3*z1*z2+a6*z12*z2
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1.7 Obtenc¢do do modelo empirico para lpa/lpc

Model: lpalpc = al+a1*z1+a2*z2+a3"z1*z2+a4"z1"2+a5"z2"2+ab___ (Dados)
Dep. var: Ipalpc Loss: (OBS-PRED)**2
Final loss: 000830041 R= 97552 Variance explained: 95 165%

N=11 a0 al a2 | a3 | a4 | a5 | a6 | a1 | a8

Estimate 1094071 005738 0053965 0020895 -0015330 -0.009475 -0.06171  0,048800 -0,005300
Std En. 001176 001441 0014405 0010186 0018597 0018597  0.01764 0017643  0.025634
1(2) 93.01886  -398329 3746238 2051328 -0,824330 -0,509494 -349750 2766014  -0,206763
-95%CL 104346 011936  -0,008015 -0,022932 -0,095347 -0,089492 -0,13762 -0,027110  -0,115596
+95%CL 114468 000460  0,115946 0064722 0064687 0070542 001421 0124710  0.104995

0,00012

0,05763

0,064443

0,176694

0,496415

0,661059

0,07292

0,109627

0,855335

Excluindo a8
Model: Ipalpc = al+a1*z1+a2*z2+a3"z1"z2+a4"z12+a5%z2"2+a6... (Dados)
Dep. var: Ipalpc Loss: (OBS-PRED)*"2
Final loss: ,000847782 R= 97499 Variance explained: 95,061%
N=11 al al | a2 | a3 | a4 | ab | ab | al
Estimate 1,09521 -0.05738 0,053965| 0,020895 -0.01812 -0.01226 -0.06170 0.048800
Std.Err. 0,0086. 001189 0011887 0,008405  0,01056  0,01056) 0,01456 0,014558
t(3) 126,9984 482718 4539881 2485925 -1,71558 -1,16122] 423845 3,352016
-95%CL 1,0677  -0,09521 0,016136  -0,005854 -0,05173  -0.04588 -0.10804  0.002469
+95%CL 11226 -0.01955 0091794 0047644  0,01549  0,02135 -0.01537 0.095131
p-value 0,00000 0,01695 0,020010 0,088803  0,18475  0,32955  0,02404 0043993
Excluindo a5
Model: Ipalpc = a0+al*z1+a2*z2+a3"z1"z2+a4"z1"2+a6"z1*2"z2. .. (Dados)
Dep. var: Ipalpc Loss: (OBS-PRED)™2
Final loss: ,001228839 R= 96354 Variance explained: 92,842%
N=11 al al | a2 | a3 | a4 | ab El
Estimate 109031 -0.05738 0053965  0,020895 -0.02139 -0.06171  0.048800
Std.Err. 0,0078  0,01239 0,0123% 0,008764  0,01061 0,01518  0,015179
4 139,0931  -4,62976 4354213 2,384268  -2,01538] -4,06511  3,214931
-95%CL 1,0685 -0,09179 0,019554  -0,003437  -0.05086  -0.10385 0.006656
+95%CL 111200 -0.02297| 0.088376  0,045227  0.00808) -0.01956 0.090944
ue 0,00000  0,00981 0012117  0,075637  0,11410, 001528 0,032436
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Excluindo a4

Model: lpalpc = a0+a1*z1+a2*z2+a3*z1*z2+ab*z1*2*z2+a7*z1*z___ (Dados)

Dep. var: Ipalpc Loss: (OBS-PRED)**2

Final loss: 002476654 R= 92506 Variance explained: 85 573%
N=11 al al | a2 | ad | ab | a7’
Estimate 107861 -0.05738  0,053965 0,020895  -0,06171 0,048800
Std.Err. 0,0067 0,01574, 0,015737, 0,011128,  0,01927 0,019274
t(5) 160,7364, -3,64609  3,429095 1,877693| -3,20142]  2,531871
-95%CL 1.0614  -0,09783 0,013511  -0,007710, -0,11125  -0,000746
+95%CL 1,0959  -0,01693 0,094419 0,049500, -0.01216 0,098346
p-value 0,0000 0,01481| 0,018654 0,119229  0,02396 (],[]52410!

A relacdo entre os valores obtidos e preditos pela equacéo acima é encontrada no

gréfico abaixo:

1.16

Observed Values
= =) = - - -
= =2 =) =} X} =
%

=
[N}

1.00
1.00

1.02 1.04 1,08 1,08

Predicted Values

1,10 1,12 1,14 116

Excluindo a3
Model: Ipalpc = a0+al1*z1+a2*z2+a6"z1"2*z2+a7"z1"z2"2 (Dados)
Dep. var: Ipalpc Loss: (OBS-PRED)™2
Final loss: ,004223058 R= 86833 Variance explained: 75,399%
N=11 al al | a2 | ab | a7’
Estimate 1.0786] -0.05738/ 0,053965  -0.06170 0,048801
Std Enmr. 0,0080, 0,01876/ 0,018760 0,02298 0,022976
t(6) 134,8416, -3,05873 2,876656 -2,68566  2,124011
-95%CL 10590 -0,10328 0.008062 -0.11792, -0,007419
+95%CL 10982 -0.01148 0099868 -0.00549  0,105020
ue 0,0000 0,02226 0,028181 0,03626 0,077851 -
[ N

A relacdo entre os valores obtidos e preditos pela equagdo acima é encontrada no
gréafico abaixo:

265



1,16

114

112

1.10

Observed Values

1.08
1,06
104 ot
1,02
1,00
1,00 1,02 1.04 1,06 1,08 110 112 114 116
Predicted Values

Excluindo a7

Model: Ipalpc = a0+a1*z1+a2*z2+a6*z142*z2 (Dados)

Dep. var: Ipalpc Loss: (OBS-PRED)**2

Final loss: ,007398311 R= 75434 Variance explained: 56,903%

N=11 al al | a2 [ ab

Estimate 107861 -0,02485  0,053965 -0,06170
0,0098  0,01327  0,022988

1100385  -1,87209  2,347520

10554  -0,05623  -0,000393

11018 000654  0,108323

0,0000 0,10336  0,051274

A relacédo entre os valores obtidos e preditos pela equagéo acima é encontrada no

gréafico abaixo:

1,16
1,14
1,12
8
g 1.10
=
=
T 108
:
H
2
o 106
1,04
1,02
1.00
1.02 1,04 1.06 1.08 1.10 112 1.14 1.16
Predicted Values
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Excluindo al

Model: lpalpc = al+a2*z2+a6*z142*z2 (Dados)
Dep. var: |palpc Loss: (OBS-PRED)**2
Final loss: 011102452 R= 59435 Variance explained: 35,325%

N=11 al a2 | ab

Estimate 1.078618 0053965  -0,06171
Std.Err. 0,01123 0,026342  0,03226
t(8) 96,02790  2,048626) -1,91261
-95%CL 105271 -0,006780  -0,13610

+95%CL 1,10451 0114710  0.01269
0.00000  0.074667  0,09216

Excluindo a6

Model: Ipalpc = al+a2*z2 (Dados)
Dep. var: lpalpc Loss: (OBS-PRED)**2
Final loss: 016179128 R= 23983 Variance explained: 5,7519%

N=11 al a2

Estimate 1078611  0,012828
Std.Err. 0.01278  0,017309
t(9) 8437341 0,741122
-95%CL 1.04969  -0,026328

+95%CL 110753 0,051985
0,00000 0477510

Observagoes:

e Apenas os parametros “a5” e “a8” foram excluidos, uma vez que o modelo
mantendo os outros parametros revelou ser o ajuste com menos parametros, mas
com o maior numero de parametros com significancia estatistica.

e Equacdo que melhor descreve lpa/lpc:

Ipa/lpc = a0+al*z1+a2*z2*a3*z1*z2+a4*z12+a6*z1%*z2+a7*z1*z22
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APENDICE J

Dados de CV e EIS para a avaliacdo da utilizacdo de nanoparticulas magnéticas

sobre os eletrodos tratados e andlise de variancia para as variaveis lpa (75 mV s71),
Ipa/lpc (75 mV S_l), AEp (75 mV S_l) e Rct

J.1 Dados de CV e EIS para a avaliacdo da utilizacdo de nanoparticulas magnéticas

sobre os eletrodos tratados.
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Figura J1. Voltamogramas ciclicos, I, versus vv e graficos de Nyquist dos eletrodos tratados em NaOH 3
mol L por 15 minutos sobre os quais foram depositados 20 pL de uma dispersdo de nanoparticulas
magnéticas de 0,05 (A), 1 (B), 2 (C) e 10 mg mL* (D). As medidas foram realizadas em solugéo de

Fe(CN)e>* 1:1 mmol L' em KCI 0,1 mol L.

J.2 Anélise de variancia para as variaveis lpa (75 mV s™3), lpa/lpc (75 mV s3), AE,
(75 mV s7) e Ret obtidas a partir dos dados de CV e EIS dos eletrodos com magnetita.

Tabela J1. Tabela de analise de variancia para lpa (75 mV s™), obtida no software

Statistica 12.
Testes Univariados de Significancia para I, (NaOH-magnetita)
Parametrizac&o restrita por sigma
Efeito Decomposicdo efetiva da hipotese
Soma dos Quadrados . Quadrado Médio Estatistica F  p-valor
Graus de Liberdade
(SS) (MS) (F) (9]
Intercepto 290649,6 1 290649,6 3853,645  0,000000
Variavel (Eletrodos) 1183,1 4 295,8 3,922 0,036248
Erro 754,2 10 75,4

Tabela J2. Tabela de anélise de variancia para lpa/lpc (75 mV s?), obtida no software

Statistica 12.
Testes Univariados de Significancia para lya/l,c (NaOH-magnetita)
Parametrizac&o restrita por sigma
Efeito Decomposicéo efetiva da hipotese
Soma dos Quadrados . Quadrado Médio Estatistica F  p-valor
Graus de Liberdade
(SS) (MS) (@) (Y]
Intercepto 14,23720 1 14,23720 15026,23  0,000000
Variavel (Eletrodos) 0,01790 4 0,00448 4,72 0,021196
Erro 0,00947 10 0,00095

Tabela J3. Tabela de analise de variancia para AE, (75 mV s1), obtida no software

Statistica 12.

Testes Univariados de Significancia para AE, (NaOH-magnetita)
Parametrizac&o restrita por sigma
Efeito Decomposigéo efetiva da hipotese
Soma dos Quadrados Graus de Liberdade Quadrado Médio Estatistica F  p-valor

(S9) (MS) (F) (p)
Intercepto 10,51858 1 10,51858 7126,732  0,000000
Variavel (Eletrodos) 0,04601 4 0,01150 7,794 0,004043
Erro 0,01476 10 0,00148
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Tabela J4. Tabela de anlise de variancia para Rct, obtida no software Statistica 12.

Testes Univariados de Significancia para R.; (NaOH-magnetita)
Parametrizacéo restrita por sigma
Efeito Decomposicdo efetiva da hipotese
Soma dos Quadrados Graus de Liberdade Quadrado Médio Estatistica F  p-valor

(S9) (MS) (@) (9)
Intercepto 1216666 1 1216666 1026,488  0,000000
Variavel (Eletrodos) 66840 4 16710 14,098 0,000407
Erro 11853 10 1185
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APENDICE K

Atividade catalitica da fosfatase acida e ensaio cinético

Butmee et al. (2021) parecem ter desenvolvido o Unico biossensor eletroquimico
para deteccdo de glifosato na literatura baseado na inibigdo da fosfatase &cida, utilizando
fenilfosfato como substrato. No entanto, o tempo de incubacdo empregado pelos autores
ndo é claramente especificado. Trabalhos como os de Sok e Fragoso (2019), que
investigaram a deteccdo de glifosato baseada na inibicao da atividade da tirosinase com
uma concentragdo 6tima de substrato de 1,4 mmol L™, e de Zambrano-Intriago et al.
(2023), que utilizaram a inibicdo competitiva da atividade da peroxidase de raiz-forte
(HRP) pelo glifosato, empregando hidroquinona como mediador redox e uma
concentracéo de 0,075 mmol L ! de H,02, adotaram um tempo de incubacéo de 5 minutos.

Nos experimentos conduzidos por Butmee e colaboradores (2021), o tampao
acetato foi utilizado ao longo dos ensaios. Embora sua faixa tamponante esteja entre pH
3,6 € 5,6, 0 pH foi ajustado para diversos valores, sendo o pH 7 escolhido. Ao considerar
a diluicdo de amostras reais em tampdes fora de sua regido tamponante para a detecdo do
analito, mesmo pequenas quantidades de amostra poderiam levar a possiveis variacoes
no pH da solugdo. Como a validacdo do biossensor é realizada no pH selecionado,
variagcBes no pH poderiam introduzir erros nos resultados obtidos. Além disso, a forca
ibnica é outro fator que influencia a atividade enzimatica, juntamente com temperatura e
pH (DALE; WHITE, 1983). Embora a correcao do pH sem considerar a for¢a idnica possa
ndo causar grandes variacdes, 0s ensaios para determinacdo do pH 6timo em tampdes
com diferentes forcas iGnicas poderiam ter sido realizados com a enzima apresentando
diferentes atividades cataliticas ndo somente devido ao pH, mas também em funcdo dessa
variavel.

No estudo de Butmee et al. (2021), a concentracdo de fenilfosfato, substrato
utilizado para a fosfatase acida, foi de 20 g L™, o que corresponde a aproximadamente
78,7 mmol L. Nos testes iniciais com os biossensores desta dissertacio, 20 uL de uma
solucéo de fosfatase 4cida a 5 mg L foram depositados e ancorados por adsorcio fisica
sobre o eletrodo tratado, que foi seco a vacuo por 2 horas e armazenado em geladeira até
o0 dia seguinte. Altas concentracfes do substrato podem deslocar o inibidor da enzima,
reduzindo ou mascarando seu efeito (ZAMBRANO-INTRIAGO et al., 2023), por isso,
optou-se por utilizar, nos testes iniciais, uma solucdo de fenilfosfato com concentragéo

de 1 mmol L, preparada no tamp&o utilizado. Além disso, somente para garantir a
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presenca suficiente do herbicida nos testes iniciais e verificar a sua inibicdo, foi utilizada
uma concentracdo de glifosato de 1 ug mL™, preparada juntamente com o substrato no
mesmo tampao, bem acima do limite de concentragdo permitido pela legislagao.

Considerando os desafios associados ao uso do tampdo acetato, optou-se
inicialmente pelo uso do tampéo Britton-Robinson (BR), um tampé&o universal, em cinco
valores de pH (de 4 a 8), com forca idnica de 0,1 mol L™, preparado conforme a Tabela
10. Também foi testado o tampdo PBS 1x (pH 7,0). No entanto, para um tempo de
incubacdo de 5 minutos, a auséncia de picos ou a ndo verificacdo da inibicdo foi
evidenciada. Durante os experimentos, a célula eletroquimica de 25 mL utilizada foi
preenchida com 20 mL do tampé&o contendo o substrato, garantindo que apenas a parte
circular dos eletrodos, presos sempre na mesma posigéo, ficasse submersa e assegurasse
gue a area em contato com a solucdo fosse constante.

Diante dos resultados preliminares insatisfatorios, optou-se por investigar a
atividade catalitica da fosfatase &cida utilizada, verificar o mecanismo de inibic&o pelo
glifosato e explorar diferentes concentragdes de substrato e tempos de incubagdo usando
espectrofotometria UV-Vis, empregando uma placa de 96 pocos, otimizando, assim, o
uso de reagentes.

Embora o melhor pH para a atividade enzimética ndo seja necessariamente o mais
adequado para a inibicdo pelo glifosato, para os testes em meio liquido, optou-se pelo uso
de tampdo acetato 0,1 mol Lt em pH 5,6, proximo ao pH 5,7, que é o valor ideal para a
fosfatase acida segundo o fabricante (Sigma-Aldrich, [s.d.]).

O volume das reacdes foi 200 uL, e a reagéo foi parada pela adi¢do de 100 uL de
NaOH 2 mol L. Assim, inicialmente, curvas de absor¢do do tamp&o; da solucio de
NaOH; do tamp&o com substrato (1 mmol L) e NaOH; do tamp&o com a enzima (0,5
mg mL! — 20 pL de uma solugcdo 5 mg mL ! de enzima, mesma quantidade depositada
sobre os eletrodos) e NaOH; do tamp&o com glifosato (1 ug mL™?) e NaOH; do tampéo
com fenol (1 mmol L), que é o produto gerado, e NaOH; do tamp&o com substrato,
enzima e NaOH e, por fim, do tampdo com substrato, enzima, glifosato e NaOH foram
obtidos a fim de verificar onde ocorrem picos de absorcdo. Os resultados séo apresentados
no Apéndice I. Verificou-se que o tampao, o0 NaOH e o glifosato ndo absorvem luz UV-
Vis. Alem disso o término do pico do substrato ndo coincide com o ponto maximo de
absorcéo pelo fenol. Verificou-se que a absorbancia maxima do fenol acontece em 285

nm (Figura AK1), comprimento de onda utilizado para o tratamento dos dados.

272



= Tampao
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- Tampado + fosfatase &cida + NaOH

~— Tampdo + fenil fosfato (1 mmol L) + NaOH

Tampéo + glifosato (1 pg mL™) + NaOH

Tampdo + fenol (1 mmol L) + NaOH

Tampdo + fosfatase acida + fenil fosfato (1 mmol L) + NaOH (0 min)
—— Tamp#o + fosfatase 4cida + fenil fosfato (1 mmol L?) + glifosato (1 ug mL*) + NaOH (0 min)

Absorbancia
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Figura K1. Curvas de absorcéo do tampao acetato, da solucdo de NaOH 2 mol L, da fosfatase

&cida, do fenilfosfato, do fenol e do glifosato, obtidas por espectroscopia UV-Vis.

A curva de cinética enzimatica foi, entdo, produzida utilizando diferentes
concentragdes de substrato e parando a reacdo apds 2 minutos, na taxa inicial de reacao.
As concentragdes e volumes adicionados para 0s ensaios com e sem inibidor em cada
poco estdo descritos nas Tabelas 8 e 9. Apds testes iniciais, 0s experimentos envolvendo
tampdo e enzima sem substrato, com ou sem glifosato, e com adicdo de NaOH foram
escolhidos como branco para os ensaios com e sem o herbicida, respectivamente. Os
dados coletados, presentes na Figura K2, foram ajustados a equacao de Michaelis-Menten
(Equacdo Al) (HARVEY, 2021) no software Origin.

d[P] _ kz[Elo[S] _ Vmax[S] x
dt ~ Km+[S]  Km+[S] (Equagdo K1)

A principal equacdo que descreve a absor¢do de luz por uma substancia é a lei de
Lambert-Beer (Equacdo K2), que estabelece que a absorbancia (A) é diretamente
proporcional a concentracdo (C) da substancia, ao comprimento do caminho da luz
através da amostra (d) e a absortividade molar (¢), uma constante caracteristica da
substancia para um dado comprimento de onda (METTLER TOLEDO, [s.d.], ROCHA e
TEIXEIRA, 2004):

A = ¢e.d.C (Equagéo K2)
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Uma vez que a absorbancia é diretamente proporcional a concentracéo pela lei de
Lambert-Beer (Equacdo K2), a varia¢do do produto gerado com o tempo (dCproduto/dt) é
igual a variacdo da absorbancia com o tempo (dA/dt). Assim, dCproduto/dt foi obtido a
partir da absorbancia em 285 nm subtraida do branco, dividida pelo tempo de 2 minutos.

Percebeu-se que em baixas concentracdes de substrato, o espectrofotdmetro
utilizado ndo é capaz de detectar com precisdo o produto gerado, gerando variacdes de
absorbancia negativos. Embora ndo haja sentido fisico em concentrag¢fes negativas, 0s
dados foram ajustados com (Equacdo K1) e sem esses valores (Equacao K3). O acréscimo
do parametro “b” a equacdo de Michaelis-Menten, mostrado na Equacdo K3, possibilita

a utilizacéo desses valores, simplesmente para a obtengdo de um melhor ajuste.

d[P] _ VmaxlS] x
o Kt + b (Equacdo K3)

Para os dados coletados sem a presenca de glifosato, foram obtidos valores de Vimax
(mmol L min?) e Ku (mmol L) de 0,28052 + 0,22221 e 36,22308 + 30,69977,
respectivamente (R? = 0,72234), sem o pardmetro “b”. Com esse pardmetro, os valores
encontrados para Vimax, Km € b (mmol L mint) foram 0,14986 + 0,01258, 2,50959 +
0,66885 e —0,05186 + 0,0114, nessa ordem (R? = 0,93425).

Com a presenca de glifosato como inibidor, o ajuste diretamente pela equacao de
Michaelis-Menten (sem “b”) levou a valores de 0,12623 + 0,04966 e 6,38404 + 4,49662
para de Vmax (mmol L™t min™) e Ky (mmol L), respectivamente (R? = 0,91244). Com o
parametro “b”, os valores obtidos foram 0,11992 + 0,01072, 3,02476 + 0,80054 e
—0,01846 * 0,00297 para Vmax, Km € b (mmol L min), na mesma sequéncia (R? = 1).
Como percebido, “b” encontrado ¢ sempre muito proximo de zero, o que ¢ desejado
devido a aproximacdo com a equacdo de Michaelis-Menten, e possibilitou um melhor

ajuste das curvas, como mostrado na Figura K2 e verificado pelo valor de R?,
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Figura K2. Ajuste dos dados obtidos com os ensaios de cinética enzimatica da fosfatase acida,

utilizando fenilfosfato como substrato, com e sem a presenga de glifosato.

Segundo o fabricante (SIGMA-ALDRICH, [s.d.]), a atividade catalitica da fostase
acida adquirida para o substrato p-nitrofenilfostato é maior ou igual a 0,4 U mg?, sendo
gue uma unidade (U) hidrolisa 1,0 pumol de p-nitrofenilfosfato por minuto em pH 4,8 e
37 °C. Para o célculo da atividade catalitica especifica da enzima para o substrato
utilizado (fenilfosfato), o parametro “b” do ajuste do ensaio sem glifosato foi passado
para o primeiro membro da Equacdo K3, sendo utilizado o valor de velocidade méaxima
obtido por Vmax — b. Sabendo que o volume da reagdo foi 200 pL e a massa de enzima
utilizada foi 0,1 mg (20 pL de uma solugéo de 5 mg mL de enzima), a atividade catalitica
especifica para a fosfatase &cida ao quebrar o substrato fenilfostato em pH 5,6 a
temperatura ambiente foi 0,40344 U mg?, proxima daquela fornecida pelo fabricante.

Uma vez que os ajustes com o parametro “b” foram os melhores, Vmax € Km dos
obtidos com esses ajustes foram comparados. Parece ndo haver inibi¢do da enzima pelo
glifosato no tempo de 2 min no tampédo e pH estudados, j& que, dentro dos erros
associados a esses parametros no ajuste encontrado, os valores obtidos seriam idénticos.
Assim, a concentracdo de fenilfosfato de 3 mmol L2, proxima ao valor de Ky encontrado
para os ensaios na presenca de glifosato 1 ug mL™ com a utilizagdo do pardmetro “b” no
ajuste, foi escolhida na tentativa de identificar um possivel tempo de incubagéo
interessante para que a inibicdo da enzima pelo herbicida fosse percebida.

Para as concentragdes de substrato e inibidor citadas, sempre com a utilizacdo da
mesma concentragéo de enzima (0,5 mg mL™), a reagdo enzimatica com e sem glifosato

foi parada ao longo de diferentes tempos. Os dados de absorbancia ao longo do tempo
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obtidos podem ser verificados na Figura K4. Como o intuito do ensaio era apenas verificar
a inibicdo da fosfatase acida pelo glifosato, a diluicio de amostras que obtiveram
absorbancia maior do que 1 ndo foi realizada.

1,6
] °
1,4 § ) i
1,2 ;
10-
1 [ ]
0,8 - i%
] i.
0,6 -

04

_ -ii

0.0 ] E ®m  Sem glifosato
0,2 - ® Com glifosato

Absorbancia (285 nm)

0 10 20 30 40 50 60
Tempo de reagdo (min)

Figura K4. Acompanhamento da reagdo entre a enzima fosfatase acida (5 mg mL™) e o fenilfosfato

(3 mmol L), com e sem a presenca de glifosato (1 pg mL™).

Dentro do desvio padrdo, parece novamente que ndo hé inibicdo significativa da
enzima pelo glifosato no pH testado em até 1 hora de reag&o. O valor de 16 minutos, no
entanto, parecia ser um possivel tempo de inibicdo interessante. Novos dados, entretanto,
podem ser coletados para aumentar o nimero de experimentos em cada ponto e, assim, a
confiabilidade nos resultados. Um novo experimento foi, entdo, proposto parando a
reacdo em 16 minutos, utilizando a mesma concentragdo de enzima e inibidor, mas
concentragdes de substrato de 3 mmol L™, utilizado nos ensaios anteriores, e 80
mmol L™, valor préximo ao utilizado por Butmee et al. (2021). Dessa vez, tampao acetato
0,1 mol L™ em pH 5,6, utilizado nos ensaios discutidos até entdo, tampdo acetato com
pH corrigido para 7 com NaOH 2 mol L™, utilizado nos experimentos de Butmee et al.
(2021), e tampdo BR em pH 7 com forca idnica de 0,1 mol L™* foram testados. Os dados

obtidos podem ser verificados na Figura K5.
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Figura K5. Absorbancia do produto (fenol) da reagdo entre a fosfatase acida (0,5 mgmL™?) e o
fenilfosfato nas concentrag@es de 3 mmol L=t e 80 mmol L2, com e sem glifosato (1 ug mL™) em

diferentes tampdes e pHs.

Novamente, dentro do desvio padrdo, ndo ha diferenca entre o sinal detectado com

e sem a presenca de glifosato para as concentracdes de substrato, tampdes e pH testados.
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