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Resumo

Este trabalho teve como objetivo desenvolver uma lingua eletrénica impedimétrica
(LE) com sensores quimicos de nanoparticulas de CeO: (np-CeQO2) e 6xido de grafeno
(GO) combinados com poli (estireno sulfonato de sodio) (PSS) e hidrocloreto de poli
(dialildimetil amonio) (PDAC) para a deteccao do herbicida glifosato e seus potenciais
interferentes, a saber: acido aminometil fosfonico (AMPA) e N-nitrosoglifosato (NNG).
Para tanto, np-CeO2, GOe 0 nanocomposito np-CeO./GO foram sintetizados e
depositados como filmes sobre substratos de quartzo e microeletrodo interdigitado de
ouro, sendo este Ultimo para a construgcdo dos sensores. Os trés nanomateriais foram
caracterizados pelas técnicas de difratometria de raios X (DRX), espectroscopia de
absorcdo no UV-Vis e espalhamento Raman, microscopia eletronica de transmisséo
(MET), espalhamento dindmico/eletroforético de luz e analise termogravimétrica (TGA).
As técnicas de caracterizacdo demonstraram que 0 nanocompdsito np-CeO./GO é
composto de np-CeO; adsorvidos na superficie das folhas de GO, em particular nas suas
bordas, onde estdo localizados os grupos acido carboxilicos. As np-CeO: séo de formato
aproximadamente esférico e cristalinas, com diametro médio de 3,5 nm. As analises
mostraram também que adeposicdo dos filmes sobre quartzo é mais efetiva
guando envolve o nanocomposito. Os filmes sdo continuos, mas de aparéncia rugosa,
com a presenca de agregados de np-CeO. embebidos numa matriz amorfa de GO. A
deteccdo de glifosato e seus interferentes foi testada com um sistema LE composto de um
analisador de impedancia, uma unidade multiplexadora e uma cabeca contendo um
arranjo de cinco sensores quimicos, sendo quatro a base de filmes dos referidos
nanomateriais e um sem filme. As capacidades de discriminacdo e quantificacdo dos
herbicidas foram determinadas por analise das componentes principais dos dados (ACP).
Os graficos de APC permitiram a LE discrimina-los e quantifica-los em faixas lineares
de trabalho. Para o caso do glifosato, a deteccéo pdde ser realizada satisfatoriamente numa
faixa linear de 110 a 290 nmol/L (R? = 0.99), com limite de detec¢do de 30 nmol L —
bem abaixo do estabelecido pela norma ambiental brasileira vigente (~ 3 umol LY). Na
analise de uma formulag&o comercial de glifosato, o desempenho da LE foi equivalente
aquele realizado com *H NMR quantitativo, ao nivel de confianca de 95%. O mecanismo
de deteccéo foi avaliado por espectroscopia de impedancia e o ajuste dos espectros com

modelos de circuitos equivalentes. Em particular, o circuito de Taylor modificado



mostrou que a resposta é predominantemente capacitiva e que escala aproximadamente

com o momento de dipolo das moléculas que constituem os herbicidas.



Abstract

This work was aimed at developing an impedimetric electronic tongue (IET) with
chemical sensors made of CeO> nanoparticles (CeO2np) and graphene oxide (GO)
combined with sodium sulfonated poly(styrene) (PSS) and poly(diallyldimethyl
ammonium) hydrochloride (PDAC) for the detection of the herbicide glyphosate and its
potential interfering agents, namely aminomethyl phosphonic acid (AMPA) and N-
nitrosoglyphosate (NNG). For this purpose, CeO:np, GO and the CeO2np/GO
nanocomposite were synthesized and deposited as films onto quartz substrates and gold
interdigitated microelectrode (IME), the latter used for the sensors fabrication. The three
nanomaterials were characterized by means of X ray diffraction (XRD), UV-Vis
absorption and Raman scattering spectroscopy, transmission electron microscopy,
dynamic and electrophoretic light scattering, and thermogravimetry. These analyses
demonstrate that the CeO2np/GO nanocomposite is made up of CeO2np decorated mainly
at the edge of GO sheets, where its carboxylic acid groups are located. The CeOznp are
fairly spherical and crystalline, displaying a mean diameter of 3.5 nm. They also show
that the films are continuous although rough, with the presence of CeO2np aggregates
embedded within an amorphous GO matrix. Detection of glyphosate and its interfering
agents was tested with an electronic tongue system composed by an impedance analyzer,
multiplexing unit and a sensor head containing five chemical sensors, being four modified
with films of the nanomaterials and one without film (bare IME). Discrimination and
quantification of the herbicides were evaluated by principal component analysis (PCA).
PCA plots enabled the IET to discriminate and quantify them in a linear working range.
For glyphosate, detection could be run successfully within a linear range between 110
and 290 nmol/L (R? = 0.99) and showing a limit of detection of 30 nmol/L, which is far
below that established by current Brazilian environmental laws (~ 3 pmol L™)e. In the
analysis of a commercial glyphosate formulation, the IET performed identically to
quantitative 1H NMR at 95% confidence level. The detection mechanism was proposed
after performing impedance spectroscopy and data fitting using equivalent electric
circuits. In particular, a modified version of the Taylor's circuit showed that the IET
response is predominantly capacitive and scales more or less with the dipole moment of

the molecules of the herbicides.
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Em estudo divulgado pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
(EMBRAPA), o Brasil ocupa a quarta posi¢do em producdo de grdos no mundo ao
representar 7,8% da producdo mundial, ficando atras apenas da China, dos Estados
Unidos e do México. No ano de 2020, atingiu a lideranca na producao e exportacdo de
soja, com 126 milhdes de toneladas produzidas e 84 milhdes exportadas® tornando-se o
segundo maior exportador de gréos.

Entre os varios fatores que podem ser apontados para o alcance dessas marcas,
um deles merece destaque: a utilizacdo do herbicida glifosato. O glifosato € o mais usado
no Brasil e no mundo, representando 62% do total de herbicidas consumidos no pais. Sua
venda supera a soma dos outros sete pesticidas mais comercializados em territorio

nacional?.

E um herbicida eficiente, de amplo espectro e ndo seletivo, que atua inibindo
enzima essenciais na producéo de aminodacidos das plantas®. No entanto, como no atua
de forma especifica, é necessaria a utilizacdo de organismos geneticamente modificados
(OGM). Em outras palavras, é preciso desenvolver em laboratorio sementes resistentes
para que o herbicida ndo ataque a planta e permita o desenvolvimento do OGM.

Especificamente no caso do Brasil, é possivel destacar dois momentos distintos
na historia da utilizacdo do glifosato: antes e depois do ano de 2003. Isso porque,
influenciado pela repercussédo da conferéncia das Nag¢fes Unidas Rio-92, o governo
brasileiro cria a lei de Biosseguranca que, ao estabelecer normas para construcao, cultivo,
manipulacdo, comercializacdo e transporte de OGM, coibe a utilizagdo do glifosato. Apds
2003, uma medida provisoria é editada e em junho do mesmo ano tornada lei, o que
permitiu a venda da safra de produtos transgénicos* e alterou significativamente a relagdo

do consumo de glifosato no Brasil.

Com isso, no intervalo de tempo entre 2000 e 2010, o consumo deste herbicida
no Brasil saltou de 39,5 mil toneladas para mais de 120 mil toneladas® e, tal como
destacado anteriormente, tal aumento possibilitou o aumento da produtividade e
modificou de forma expressiva a area plantada de grdos. Como exemplo dessa

transformacéo, € possivel citar o estado de Mato Grosso, considerado o0 maior produtor
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de soja do pais e cujo plantio de OGM representou mais de 95% de toda a area cultivada
para a safra 2016/2017°.

No caminho oposto do aumento no consumo de glifosato, a Agéncia
Internacional de Pesquisa para o Cancer (IARC) transforma a visdo do mundo sobre o
herbicida, classificando-0 como “provavelmente carcinogénico a humanos™’. Este fato
motivou um amplo debate na Unido Europeia e culminou na auséncia da renovacéo da
autorizacdo de uso do glifosato (vigente até 2022 pelos paises da Unido Europeia), 0
banimento pela Alemanha a partir de 2024 e em 2019 pela Austria (tornando-se o

primeiro pais do mundo a fazé-lo?.

Além do efeito direto nas legislacbes, a classificacdo da IARC inspirou o
desenvolvimento de diversos artigos cientificos focados nos efeitos da exposicdo de
glifosato e seus derivados. Entretanto, os trabalhos utilizaram diferentes metodologias,
medidas e aproximacdes para reportarem seus resultados, dificultando a identificacdo

clara e inequivoca dos efeitos da exposicdo ao glifosato®.

Entre as particularidades inerentes a cada grupo de pesquisa, a grande variedade
de metodologias no estudo deste herbicida esta diretamente associada a dificuldade de
monitoramento dessa molécula. 1sso porque sua estrutura quimica ndo permite que
métodos convencionais sejam empregados para a deteccdo direta, necessitando de
estruturas laboratoriais caras, longo preparo de amostras e até mesmo reacles de
derivagdo®. Esse contexto, além de dificultar estudos mais robustos, tem outro efeito
direto e mais preocupante: a falta de operac6es efetivas para inibir o abuso na utilizacédo

do glifosato.

Nesse contexto, € pertinente destacar a determinacdo da impedancia elétrica de
uma solucdo, cujo processo é realizado por meio de um microeletrodo interdigitado
(MEI). Considerado um método ndo destrutivel, pode ser empregado no local onde a
amostra se encontra, ser passivel de execucdo em tempo real e apresentar baixo custo
relativo a outras técnicas. Todavia, para que demonstre o desempenho exigido, é preciso
realizar pelo menos outras duas tarefas: a primeira seria a funcionalizagdo do MEI com
materiais que apresentem propriedades fisicas ou quimicas que sejam, de alguma forma,
sensiveis ao analito de interesse ou a matriz em que o analito se encontra. Em segundo, a
utilizacdo de um arranjo de MEI (sensores) que apresentem, preferencialmente, respostas

ortogonais cuja interpretacdo seja apoiada com o uso de ferramentas matemaéticas
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estatisticas ou de inteligéncia artificial para contornar a ndo especificidade de cada

sensorio,

Para modificacdo da superficie dos MEI, é possivel destacar os nanomateriais,
que, além de apresentarem alta area superficial e beneficiarem o contato analito-eletrodo,
séo de custo relativamente baixo e podem apresentar propriedades novas em relagdo ao
seu material de partida macico. E necessario salientar que existem outros nanomateriais
de interesse para a funcionalizacdo sdo os nanocompdsito, nos quais é possivel obter ndo
s0 as propriedades individuais dos nanomateriais de partida, mas também novas

propriedades emergidas da sinergia entre eles.

Existem diversas técnicas para a sintese de nanocomposito, sendo algumas
dispendiosas e que inviabilizam a sua utilizacdo préatica. Para evitar essa situacdo, é
pertinente planejar rotas mais simples, com reagentes de menor custo relativo, solventes
pouco agressivos ao meio ambiente e com alta taxa de conversdo (preferencialmente

sintetizados a temperatura ambiente e com possibilidade de escalonamento).

Dentro das caracteristicas citadas, o éxido de grafeno (GO) atende os requisitos
e merece destaque. O GO é um material de baixo custo, solivel em agua, de sintese
simples e que apresenta uma estrutura bidimensional, assegurando elevada area
superficiall. Essa matriz permite a funcionalizagdo ou reacao direta com diversos outros

materiais, sendo excelente para geracio de novos compositost?.

Materiais bastantes promissores para formacéo de compdsitos com o GO sdo as
nanoparticulas de 6xidos metalicos como, por exemplo, o diéxido de cério. O cério é um
lantanideo com propriedades eletroquimicas diferenciadas em relacdo a seu grupo, e 0s
estados de oxidacio Ce3*/Ce** o qualificam para atuar como fotocatalisador 3. Com isso,
a unido GO e CeO: é encontrada na literatura exaltando as propriedades sinérgicas do
compdsito, incluindo 0 aumento da capacitincia especifica do composito'* — propriedade

que afeta diretamente a resposta dos sensores.

Diante disso, a presente tese tem como objetivo principal a sintese,
caracterizacdo e aplicacdo de um novo nanocompdsito constituido de nanoparticulas de
didxido de cério (CeOznp) e d6xido de grafeno (GO), para funcionalizacdo de MEI,
construcdo de uma lingua eletrénica com o arranjo de sensores e detec¢do do herbicida
glifosato em agua de consumo humano. Para isso, um novo nanocompdsito baseado em

GO e CeO2np, bem como seus constituintes isolados foram sintetizados e caracterizados,

4
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depois processados em suspensdes para producéo de filmes por LbL (layer-by-layer) para
funcionalizacdo dos MEIs. Apos a fabricacdo dos sensores, as condi¢cdes de medidas
foram otimizadas, as propriedades investigadas por espectroscopia de impedancia elétrica
e testados em diferentes matrizes para compreensdo do mecanismo de funcionamento. Os
dados obtidos foram processados por analise das componentes principais (APC), gerando
dados de méritos estaticos na detec¢do de glifosato. O desempenho da lingua eletrénica
foi comparado com aquele obtido com um método de referéncia, a chamada ressonancia

magnética nuclear de préton (*H RMN) quantitativa.
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Glifosato

Na década de 1940, com o crescimento da producdo de pesticidas sintéticos e de
substancias utilizadas desde a Antiguidade, como o sulfato de amonio e o arsenato de
sodio, os herbicidas de alta aplicacdo, sem seletividade e fitotoxicos foram substituidos
por moléculas como o 2,4-D (&cido diclorofenoxiacético) — um herbicida seletivo, efetivo
e de baixo custo®®. Essa troca permitiu 0 aumento na produtividade agricola, a reducio
no custo dos alimentos e da fome no mundo, bem como o crescimento exponencial da
populacéo. Tal como destacado por Rachel Carson em seu livro “Primavera Silenciosa”,
0s prejuizos advindos desses pesticidas podem ser muito mais maiores que Seus

beneficios?®.

Nessa perspectiva, salienta-se que o risco dos pesticidas nao é restrito apenas aos
trabalhadores rurais que tém contato direto com eles, mas sim a todo o ecossistema que
de forma ativa ou passiva entra em contato com esses contaminantes’. No caso especifico
dos humanos, é importante destacar as diversas doencas provenientes da exposi¢cdo
prolongada, como varios tipos de cancer (prdstata, mama, colorretal, linfoma) e outras
doencas como Parkinson, Alzheimer e desordens reprodutivas, respiratorias, endocrinas

e genéticas®. E entdo que surge, neste contexto, uma “solugdo”: o uso do Glifosato.

O glifosato ou N-(fosfonometil)glicina (figura 1) é o herbicida mais utilizado e
vendido do mundo? e sua historia comega antes de sua aplicacdo. A primeira sintese foi
atribuida ao farmacéutico Henri Martin, da pequena farmacéutica suica Cilag; porém, a
nova molécula ndo apresentou potencialidade farmacoldgica e o trabalho nunca foi
publicado®®. Apenas na década 1970, John E. Franz, da companhia Monsanto, sintetizou,
caracterizou, testou e patenteou o seu uso como herbicida, gerando a formulagéo

comercial Roundup®?.

Figura 1 — Férmula estrutural do glifosato, N-(fosfonometil)glicina. Atomos de carbono em preto, fésforo

em amarelo, hidrogénio em branco, nitrogénio em azul e oxigénio em vermelho.
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Sua acdo unica foi esclarecida em 1980 por H.C. Steinrtick e N. Amrheiné. Os
autores propuseram que a alta eficiéncia se deve a inibicdo da enzima 5-
enolpirulvilshiquimato-3-fostato sintase (EPSPS) (enzima chave na producdo de
aminoéacidos essenciais as plantas). Contudo, 0 mecanismo exato de como a inibicdo da
rota do EPSPS é responséavel pela morte da planta ndo é ainda esclarecido?®. Além disso,
outras propriedades explicam sua ampla utilizagdo, como a boa molhabilidade da
superficie da planta, baixa toxicidade a animais, ndo geracdo de resisténcia em quase

nenhuma espécie de planta e a degradagio mais rapida que moléculas similares®.

Como observado na figura 1, o glifosato € um derivado organico do &cido
fosférico. Dentro dessa classe de moléculas, muitas apresentam propriedades pesticidas,
sendo amplamente empregadas em diversas culturas agricolas (mas reconhecidamente
venenosas). Em artigo intitulado Organophosphate Poisoning, T.C. Marrs apresenta 0s
diversos problemas que esses pesticidas podem gerar a salde, tais como danos ao sistema
nervoso central e muscular a curto e médio prazo, sendo a principal causa de morte em

diversas cidades?!,

Alinhado & opinido de Marrs e a classificagdo como “provavelmente
carcinogénico a humanos” da IARC, diversos artigos foram e estdo sendo publicados na
tentativa de esclarecer todos os riscos relacionados a utilizacdo do glifosato. Neles, sdo
apresentados os problemas relacionados ao herbicida, os quais vdo além dos atribuidos
aos pesticidas organofosforados. No estudo de Chaulet e colaboradores, os autores
relatam uma mudanca no comportamento do peixe zebra quando este é exposto a
substancia, pois, em concentracdes de 9 e 18 g L™ os peixes apresentam comportamento

ansiolitico e suas habilidades em evitar e fugir de predadores s&o diretamente afetadas??.

As evidéncias dos impactos negativos a salde humana, ecossistema e
estabilidade do sistema agricola levaram a um debate publico e cientifico sobre o uso do
glifosato. Por um lado, organismos internacionais sdo a favor do banimento e, por outro,
os agricultores defendem que ele &€ menos toxico que todos os outros herbicidas, sendo,
portanto, a melhor opcdo. Corroborando com a tese dos agricultores, Danne e
colaboradores analisaram respostas e rotinas de 328 fazendeiros alemées, comparando o
uso do glifosato a estratégias mecanicas para controle de ervas daninhas. Os autores
concluiram que os agricultores preferiam utilizar glifosato a outras alternativas devido a

diminuicdo dos custos e reducéo do trabalho (especialmente em fazendas grandes)?.
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No caso especifico do Brasil, vamos em direcdo oposta as determinacdes de
banimento europeias. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) emitiu em
2020 parecer técnico autorizando a utilizagdo do glifosato no pais, pois, segundo ela, ndo
héa evidéncias cientificas de que a substancia cause cancer, mutacdes ou ma formacgédo em
fetos. No entanto, propde restricbes a venda direta para uso doméstico na forma
concentrada*. Essa decisdo ndo é isolada e estd em consonancia com outras agéncias

reguladoras como a do Canada, Estados Unidos e da prépria Unido Europeia.

Como houve a liberacdo e o glifosato é o herbicida mais usado no Brasil, é
necessario avaliar a contaminacdo causada por ele. Entre 22 de julho e 18 de novembro
de 2014, na regido de Limoeiro do Norte no Ceard, foram registradas no ar concentragdes
de glifosato de 0,313 até 2,939 ng L™, sendo este nimero dez mil vezes maior que em
outros paises registrados na literatura®®. Ja em 2016, na bacia hidrografica de Guaporé,
no Rio Grande do Sul, foram registradas concentragdes de 10 a 305 pg Kg* para glifosato
e 50 a 670 pg Kg* para o metabolito acido aminometil fosfonico (AMPA)?. No apice da

concentracdo dos dois compostos, o limite estabelecido por legislacao € ultrapassado.

Em estudo mais recente, 124 amostras de aguas superficiais da bacia do Parana
foram coletadas pelo periodo de seis semanas. Detectou-se, neste processo, glifosato em
19,3% e AMPA em 17,7% das amostras. Ambas as moléculas foram detectadas abaixo
do limite estabelecido por legislacdo brasileira: o glifosato na faixa de 0,31 até 1,65 g
L, e 0 AMPA na faixa de 0,50 até 1,40 pg L™ %’. Nas proximidades de Brasilia, no rio
Samambaia, 287 amostras de 20 fazendas foram analisadas para diversos herbicidas e o
glifosato foi encontrado em 3,4% das amostras, na faixa de 0,61 — 1,06 ug Lt. O AMPA
n&o foi detectado®. Nesse contexto, observa-se que ha uma grande presenca do glifosato
de norte a sul do Brasil, 0 que indica a necessidade de ferramentas robustas de

monitoramento para auxiliar os agentes publicos e coibir abusos.

Entretanto, a grande dificuldade para a fiscaliza¢do do uso abusivo do glifosato
estd nos métodos de determinacdo de sua concentragdo. 1sso porque a grande maioria €
trabalhosa, cara, leva bastante tempo e exige preparo de amostra. Como exemplo, temos
0 método recomendado pela Agéncia Americana de Protecdo Ambiental (EPA) para
determinacdo de glifosato em &gua potavel, que consiste na injecéo de aliquota em coluna
de HPLC (cromatografia liquida de alta performance), oxidacdo do analito com

hipoclorito de calcio, seguido de reacdo de derivatizacdo com o-ftalaldeido-2-
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mercaptetanol, para formacéo de espécie fluordfora e, s6 entdo, a realizacdo da deteccdo

por fluorescéncia®.

O método da EPA, apesar de determinar concentragdes da ordem de pg L7,
apresenta alguns problemas: requer longo tempo de reacdo de derivagdo; preparo
complexo da amostra; baixa reprodutibilidade em baixas concentracGes; alto grau de
interferéncia causada pelo excesso de reagentes de derivacdo; e necessidade de pre-
concentracdo e ou etapas de purificacdo para alcancar niveis satisfatorios de preciséo,
exatiddo e sensibilidade®. Por isso, hd um grande esforco da comunidade cientifica para

o0 desenvolvimento de novas metodologias.

Esse esforco pode ser exemplificado pelo nimero de artigos publicados nos
ultimos anos. Pela plataforma Web of Science da empresa Clarivate Analytics, e por meio
do refinamento da busca por glyphosate detection, € possivel encontrar mais de 800
artigos cientificos nos quais as metodologias sdo as mais variadas possiveis. Na tabela 1
sdo apresentados alguns trabalhos recentes, que resumem a forma de deteccdo e o0s

atributos de mérito estatistico.

Tabela 1 — Comparacao entre diferentes metodologias para deteccdo de glifosato

) . y ) ) Limite de
Resumo da metodologia Método de deteccéo Faixa Linear Ref
deteccéo
Injecdo direta da amostra de
) LC-MS/MS 6 —118 nM 1,4 nM 31
glifosato em aguas duras
Complexo de rodamina
modifica com Cu?* para Fluorescéncia - 4,1 nM 32
complexagdo com glifosato
Desenvolvimento de sonda
para oxidacdo de glifosato Quimiluminescéncia 0,05 - 20 uM 0,05 uM 33
gerando H,0;
Reducdo no sinal
eletroquimico da sonda de Voltametria por pulso
) ) ) ) ) 3nM-1puM 1nM 34
hidréxido de aluminio e diferencial
cobre, dopada com grafeno
Determinacéo da corrente Cronoamperometria no
gerada pela ligacdo do equipamento portatil 59 nM - 30 uM 59 nM 35
glifosato a seu antigeno ElectrochemSENSE

10
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A tabela 1 apresenta 5 artigos dos ultimos dois anos. De maneira resumida, eles
apresentam as principais estratégias empregadas na deteccdo de glifosato e que podem
ser divididas em 3 grupos: as variaces cromatogréaficas; a complexacdo do glifosato com
espécie que possa ser determinada por espectroscopia; e a complexacdo do glifosato
causando reducdo no sinal eletroquimico. As reacdes de complexacdo podem ser por via

enzimatica ou ndo enzimatica.

O primeiro artigo utiliza a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas, remove a reacdo de derivacao, além de investigar o efeito da determinacdo em
uma matriz mais complexa: a agua dura. O segundo artigo utiliza a afinidade do Cu?* pelo
glifosato, ou seja, primeiro ele produz um derivado de rodamina fluorescente, que na
presenca de Cu?* tem sua fluorescéncia extinguida, mas que, ao entrar em contato com
solucdo de glifosato, 0 Cu®* se complexa ao glifosato e a fluorescéncia aumenta

proporcionalmente a concentracéo de glifosato.

O terceiro, quarto e o quinto artigo trabalham com reac@es de oxirredugdo (nao
necessariamente do glifosato). No terceiro artigo, € utilizada uma enzima para oxidar a
substancia e produzir H,O, como um dos seus subprodutos, o peroxido gerado é
determinado por quimiluminescéncia e sua concentracao é relacionada a concentracao do
glifosato. No quarto, a determinacéo é feita pela reducdo do sinal eletroquimico da sonda
desenvolvida com a adi¢do de glifosato, e, no quinto artigo, sdo utilizados um antigeno

comercial do glifosato, medindo a corrente gerada pela ligacdo glifosato-antigeno.

Em termos de limite de deteccdo, todas as metodologias apresentam
determinacdo na faixa de nanomolar, sendo compativeis as legislacdes dos Orgédos
ambientais. Contudo, as metodologias que empregam equipamentos de bancada de alto
custo de investimento e manutencgdo inviabilizam a analise mais expedita de glifosato.
Por outro lado, os sensores eletroquimicos podem ser fabricados como dispositivos

portateis, como o ElectrochemSENSE empregado no quinto artigo citado na tabela 1.

Mesmo portateis, as metodologias eletroquimicas ainda apresentam um
problema uma vez que o glifosato é considerado uma espécie quimica nio-eletroativa®,
0 que impossibilita sua deteccdo eletroquimica de forma direta. Por isso, nos artigos

citados sempre ha uma etapa de reacdo ou complexacgéo do glifosato.

Para sanar o problema da néo eletroatividade do glifosato mas ainda conservar a

possibilidade da geracéo de dispositivos portateis, a determinacdo da impedancia elétrica

11
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da solucdo de glifosato por meio de uma lingua eletrénica é uma solucdo elegante

desenvolvida nesta tese.

Impedéancia elétrica

O conceito de impedancia elétrica foi inicialmente introduzido pelo fisico,
matematico e engenheiro elétrico Oliver Heaviside®’. Suas aplicagGes da transformada de
Laplace a resposta transitoria de um circuito elétrico permitiu a criagdo dos fundamentos
da impedancia elétrica. Além disso, Heaviside cunhou os termos indutancia, capacitancia,
impedancia e introduziu esses conceitos ao tratamento dos circuitos elétricos. Seus artigos
sobre o assunto comegaram a ser publicados no periédico The Electrician em 1872,
depois compilados na forma de livros em 18943,

Apesar de seu trabalho fundamental, Heaviside nao foi o Unico a contribuir para
o0 desenvolvimento tedrico e pratico dos conceitos de impedancia elétrica. Entre os varios
cientistas que contribuiram para este processo, destacam-se A.E. Kennelly e C.P.
Steinmetz, os quais empenharam-se no desenvolvimento do que chamamos de termos de
diagramas de vetores e representacio complexa da impedancia®®. Nesta mesma linha,
podemos citar ainda Nerst, pela aplicacdo fisica do sistema a medicdo de constantes
dielétricas; Fick and Warburg, pelo desenvolvimento de expressdes para a resposta
impedimétrica associada a leis de difusdo; e os irmdos Cole e Cole, que demonstraram
que a dependéncia da constante dielétrica complexa e a frequéncia poderiam ser
representadas por um semicirculo com concavidade para baixo em um plano complexo

de admitancia®.

Pode-se definir, portanto, a impedancia elétrica como sendo uma resposta do
sistema elétrico a aplicacao de um potencial senoidal, ou, em outras palavras, a aplicagdo
de uma tensdo alternada a um circuito elétrico. Nesse sentido, tem-se que o potencial (V)

e a corrente (I) sdo funcdes do tempo (t), dado por:
V = Vysen (wt) (1.1)

I = Iysen (wt —0) (1.2)
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Em que Vo € a amplitude do sinal, ® = 2xf é a frequéncia angular, f é a frequéncia
de alteracdo do sinal, lo € a amplitude da corrente, e 6 representa o angulo da diferenca de
fase entre corrente e potencial.

Para simplificar os calculos de impedancia, as funcGes V e | podem ser
expressas por notacdo de nimeros complexos e, entdo, gerar a equacdo 1 e definir a

impedancia (Z) como a razdo entre V e I.
V(t) = Vye'®t (1.3)
I(t) = I,e@t=9 (1.4)

V() Ve

Z()= = —
® I(t)  Ipel@t=9

Equacéo 1 — Impedancia elétrica
Assim, Z é por defini¢cdo uma quantidade complexa e, para o caso especifico em
que =0, aequacdo 1 é igual a Lei de Ohm, que representa um comportamento puramente
resistivo. Ja para os casos em que 6 # 0, Z apresenta uma componente real e uma
imaginaria, sendo melhor visualizado em grafico de duas dimensdes e apresentado por

meio da representacao cartesiana (equacdo 2) ou representacdo angular (equacao 3).
Z=7'+i7"
Z' = Re(Z) = |Z]| cos(0)
Z" =Im(Z) = |Z|sen(0)
Equacéo 2 — Representacdo cartesiana da impedancia elétrica

Z = |Z|e®

1z| = JIZ)2 + (Z2")?]

0 = tan™?! 7
Equacéo 3 — Representacao angular da impedancia elétrica

Onde Z’ e Z” representam, respectivamente, a parte real (Re) e imaginéria (Im).

O comportamento de Z em funcdo da frequéncia € o objeto de estudo da

espectroscopia de impedancia. Neste tipo de experimento, Z’ e Z” sdo utilizados para

13
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obter representacdes graficas da impedancia em uma determinada faixa de frequéncia.
Hoje, as representaces mais comuns sdo os gréaficos de Nyquist e os diagramas de Bode.
Os gréficos de Nyquist sdo representacdes da parte real em funcao da parte imaginaria da

impedancia; ja os diagramas de Bode sao graficos da |Z| ou 6 em fungédo da frequéncia.

Embora a utilizagdo da espectroscopia de impedancia seja simples, a
compreensdo e interpretacdo do fenémeno fisico ocorrido durante as medidas nao é
trivial®>. Uma abordagem amplamente utilizada é a interpretacio dos fendmenos com
circuitos equivalentes contendo elementos ideias como resistores (R) e capacitores (C).
A figura 2 apresenta uma imagem adaptada®® contendo dois circuitos (figura 2a e 2c) —

comumente utilizados em impedancia e seus respectivos espectros (figura 2b e 2c).

L
d)
z” R,
L O
A
R, A | R. (R;+R,)Z’°

Figura 2 — Exemplos de circuitos RC comuns (2a e 2c) e seus respectivos espectros de impedancia (2b e
2d). Em azul estdo as resisténcias (R), as capacitancias (C), a componente real (Z’) e a componente
imaginaria (Z2”) da impedancia e o a frequéncia angular. A ® cresce da direita para esquerda conforme a

seta.

O semicirculo (figura 2b) pode ser representado por um circuito RC paralelo
(figura 2a). Para um sistema eletrodo-material, o valor de R1 corresponde a resisténcia do
material macico e Ci corresponde a capacitancia geométrica da célula. J& os dois
semicirculos (figura 2d) correspondentes a uma reagdo de um eletrodo heterogéneo

(representada pelo circuito RC (figura 2c) em que os valores de R1 e C1 corresponderiam
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aos mesmos de valores da figura 2a, temos que R2 ¢ a resisténcia da reacdo e C, é a

capacitancia da dupla camada difusa®.

Nesse sentido, destaca-se ainda a existéncia de um modelo de grande
importancia para reagdes eletroquimicas: o circuito equivalente de Randles. Esse modelo
explica o comportamento de um filme uniforme, considerando que haja apenas transporte
difusional de um Unico portador de carga (elétrons ou espécies redox ativas) por meio do
filme sob condicdes de difusdo finita combinada a um processo de transferéncia de carga
na interface metal/filme*. O circuito equivalente que representa o0 modelo de Randles é

dado na figura 3 e a impedancia é fornecida pela equagio 4*2.

Figura 3 — Circuito equivalente para o modelo de Randles. R ¢ a resisténcia da solucédo, Cq é capacitancia

da dupla camada elétrica, R é a resisténcia da transferéncia de carga e W é o elemento de Warburg.

1
Z(w) = R, +

1

5+ iChuw
Zy(w) + Ret a

Equacéo 4 — Equacdo da impedancia para o circuito de Randles

O valor de Rs representa a resisténcia da solucao, Cql representa a capacitancia
da dupla camada elétrica, Rct a resisténcia da transferéncia de carga, W o elemento de
Warburg, Zw a impedancia de Warburg e i unidade imaginaria. Ao contrario dos
elementos ideais do sistema (R e C), o termo de Warburg descreve o comportamento
difusional e sua impedancia é dada por Zw = ow(®)®®(1-i), onde ow é 0 coeficiente de
Warburg e considera termos como coeficiente de difusdo do redutor e do oxidante, area

superficial do elétrodo, niimero de elétrons envolvidos, entre outros®.

Em uma busca simples por impedimetric sensor na base de dados do Clarivate
(Web of Science), é possivel encontrar mais de 1000 artigos. Dentre eles, destaca-se 0
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trabalho de Lai e colaboradores* que utilizaram dois eletrodos de ouro (figura 4) para
imobilizacdo de tiolato de DNA para detecgdo de aptdmero. Para isso, 0s espectros de
impedancia (gréficos de Nyquist) sdo ajustados ao modelo de Randles, e dentre os
parametros calculados, o ARt responde a concentracdo de aptdmero segundo uma
isoterma de Langmuir modificada. Os autores explicam que esse modelo foi utilizado

justamente por representar o fato de que cada sitio de ligag&o se liga a um Unico aptamero.

Figura 4 — Fotografia dos eletrodos de ouro modificados. CE — contra elétrodo; RE — referéncia; WE —

eletrodo de trabalho.

Em outra aplicacdo (agora para gas) (NHs), um eletrodo de Y203 estabilizado
com ZrO; (YSZ) foi utilizado como sensor (figura 5)*. Ou seja, ao invés de utilizar um
circuito modelo, os pesquisadores relacionaram os valores de |Z|, Z’, Z” ¢ 0 a
concentracdo de NHs, e 0s parametros variaram com a presenca do gas, sendo 6 a
representacdo da melhor taxa de recuperagdo. O motivo do melhor desempenho do angulo

de fase em relacdo aos valores de impedancia nao € explicado pelos autores.

Fio de Pt

¥l ~€——— Camada de YSZ porosa

~t——— (Camada de YSZ densa

Fio de Pt

Eletrodo de Pt referéncia

Figura 5 — Estrutura esquematica do sensor de YSZ adaptada®.
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Uma outra opgdo para sensores impedimetricos é a utilizacdo de eletrodos
interdigitados como unidades transdutoras (o termo interdigitados advém do fato de os
eletrodos serem compostos por um conjunto de pares de tiras metalicas (digitos)
interconectados®®). Esse conjunto de pares é depositado em substrato isolante, como na
figura 62 e sua sensibilidade depende da distancia entre os digitos — que varia de
milimetros a nanémetros, tamanho, largura e quantidade de digitos que formam a
geometria e area do eletrodo*”. Além disso, como o fluxo de corrente entre eles é
praticamente zero sob condicéo de circuito aberto, ndo ha necessidade de um eletrodo de
referéncia pois a penetracdo do campo elétrico é proporcional a distancia entre os digitos
do eletrodo e depende da frequéncia com a corrente fluindo proximo a superficie. A figura

6b*® representa este conceito:

Almofadas
a) de contato b)
Linhas
campo
7N /7N 7S 7~ elétrico
// ,';“\\\\ ,’f“s \\ ,’/ A et
[P S AP N AP
u,” \:“ 'I'I/ SN NN 2
o= N N Y2l <3
I l,‘ A KW s )k W i I
L)
. WY Barra coletora
Eletrodos metalicos N
\ Substrato Eletrodos metalicos Substrato isolante
isolante

Figura 6 — Representacdo do a) arranjo de eletrodos interdigitados, b) se¢éo transversal e representacdo do

campo elétrico, adaptado®.

Preferencialmente, a superficie do eletrodo é funcionalizada com algum material
(polimeros condutores, polieletrélitos, nanomateriais de carbono, nanoparticulas
inorgénicas, e complexos metalicos), o que d& origem a formagdo de um filme que
proporciona melhor interacdo entre a interface da dupla camada elétrica e o analito alvo*.
Essa nova estrutura gerada ¢ explicada pelo modelo de Taylor*®, e uma representagdo da
seccdo transversal do eletrodo modificado e o circuito proposto por Taylor sdo

apresentados na figura 7.
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Solucdo T
Gd 6! . c
Dupla = Cs
camada Cs
Filme Gy l{'-::
S S S
SIS Metal
(a) (b)

Figura 7 — a) Secéo transversal de um eletrodo interdigitados funcionalizado com um filme imerso em

uma solugdo e b) circuito equivalente. Adaptado®.

Quando o eletrodo modificado é imerso na solu¢do, uma dupla camada é
formada na superficie (tal como exemplificado na figura 72), e a resposta elétrica pode ser
modelada pelo circuito equivalente da figura 7b. Nesse modelo, Cq é a capacitancia
geomeétrica do eletrodo interdigitado, Gt é a condutancia por transferéncia de cargas por
meio da interface filme solucdo. Sendo assim, a resposta da dupla camada para aplicacfes
de tenséo alternada é representada pela componente capacitiva Cp, a qual é carregada pela
condutancia da solucdo Gp. A presenca do filme é contabilizada pela inclusdo de uma
combinacdo paralela de capacitancia Cy» e condutancia G, em que ambos séo dependentes

da frequéncia empregada.

Dessa forma, apesar das vantagens de miniaturizagdo, do custo relativamente
baixo, da ndo necessidade de um eletrodo de referéncia e da possibilidade de utilizar os
mais diversos materiais para a construcdo, os sensores impedimétricos formados por
eletrodos interdigitados apresentam respostas nao especificas. Por isso, & necessario um

conjunto de sensores como em uma lingua eletrénica.
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Lingua eletrénica (LE)

A lingua eletrénica é um instrumento analitico composto por um arranjo de
sensores quimicos nado-especificos, de baixa seletividade, com alta estabilidade e
sensibilidade cruzada a diferentes espécies quimicas em solucao, associados a um método
apropriado de reconhecimento de padrdes e ou calibragdo multivariada para o
processamento de dados obtidos. A definicdo acima foi proposta por Vlasov em relatério
técnico a IUPAC e, nele, o termo sensibilidade cruzada (cross-sensitivity) tambem foi
definido. Assim, sensibilidade cruzada nada mais é do que a habilidade de um Unico

sensor de responder reprodutivamente a diferentes analitos em solug&o®.

A figura 8% apresenta uma ilustragdo do principio de funcionamento dos
sistemas do tipo LE. Nela, um conjunto de amostras de café € analisado por diferentes
sensores com sensibilidade cruzada as amostras (arranjo de sensores), produzindo sinais
analiticos (elétricos, éticos, eletroquimicos, etc.). Depois, o conjunto de dados gerados €
processado por técnicas de quimiometria (cérebro), produzindo como resultado a

discriminacdo dos diferentes tipos de café por sua origem geogréfica.

Figura 8 — Principio de funcionamento de uma lingua eletr6nica: propriedades fisicas, quimicas e
bioguimicas das amostras sdo medidas pelas diversas técnicas no arranjo de sensores que, por sua vez,

traduzem essas propriedades em um sinal analitico mensuravel®.

O nome lingua surge porque o reconhecimento de amostras liquidas é feito de
maneira analoga ao sistema gustativo biologico. O liquido (ou solido) interage com as
membranas das papilas gustativas localizadas na lingua e a informacdo quimica €

transformada em sinal elétrico que, por sua vez, é transmitido ao cérebro pelos nervos
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fazendo com que o sabor seja reconhecido. Entretanto, o reconhecimento nao é feito pela
discriminagdo especifica de cada substancia quimica individual, mas sim, na classifica¢do
de um padrdo de informacgdes que representam o liquido, a qual atribui-se 0 nome de

seletividade global®2.

E pertinente destacar que outra razdo para a escolha do nome lingua foi sua
primeira aplicacdo para o arranjo de sensores ndo especificos, ou seja, quando foi utilizada
como sensor de sabor. Patenteado em 1989, ele podia responder para cada sabor
caracteristico de forma independente, quantificar e classificar os sabores das comidas de
acordo com 6 tipos caracteristicos de sabor: salinidade, acidez, dogura, amargura, umami
e adstringéncia (o artigo que descreve este sensor foi publicado em 1990°%). Dispositivos
baseados nessa tecnologia foram construidos e, atualmente, aproximadamente 600
maquinas sdo utilizadas em indUstrias alimenticias e farmacéuticas® . A figura 9a e 9b
apresentam uma LE comercial (TS-50002Z) e a figura 9c apresenta o multicanal utilizado

na publicacédo do artigo.
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Figura 9 — Fotografia do a) Sensor de sabor TS-5000Z, b) membranas sensoras lipidio/polimero e ¢) sonda

multicanal desenvolvida nos anos de 198054,

Os sensores da figura 9b e 9c¢ sdo potenciométricos e cada um deles é recoberto
por uma membrana lipidica diferente. As membranas da figura 9c, por exemplo, foram
formadas por oito tipos de moléculas analogas a lipidios e misturadas com poli(cloreto de
vinila) e dioctil fenilfosfato. O sinal das amostras foi medido comparando-se a diferenca
de potencial entre as membranas lipidicas e o eletrodo de referéncia de Ag/AgCl, e os
sabores eram determinados utilizando o padrdo de respostas dos oito sensores.
Posteriormente, o arranjo foi capaz de discriminar diversas bebidas, mas, embora tenha
apresentado este resultado, ndo é capaz de fornecer informacgdes sobre a qualidade das

delas®.

As aplicacdes e os métodos de medicdo vao além dos apresentados por Toko

tendo em vista que novos grupos de pesquisas surgiram na Russia, na Espanha, na Suécia,
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nos Estados Unidos, no Reino Unido e no Brasil. Os arranjos de sensores usaram outras
medidas que ndo apenas 0s potenciométricos e novas ‘familias’ de sensores foram
geradas: os voltamétricos, impedimétricos, opticos e acusticos. A tabela 2 apresenta estes
sensores, 0 grupo responsavel pelo desenvolvimento e a aplicacdo da LE projetada. E
importante ressaltar que sistemas hibridos também foram propostos, unindo arranjos de
sensores de gas (nariz eletronico) e LE® e, consequentemente, melhorarando o

desempenho do sistema.

Tabela 2 — Exemplos de diferentes familias de sensores usados para formar o arranjo de sensores na lingua

eletrénica.
Familia de sensores Grupo de Pesquisa Aplicacao Referéncia
o 3 Mimetizar paladar
Pontenciométrico Toko (Japéo) 53
humano
Determinacgéo de
Pontenciométrico Vlasov (RUssia) metais pesados em 57

lencdis freaticos

Determinacéo de
ISFETs Bratov (Espanha) L ) 58
varios ions na agua

Y . ) Analise de bebidas,
Voltamétrico Winquist (Suica) ) 59
como suco e leite

. Mc. Devitt (Estados pH, Ca?*, Ce®* e
Otico ) ) 60
Unidos) galactose na 4gua
Acustico Gardner (Reino Unido) Sabores basicos 61

. ) Sabores basicos,
Impedimeétrico Mattoso (Brasil) ) ) 62
vinhos e café

A escolha da familia de sensores a ser utilizada leva em conta as propriedades
fisico-quimicas dos analitos. No caso dos sensores voltamétricos, é necessario que 0

analito seja susceptivel a reagdes redox na faixa de potencial em que os eletrodos operam.
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Ha também questdes instrumentais, como a necessidade de eletrodos de referéncia, mas,
neste caso, 0s sensores impedimétricos apresentam uma certa vantagem pois o arranjo
experimental € bem mais simples. Além disso, ao contrario dos sensores potenciométricos
e voltamétricos que necessitam do eletrodo de referéncia, a LE impedimétrica pode ser

construida apenas com eletrodos interdigitados e o analisador de impedancia.

Como dito no tdpico anterior, a geometria do eletrodo tem papel determinante
na sensibilidade da LE. Recentemente, os avangos tecnolégicos geraram metodologias
para producdo em escala industrial com baixo custo e sem praticamente nenhuma
restricdo de material para servir como substrato, incluindo substratos flexiveis®®. A
fotolitografia, por exemplo, é a técnica mais tradicional para geragcdo de micro padrdes
com alta resolugio®®. A figura 10 apresenta o processo de producio de um micro eletrodo

interdigitados (MEI) por fotolitografia.

*
I |

b I8 Limpeza do \

substrato | |

I \ e — Deposigéoiio metal

[ | I |

Remocéo do fotorresiste ]
¢ Cobertura com fotorresistor

| 1

[ ] A i1 B i. B Mascara
had L ad had

J v

W

Gravagdo do padrao

[ |
\ / Exposicdo a luz UV

Desenvolvimento

Figura 10 — Representacdo esquematica do processo de producéo de MEI por fotolitografia. Adaptado®.

A primeira etapa € a limpeza do substrato escolhido, seguido da deposicao de
um filme metalico com a espessura desejada para os digitos. Depois, o filme metélico é
coberto com material fotorresiste. Na proxima etapa, o padrdo dos digitos comega a ser
formado, o eletrodo é exposto a radiacdo UV em &reas selecionadas e a sele¢do € feita

pela méascara previamente construida. O filme metélico que ndo esta coberto pelo
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fotorresiste é removido quimicamente, o padrdo dos digitos é gravado e, por ultimo, o

fotorresiste remanescente é removido e o eletrodo interdigitado esta pronto para uso.

Terminada a producdo dos MEI, espera-se que estes estejam eletricamente
idénticos. Isso, porém, ndo contempla o pré-requisito para uma LE, que é o arranjo de
sensores com respostas diferentes ao analito. Assim, a melhor estratégia para sanar este
problema é a funcionalizacdo da superficie com uma camada sensivel a pequenas
mudancas elétricas no meio liquido®. As principais técnicas empregadas depositam
materiais na escala de micro até nandmetros, incluindo Layer-by-Layer (LbL), Langmuir-
Blodgett, spin-coating, drop-casting, sputtering, deposicdo quimica por vapor e
recobrimento por nanofibras*. Dentre elas, a técnica mais utilizada é a LbL uma vez que
envolve interacdes secundarias (pareamento ibnico, ligacdo de hidrogénio, forcas de
dispersdo) entre os materiais constituintes dos filmes, possibilitando, em teoria, o0 uso de
qualquer tipo de material. Além disso, € de facil execugdo pois ndo requer vidraria
sofisticada, pode ser realizada em temperatura ambiente e executada sobre qualquer tipo
de substrato (metal, ceramica ou polimero). Pode ainda produzir filmes com espessura,

composicao e estrutura variadas®®.

A unido dos MEI e das modificacGes amplia as aplicacdes da LE e ndo se limita
apenas a diferenciacdo de sabores, pois apresenta também matrizes mais complexas onde
ha varias espécies quimicas que podem inibir ou gerar efeitos sinérgicos, o que acarreta
uma dificuldade de analise significativa para técnicas analiticas convencionais. Um
exemplo dessa metodologia é o ultimo trabalho destacado na tabela 2, na qual Mattoso e
colaboradores desenvolveram um arranjo de sensores capaz de diferenciar vinhos tintos
com extrema acuracia, dispensando analises caras e falhas humanas. Esse desempenho so
foi possivel por que os MEI foram modificados com filmes ultrafinos de polimeros

condutores combinados com diferentes materiais®?.

A utilizacdo de LE para deteccdo de pesticidas/herbicidas, embora seja pouco
explorado, ndo é algo inédito na literatura. Cortina, Valle e Marty®® desenvolveram uma
LE baseada em biossensores de inibicdo e rede neural artificial como metodologia de
reconhecimento de padrdes. O sensor foi capaz de detectar os pesticidas diclorvos e
carbofurano, atingindo limites de deteccdo de 0,79 nM e 4,1 nM, respectivamente. O
mesmo sistema foi aplicado em amostras reais e 0s resultados comparados ao obtido por

espectrofotometria, obtendo excelente resultados para o carbofurano (5,0 nM
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espectrofotometria e 5,2 nM LE) e resultados menos expressivos para o dichlorvos (10

nM espectrofotometria e 0,8 nM LE).

Utilizando uma LE impedimétrica (semelhante a proposta desta tese), Facure e
colaboradores®’ detectaram os pesticidas organofosforados malation e cadusafés em nivel
de concentracdo traco. O conjunto de sensores foi baseado em filmes de dxido de grafeno
reduzido (RGO) e seus nanocompositos. O tratamento dos dados obtidos foi realizado por
APC. O arranjo de sensores foi capaz de distinguir os dois pesticidas mesmo em
concentragbes da ordem de 10'' g L, além de apresentarem correlacio linear entre

resposta elétrica e concentragéo.

No caso especifico do glifosato, ha trés artigos cientificos que descrevem a
evolucdo de uma LE voltamétrica na detecgdo do herbicida. Inicialmente, dois conjuntos
de eletrodos metalicos foram encapsulados em cilindros de aco-inoxidavel (Figura 11),
respondendo reprodutivamente a aminas como o glifosato e utilizando a voltametria como

técnica de transduc&o®®.

Figura 11 — Fotografia dos eletrodos metélicos encapsulados em cilindros de ago-inoxidavel e uma

caneta para critérios de comparagdo de tamanho®.

Os eletrodos eram constituidos por um conjunto de quatro metais nobres (Au,
Pt, Rh e Ir) e um conjunto de quatro metais “ndo-nobres” (Ni, Co, Cu ¢ Ag). Foram

utilizados para determinacéao do glifosato a voltametria de pulso diferencial (VPD) tendo
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em vista que o objetivo foi a criacdo de um modelo matematico para quantificar glifosato
e discrimina-lo de possiveis interferentes®. Por fim, o melhor arranjo foi determinado

utilizando a combinagéo de eletrodos de Rh, Cu e Co.

Em trabalhos semelhantes, a mesma lingua eletronica foi utilizada. Entretanto, a
combinacéo de eletrodos de trabalho foi alterada utilizando platina, cobre e cobalto. Para
determinacéo do glifosato, a técnica quimiomeétrica utilizada foi a regressdo por minimos
quadrados parciais (PLS), além da avaliacdo da interferéncia do acido humico e do ion
Ca2* %, Por Gltimo, o mesmo sistema foi utilizado outra vez com o objetivo de comparar
0s resultados obtidos por métodos estatisticos e por rede neural artificial. Para isso,
reduziu-se o arranjo de sensores para dois, apenas (cobre e cobalto), por apresentarem

maior sensibilidade’®.

Como apresentado durante este e o topico anterior, bem como pela prépria
definicdo de LE, os métodos estatisticos sdo fundamentais para o seu desenvolvimento e
funcionamento. Por isso, é possivel verificar que todos os trabalhos relacionados aos

sensores ndo especificos usam ferramentas de estaticas de analise multivariada.

Anélise multivariada

A analise multivariada pode ser definida como o estudo estatistico de
experimentos nos quais a maioria séo realizados em cada unidade experimental, sendo a
relacdo multivariada entre as medigOes e suas estruturas importantes para o entendimento
do experimento’. Essas metodologias englobam uma série de algoritmos derivados do
trabalho de Lawton e Sylvestre, responsavel por determinar o formato de duas funcdes
sobrepostas por meio de um conjunto de amostras com diferentes adi¢cbes das duas

misturas’.

Para o caso especifico da LE, esses algoritmos sdo necessarios pela alta
dimensionalidade dos dados gerados na analise. Por exemplo, uma LE com um arranjo
de dez sensores ird gerar uma funcdo com 11 dimensdes (uma da amostra, 10 dos
sensores). Assim, ao contrario de um espectro de absor¢do UV-vis, onde ha apenas duas
dimens@es (uma absorbancia para cada comprimento de onda), os resultados gerados pela
LE formam uma matriz de dados, o que dificulta a visualizacao gréafica e a relacéo entre

as variaveis investigadas.
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Os algoritmos podem receber diversas classificacdes a depender de como 0s
dados sdo obtidos e tratados. Em relacdo a atribuicdo de rétulo aos dados de saida, os
algoritmos podem ser do tipo supervisionados ou ndo-supervisionados. No caso do
primeiro, o algoritmo relaciona uma saida com uma entrada com base em dados rotulados
(classe ou valor numérico), gerando resultados de classificacao para classes e resultados
de regressdo para nimeros. No caso dos ndo-supervisionados, ndo é atribuido nenhum
rotulo, pois, os algoritmos buscam padrBes e similaridades entre os dados e geram

resultados de agrupamentos’®.

Para o caso especifico desta tese, dois algoritmos se destacam, a saber: a analise
de agrupamento hierarquico (HAC) e, principalmente, a analise dos componentes
principais APC. O HAC ¢é uma técnica de agrupamento no qual grupos de pontos
(clusters) sdo criados em um espaco multidimensional, em um numero discreto de etapas
e conectados por meio de algum tipo de distancia, como a euclidiana™. A figura 12
apresenta um exemplo de HAC aplicado a 17 residuos industriais toxicos.

Me-Hidrazina

Irimetilamina
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Figura 12 — Dendrograma de HAC para 17 residuos industriais txicos em concentragdes imediatamente

perigosas para vida ou salide. Adaptado™.

Os dendrogramas de HAC fornecem um meétodo direto de apresentar semi-
quantitativamente a similaridade entre os grupos. Isso porque eles podem indicar

similaridades quimicas, tal como visto na Figura 12 onde os compostos de nitrogénio
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organico (Me-hidrazina, trimetilamoénia, hidrazina, metilamina e dimetilamina) e a
amonia estdo localizados no grupo superior do dendrograma. Contudo, a HAC apresenta
algumas limitac6es, como a dificuldade em andlises preditivas (como todo algoritmo néo-
supervisionado), a necessidade de recriacdo de todo o dendrograma por adi¢do de novos

dados, e a facilidade na interpretacéo equivocada dos dados’®.

O APC é provavelmente a técnica de analise multivariada mais antiga e melhor
conhecida. Inicialmente introduzida por Pearson (1901) e desenvolvida de modo
independente por Hotelling (1933), teve seu desenvolvimento posterior com Anderson
(1964), que discutiu o aspecto assintotico dos coeficientes. Posteriormente, Rao’s (1964)
apresentou diversas possiveis aplicacfes, Gower (1966) tratou das relagdes da APC com
varias outras técnicas estatisticas e, por fim, Jeffers (1967), que aplicou de fato a APC a
dois estudos de caso. Como Vvérias outras técnicas de analises multivariadas, ndo foi muito
aplicada até o desenvolvimento dos computadores, mas, agora, € bem estabelecida e faz
parte das funcdes basicas de qualquer programa de estatistica’’.

De forma bem simplificada, a ideia geral da APC é reduzir o nimero de
dimensdes de um conjunto de dados — que é exatamente o problema encontrado nos dados
das LE. Sendo assim, para reduzir a dimensionalidade do sistema, utiliza um rigoroso
método matematico para encontrar relagfes redundantes entre as variaveis, buscando
encontrar as ortogonais que expliquem a variancia dos dados em um menor nimero delas.
Dessa forma, pode transformar as variaveis de um grupo de grande dimensionalidade em
um novo grupo com uma dimensionalidade menor e com o minimo possivel de perdas de

informacdes do conjunto inicial de dados’’.

Para executar essa reducdo, a APC gera um conjunto de variaveis por meio da
combinacdo linear das varidveis iniciais que mais contribuem para tornar as amostras
diferentes entre si. As combinagOes lineares geradas sdo chamadas de Componentes
Principais (PC), e sdo organizadas de tal forma que a primeira componente principal
(PC1) contenha a maior quantidade de variancia explicada, e a segunda componente
principal (PC2) possua a segunda maior quantidade de variancia explicada e assim por
diante. Cada uma delas é ortogonal entre si, evitando a redundancia de informag@es. O
PC1 é um eixo simples no espaco e a projecao de cada observagédo sobre esse eixo resulta
nas coordenadas das observacdes nessa nova variavel, constituindo os escores. A
importancia de cada PC é expressa em termos de sua respectiva variancia explicada,
sendo a diregdo do eixo especificada pelo cosseno do angulo de cada PC em relagdo a
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cada variavel original, resultando no vetor de pesos (loadings) de cada uma. Os escores

descrevem a distribuicio dos dados em termos dos padrdes das amostras 8.

A matriz de transformacéo utilizada para o calculo da APC consiste em uma
matriz cujas linhas sdo os autovetores da matriz de covariancia estimada dos dados
(equacdo 5), podendo ser descrita em termos de matematica matricial segundo a equagéo
6.

i=1[(Xi = X) - (¥, = 1)]
n

covariancia(X,Y) =

Equagdo 5 — Equacdo para célculo da covariancia de uma matriz de duas dimensdes, X e Y.

A variavel n representa o nimero de itens de dados obtidos; X é a primeirae Y é
a segunda dimens&o; os valores com barra sobrescrita sdo as médias; X; e Y; sdo cada um

dos elementos das linhas nas duas direcdes X e Y, na i-ésima posi¢do’®.

X= tlplT‘l‘ t2p2T+t3p3T+E - TPT+E

pT
T

Equacéo 6 — Equacéo simplificada da representacdo matricial de uma APC.

Na equacdo 6, X (IxJ) é a matriz de dados original; T (IXR) é a matriz de escores;
P (JXR) é a matriz de loadings; e E (IxJ) € a matriz de residuo. Assim, | sdo as linhas com
as medidas obtidas para cada sensor; J sdo as colunas com os sensores; € R é o niUmero

de PCs necessarias para descrever o conjunto original de dados®.

No caso de arranjos de sensores, a analise dos dados pode ser feita empregando
APC, pois, geralmente, o niUmero de amostras e sensores & maior que trés (o que nao
permite a andlise direta dos dados brutos de forma simples). Para isso, os dados brutos
sdo organizados em forma de matriz, seguido da aplicacdo do procedimento matematico
da APC que leva a um novo conjunto de trés matrizes: loadings, escore e uma de residuo.
Com isso, as relacGes entre as amostras e 0s sensores podem ser explicadas em termos de

graficos de escores e loadings®.
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A aplicacdo mais encontrada para a utilizacdo da APC em LE é o grafico de
escores PC1 x PC2 ou, quando necessario, um gréfico de trés dimensdes: PC1 x PC2 x
PC3 para discriminacdo das espécies analisadas. No trabalho de Bougrini e
colaboradores®, os autores distinguiram 13 tipos diferentes de mel com uma LE
voltameétrica (Figura 13). Para realizar a diferenciacdo, necessitaram de um gréafico
tridimensional pois PC2 e PC3 representaram uma variancia dos dados bem préximas:
12,79% e 10,41%, respectivamente. A diferenciacdo das espécies foi determinada por sua
distancia euclidiana, o que quer dizer que, quanto mais proximos 0s pontos, mais

similares sdo as amostras.
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Figura 13 — Grafico de escores da APC correspondentes as diferentes medidas para as diferentes amostras

de mel®L,

Outra aplicacdo da APC € no tocante a compreensdo sobre a relacéo entre os
componentes do arranjo de sensores e 0s analitos. Nesse caso, 0s valores de loading séo
graficados da mesma forma que o escore. Capitéan e colaboradores®? fazem uso do gréfico
de loadings para entender o papel dos diversos mecanismos de deteccéo aplicados (Figura
14), de forma que, na figura 14a, temos a separacao de trés tipos de vinhos. Ja na Figura
14b, temos o grafico dos loadings para cada um dos eletrodos ion seletivo ou
comprimento de onda do espectro UV-vis. A determinagdo de varios parametros

simultaneos so foi possivel porque o sistema foi construido em microfluidica.
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O critério de anélise € exatamente 0 mesmo: quanto maior € a proximidade entre
0s pontos, maior é a proximidade entre os dados. Contudo, como agora 0 que esta em
avaliacdo é a importancia da medida para o arranjo de sensores, 0 mais importante é que
eles estejam distantes. Por exemplo, a abs. 650 nm e a abs. 945 nm estdo bem proximas;
assim, os valores das duas medidas sdo redundantes, indicando que apenas uma das

medidas seria suficiente para resultados semelhantes.

o 0.5-
(A) Muscat a Petit (B) Gen.ISEET B
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Figura 14 — Gréafico de APC correspondente as diferentes medidas para o vinho Albanifio, Muscat a Petit

e Grains Blanc, a) grafico de escore e b) gréfico de loadings®.

Outra informacéo disponivel é a relacdo entre o analito e uma medida especifica
pois, quanto mais proximo dois pontos estiverem, mais correlacionados estardo. Dessa
maneira, as medidas que mais contribuem para separacdo do vinho Albanifio séo o ORP,
EODe | +1,01V; para o Muscat a Petit sdo os Gen ISFET I, | + 0,65V; e para o Palomino

0 pH é o que mais o difere dos outros vinhos analisados.

Por fim, em alguns casos € possivel fazer ndo s6 uma analise qualitativa de
classificagdo, mas até mesmo extrapolar a ferramenta e realizar uma analise quantitativa
com APC. No trabalho de Facure e colaboradores®’, o arranjo de sensores é capaz de
distinguir de forma quantitativa a concentragdo dos pesticidas cadusafés e malathion,
(Figura 15a e Figura 15b), respectivamente. A analise quantitativa é feita pelo grafico de
PC1 x concentracdo do pesticida, e a concentragdo de um pesticida é fixa e a do outro
variada. E necessario ressaltar que no trabalho citado os autores indicam uma relago
linear entre a concentracdo e a PC1; no entanto, essa relacdo precisa ser melhor
investigada uma vez que no trabalho sdo usados poucos pontos, com uma distancia

relativamente grande, ndo sendo claro se ha de fato uma relacéo linear.
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Figura 15 — Média dos valores de PC1 versus a concentracdo de a) Cadusafos e b) Malation®’.

Como citado no topico sobre Impedancia Elétrica, a LE baseada em medidas de
impedancia elétrica utiliza em geral o mesmo MELI. No caso da obtencéo de sensores com
respostas distintas, faz-se necessaria a funcionalizacdo para obtencdo de resultados
preferencialmente ortogonais entre os sensores. Desta maneira, identifica-se que 0s
nanomateriais sdo 0s mais utilizados por apresentarem resultados extremamente

promissores.

Nanomateriais

Nas ultimas décadas, a integracdo de nanomateriais teve um grande impacto no
desempenho dos sensores. Avancos significativos foram alcancados em metodologias
para sinteses de tal forma que agora € possivel preparar uma variedade de nanomateriais
com controle rigido de tamanho, formato, carga superficial e caracteristicas fisico-
quimicas®®. Os principais nanomateriais estudados e, por consequéncia, sintetizados, sdo
aqueles baseados em carbono, tal como grafeno, nanotubos e fulerenos; as nanoparticulas
de metais nobres: ouro, platina e prata; e os 6xidos metalicos: dioxido de titanio, dxido

de zinco, 6xido de cobre e dioxido de cério®.

O primeiro efeito da reducao do tamanho e, consequentemente, da transformacéo
de materiais maci¢cos em nanomateriais € 0 aumento expressivo da area superficial. Por
exemplo, o grafite apresenta area superficial de aproximadamente 102 m? g* . Ja o
grafeno — que é apenas uma Unica folha de grafite, apresenta area superficial tedrica de

2,6.10° m? g1 12, um aumento maior que uma ordem de grandeza. Entretanto, novas
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propriedades podem surgir do confinamento quantico, conforme exemplificado na Figura
16.

Sem confinamento Confinamento 1D Confinamento 2D Confinamento 3D
Materiais 3D Materiais 2D Materiais 1D Materiais 0D
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Figura 16 — llustragdo esquematica da quebra de simetria e aspecto de funcdo da densidade de carga para
materiais 1D, 2D, 3D confinados. Adaptado®®.

Se uma das dimensdes € reduzida a tamanho manométrico e gera filmes
ultrafinos, € possivel obter nanomateriais 2D; quando a reducdo para tamanhos
nanométricos ocorre em 2D e gera, por exemplo, nanofios, obtém-se 0s nanomateriais
1D; e quando as trés dimensdes sdo reduzidas a tamanho manométricos e geram, por
exemplo, pontos quanticos, sdo obtidos nanomateriais OD. Esse efeito da reducédo no
tamanho e, consequentemente, do confinamento, altera caracteristicas como 0 aumento
do band gap e a formacdo de niveis discretos de densidade de estados. Como efeito

subsequente, é possivel a geracdo de bandas plasmonicas em nanoparticulas metalicas®’.

Nesse contexto, um material promissor amplamente utilizado no
desenvolvimento de sensores, € o0 0xido de grafeno (GO). Assim como o grafeno em si,
0 GO é um nanomaterial 2D composto por uma combinacéo de carbonos sp2 e sp3, sendo
estes Ultimos envolvidos em grupos funcionais oxigenados. Essa estrutura néo
estequiométrica é estritamente dependente da sintese empregada e a presenca de grupos
oxigenados permite a dispersdo do material em agua, além de servirem como sitios para
funcionalizacdo e, consequentemente, geracdo de novos compositos®®, conforme mostra

a Figura 17.
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Figura 17 — llustragdo esquematica da formacdo de FesO./rGO e reagdes envolvidas na formacéo.
Adaptado®.

Na figura 17 é apresentado um exemplo da versatilidade do GO. Inicialmente, a
suspensdo dele tem seu pH elevado com a adicdo de NHsOH até 11 ou 12, visando o
maximo de desprotonacdo dos grupos oxigenados na folha. Na etapa seguinte, FeSO4 é
lentamente adicionado & solugdo e mantido sob agitacdo por 24h. Nessa etapa, 0 Fe?* é
atraido pela carga negativa da folha de GO até se coordenar, o que o faz atuar como agente
oxidante, e a ser reduzido para 6xido de grafeno reduzido (rGO), gerando a espécie Fe**
Além disso, como 0 meio esta alcalino, ocorre a reagéo entre Fe?* e Fe3*, gerando Fe3Oa.,
constituindo um novo compdsito sollivel em &gua, magnético e mais condutivo que 0s

materiais de partida®.

Além do ferro, outros metais também apresentam propriedades que melhoram o
desempenho dos sensores. Um dos exemplos € o cério, lantanideo mais abundante na
crosta terrestre, com 66,5 ppm (quantidade maior, por exemplo, que cobre (60 ppm) e
estanho (2,3 ppm)). O Ce é importante ndo s6 por sua abundancia, mas também pela
configuracao eletronica [Xe] 4f! 5d* 6s? que possui — 0 que gera dois estados de oxidacio
mais comuns, Ce3* e Ce** (diferente de todos os outros lantanideos). Por existir nesses
dois estados de oxidacdo, o didxido de cério (CeOz) é amplamente estudado e tém
contribuido para o desenvolvimentos nas areas de eliminacdo de gases toxicos de
exaustores, membrana permedaveis para oxigénio, células combustiveis, materiais para

polimento de vidro, filmes finos eletrocromicos, sensores, entre outros®.
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Vérias das aplicacOes citadas anteriormente apresentam melhor desempenho
quando o CeO; esta associado a outros materiais, formando um nanocomposito. Em um
trabalho de Sagadevan e colaboradores'#, um nanocompésito de CeO2/rGO foi sintetizado
e caracterizado, de forma que o desempenho eletroquimico foi comparado entre o
compdsito e as nanoparticulas de CeO2. A primeira vantagem da inser¢do do rGO ¢é a
reducdo do band gap do nanocomposito devido a transferéncia de carga entre 0 CeOz e 0
rGO. Além disso, 0 nanocompdsito apresenta um aumento da capacitancia, de 77 F g
para 89 Fg.

Entretanto, salienta-se que o trabalho de Sagadevan néo é caso isolado. A tabela
3 apresenta outros trabalhos nos quais um nanocompésito € formado pela associacdo do

CeO2 com GO com foco especifico no desenvolvimento de sensores.

Tabela 3 — Exemplos de diferentes sensores formado por compositos CeO2/GO.

Analito Sintese Deteccao Referéncia
Hidrolise alcalina sob folhas - . A
L. Eletroquimioluminescéncia o1
Colesterol de 6xido de grafeno
a el:::g ITJZO;Q:’Z; srler;tlei};gaos Voltametria com eletrodo
Sulfadiazina P . de pasta de carbono 92

no CEE da universidade do
Teerdo

modificado

Fenitrotiona

sintese hidrotermal

Voltametria com eletrodo
de carbono modificado

93

Biomarcador de
cancer bucal

Mistura de CeO; e GO em
banho ultrassonico, seguido
de adicéo de hidrazina

Voltametria com eletrodo
de ITO modificado

94

NO;

sintese hidrotermal

Impedancia com MEI
modificado

95

Acido ascérbico

Mistura de CeO, e GO em
banho ultrassénico, seguido

Voltametria com eletrodo

i - ; : ifi 96
e dopamina de adicao de hidrazina de carbono modificado
Triptofano Mistura de CeO, e GO em Voltametria com eletrodo
P banho ultrassénico de carbono modificado o
Co sintese solvotérmica Impedancia com eletrodos 98

modificados de celulose e
pasta de prata
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Como apontado na Tabela 3, os nanocompositos de CeO,/GO podem ser
utilizados para sensores de analitos em meio liquido (colesterol, sulfadiazina, fenitrotina,
biomarcador, &cido ascorbico, dopamina e triptofano) e gasoso (NO2 e CO). Em relacdo
a sintese, ha trés metodologias principais: a sintese separada do GO e das nanoparticulas
de CeOg, seguida da mistura dos dois materiais em banho ultrassénico (com reducédo por
hidrazina ou n&o); a sintese do GO e a producdo das nanoparticulas de CeO2 por hidrélise
alcalina sobre a folha de GO; ou a sintese térmica, onde os materiais sdo todos
adicionados e misturado na autoclave e levados ao aquecimento. Com excec¢do do sensor
para colesterol, que detecta 0 H20> produzido por luminescéncia, os sensores podem ser
de dois tipos: voltamétricos, para amostras de liquido; e impedimétricos, para amostras

de gés.

Diante do exposto nesta secdo, acredita-se que uma LE impedimétrica,
funcionalizada com nanomateriais baseados em 6xido de grafeno, diéxido de cério e seu
compdsito CeO2/GO para detecgdo de glifosato em agua seja uma construcdo inédita de

alto potencial cientifico e tecnologico.
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Materiais e métodos

Materiais

Os reagentes hidrocloreto de poli(dialil dimetilamonio) (PDAC, Mw 400.000 g
mol™?), poli(estireno sulfonato de sodio) (PSS, Mw 70.000 g mol™?), 3-mercapto propano
sulfonato de sddio 90% (3-MPS), acido sulfarico 98%, hidroxido de aménio 47%, cloreto
de cério(lll) heptaidratado, &cido perclorico 60%, hidroxido de sodio, glifosato padréo
analitico, acido aminometilfosfonico 99% (AMPA) e N-fosfometil glicina (NNG) foram
adquiridos da Sigma Aldrich e utilizados assim como recebidos. O 6xido de grafite
sintetizado segundo método de Hummers modificado®® foi fornecido pelo LABPOLN.
Toda a agua empregada no preparo das solugdes, suspensdes e deposicao dos filmes foi
do tipo ultrapura, resistividade 18 Mohm cm, e produzida por purificador de agua Milli-
Q da Milli Pore.

O glifosato comercial utilizado foi adquirido da empresa Insetimax Industria
Quimica, na concentracdo de 10% e seu nome comercial é glifomato®.

Sintese dos materiais

Oxido de grafeno (GO)

O GO foi preparado na forma de uma suspensédo coloidal a partir de dispersao
de 6xido de grafite em uma solucdo de hidroxido de aménio pH = 10 com um disruptor
ultrassénico (Branson Soni-tech Digital Sonifier 450). A dispersdo foi sonificada por 30
min, em modo pulsado (2 s ligados e 1 s desligado), a amplitude 135 W e depois
centrifugada (8000 rpm, por 90 min). Os eventuais solidos foram eliminados e a disperséo
obtida foi submetida a dialise contra dgua destilada, com membrana de acetato de
celulose, corte de massa molar de 12.500 g mol™ por 7 dias, com troca diaria da agua
destilada. A concentracdo do GO foi determinada por gravimetria. Para deposi¢céo dos
filmes, a concentragdo e o pH da suspenséo de GO foram ajustadas para 0,59 L e pH =
10, com solucéo diluida de NH4OH.
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Nanoparticulas de éxido de Cério (CeO2np)

As nanoparticulas foram sintetizadas pelo método de hidrolise alcalina. Em um
erlenmeyer contendo 250 mL de solugdo de NH4sOH (pH = 11) sob agitagdo magnética
vigorosa e temperatura ambiente, foram adicionados, gota a gota, 20 mL de uma solugéo
1 mmol L de CeCls-7H20. Apds adigdo do sal de cério, a mistura foi mantida sob
agitacdo por 18h em temperatura ambiente. O solido amarelo formado foi separado por
decantagdo e lavado com &gua ultrapura por 3 vezes. Depois, foi falado e separado em
duas porcdes, sendo que uma foi secada em dessecador e a outra suspensa em solugéo
diluida de HCIO4 (pH = 4) por sonificacdo (120 min, em modo pulsado, 1s ligado e 1
desligado), a amplitude de 280 W e depois centrifugada (2000 rpm, por 20 min). A
concentracdo da dispersao coloidal foi determinada por gravimetria. Para deposi¢édo dos

filmes, a concentragdo da suspensao foi ajustada paral g L™ e pH = 4.

Nanocomposito CeO, — GO (CeO2np-GO)

Vinte mL de uma solucdo 1 mmol L de CeCls-7H-0 foram adicionados, gota a
gota, a 250 mL de uma suspensdo 3,3 g L pH = 11 de GO. A mistura mantida sob
agitacdo magnética por 18 h em temperatura ambiente. O material formado foi decantado
e lavado com agua ultrapura por 3 vezes e, ap0s a lavagem, foi separado em duas porcdes,
de forma que uma foi secada em dessecador e a outra suspensa em solucéo diluida de
NH4OH, sonificada por 120 min, em modo pulsado (1 s ligado e 1 desligado), a amplitude
de 280 W e centrifugada (5000 rpm, por 20 min). A concentracdo da dispersdo coloidal
foi determinada por gravimetria. Para deposi¢édo dos filmes, a concentracdo da suspenséo

foi ajustada para 0,5 g L™ e pH = 10, com solugéo diluida de NH,OH.

Deposicdo dos filmes

Os filmes foram depositados pela técnica layer-by-layer (LbL) sobre substratos
de quartzo e MEI. Antes da deposicdo, os substratos de quartzo foram devidamente
limpos numa sequéncia de solugdes: 1) imersdo em solugdo “piranha” (H2SO4/H20>, 3:1
v/v) por 20 min; 2) enxadgue com agua ultrapura; 3) imersdo em solucdo RCA (12 etapa)
(H20/H202/NH40H), 5:1:1 v/v) a 70°C por 40 min; 4) enxague com agua ultrapura. Apds
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estas etapas, os substratos foram mantidos em agua ultrapura e em geladeira, até a
deposicdo dos filmes. Imediatamente antes de iniciar a deposic¢do, os substratos foram

secados utilizando-se jato de ar comprimido.

O MEI consiste de uma lamina de vidro borossilicato com padrdo de deposicao
com 2 dois eletrodos de ouro interdigitados, contendo 50 pares digitos cada, com
espessura de 10 um, 5 mm de extensdo e 200 nm de espessura. O tratamento da superficie
dos MEI consistiu na imerséo, por 3 h, em solugdo 1 g L™ de 3-MPS, seguida de enxague

em agua ultrapura e secagem com jato de ar comprimido.

Em condicdes otimizadas, foram usadas as seguintes solucBes/suspensdes de
deposicdo: PDAC (1 g L*, pH=8); PSS (1 gL pH=6,5); CeOznp (1 g L? pH = 4);
GO (0,5g L%, pH = 10); e CeO2np-GO (0,5 g L%, pH = 10).

A deposicdo dos filmes foi realizada manualmente, em temperatura ambiente,
conforme ilustracdo esquematica da Figura 18. As etapas sucessivas realizadas para a
obtencdo de uma bicamada foram: 1) imersdo do substrato na solucdo do polication
(PDAC ou CeO2np) por 3 min; 2) enxague do substrato/polication por 20 s em agua
ultrapura sob agitacdo magnética vigorosa; 3) secagem do substrato/polication com jato
de ar comprimido; 4) imersdo do substrato/polication na solucdo de polidnion (PSS, GO
e CeO2np-GO) por 3 min; 5) enxague e 6) secagem idénticas as etapas 2 e 3 anteriores.
Ao término do ciclo é obtido um filme com uma bicamada, (polication/polianion)n, onde

n representa o nimero de bicamadas (nesse caso = 1).
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Figura 18 — llustracdo esquematica da deposicdo dos filmes por LbL e os policitions e polidnions
utilizados.

Preparo das dispersdes de glifosato com nanomaterial

Para melhor compreensao da interacdo entre os nanomateriais empregados na
funcionalizacdo dos MEI e o glifosato, esses materiais foram misturados em solugédo
aquosa. Em um béquer de 50 mL foram misturados 30 mL de solucdo de CeClz-7H20, 1
mmol L com diferentes concentracdes de solugdo de glifosato, obtendo-se a razéo de
concentracdes entre as duas substancias de 5:1 e 3:1 (CeCls:glifosato). Essa solucdo foi
misturada por agitacdo magnética por 30 min, depois transferida para frasco ambar e
deixada por trés dias até a medicdo por espectroscopia de absor¢do UV-Vis. De forma
analoga, os nanomateriais sintetizados (GO, CeO2np e CeO2np-GO) foram misturados
com solucéo de glifosato — neste caso, utilizou-se a relagcdo da concentracdo em massa
apenas para a razdo de 5:1 (nanomaterial:glifosato) para evitar o aumento excessivo da

forca ibnica do meio e o colapso das nanoparticulas.

Caracterizacdo dos materiais e filmes

A estrutura dos nanomateriais foi caracterizada por difratometria de raios X
(difratbmetro D8 Focus Bruker, incremento 0,05° e velocidade de 0,5° min™),

espectroscopia de absor¢do UV-vis (Varian Cary 5000, faixa 200 — 800 nm, com
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velocidade de scan 10 nm s e 0,05 nm de resolucdo) e por anélise termogravimétrica
(Shimadzu DTG-60H, ar atmosférico com fluxo de 10 mL L™ e taxa de aquecimento de
10 °C min). A deposicdo dos filmes foi acompanhada por espectroscopia de absorgéo

UV-vis. Todas essas técnicas foram realizadas no 1Q-UnB.

Os espectros Raman foram obtidos com um espectrometro Horiba micro-Raman,
modelo T64000 (excitagdo em 514.5 nm, resolugdo 1 cm™ definida com uma fenda de
abertura de 200 um e lente objetiva com aumento de 100x, poténcia 2 mW, tempo de
integracdo de 100s) no Instituto de Fisica da UnB. O diametro hidrodindmico e o potencial
zeta das particulas foram determinados com um equipamento Malvern, modelo Zeta Sizer
Z90, na Faculdade de Farmécia da UnB. A morfologia das CeO2np, GO e CeO2np-GO
foi observada com microscopia eletrénica de transmissdo, MET (JEOL JEM-2100, em
200 keV) com difracdo de elétrons de area selecionada (ambas realizadas no Laboratério

de Microscopia de Alta Resolugédo da UFG).

Medidas de impedancia elétrica

As medidas de impedancia elétrica foram obtidas no arranjo experimental
ilustrado na Figura 19. O arranjo conta com um medidor LCR Instek, modelo LCR-816
(figura 19a) acoplado a uma unidade multiplexadora (figura 19b) que permite o
acompanhamento da medida de até 10 sensores por meio de uma cabeca sensora (Figura
19e), uma célula de vidro encamisada de 100 mL (figura 19f) com controle de temperatura
realizado com um banho termostatico Quimis, modelo Q214M2 (Figura 19d), e um
agitador magnético modelo Ika RH Basic (Figura 19c) para homogeneizacdo das
amostras. Os sensores (MEI funcionalizado com filmes) utilizados na montagem da
lingua eletrénica sdo mostrados na Figura 19g. A composic¢éo dos sensores é apresentada

na Tabela 4.
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Figura 19 — Arranjo experimental da LE: a) LCR Instek; b) multiplexador; c) agitador magnético; d) banho
termostatico; e) cabeca sensora; f) célula de vidro encamisada; g) sensores S1, S2, S3, S4 e S5 — cuja

composi¢do € descrita na Tabela 2.

Tabela 4 — Codigo e composicao dos filmes utilizados na LE

Sensor Polication Polianion N° de bicamadas
S1 PDAC CeO2np-GO 5
S2 PDAC CeO2np-GO 10
S3 CeO2NP GO 10
S4 CeO2NP PSS 10
S5
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As medidas de impedancia foram obtidas em frequéncias fixas de 100 Hz e 1
kHz, com potencial de amplitude fixa em 250 mV. O programa utilizado para controlar a
LE foi o Lingua Robo 4.2, desenvolvido em parceria com a Escola Politécnica de So
Paulo, Laboratorio Nacional para Nanotecnologia e Agronegocio (LNNA) e Embrapa
Instrumentacdo de S&o Paulo. Todas as medidas foram executadas conforme a descrigédo
a seqguir: velocidade de medida réapida, circuito paralelo, 3 conjuntos de medidas com 10
medidas em cada conjunto e intervalo de O s entre as medidas e conjunto de medidas. A
analise de APC foi realizada com o programa GNU Octave 5.1, e os dendogramas com
MATLAB R2017a com a ferramenta simca versdo 4.2. Os dados utilizados foram as

médias das 30 medidas obtidas pelo multiplexador.

As medidas do glifosato, AMPA, NNG e glifomato foram realizadas por adicdo
de padréo. A célula de vidro foi acoplada ao banho termostatico com temperatura fixa de
25 + 0,5 °C onde foram adicionados 100 mL de agua ultrapura e aguardado 15 min para
a agua entrar em equilibrio térmico com a célula. Apds este periodo, aliquotas com
concentracdo conhecida foram adicionadas da seguinte forma: em cada adicdo, a solucéo

na célula era agitada por 3 min. Em seguida, a agitacdo era cessada e a medicao executada.

Para as medidas em diferentes pH e com agua filtrada, a adi¢do de glifosato foi
executada da mesma maneira descrita anteriormente. As solucdes de pH 1,76 e 2,18 foram
obtidas por diluicdo de H>SO4, sendo o pH 11 obtido por diluigdo de uma solucéo de
NaOH. No caso do pH 6,8 foi utilizada a agua filtrada obtida por sistema de purificacéo
Soft Slim.

Os espectros de impedéancia foram obtidos no mesmo arranjo experimental da
Figura 19, empregando-se 0 potenciostato/galvanostato (Autolab PGSTAT 204
Metrohm, FRA 2 module) sem o auxilio do multiplexador. Todos os espectros foram
coletados com controle de temperatura (25 £ 0,5 °C), em condicéo de circuito aberto e na
faixa de frequéncia de 400 kHz até 50 Hz, com amplitude de sinal de 50 mV. Os
resultados foram coletados e posteriormente ajustados com 0s circuitos equivalentes

apropriados gerados pelo software Nova 2.1.
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Caracterizacao dos
materiais
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Caracterizagao dos materiais

A efetividade da sintese dos materiais foi confirmada por um conjunto de
técnicas analiticas. Na Figura 20 sdo apresentados 0s espectros de espalhamento Raman
das CeOqznp (preto), GO (vermelho), e CeO2np-GO (azul). Os picos principais foram
designados com o numero de onda referente ao maximo de espalhamento de cada pico.
Para uma melhor observacdo dos picos dos materiais separados em relacdo ao do

composito, linhas tracejadas foram adicionadas.

1581 cm’

1347 cm -

" T
250 500 750 1000 1250 1500 1750 200

Numero de onda (cm’')

Figura 20 — Espectros de espalhamento Raman obtidos com laser de 514,5 nm do CeO:np (preto), GO
(vermelho) e CeO2np/GO (azul).

O pico mais intenso do CeO2 macico é observado proximo ao nimero de onda
464 cm?, referente ao modo de estiramento simétrico Fz4 da ligagio Ce-O . No caso das
nanoparticulas, o pico mais intenso tem a sua largura aumentada e o pico de maximo é
deslocado para menores energias'® — tal como ocorreu nos dois nanomateriais CeOznp
(455 cm™) e CeO2np/GO (459 cm™). Essa redugdo para menores energias se deve ao
aumento relativo da superficie em relacdo ao volume total da particula, reduzindo a

quantidade de ligacdes Ce-O, substituidas pelas ligacdes Ce-OH da superficie.
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No espectro do GO, a impressdo digital é fornecida pelas bandas D e G
localizadas proximo a 1350 cm™ e 1580 cm™, respectivamente. A banda G, conhecida
como banda grafitica, é referente ao espalhamento de primeira ordem dos modos de
vibragdo Ezg; j& a banda D, conhecida como banda de defeito, é referente ao espalhamento
por fénons no ponto K com simetria Ayg, (Sendo esse modo permitido apenas em materiais
com defeito, por isso 0 nome!!). No caso dos materiais sintetizados neste trabalho, a banda
D e G para 0 GO estdo localizadas em 1347 cm™ e 1581 cm™, e para o compdsito estdo

localizadas em 1345 cm™ e 1578 cm™.

Como o espectro do composito de CeO2np/GO é, de maneira simplificada, o
somatdrio dos espectros dos materiais separados, podemos afirmar que o compdésito foi
satisfatoriamente formado. Entretanto, podemos obter mais informac@es dos espectros da
seguinte forma: é possivel calcular o diametro da nanoparticula de CeO2 por meio da
equagdo 7*%, a quantidade relativa de defeitos na folha e ainda fazer previsdes sobre a
forma como as particulas estdo ligadas a folhas de GO.

124,7
[(Bem™) —10]

Equacéo 7 — Equacédo experimental para determinacéo do didmetro das CeOanp.

A equacdo 7 € uma equacao experimental, que relaciona a largura a meia altura
(B) do pico mais intenso, em cm™, com o didmetro D da particula. As nanoparticulas
sintetizadas sem o GO sdo maiores, com diametro de 9,17 + 0,13 nm, enquanto as
nanoparticulas sintetizadas dentro da folha de GO sdo menores, com diametro de 4,81 +
0,37 nm.

A quantidade relativa de defeitos pode ser realizada de maneira qualitativa pela
razdo da intensidade das bandas D e G (Ip/lg) pois, quanto maior a razéo, mais defeituoso
é o material'!. A razdo para o GO é de 0,70, enquanto a razio para o composito é de 0,85.
Vale mencionar que este aumento ja era esperado, podendo ser explicado por dois
motivos: primeiro, pela inser¢do das particulas na folha de GO, que geram defeitos; e o

segundo, pelo mecanismo da sintese descrito a seguir:

2Ce3t + GO - 2Ce*t + RGO
Ce** + 40H™ - Ce0, + 2H,0
Ce3* + GO (40H™) - Ce0, + 2H,0 + RGO
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O mecanismo proposto é baseado no mesmo apresentado para 0 Fes04/RGO®,
Entdo, o CeCl3 para ser oxidado a CeO, utiliza como fonte de oxigénio os varios grupos
oxigenados presente na folha de GO. Quando isso ocorre, 0 GO é reduzido para RGO. A
proposta do mecanismo tem como base a precipitacdo alcalina de nanoparticulas, que é
exatamente a que ocorre na formagio das CeOznp, onde o Ce** reage com a hidroxila,
gerando o CeO, mais agua. O mecanismo proposto é corroborado pelo aumento da razéo
In/lc. Esse aumento indica que a fase GO foi parcialmente reduzida a RGO. A principio,
pode parecer contraditorio o fato da reducdo do GO gerar mais defeitos na folha, mas é
preciso considerar que a reducdo do GO nao restabelece a estrutura grafitica por toda a
folha, mas sim, gera novas ilhas grafiticas (carbonos sp2) que contribuem mais com a
banda D, aumentando sua intensidade em relacdo a banda G.

Outra técnica que corrobora para a caracterizacdo estrutural das nanoparticulas
e do compdsito é a difratometria de raios X. Ela permite determinar a estrutura cristalina
do material sintetizado e estimar o tamanho médio das particulas pela equacdo de Scherrer
(Equacdo 8). Na Figura 21, sdo apresentados os difratogramas do CeOznp (preto) e o

CeO2np/GO (azul), obtidos por meio das amostras secas.

D= KA
~ PBcos (0)

Equacéo 8 — Equacéo de Scherrer

Na equagdo de Scherrer, a constante K representa a correcao para o formato da
particula. No caso esférico, que € o caso dessas particulas, o valor ¢ de 0,9, a constante A
é o comprimento de onda de radiacao de raios X. Cu K, ¢ de valor 1,5418 A e B é a largura
a meia altura do pico de maior intensidade. De acordo com esta expressdo, o valor
estimado para D foi de 3,77 £ 0,01 nm para 0 nanocomp@sito e 5,52 + 0,02 nm para as
CeOqnp, confirmando o fato de que, assim como no Raman, as nanoparticulas na folha

de GO sdo menores.

Nesse sentido, tem-se que os difratogramas da Figura 21 apresentam 0s mesmos
picos de difracdo. Essa semelhanca nos difratogramas € devido aos picos serem
caracteristicos da estrutura cubica de face centrada (CFC), grupo espacial Fm3m, do CeO>
101" que apresentam angulo 20 igual a: 28,6° (111), 33° (200), 47,5° (220) e 56,1° (331).

Como o CeO; esta em tamanho nanometrico ocorre um alargamento natural dos picos.
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CeOznp
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10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
26 (%)

Figura 21 — Difratogramas de raios X do p6 de CeOznp (preto) e CeO.np/GO (azul), com indica¢do dos
picos de reflexdo do CeO..

Uma informagdo que as medidas do didmetro por DRX e Raman ndo podem
fornecer é sobre a polidispersividade das particulas. Para se obter esse tipo de informacao,
outras técnicas precisam ser empregadas, como a microscopia eletrénica de transmissdo
e espalhamento dinamico da luz. Na Figura 22 sdo apresentadas as micrografias de MET;
na Figura 23 a micrografia de MET com a marcagdo da distancia interplanar (111); na
Figura 24 a difracdo de elétrons de area selecionada (SAED); e, no caso da Figura 25, o

histograma do tamanho das particulas.
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Figura 23 — Micrografias de MET das CeO,np com a marcacédo da distancia interplanar do plano cristalino
(1112).

49



Caracterizacdo dos materiais

Figura 24 — SAED das CeOgznp.
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Figura 25 — Histograma do tamanho das particulas de CeO2np

De forma geral, tal como apresentado na Figura 22, a morfologia das CeOznp €
aproximadamente esférica. A distancia interplanar foi estimada por software Image J,

considerando 10 esferas diferentes e obtendo distancia interplanar de 0,372 £ 0,036 nm
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no plano (111)1%?, utilizando a equacdo de Bragg, equacdo 9. Para estrutura CFC o
pardmetro de rede encontrado foi de a = 5,67 + 0,62 A, levemente maior que o valor de
referéncia, a = 5,4111%%. Na Figura 24 ¢ apresentado o SAED das nanoparticulas com a
identificacdo dos planos cristalinos principais: (111), (200), (220) e (311). Por fim, a
Figura 25 apresentada o histograma da distribuicdo de tamanho das nanoparticulas, cujo
tamanho médio de 3,63 + 0,14 nm foi obtida por uma distribuicéo lognormal.
1 h+k2+1?
drre a?

Equacéo 9 — Equacdo de Bragg para estrutura CFC.

O valor d é a distancia interplanar, e h, k e | sdo os indices de Miler. No caso
apresentado, todos tém valor igual ao 1 ja que o plano foi o (111), e ‘@’ é o parametro de

rede.

No caso do nanocomposito, é preciso avaliar ndo s as nanoparticulas de CeO,
mas, também, a influéncia que a folha de GO tem na morfologia e polidispersividade das
particulas de CeO>. Na Figura 26 é apresentado a micrografia de MET e a SAED do GO;
na Figura 27 a micrografia de MET e a SAED do nanocomp6ésito CeO2np/GO; na Figura
28 a micrografia de MET ampliada do nanocompdsito CeO2np/GO; e, na Figura 29, o

histograma de distribuigdo de tamanho das nanoparticulas.

S I/nm

Figura 26 — Micrografia de MET e SAED do GO.
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Figura 28 — Micrografia de MET ampliado (escala 10 nm) do nanocompdsito CeO2np/GO.
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Figura 29 — Histograma do tamanho das particulas de CeO; no compésito.

Na micrografia do GO (Figura 26), é possivel identificar a folha com alguns
micrémetros de extensdo. Além disso, em algumas bordas é possivel identificar a folha
dobrando — um indicativo que ndo ha empilhamento das folhas de GO, mas apenas uma
unica folha. A Figura 27 apresenta a micrografia do nanocompésito. Nela, é possivel
identificar as nanoparticulas de CeO», dispersas principalmente na borda da folha
(observado pela parte mais clara da imagem, onde ha uma menor concentracdo de folhas
e as nanoparticulas ndo estdo sobrepostas). Como o tamanho da folha é muito maior em
relacdo as particulas, a SAED so foi capaz de identificar as difracfes referentes a simetria

hexagonal das folhas de GO.

Ao contrario da micrografia das CeO2np, ndo foi possivel obter uma micrografia
com escala na faixa de 2 nm, o que impediu a determinacdo do pardmetro de rede. De
toda forma, é possivel identificar na Figura 28 que as particulas também sédo
aproximadamente esféricas, com tamanho médio 3,5 nm % 0,04 (confirmado pelo
histograma da Figura 29). Assim como em todas as outras técnicas utilizadas para
determinacdo do tamanho das particulas, as nanoparticulas sdo levemente menores no

composito.
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Nessa perspectiva, a situacdo do tamanho pode ser explicada pelo mecanismo de
formacdo das particulas. Isso porque a primeira etapa desse processo é a nucleagdo, que
é quando os primeiros nucleos de &tomos sdo formados. No nanocomposito, 0s grupos
funcionais oxigenados do GO oferecem mais sitios para a ancoragem de Ce®", logo, as
particulas sdo menores pois crescem em mais lugares. Sem a folha de GO, nédo ha sitios
adicionais ou preferenciais de crescimento e 0 movimento browniano pode unir mais
facilmente as particulas, gerando menos sitios de nucleacdo e, consequentemente,

particulas maiores.

Além das informacOes obtidas por Raman, DRX e MET, também foi analisado
a estabilidade térmica do compdsito por TGA (Figura 30), o espectro de absor¢do UV-
vis das suspensoes (Figura 31), a mobilidade eletroforética para calculo do potencial zeta

e o0 espalhamento dinamico da luz para determinacéo do didmetro hidrodindmico (Tabela

4).
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Figura 30 — Curvas de TG do CeO2np (preto), GO (vermelho) e CeO2np/GO (azul).

Como esperado de Oxido inorganico, as CeO.np na faixa de temperatura
explorada ndo sofrem nenhum evento de decomposicdo térmica além da perda da agua.
No caso do GO, ap06s a perda de agua, temos a primeira decomposi¢do térmica entre 200

e 250°C referente a perda dos grupos oxigenados mais labeis da folha. Proximo a 500 °C,
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temos a segunda decomposicédo térmica referente a pirolise do esqueleto carbdnico, que

se encerra proximo a 600 °C, permanecendo apenas carbono amorfol®,

No caso do composito, temos uma melhora significativa da estabilidade térmica
comparada ao GO puro pois o composito apresenta duas decomposicOes térmicas:
eliminacdo de 4gua (comum a todos 0s materiais sintetizados), e eliminagdo dos grupos
oxigenados do GO, iniciado em 200 °C, mas finalizado bem antes, por volta de 300 °C.
Essa segunda decomposicdo também esta associada a perda dos grupos oxigenados mais
labeis da folha; mas, ao contrario da folha livre, no nanocompaosito grande parte desses
grupos oxigenados foram utilizados na oxidacdo do CeCls, obtendo-se um material

termicamente mais estavel.
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Figura 31 — Espectros de absorcdo do UV-vis das suspensdes de CeOnp (preto), GO (vermelho) e

CeO2np/GO, com a identificacdo do comprimento de onda maximo de cada transi¢éo.

Ambos os materiais, GO e CeO2np, absorvem no ultravioleta e, como era de se
esperar, 0 nanocomposito também absorve no ultravioleta. As absor¢ées do GO séo
referentes as transi¢des n > n* (C=0), em 300 nm, ¢ a transi¢do t>7* (C=C), em 225
nm?L. A absorcio das CeOznp, em 293 nm é referente a transferéncia de carga do 0% (2p)
- Ce**(4f)1%, No caso do nanocomposito, a banda mais intensa é a de absorgdo do CeO,

em 287 nm; ja a banda referente ao GO pode estar encoberta e ndo é observavel no
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espectro. O deslocamento de 293 nm para 287 nm esté associada ao menor tamanho das

nanoparticulas de CeO2 no compdsito.

Tabela 5 — Propriedades coloidais do CeO,;NP, GO e do CeO,NP-GO, preparados neste trabalho.

Amostra Potencial Zeta (mV)  Diémetro hidrodindmico (nm)
CeO2np +40 60,06
GO 41,7 209,6
CeO2np-GO -35,7 114,3

De acordo com a Tabela 5, as nanoparticulas de CeO2np apresentam potencial
zeta positivo de +40 mV, referente aos grupos Ce-OH;* protonados na superficie da
particula. No caso do GO e do CeO2np/GO, o potencial zeta é negativo: -41,7 e -35,7,
respectivamente. O sinal negativo é devido aos grupos carboxilatos nas bordas da folha
de GO. Além disso, o potencial zeta no compésito é menos negativo que no GO devido a
menor quantidade de grupos carboxilatos livres tendo em vista que parte deles esta
associada as CeO2np. Todos 0s materiais se mantiveram estaveis por varios meses quando

conservados em geladeira.

A medida de didmetro hidrodinamico contabiliza ndo apenas as moléculas que
constituem a particula, mas também as moléculas de agua de solvatagdo, os contra-ions e
o0s co-ions — influenciados pelo potencial da particula. Portanto, os valores de diametro
apresentam diametro hidrodinamico de 60,06 nm, ou seja, uma ordem de grandeza maior
que as medidas de MET, DRX e Raman. Para o GO, o valor calculado foi de 209,6 nm,
e o diametro do nanocompdsito € menor que o GO utilizado em sua sintese, com tamanho
de 114,3 nm.

Uma redugdo no didmetro hidrodinamico do compdsito em relacdo ao material
de partida ja era esperada uma vez que com a adicdo do CeCls hd um aumento da forca
ibnica da suspensdo, causando uma blindagem na carga superficial da folha e levando,
consequentemente, a uma diminui¢do no tamanho da dupla camada elétrica e diametro
hidrodindmico. Contudo, uma reducdo para metade do didmetro € maior que o esperado
e é possivel que haja uma quebra da folha no processo de oxidacéo do cério. No entanto,

para uma definicdo do mecanismo € necessaria uma investigacao mais detalhada.
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Para um melhor entendimento da relacdo entre o glifosato e os materiais

sintetizados, a solucao de glifosato e cloreto de cério (Figura 32), o material precursor da

sintese, as dispersdes de glifosato e 0 GO (Figura 33), o glifosato e as nanoparticulas de

CeO2 (Figura 34), o glifosato e o nanocompdsito (Figura 35), investigou-se essas solugoes

por meio de espectroscopia de UV-vis.
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Figura 32 — Espectro de absor¢do UV-Vis das solugdes de glifosato (laranja), com a transicdo n - n*, da

mistura CeCls e glifosato (verde escuro) e da solucéo de CeCls (azul escuro), com a transi¢ao dos orbitais

4f > 5d.
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Figura 33 — Espectros de absor¢cdo UV-Vis da solugdo de glifosato (laranja), da suspensdo de GO

(vermelho) e da mistura do glifosato com a suspensdo de GO (azul escuro). Os pontos de maximo para a

transicdo n > n* estdo destacadas, 225 nm (GO) e 229 nm (GO + glifosato).
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Figura 34 — Espectros de absorcdo UV-Vis da solucdo de glifosato (laranja), da suspensdo de CeOznp

(preto) e da mistura de CeO2np com glifosato (azul escuro).
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Figura 35 — Espectros de absorcdo UV-Vis da solucdo de glifosato (laranja), do nanocomposito

CeO2np/GO (azul) e da mistura de CeO,np/GO com glifosato (azul escuro).

As concentragOes de glifosato, CeCls e nanomateriais foram ajustadas para
ficarem o mais proximo possivel, mas, como a adi¢cdo de um sal aumenta a forca idnica
da solucdo e, consequentemente, a precipitacdo do nanomaterial, ndo foi possivel obter
concentracdes iguais para todas as amostras. Por isso, 0s espectros foram normalizados

para facilitar a comparacao.

O espectro do glifosato, presente nas figuras 32 a 35, é caracterizado pelo
méximo de absorgio em 258 nm, da transi¢do n=>n* (C=0) do &cido carboxilico'®”. No
caso especifico da Figura 32, os espectros do CeCls com e sem glifosato séo iguais e

apresentam as transicdes caracteristicas dos lantanideos entre os orbitais 4f = 5d%,

Ao contrério do espectro do CeCls — que ndo sofre variagdo com a presenca do
glifosato, a mistura do glifosato com o GO (Figura 33) provoca um deslocamento na
transicdo n—>n* (C=0), saindo dos 229 nm para 225 nm, indicando uma interacao entre
a folha de GO e a molécula de glifosato. Ja para nanoparticulas de oxido de cerio o
deslocamento é menor (Figura 34): 2 nm. Apesar dos indicativos de interacdo, séo

necessarias técnicas mais elaboradas para o seu estudo.
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Se nos casos dos materiais de partida do composito a mudanca do espectro é
sutil, para a mistura do nanocomposito com o glifosato hd uma mudanga nitida do
espectro (Figura 35). A transicdo referente ao CeO; € favorecida, aumenta a intensidade
da banda e, como dito anteriormente, Sd0 necessarios outros tipos de experimentos para
uma melhor compreensédo da interacdo entre as espécies. Contudo, essa interacdo Unica
do CeO2np/GO com o glifosato demonstra a escolha acertada do compdsito para

construcdo do arranjo de sensores.
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Deposicao dos filmes
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Deposicao dos filmes

Caracterizado os materiais e preparados os substratos, a préxima etapa consistiu
no acompanhamento da deposicdo dos filmes. Como os materiais escolhidos para compor
a LE s6 absorvem no UV, ldminas de quartzo foram utilizadas para verificar o
crescimento dos filmes por espectroscopia UV-vis. Os espectros UV-Vis dos filmes
CeO2np/PSS (Figura 36), CeO2np/GO (Figura 38) e PDAC/CeO2npGO (Figura 40) estéo
apresentados a seguir, com 0 maximo de absor¢do em funcdo do nimero de bicamadas e
a respectiva regressdo linear (inserido no grafico). As micrografias de MEV dos filmes
com 10 bicamadas sé&o apresentados nas Figuras 37, 39 e 41 para os filmes CeO2np/PSS,
CeO2np/GO e PDAC/CeO2npGO, respectivamente.
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Figura 36 — Espectros de absorcdo UV-vis das camadash =1, 3, 5, 7 e 10, com a variacdo de absorbancia

em fungdo do ndmero de bicamadas para o filme CeO,np/PSS.
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Figura 38 — Espectros de absor¢do UV-vis das camadas n = 1, 3, 5, 7 e 10, com a variacdo de absorbancia

em fungdo do ndmero de bicamadas, para o filme GO/CeQO2np.
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Figura 39 — Micrografia MEV do filme CeOznp/GO com aumento de 30.000x e escala de 100 nm.
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Figura 40 — Espectros de absor¢do UV-vis das camadas n = 1, 3, 5, 7 e 10, com a variacdo de absorbancia

em funcdo do nimero de bicamadas, para o filme PDAC/CeO2np/GO.

64



Deposicéo dos filmes

TN
'y

x30,000 23.1kV UED WD 1.8mm

- 100nm CRTI

Figura 41 — Micrografia MEV do filme PDAC/CeO;npGO com aumento de 30.000x e escala de 100 nm.

Em todos os filmes hd um aumento da absorbancia com o aumento do nimero
de bicamadas, principalmente referente a transicdo eletronica do CeO2. Com isso, €
possivel concluir que a adsor¢do dos nanomateriais € satisfatoria e controlada pelo

ndmero de ciclos de imersao.

Para comparar a taxa de crescimento dos filmes, as equacdes e o coeficiente de

determinacéo, os dados foram compilados na Tabela 6.

Tabela 6 — Dados de regressdo linear para os filmes CeO,np/PSS, CeO,/GO e PDAC/CeO2np/GO).

Filme Equacio Abs = a + bn R?
CeO2np/PSS Abs =0,09 +0,01n 0,960
CeO2np/GO Abs =-0,09 + 0,07n 0,993

PDAC/CeOznp-GO Abs = 0,29 + 0,04n 0,998

Como observado pelo coeficiente angular das retas, a adsorcdo menos efetiva é
no filme CeO2np/PSS (0,01), enquanto a mais efetiva € no filme CeO2np/GO (0,07).
Conclui-se, portanto, que o GO é uma excelente matriz para o crescimento de filmes por
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LbL, seja como material bruto ou como compoésito uma vez que no nanocomposito o
coeficiente angular (0,04) do filme também cresce quase 4x mais que no PSS por ciclo.
Além disso, os filmes com GO crescem de maneira mais proxima a uma relacéo linear,
cuja indicacdo se da pelo alto valor de R% 0,993, de 0,998 para o filme CeO2np e
PDAC/CeO2np/GO, respectivamente (ao contrario do filme com PSS, Rz = 0,960).

O crescimento linear por ciclo de imersdo é tipico de filmes adsorvidos por

atracdo eletrostatical®

, exatamente o que é planejado para polieletrélitos como o0s
utilizados neste trabalho. Mas, a explicacdo para a melhor deposicdao no GO do que no
PSS pode ser dada pela teoria &cido e base de Pearson. O grupo responsavel pela carga
negativa no PSS é o SOgz, que é uma base mais macia que todos os grupos do GO. No
caso do CeO», considerado um &cido duro, destaca-se que este possui preferéncia de

ligacdo pelo GO no lugar do PSS.

As micrografias apresentadas nas figuras 37, 39 e 41 séo de filmes contendo 10
bicamadas, o que revela que os filmes sdo continuos; no entanto, contam com a presenca
de agregados que ddo uma caracteristica fractal da superficie. As CeO2np estéo agregadas
em uma segunda fase, unindo-os. Por fim, apesar da composicdo quimica bem distinta
dos materiais, hd& uma grande semelhanca entre as micrografias — fruto da técnica

escolhida para deposicao dos filmes.
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Espectros de impedancia

Funcionalizado a superficie dos MEI com os filmes ultrafinos, o arranjo foi
investigado por espectroscopia de impedéancia elétrica para melhor entendimento do
mecanismo de interacdo MEI-filme-analito. Nesse sentido, a Figura 35 apresenta 0s
espectros de impedancia (diagrama de Nyquist) dos sensores da Tabela 4 em agua
ultrapura (a), em glifosato (b), em AMPA (c), e em NNG (d).
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Figura 42 — Espectros de impedancia registrado para cada sensor individualmente para amostras de (a)
agua ultrapura e concentracdo de 110 nmol L de b) glifosato, c) AMPA e d) NNG.
Independentemente do analito, € possivel perceber em todos 0s espectros um
pequeno semicirculo acompanhado de uma curva. Os semicirculos se iniciam, em media,
em 1,5 kHz e se estendem até 400 kHz. Esses dois elementos correspondem aos

fendmenos de transferéncia de carga (altas frequéncias) e difusdo (baixas frequéncias)®®.
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Apesar dos cinco sensores apresentarem uma combinacdo de processos,
transferéncia de carga e difusdo, a magnitude de cada um deles depende da arquitetura
dos filmes e do analito investigado. Por exemplo, para o glifosato (Figura 42b) o sensor
S1 apresenta 0 maior semicirculo, seguido do S2, S4, S5 e o menor S3. Esse
comportamento, onde cada sensor apresenta uma resposta Unica para cada analito

investigado, é exatamente o desejado na constru¢do de uma LE n&o especifica.

Determinado gque 0s sensores apresentam respostas Unicas para cada amostra, a
proxima etapa foi a investigacdo da correlacdo entre os dados gerados e os fendbmenos
fisico-quimicos. Para isso, os espectros de impedancia foram submetidos a ajuste por
circuitos equivalentes. Vale destacar que essa metodologia € amplamente utilizada, mas
precisa ser utilizada criteriosamente, tendo em vista que diferentes circuitos equivalentes
podem se ajustar a um mesmo espectro de impedéncia'®. Portanto, mais do que a escolha

de elemento aleatdrios para o circuito, é necessaria uma proposta de fenébmeno.

Os primeiros modelos empregados foram combinacgdes simples de um capacitor
e um resistor, tanto em série, quanto em paralelo. Entretanto, essas combina¢fes mais
simples ndo foram capazes de se ajustarem aos dados experimentais; entdo, a proxima
etapa foi a utilizagdo de um modelo mais robusto, o de Randle’s (Figura Al do Apéndice).
Todavia, destaca-se que este circuito ndo se ajustou bem aos dados obtidos pois gerou
erros bem altos (maiores que 20% e x*> maiores que 1). A troca ou introdugio de novos
elementos como, por exemplo, o elemento de fase constante (CPE), ndo produziu
nenhuma melhora relevante ao modelo. O segundo circuito proposto foi o apresentado na

Figura 43. Esse circuito ¢ uma versio modificada do proposto por Taylor*.

Como dito na revisao bibliografica, esse circuito € utilizado para explicar a
impedancia de um sistema formado por eletrodo metalico recoberto com um filme
dielétrico (todos imersos em solucdo eletrolitica diluida). Mais detalhadamente, o
primeiro conjunto RC em paralelo representa a resisténcia (R1) e a capacitancia (C1) do
filme. A segunda parte do circuito a capacitancia geométrica do MEI (C2) — que foi fixada
em 20 pF considerando o valor publicado por Riul e colaboradores'® para o tipo de
eletrodo aqui empregado; uma resisténcia de transferéncia de carga (R2) para contabilizar
a transferéncia de carga através da interface filme/eletrélito; a capacitancia da dupla
camada elétrica (C3) formada na superficie do filme; e o elemento de Warburg (Y0),

responsavel por modelar a difusdo dos analitos através da interface filme/eletrdlito.
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Figura 43 — Circuito equivalente de Taylor modificado

No potencial aplicado aos experimentos de espectroscopia de impedancia (50
mV), ndo é esperado que os analitos investigados sofram reacdes redox. Por isso, as
transferéncias de carga aqui descrita ndo representam os movimentos dos elétrons pelo

sistema, mas a difusdo das espécies ionizadas.

O grafico com os espectros, os ajustes para cada analito e o sensor estdo na se¢ao
de Apéndices (Figura A2, A3, A4 e A5 para agua, glifosato, AMPA e NNG,
respectivamente). Os dados obtidos pelos ajustes estdo compilados na Tabela A2, também
nos Apéndices. A analise desses dados permite a construgdo da “impressdo digital

elétrica” de cada amostra — representada na Figura 44.
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Figura 44 — Grafico de barras comparativo da: a) R1, b) C1, ¢) R2, d) C3, e) YO para agua, glifosato,
AMPA e NNG, em preto, vermelho, verde e azul, respectivamente.

A Figura 44 apresenta um comparativo em grafico de barras paras os diversos
parametros obtidos. Quando os dados de cada um dos parametros sdo unidos, para cada
tipo de amostra é gerado um conjunto de dados Gnicos aos quais denominamos impressao
digital da amostra. Um exemplo simples é apresentado na Figura 44a que apresenta o
sensor S1 com um valor distinto de resisténcia (R1) para cada amostra, e que aumenta na
ordem: agua, NNG, glifosato e AMPA. J& o sensor S3 apresenta a mesma ordem de
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crescimento: agua, NNG, glifosato e AMPA, mas o valor numérico de cada amostra é

diferente, o que resulta em um padrdo diferente.

Com excecéo do parametro C1 (Figura 44b) em que ha “pouca” variagdo visual,
0s outros pardmetros apresentam uma nitida variacdo visual. Como sdo muitos
pardmetros, para obtermos uma analise quantitativa a relevancia de cada um dos

elementos do circuito foi avaliada por HAC (Figura 45).
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Figura 45 — Gréficos de andlise agrupamento hierarquica por dendograma para os sensores S1, S2, S3, S4
e S5.
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Os graficos de HCA mostram que, independentemente do sensor, ha 3 grupos
principais de elementos do circuito: grupo 1 — R2; grupo 2 — R1; e grupo 3 — Y0, C3 e
C1. Essa andlise por dendrograma sugere que qualquer um dos grupos pode ser utilizado

para se distinguir entre as amostras.

Nesse contexto, finalizado as analises dos espectros, a proposta inicial da tese
foi concluida: a geracdo de um arranjo de sensores nao especificos capaz de detectar
glifosato e diferenciar de possiveis interferentes. Por outro lado, a utilizacdo de um
espectro de impedéancia para deteccdo encarece e dificulta a analise mais expedita. Por
iss0, na proxima secdo sdo apresentados os resultados obtidos com impedancimetro de
bancada em uma Unica frequéncia (1 kHz), associado a utilizacdo de ferramentas de
analise multivariada — as quais produzem, de fato, uma lingua eletrdnica econdémica e

expedita.
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O Instek permite que seja variado o potencial de amplitude e a frequéncia pela
qual o potencial sera alternado. E necessario pontuar que, quanto menor for o potencial,
melhor é o processo, a a¢do de reduzir ao maximo a polarizacéo permanente dos MElIs e,
consequentemente, sua degradacdo. Assim, o menor valor de potencial aplicado aos MEIs
que foram capazes de gerar sinal foi de 250 mV — valor utilizado para todas as medidas

apresentadas neste trabalho.

No caso da frequéncia, além dos critérios praticos da construcéo de dispositivos
eletrénicos, é necessario levar em conta 0 mecanismo de funcionamento do MEI. Ambos
os parametros medidos pelo Instek, capacitancia e resisténcia, sdao dependentes da
frequéncia, que se da devido ao tipo de fendmeno investigado. Ou seja, em baixas
frequéncias(<1 kHz) o que se busca investigar sdo as alteracdes na dupla camada elétrica
dos MEI influenciadas por determinado analito®.

Ao contrario do pontenciostato/galvanostato que permite variacbes em uma
ampla faixa de frequéncias, o Instek s6 permite a medi¢do em frequéncias fixas — mais
especificamente 100 Hz, 1 kHz e 2 kHz. Nesse sentido, as medigdes foram feitas apenas
em 100 Hz e 1 kHz (frequéncia mais comum de dispositivos eletrénicos). Os resultados
das medicdes (capacitancia e resisténcia) realizadas com glifosato em agua ultrapura séo

apresentados na Figura 46.

1
20 |-100 Hz 00 Il 100 H:z
B 1 kHz I 1 kHz

15 4 75 -
[y =
= 2
©
10+ 8 50
< 3
3 ¢
O 51 25

0 04

S1 s2 S3 sS4 $5 s1 s2 83 sS4 S5

Figura 46 — Medidas de capacitancia (esquerda) e resisténcia (direita) para agua ultrapura em diferentes

frequéncias.

Nos dois casos — capacitancia e resisténcia, na frequéncia de 100 Hz o sinal €

maior; contudo, o desvio padrdo também é muito maior. J& em 1 kHz o sinal obtido é
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menor, mas o desvio padrdo também & expressivamente menor. O motivo para esse
comportamento é o processo fisico que ocorre nesse regime de frequéncia: em 100 Hz a
resposta € principalmente da dupla camada elétrical®, que é muito sensivel as minimas
variacdes das condi¢cdes do meio analisado, inclusive flutuacbes da temperatura e da rede
elétrica. Nesse sentido, visando obter resultados com menor variacdo e o0
desenvolvimento de um dispositivo confidvel, a frequéncia de 1 kHz foi utilizada para
todos os experimentos subsequentes.

Otimizado os parametros de medida e escolhido o conjunto de sensores que
formam a LE, o arranjo foi testado para adigcdo de glifosato. Os resultados foram divididos
em dois conjuntos: o primeiro é a impressao digital para uma Unica concentracdo (1 mg
LYy (Figura 47), e o segundo é a resposta para uma faixa de concentragdo — tanto em

termos de capacitancia (Figura 48) quanto de resisténcia (Figura 49).

6 60
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Figura 47 — Gréfico de barras (impressdo digital) comparativo entre 4gua ultrapura e solucdo de glifosato

1 mg L com os valores de capacitancia (esquerda) e resisténcia (direita).

O conjunto de resposta elétrica dos sensores forma a impresséao digital daquele
analito em determinada concentracdo. Assim, os gréaficos de barra da Figura 47
representam a impressdo digital da agua ultrapura (preto), e da solucdo 1 mg L™ de
glifosato (vermelho). A adicdo de glifosato a solugédo tem efeito oposto nas medidas de
capacitancia e de resisténcia pois, no caso das medidas de capacitancia o valor aumenta,

e nas de resisténcia o valor diminui.

O aumento da capacitancia e a reducdo da resisténcia estdo diretamente
relacionados a estrutura do glifosato (Figura 1) devido ao grupo fosfato e o grupo acido
carboxilico. Assim, tendo em vista que o glifosato pode atuar como um acido e liberar até

trés prétons na dgua, quando o glifosato é adicionado a agua ultrapura, a solu¢ao formada
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tem um aumento expressivo na concentracao de ions — o0 que aumenta a condutividade da
solugéo e, por consequéncia, reduz a resisténcia medida. No caso da capacitancia, o
aumento na concentracdo de ions produz novas contribuicdes para a polarizabilidade da
solucdo, .

Em uma andlise semi-qualitativa, a resposta elétrica escala com a concentracdo
de glifosato. Particularmente, a capacitancia varia linearmente com a concentracdo do
glifosato enquanto a resisténcia varia assintoticamente. Assim, para confirmar se a analise
qualitativa esta correta, os dados para capacitancia foram ajustados para obtencdo de uma
equacdo linear, e os da resisténcia foram ajustados conforme uma equacgédo assintética
(Resisténcia = A — BCl!fosatoly ' Os dados obtidos pelos dois ajustes s&o apresentados na
Tabela 7.

10

Capacitancia (nF)
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Figura 48 — Grafico de capacitancia em fungdo da concentragdo de glifosato para 0s 5 sensores.
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Figura 49 — Gréfico de resisténcia em funcéo da concentracdo de glifosato para os 5 sensores.

Tabela 7 - Dados compilados da regressao linear e assintdtica para os 5 sensores.

Sensor Equacéo R?
s1 Capacitancia (nF) = 0,82 + 0,51[glifosato] (umol L) 0,9958
Resisténcia (kQ)= 15.— 29 x 0,8gldlifosato] (umol L-1) 0,9998
s Capacitancia (nF) = 0,64 + 0,51 [glifosato] (umol L) 0,9679
Resisténcia (kQ) = 9,8 — 24 x 0,87[dlifosato] (umol L-1) 0,9999
3 Capacitancia (nF) = 0,72 + 0,35 [glifosato] (umol L) 0,9659
Resisténcia (kQ) = 10— 26 x 0,89!ifosato] (umol L-1) 0,9975
sa Capacitancia (nF) = 1,1 + 0,46 [glifosato] (umol L) 0,9994
Resisténcia (kQ) = 19 — 26 x 0,87[lifosato] (umol L-1) 0,9998
S5 Capacitancia (nF) = 0,94 + 0,51 [glifosato] (umol L) 0,9906
Resisténcia (kQ) = 14— 24 x 0,889!ifosato] (umol L-1) 0,9998

Para as medidas de capacitancia, a variacéo e os valores absolutos das medidas
sdo bem proximos. Os sensores S1, S2 e S5 tém coeficiente angular de 0,50 nF L umol?,
e 0s sensores S3 e S4 tém, respectivamente, 0,35 e 0,46 nF L umol™. No caso da inser¢éo
dos materiais separados (S3 e S4), hd no MEI uma reducdo da sensibilidade do sensor
(para o compdsito, mantém-se a sensibilidade). Para a resisténcia, o termo que acompanha
a exponencial varia entre 24-e 29, sendo a variagdo das medidas dada pelo termo néo
exponencial, tal como mostrado neste exemplo: S4 (19) e S2 (9,8) (ambos séo,
respectivamente, a curva com 0s maiores valores e a curva com 0s menores valores).

Assim, conforme dito anteriormente, a analise simultanea dos 5 sensores é de dificil
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visualizacao e, por isso, os dados foram analisados por APC e apresentados nas Figuras

50 e 51 para capacitancia e resisténcia, respectivamente:
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Figura 50 — Gréfico de APC para adic¢do de glifosato com as medidas de capacitancia.
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Figura 51 — Grafico de APC para adicdo de glifosato com as medidas de resisténcia.
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Em ambos os gréaficos (Figuras 50 e 51), praticamente toda informacéo sobre a
variancia dos dados esta contida na PC1 (com mais de 99%). Ha uma separacdo nitida
das amostras mais concentradas e, para as concentragdes maiores que 579 pg L™, os dados
estdo bem prdéximos e pertencem basicamente ao mesmo grupo. No caso da APC com 0s
dados de resisténcia (Figura 51]), ha uma separacdo entre uma das replicatas em relacéo
a PC2 que é gradativamente reduzida com o aumento da concentracdo de glifosato. Com
os valores de scores calculados, a relacdo entre os valores da PC1 em funcdo da

concentracdo foi investigada e apresentada na Figura 52.
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Figura 52 — Gréfico de score em funcdo da concentracdo de glifosato a) com os dados do ajuste linear,

para capacitancia; b) ajuste assintético, para resisténcia.

Como esperado das andlises de APC, que refletem a mesma tendéncia
encontrada nos sensores de maneira individual, mas que reduzem o desvio padrdo em
relacdo as andlises utilizando os dados dos sensores individuais, na Figura 52a é
encontrada uma relacao linear entre o score da PC1 e a concentracdo de glifosato, com R2
= 0,99907. Para a resisténcia (Figura 52b), € encontrado um comportamento assintético,
mas agora crescente em relagéo ao score, com R? = 0,996. Observando as barras de erro,
é nitido que as medidas das duas menores concentragdes sdo estatisticamente iguais (por

isso ndo sao distinguiveis na APC).

Como o Instek é capaz de reproduzir resultados semelhantes aos obtidos por
espectroscopia de impedancia, a proxima etapa foi a determinagdo dos limites de
determinacdo (LD) e quantificacdo (LQ) do glifosato, AMPA e NNG. De forma anéloga
aos resultados das Figuras 50 e 51, a Figura 53 apresenta o grafico de scores da PC para

0s trés analitos bem como as curvas com os ajustes lineares.
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Figura 53 — Graficos de APC para adicdo de a) glifosato com medidas de resisténcia; b) AMPA com
medidas de capacitancia; e ¢) NNG com medidas de capacitancia. Graficos de score versus concentragdo
de d) glifosato, e) AMPA e e) NNG.

Da mesma forma que para o glifosato, a adicdo de AMPA e NNG ao sistema

resulta no aumento da capacitancia e reducéo da resisténcia. No entanto, ao contrario das
medidas em concentragBes maiores (0,2 a 28 umol LY, o comportamento da resisténcia

em funcdo da capacitancia ndo é assintético, mas sim linear (inclusive para o glifosato).

Nessa perspectiva, os dados para composicao da Figura 53 foram escolhidos em

medidas de resisténcia e AMPA, e NNG indica as medidas de capacitancia.

funcdo do menor desvio padrdo entre as medidas dos analitos, o glifosato apresenta as
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Como had uma relacdo linear, o LD e LQ foram calculados pelo método
simplificado: LD = 3,3sb e 0 LQ = 10sb™%, em que s é igual ao desvio padrio da resposta
do branco (pontos pretos, H20), e b é o coeficiente angular da equacéo. Os dados obtidos

para os trés analitos sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Dados de méritos estaticos para determinacao da equacéao da reta, faixa linear, limite de detec¢édo

e limite de quantificacgdo.

Glifosato AMPA NNG
Equacdo Score = -6,05 + 0,03[gli] Score = -9,92 + 0,09[AMPA] Score = -8,03 + 0,1[NNG]
R? 0,98755 0,97439 0,97575
Faixa linear 110 -290 nM 75-135nM 50-115nM
Branco 202+3 110+ 2 80,325
LD 36 nM 20 nM 13 nM
LQ 110 nM 60 nM 40 nM

Com os dados de méritos estaticos é possivel verificar de forma quantitativa os
limites da LE. A faixa linear ¢ 110 — 290 nM, 75 — 135 nM e 50 — 115 nM; limite de
deteccédo de 36 nM, 20 nM e 13 nM; limite de quantificagdo de 110 nM, 60 nM e 40 nM
(para glifosato AMPA e NNG, respectivamente). Comparando o resultado obtido com os
de outros trabalhos (Tabela 1), a faixa linear e o limite de deteccdo estdo préximos,

atingindo o objetivo proposto nesta tese.

Para entender um pouco mais o comportamento da LE, foram medidas amostras
de glifosato em diferentes pHs. Isso porque a molécula de glifosato esta sujeita a
equilibrios de dissociacéo distintos a depender do pH do meio — tal como ilustrado na
Figura 54. Neste contexto, amostras de glifosato em trés pHs distintos foram avaliadas
pela LE e os resultados sdo apresentados em graficos de barra comparativos entre as

solugdes (Figura 55).
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Figura 54 — Equilibrios e constantes de dissociacdo do herbicida glifosato.
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Figura 55 — Gréficos de barra comparativos entre solucdes de glifosato em diferentes pHs: a) 1.8; b) 5,5;
ec) 1l
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Como dito anteriormente, eletrolitos e moléculas polares devem contribuir mais
para a resposta do MEI. Além disso, os ions em solucdo adsorvem sobre o eletrodo (e
sobre o filme), aumentando ainda mais a capacitancia da dupla camada. No caso
especifico do glifosato, é preciso relacionar com os valores de pKa e, consequentemente,
da estrutura. O Glifosato apresenta quatro valores de pKa (0,8, 2,2, 5,5 e 10,2) devido aos
grupos amina, acido fosforoso e carboxilico, os quais sdo suscetiveis ao equilibrio de
protonacao-desprotonacédo. Por essa razdo, a depender do pH, a carga formal dos atomos
na molécula de glifosato assumira valores diferentes, influenciara a interacdo filme-

glifosato e, consequentemente, a resposta do sensor.

Na Figura 55a (pH = 1,8) e 55¢ (pH = 11) ha um leve aumento, e na Figura 55b
(pH = 5,5) uma expressiva elevacdo da capacitancia dos sensores. Em pH 1,8, as
moléculas de glifosato estdo na forma zwiteriénica, com o grupo amina protonado e acido
fosforoso ionizado (1?2 ionizagdo). Em pH 5,5, o grupo amina permanece protonado e 0s
grupos dos acidos fosforoso e carboxilico completamente ionizados. Por ultimo, em pH
11, o grupo amina esta neutro, enquanto os acidos fosforoso e carboxilico permanecem

totalmente ionizados.

Complexacdo de glifosato com ion de lantanideos, incluindo o Ce(lll) foram o
objeto de estudo de Ptaszynski e Zwolinska, que observaram que 0s grupos amina,
carboxilato e fosfito sdo envolvidos no processo!'®. Outros experimentos foram
realizados com Cu(ll) e conclusdes semelhantes foram obtidas!!!'!'?, Essas observacdes
e o resultado do experimento da Figura 54b sustentam a conclusdo de que a adsorcao de
glifosato é preferivel em pH 55 (onde as moléculas estdo totalmente ionizadas e

contribuem para valores maiores de capacitancia).

Essas medidas sdo preliminares e requerem maior investigacdo pois, devido as
condicBes serem bastante extremas e haver a possibilidade de prejuizo nos eletrodos,
novas medidas ndo foram realizadas. No entanto, é possivel extrair informacdes sobre o

desempenho especifico de cada sensor da LE em outros tipos de matrizes.

Mesmo todos sendo baseados em CeO:2np, 0s sensores respondem de forma
diferente tendo em vista que, no caso dos sensores S1 e S2, 0 nimero de bicamadas possui
influéncia no valor absoluto das medidas. Além disso, é importante mencionar que a

funcionalizacdo dos sensores é fundamental para a resposta do MEI uma vez que em
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condicdes de pH diferente 5,5, o S5 (controle sem filme) praticamente ndo apresenta

variacao.

Nesse sentido, identificado o comportamento com diferentes pHs e sabendo que
a LE também € sensivel a AMPA e NNG, a préxima etapa é determinar como esses
analitos podem interferir na determinac&o de glifosato. Para isso, além do AMPA e NNG,
também foi investigado a glicina, que é o precursor do glifosato. A Figura 56 apresenta a

estrutura das 4 moléculas e a Figura 57 o grafico de barra da glicina em agua ultrapura.

a) Glicina b) Glifosato c) AMPA d) NNG
2 0 O O NO O
H Il i |
OH HO P\/ \)J\OH F>\”‘OH HO /F\/N \)LOH
NH; OH HO

Figura 56 — Férmula estrutural da a) glicina, b) glifosato, c) AMPA e d) NNG.
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Figura 57 — Gréficos de barra comparativo entre 4gua ultrapura e a solucéo de glicina para medidas de
capacitancia (esquerda), e resisténcia (direita).

Pelas medidas de capacitancia (Figura 5, imagem a esquerda), nenhum dos
sensores € capaz de discriminar a solucéo de glicina da agua ultrapura pois, considerando
a barra de erros entre as triplicatas, todos os valores s@o estatisticamente iguais. Ja nas
medidas de resisténcia (Figura 57, imagem a direita), apenas as medidas do S1 e do S2
sdo diferentes entre agua ultrapura e glicina e, mesmo assim, de forma muito sutil. Tal
comportamento é observado também em outras concentragdes de glicina, entdo, é

possivel afirmar que a LE ndo € sensivel a ela.

A insensibilidade da LE a glicina pode ser atribuida & diferenca entre as
estruturas moleculares: isso porque a glicina ndo apresenta o grupo fosfato e, com isso,

apenas o acido carboxilico pode ser ionizado. Sendo assim, considerando que apenas ions
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sdo capazes de diminuir de forma significativa a resisténcia da solucéo e aumentar a carga
proximo ao filme, no pH medido a glicina esta em sua forma zwitteridnica, apresenta
carga liquida nula, e ndo altera de forma significativa nem a capacitancia nem a resisténcia

medida pelos sensores na LE.

J& no caso do AMPA, h& o grupo fosfato que, no pH medido, é capaz de gerar
mais ions em solucdo. Para 0 NNG ainda tem o grupo nitroso, que aumenta 0 momento
dipolar da molécula e atinge o menor LD entre os trés analitos. Como a variacdo nas
propriedades medidas com o aumento da concentracdo é similar para os trés analitos (o
glifosato, AMPA, NNG e a misturas dos trés), todos com concentragdo molar de 2,4 pumol
L total foram medidos, e os graficos de barra para capacitancia e resisténcia estio no
Apéndice, nas Figuras A6 e A7, respectivamente. A Figura 58 apresenta a APC para 0s

dados de capacitancia.
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Figura 58 — Grafico de APC para as medidas de capacitancia da agua ultrapura (preto), glifosato

(vermelho), NNG (azul), AMPA (rosa) e a mistura dos trés herbicidas (verde).

Novamente, a PC1 corresponde a praticamente toda a variancia dos dados
(99,10%), o0 que compete-nos analisar a separac¢do dos grupos (principalmente pela PC1)
para ver nitidamente a separacdo do glifosato, do AMPA, do NNG e a mistura dos trés
herbicidas. Apesar da baixa variancia da PC2 (0,75%), essa PC é importante para a
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separacdo do glifosato da mistura dos outros herbicidas. Vale ressaltar que na Figura 58
0 aspecto de maior destaque sdo os pontos da mistura uma vez que apenas a LE néo é
capaz de diferenciar as trés substancias. Apesar disso, possui capacidade de identificar
uma mistura dos trés herbicidas pois o cluster de escores dessa amostra se localiza numa
regido intermediaria entre os clusters dos analitos individuais, mostrando que a LE
desenvolvida sé é capaz de detectar o glifosato nas condicGes exigidas por legislacao e,

também, de detectar os seus metabdlitos.

A validacdo do método de deteccgéo de glifosato usando a LE foi conduzida com
a determinagé@o de glifosato em uma formulacdo comercial (Glifomato). Os resultados
obtidos com a LE foram entdo comparados com um método de referéncia, o *H RMN
quantitativo. A Figura 59 (esquerda) apresenta o grafico de APC das cinco concentracdes
de glifosato (padrédo) utilizadas na construcéo da curva analitica apresentada na Figura 59

(direita). Ainda no APC séo apresentados 0s escores referentes ao Glifomato.
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Figura 59 — Gréfico de APC com diferentes concentraces de glifosato e Glifomato (esquerda). Curva

analitica utilizada na determinag&o do glifomato.

Os pontos do Glifomato (Figura 58, imagem a esquerda), sdo deslocados em
relacdo aos pontos do padrdo analitico de glifosato (comportamento que esta associado
aos outros produtos que estdo presentes na formulagdo comercial). De toda a forma, esse
deslocamento é em relacdo a PC2, o qual apresenta pequena variacao explicada (3,3 %)
que ndo afeta a determinacéo que utilizou os valores da PC1 em funcdo da concentragédo
de glifosato. Com isso, obtém-se a equacdo Score = -3,9 + 0,2[glifosato], R2 =0,9951, e
concentragéo calculada de 0,74 + 0,12 g L%, sendo o valor apresentado no rétulo de 1 g

L2,
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Os espectros de *H RMN do padréo e da formulagio comercial sdo apresentados

na Figura 60.
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a
" o) o)
g
| HO™ | " OH
HO b a
[ T T 1* T T T I v | b 1
39 38 37 6 35 34 33 ppm
- 15
Formulag¢ao comercial
" . A

[ I I I I I 1

I I I |
38 37 36 35 34 33 32 3.1 ppm
) \ \

| r—l
|°. v
- -

Figura 60 — Espectro de RMN H* do padréo de glifosato e da formulagdo comercial, assinalados os sinais

de integrac&o e a estrutura do glifosato.

Os espectros sdo bastante similares e as atribui¢des dos protons, feitas de acordo
com a referéncia'’®, confirmam a presenca de glifosato na amostra comercial. O
deslocamento quimico para os prétons “b” na formulagdo comercial ¢ atribuido a
presenca de aditivos, conforme destacado por Crocoli'®. A concentracéo de glifosato na
amostra é calculada pela razdo entre os valores da area de integracdo do pico referente
aos protons “a” de RMN para o padrdo e a amostra. A Tabela 9 contém os dados de
integracdo para o glifosato, para a amostra comercial bem como para os valores de

concentracéo calculada.
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Tabela 9 — Valores de integracéo do padréo e da formulacdo comercial para os dois sinais.

Sinal Integracao padrédo Integracdo comercial Concentracéo (g L™?)
4,024 0,663
3,78 6,067 4,004 0,660
3,949 0,651
4,012 0,657
3,03 6,127 4,002 0,654
4,021 0,645

Com o sinal em 3,78 ppm, a concentracdo calculada foi de 0,658 + 0,006. Ja com
o sinal em 3,03, ela foi de 0,652 + 0,006. As duas medidas, LE e RMN H?, indicam que
a formulacdo comercial apresenta concentragédo de glifosato menor que aquela indicada
no rétulo. Por fim, as duas medidas foram comparadas por testes T para verificar se sdo
estatisticamente iguais. A equagdo 10 calcula o desvio padrao combinado (o¢) € a equagao

11 apresenta o teste t.

o = N gDV + npunDVirun
L=

Nyg + Nrun
Equacéo 10 — Equagdo para célculo do desvio padrdo combinado.
média;; — médiagyy

O-C/\/H

t =

Equacao 11 — Equacdo para célculo do t no teste t.

Dessa forma, tem-se que n é o nimero de amostras, DV o desvio padrdo e os
prefixos LE e RMN se referem os dados obtidos pela lingua eletrdnica e por ressonancia

magneética, respectivamente.

O valor calculado de o foi 0,063 g L e t igual a 1,87 e, considerando um
intervalo de confianca de 95%, o valor de t calculado é menor que o valor de t tabelado
(2,78)'**, 0 que faz com que as duas medidas sejam consideradas estatisticamente iguais.
Por esse motivo, podemos concluir que os resultados produzidos pela LE estdo em nivel

semelhante a técnicas de analises consagradas.

Por ultimo, fomos investigar o comportamento da LE em uma matriz mais

complexa, a dgua do lago Paranoa. De forma analoga ao experimento apresentado na
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Figura 58, a Figura 61 apresenta o grafico de APC para as medidas de resisténcia, para a

agua do lago (preto), glifosato (vermelho), AMPA (rosa), NNG (azul) e a mistura dos

herbicidas (verde).
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Figura 61 — Grafico de APC para as medidas de capacitancia da agua do lago (preto), glifosato (vermelho),
NNG (azul), AMPA (rosa) e a mistura dos trés herbicidas (verde).

A escolha da resisténcia para a Figura 61 foi arbitraria e a APC com as duas

medidas é bem semelhante, sem que haja uma separacdo ébvia de algum grupo. A

primeira diferenca para a situacao idealizada (Figura 58) sdo os valores das PCs: na agua

do lago, a PC2 é mais relevante respondendo a 16,3%; e a segunda é a ndo separagdo dos

pontos referentes a agua do lago dos pontos dos herbicidas. Desta maneira, concluimos

que a LE funciona muito bem para matrizes mais simples, porém, para aplicacdo direta é

preciso aumentar o numero de replicatas, gerando um algoritmo mais robusto que consiga

identificar melhor as variagdes naturais de uma matriz mais complexa.
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A sintese das CeOznp foi efetiva e comprovada principalmente pelo espectro
Raman e o difratograma de raios X, que apresentam os espalhamentos e 0s picos de
difracdo caracteristicos do CeO2. Assim como as CeOznp, a sintese do compdsito
proposto CeO2npGO também foi efetiva e comprovada também pelo espectro Raman e o
difratograma — que é bem similar as CeOznp. Mas, 0 espectro Raman contém 0s picos
referentes aos espalhamentos néo sé do CeO., mas as bandas D e G que sdo caracteristicas
do GO.

As micrografias de MET apresentam a morfologia aproximadamente esférica
das CeO2np em ambos 0s casos, com tamanho ligeiramente menor no compdsito de 3,63
nm, em relacdo as particulas 3,5 nm (obtidos pelo histograma de distribuicdo de tamanho),
sendo este resultado semelhante as estimativas feitas por Raman e DRX. Além disso, as
micrografias mostram uma preferéncia das CeO> pelas bordas da folha de GO tendo em
vista que estdo relacionados ao mecanismo de formacdo das nanoparticulas. A SAED do
composito, ao contrario das nanoparticulas isoladas, ndo permite a identificacdo dos picos
de difracdo do CeO, apenas o referente ao GO. Além disso, a analise de TGA mostra que

0 CeO2npGO é termicamente mais estavel que o GO.

O preparo de suspensdes de CeO2np, GO e CeO2npGO também foram efetivas
e comprovadas pelas medidas de mobilidade eletroforética e espalhamento dindmico da
luz. Com diametro hidrodinamico de 60,06, 209,6 e 114,3 mV, e potencial zeta de +40, -
41,7 e -35,7 nm, para CeO2np, GO e CeO2npGO, respectivamente, as suspensdes se
mostram capazes de construirem filmes por LbL — fato este confirmado pelos espectros

de absorcéo UV-vis dos filmes para diferentes nimeros de bicamadas.

Caracterizado os materiais e as suspensdes, os MEIs foram funcionalizados e o
arranjo de 5 sensores foi escolhido e testado para formar a LE para deteccao de glifosato.
A caracterizagdo por espectroscopia de impedancia elétrica mostrou como 0s 5 sensores
sdo sensiveis a presenca de glifosato, AMPA e NNG, bem como da variacdo nas
concentragdes desses analitos. Os espectros gerados séo ajustaveis pelo circuito de Taylor
modificado e apresentam duas regiGes caracteristicas: a transferéncia de carga (altas

frequéncias) e a difusdo (baixas frequéncias).
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Para as medidas préaticas da LE, os sensores responderam de maneira diferente
para a variagdo na concentragdo dos analitos, a capacitancia cresceu linearmente, e a
resisténcia decresceu assintoticamente com o aumento da concentragdo. O processamento
dos dados por APC auxiliaram na interpretacdo das medidas obtidos pela LE, sendo
obtidos limites de deteccdo de 36, 20 e 13 nM — limites de quantificacdo de 110, 60 e 40
nM, para glifosato, AMPA e NNG, respectivamente.

No caso das medidas de glifosato em outras matrizes, como o pH, € preciso
melhores medidas porque o sistema sofre grande influéncia do &cido e da base utilizada,
0 que torna as medidas poucas conclusivas. Ja em relacdo a outras moléculas, a LE nédo
responde a presenca de glicina, mas é capaz de detectar AMPA, NNG e ainda diferenciar
misturas de herbicidas. Por fim, o sistema ndo é capaz de diferenciar os herbicidas em

agua do lago na forma como foram empregados.
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Compreendendo que a pesquisa nao encerra com a producéo desta tese, outros
trabalhos foram desenvolvidos de forma concomitante ao doutorado e tiveram como
objetivo ampliar as aplicagdes dos materiais aqui desenvolvidos, obter novas aplicagoes
para o sistema da LE, sanar lacunas cientificas que a exigéncia temporal da tese ndo
permitiu, aumentar a producdo cientifica do 1Q-UnB e a criacdo de empresa para

comercializacdo dos produtos desenvolvidos.

Para realizar todos esses objetivos, foi idealizada e fundada a empresa
Nanosensors, que tem como objetivo licenciar, comercializar e financiar produtos
desenvolvidos dentro da Universidade. Esse processo foi iniciado em 2021 com a
participagdo na primeira turma de pré-incubacéo do CocreationLab-DF, onde obtivemos
0 prémio de melhor pitch.

Munidos dessa nova perspectiva, agora mais empresarial € ndo apenas
académica, fomos selecionados para a pré-aceleracdo do Inova Amazonia, programa do
Sebrae para fomentar e valorizar projetos que valorizem a regido Amazonica. Agora
estamos na fase de aceleracdo na qual recebemos bolsa de capacitacdo para

desenvolvimento da empresa.

Localmente, participamos do programa Centelha do MCTI (Ministério da
Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo) em parceria com a FAPDF para impulsar empresas de
base tecnoldgica com empreendedorismo inovador. Assim como no Inova Amazonia,
também estamos entre as empresas selecionadas para recebimento do fomento. Em
determinado momento no qual houveram diversos cortes a pesquisa, fomos capazes de

obter recursos pelos méritos do trabalho aqui desenvolvido.

Para realizacdo dos objetivos académicos, novas abordagens e parcerias foram
firmadas e até o momento da escrita da tese, duas delas ja produziram resultados: a analise
de esgoto tratado das estaces de tratamento da Caesb; e a anélise da bebida comercial

Combucha.

Os resultados da Caesb s@o apresentados nas Figuras 61 e 62. A Figura 61
apresenta a capacitancia medida para cada um dos sensores (S1, S2, S3, S4 e S5) para

uma mesma amostra de NaCl (1umol L), As amostras de NaCl foram medidas sempre
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antes das amostras fornecidas pela Caesb. Ja a Figura 62 apresenta um grafico de APC
para as diferentes amostras fornecidas pela Caesb, as quais incluem dias diferentes, os

mesmos da Figura 61, bem como as estacGes de tratamento também diversas.
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Figura 61 — Variagdo na capacitancia para os sensores (S1, S2, S3, S4 e S5) para amostra de 1 umol L™
em funcdo dos dias.
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Figura 62 — Grafico de APC para as amostras de esgoto tratado de diferentes estagdes de tratamento.

A primeira andlise é importante para entender a robustez dos sensores pois, ao
contréario das amostras da tese, as da Caesb sdo matrizes bem complexas que passaram
por uma série de tratamentos fisicos, quimicos e bioldgicos. Inicialmente, todos os
sensores tém um deslocamento entre a primeira medida (16/11) e a segunda medida
(19/11); depois, os valores de capacitancia permanecem em uma faixa muito menor de
variacdo. Essa variancia esta relacionada ao efeito de entumecimento dos filmes, ou seja,
quando sdo submersos nas amostras, 0s nanomateriais dos filmes sdo permeados por agua
e todas as outras espécies quimicas presentes na amostra se difundem por todo o filme. O
entumecimento tem um efeito inicial, mas ap6s um tempo ndo tem efeito expressivo na

capacitancia, o que assegura dados reprodutiveis.

A Figura 62 apresenta uma das vantagens da utilizacdo de LE no lugar de
técnicas convencionais. Tal como abordado no texto, apds a criacdo de banco de dados,
a LE é capaz de discriminar diferentes amostras, mesmo que elas sejam bem complexas
(como no caso de amostras de esgoto tratado). A APC apresenta poucos pontos para seu
objetivo final, mas ja é possivel diferenciar trés grupos: ETE-Sul (EFF e PFF), Melchior

e Samambaia, 0 que indica que, ap6s construcdo de banco de dados adequado, sera
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possivel discriminar as amostras de agua do Distrito Federal pela regido do tratamento de
esgoto.

Assim como para as amostras da Caesb, dois resultados se destacam para analise
de Combucha (Figura 63 e 64). Na Figura 63, sdo apresentados os valores da variagéo de
capacitancia em funcéo do tempo, sendo que o tempo zero se da logo apds a abertura da
garrafa de Combucha. A Figura 64 contem o grafico de PC1 em funcéo do percentual de
etanol. Este aspecto bem como os dados obtidos foram feitos por adicdo de padréo de

forma analoga as executadas na tese.
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Figura 63 — Gréfico de variagdo na capacitancia em fungdo dos tempos para os sensores (S1, S2, S3, S4 e
S5) para a Combucha.
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Figura 64 — Grafico de PC1 em funcéo do percentual de etanol na amostra Combucha.

A Figura 63 apresenta a mudanca na capacitancia dos sensores apos a garrafa

aberta.

De forma resumida, a Combucha é uma bebida gaseificada e fermentada por
bactérias; consequentemente, sua composic¢ao quimica nao € fixa, mas vai se alterando
no decorrer do tempo. Essa observacdo € bem clara pela varia¢do na capacitancia de cada
um dos sensores e, além disso, € uma das caracteristicas Unicas da LE pois pode

acompanhar de forma simples e simultanea a qualidade de uma bebida.

Como a Combucha é fermentada por bactérias, em varios casos ha a producédo
de etanol, por isso, seu controle é tdo importante. A Figura 64 destaca como € possivel
determinar a concentracdo de etanol por adicdo de padréo tendo em vista que esse
processo gera uma resposta de APC, mais especificamente PC1, e linear em funcdo do
percentual de etanol com R2? = 0,983, sem a necessidade de nenhum preparo na amostra.
Esses quatro resultados demonstram o potencial cientifico e comercial da LE aqui

desenvolvida.
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Por isso, para exploragdo comercial, o “trabalho futuro” mais imediato ¢ a
producédo de patente via CDT. Essa patente é baseada na construcdo de um dispositivo
portétil e autbnomo, que ja estd na forma de MVP (mininum value product) conforme

fotografia da Figura 65.

Figura 65 — Fotografia digital da LE portatil.
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Apéndices

A figura Al apresenta o espectro de impedancia do filme PDAC/CeO2npGO
com 10 bicamadas, para amostra de 3 pmol L de glifosato, e trés modelos de circuitos
aplicados para ajustes dos dados. O primeiro modelo é formado por uma resisténcia (R)
em série com um CPE, em paralelo com um resistor (Rp) e um capacitor (Cp); o segundo
modelo é formado por uma resisténcia (Rs) e capacitor (Cs) em série, uma resisténcia
(Rp1) e um capacitor (Cpl) em paralelo, e uma resisténcia (Rp2) e um CPE em paralelo;
e o terceiro, Randles, com uma resisténcia (R), e um capacitor (C) em paralelo a uma

série de resisténcia (Rp) e um elemento de Warburg (W).
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Figura Al — Espectro de impedancia do S2 para amostra de 3 pmol L de glifosato. Linha preta primeiro
modelo, linha vermelha segundo modelo, linha verde terceiro modelo.

Tabela Al — Dados dos ajustes dos trés modelos.

R Erro(%) |CPEy Erro(%) |CPEn Erro(%) |Rp Erro(%) |Cp Erro(%) |Chi2

-224.43| -19.492| 1.89E-06 5.427| 0.47356 1.837] 20368 0.952| 2.13E-10 0.946 3.7585

R Erro(%) |C Erro(%) |[Rpl Erro(%) |[Cpl Erro(%) |[Rp2 Erro(%) |CPEy Erro(%) |CPEn Erro(%) |Chi2
52.733| 115.752| 1.46E-07| 5.286 16109 3.833| 2.92E-08 5.564 23482 1.088| 2.62E-10| 10.905| 0.97642 0.858| 2.042
Rp Erro(%) |C Erro(%) [Rs Erro(%) (W Erro(%) [Chi2

112.71 20.792| 1.87E-10 0.583 21296 0.484| 1.65E-06 1.093 1.6438

Espectros de impedancia e ajuste pelo modelo de Taylor modificado, para os 5

sensores em agua ultrapura.
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Figura A2 — Espectro de impedancia e ajuste para o sensor S1 (preto), S2 (vermelho), S3 (verde), S4 (azul
escuro) e S5 (azul claro).

Espectros de impedancia e ajuste pelo modelo de Taylor em diferentes
concentragdes de glifosato, AMPA e NNG para os sensores S1, S2, S3, S4 e S5.
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Figura A3 — Espectros de impedancia e ajuste pelo modelo de Taylor para os sensores S1, S2, S3, S4 e S5,
para diferentes concentracGes de glifosato.
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Figura A4 — Espectros de impedancia e ajuste pelo modelo de Taylor para os sensores S1, S2, S3, S4 e S5,
para diferentes concentracbes de AMPA.

-2"(0)

-Z7(1)

-Z'(0)

400000

S1 .- x" = 300000 4 S2 - '-_ e
300000 . .‘_‘:,-""1 L ST s
s T
" Lyt 200000 - e
20000 . "r.r"’ g 1t
o 5 . .izlh
100000 Lo 100000 j’.’.
0 o
100000 200000 300000 400000 100000 200000 300000
20 ()
= - =
800000 S3 " .‘ - 800000 - S4 .
P a,
‘v-‘“'-: * el :
i b4 ¥ oy
400000 4 sve T W 400000 4 T e
a e = LN
e - N g
o ; o
200000 ¥ 200000 ] -
T T T LE T T T
0 200000 200000 00000 ° 200000 400000 530000
I Z'(0) ()
S5
o0y S 60 nM ¥ 90nM
Y, ANE . .
300000 . “'1?:‘.:,!1- . " 60 nM ajuste 90 nM ajuste
! 2 e 70 nM 100 nM
1 . : .
200000 "I’f‘f' A 70 nM ajuste 100 nM ajuste
.
100000 4 A 80nM H 60nM
80 nM ajuste <« 110 nM ajuste|
o T T T T
100000 200000 300000 400000 500000
zy

112



Apéndices
Figura A5 — Espectros de impedéancia e ajuste pelo modelo de Taylor para os sensores S1, S2, S3, S4 e S5,
para diferentes concentragdes de NNG.

Tabela A2 — Dados dos ajustes para agua ultrapura, diferentes concentragGes de glifosato, AMPA e NNG,
para os 5 sensores.

Sensor R1 Er(%) Cc1 Er(%) Cc2 R2 Er(%) Y Er(%) Cc3 Er(%) X
Controle 16432 1,607 2,18E-10 1,717 2,00E-11 1,07E+06 10,77 1,63E-06 2,71 4,47E-07 6,841 0,45216
PDAC/Ce02npGO 5 bi 7457 1,348 2,33E-10 1,67 2,00E-11 2,96E+05 4,858 3,60E-06 2,651 6,78E-07 4,872 0,3802
PDAC/Ce02npGO 10bi  8304,8 0,909 2,05E-10 1,134 2,00E-11 6,09E+05 4,765 3,55E-06 1,885 5,23E-07 2,567 0,18602
CeO2np/PSS 7400,5 2,329 1,99E-10 2,743 2,00E-11 6,74E+05 4,123 3,01E-06 5,437 1,23E-07 3,388 0,98386
CeO2np/GO 8163,4 1,908 2,19E-10 2,245 2,00E-11 6,43E+05 3,884 3,53E-06 4,883 1,60E-07 2,939 0,70783
Controle

[Glifosato] R1 Er(%) Cc1 Er(%) c2 R2 Er(%) Y Er(%) Cc3 Er(%) X

60 nM 3969,8 5,331 2,11E-10 6,913 2,00E-11 2,17E+05 6,037 3,36E-06 11,153 1,03E-07 8,332 4,2631
70nM 15656 2,376 2,15E-10 2,47 2,00E-11 8,05E+05 3,978 2,11E-06 6,151 9,68E-08 3,679 0,94225
80 nM 21368 1,824 2,14E-10 1,858 2,00E-11 9,49E+05 3,453 2,23E-06 5,697 9,64E-08 2,869 0,59657
90 nM 21581 1,895 2,13E-10 1,933 2,00E-11 1,01E+06 3,853 2,11E-06 5,541 1,05E-07 3,048 0,64201
100 nM 22007 1,749 2,18E-10 1,792 2,00E-11 9,68E+05 5,108 1,69E-06 3,872 1,84E-07 3,89 0,53698
110nM 22796 1,677 2,13E-10 1,709 2,00E-11 1,06E+06 3,503 2,24E-06 5,317 1,02E-07 2,662 0,51662

PDAC CeO2npGO 5 bi

[Glifosato] R1 Er(%) Cc1 Er(%) c2 R2 Er(%) Y Er(%) Cc3 Er(%) b

60 nM 5012,9 1,696 2,31E-10 2,266 2,00E-11 2,46E+05 5,378 4,01E-06 2,986 7,14E-07 5,678 0,58783
70 nM 14011 1,071 2,36E-10 1,183 2,00E-11 4,47E+05 5,513 2,63E-06 2,268 6,80E-07 5,213  0,23405
80nM 24671 0,939 2,36E-10 0,98 2,00E-11 6,43E+05 7,603 2,31E-06 2,357 7,37E-07 6,078 0,18695
90 nM 28439 0,974 2,35E-10 1,006 2,00E-11 7,38E+05 8,589 2,22E-06 2,554 7,03E-07 6,285 0,20231
100 nM 29887 1,073 2,37E-10 1,098 2,00E-11 7,01E+05 8,778 2,08E-06 2,787 6,80E-07 7,199 0,24014
110 nM 31580 1,03 2,36E-10 1,052 2,00E-11 7,44E+05 9,222 2,11E-06 2,762 6,98E-07 7,089 0,22471

PDAC CeO2npGO 10 bi

[Glifosato] R1 Er(%) Cc1 Er(%) c2 R2 Er(%) Y Er(%) Cc3 Er(%) X

60nM 5604,2 1,631 2,01E-10 2,237 2,00E-11 2,98E+05 4,99 4,56E-06 3,399 5,63E-07 4,301 0,60252
70 nM 13085 0,797 2,03E-10 0,943 2,00E-11 5,91E+05 3,833 3,69E-06 2,125 4,75E-07 2,234 0,14982
80nM 18942 0,645 2,06E-10 0,732 2,00E-11 5,31E+05 5,829 3,42E-06 1,828 9,45E-07 3,838 0,10223
90 nM 20713 0,612 2,06E-10 0,687 2,00E-11 6,24E+05 5,473 3,38E-06 1,817 7,94E-07 3,121 0,092455
100 nM 21467 0,62 2,06E-10 0,689 2,00E-11 6,58E+05 5,409 3,22E-06 1,819 7,44E-07 3,072 0,093365
110nM 23413 0,65 2,07E-10 0,715 2,00E-11 6,84E+05 5,992 3,15E-06 1,965 7,49E-07 3,361 0,10295

CeO2np PSS

[Glifosato] R1 Er(%) Cc1 Er(%) c2 R2 Er(%) Y Er(%) Cc3 Er(%) Ve

60nM 5186,2 4,137 1,92E-10 5,446 2,00E-11 3,64E+05 6,193 3,84E-06 9,751 1,45E-07 6,461 3,1253
70nM 11512 2,176 1,92E-10 2,468 2,00E-11 8,39E+05 4,083 3,36E-06 7,004 1,07E-07 3,09 0,92302
80 nM 16932 1,639 1,93E-10 1,766 2,00E-11 9,46E+05 3,282 3,21E-06 6,2 1,02E-07 2,422 0,53743
90 nM 19556 1,508 1,91F-10 1,605 2,00E-11 1,28E+06 3,526 3,07E-06 5,849 9,99E-08 2,171 0,46071
100 nM 21146 1,517 1,91E-10 1,508 2,00E-11 1,21F+06 3,449 2,97E-06 5,946 1,00E-07 2,248  0,46492
110nM 22087 1,467 1,91E-10 1,539 2,00E-11 1,23E+06 3,377 2,95E-06 5,853 9,96E-08 2,184 0,43625

CeO2np GO

[Glifosato] R1 Er(%) C1 Er(%) Cc2 R2 Er(%) Y Er(%) C3 Er(%) X

60 nM 4546,1 3,757 2,22E-10 4,976 2,00E-11 4,27E+05 6,862 3,85E-06 7,383 2,14E-07 6,028  2,5705
70 nM 13530 1,759 2,26E-10 1,91 2,00E-11 7,37E+05 3,657 3,03E-06 5,171 1,43E-07 2,85 0,59703
80nM 20520 1,246 2,25E-10 1,299 2,00E-11 1,02E+06 3,094 2,95E-06 4,413 1,32E-07 2,024 0,31293
90 nM 22745 1,211 2,24E-10 1,252 2,00E-11 1,15E+06 3,216 2,88E-06 4,418 1,30E-07 1,963 0,29739
100 nM 23284 1,236 2,24E-10 1,274 2,00E-11 1,24E+06 3,402 2,77E-06 4,402 1,29E-07 1,994 0,30765
110 nM 24351 1,187 2,24E-10 1,219 2,00E-11 1,26E+06 3,319 2,78E-06 4,34 1,28E-07 1,923 0,28538
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[AMPA]
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60 nM
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[AMPA]
60nM
70nM
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100 nM
110 nM

[AMPA]
60 nM
70nM
80nM
90 nM
100 nM
110nM

[AMPA]
60 nM
70nM
80nM
90 nM
100 nM
110 nM

R1

R1

R1

R1

R1

17830
21859
23621
22773
28285
27186

10593
25488
29454
25703
34684
32856

13830
20029
23025
25216
26416
26077

21952
23552
25248
26108
26871
26398

9589,9
21059
25658
27815
26657
27132

Er(%)
2,652
3,134
2,767
2,949
2,648
2,932

Er(%)
1,243
1,329
1,353
1,309
1,371
1,158

Er(%)
0,872
0,759
0,765
0,733
0,732
0,741

Er(%)
1,486
1,585
1,479
1,434
1,413
1,468

Er(%)

1,83
1,544
1,477
1,387
1,419
1,404

c1
2,31E-10
2,28E-10
2,28E-10
2,27E-10
2,26E-10
2,28E-10

c1
2,37E-10
2,36E-10
2,38E-10
2,38E-10
2,39E-10
2,34E-10

c1
2,00E-10
1,99E-10
2,00E-10
2,01E-10
2,00E-10
2,00E-10

c1
1,90E-10
1,90E-10
1,90E-10
1,89E-10
1,89E-10
1,90E-10

c1
2,19E-10
2,22E-10
2,21E-10
2,20E-10
2,21E-10
2,22E-10

Er(%)
2,673
3,079
2,738
2,922
2,614
2,884

Er(%)
1,389
1,363
1,369
1,343
1,373
1,175

Er(%)
1,013
0,847
0,837
0,794
0,787
0,797

Er(%)
1,553
1,645
1,529
1,479
1,451
1,509

Er(%)
2,086
1,594
1,506
1,407
1,442
1,424

Y
1,15E-06
1,12E-06
1,15E-06
1,16E-06
1,12E-06
1,10E-06

Y
2,31E-06
1,86E-06
1,76E-06
1,90E-06
1,71E-06
2,11E-06

Y
3,54E-06
3,30E-06
3,22E-06
3,10E-06
2,99E-06
2,92E-06

Y
2,53E-06
2,55E-06
2,56E-06
2,55E-06
2,57E-06
2,58E-06

Y
3,11E-06
2,35E-06
2,41E-06
2,38E-06
2,44E-06

Controle

Cc2 R Er(%)
2,00E-11 4,84E+05 8,46
2,00E-11 4,38E+05 5,214
2,00E-11 7,17E+05 5,584
2,00E-11 7,81E+05 6,084
2,00E-11 8,62E+05 7,089
2,00E-11 6,44E+05 6,603
PDAC CeO2npGO 5 bi

Cc2 R Er(%)
2,00E-11 6,40E+05 4,817
2,00E-11 8,20E+05 7,022
2,00E-11 8,34E+05 7,553
2,00E-11 7,86E+05 7,011
2,00E-11 8,26E+05 8,122
2,00E-11 7,53E+05 6,8
PDAC Ce0O2npGO 10 bi

Cc2 R Er(%)
2,00E-11 7,99E+05 4,064
2,00E-11 1,06E+06 4,631
2,00E-11 9,23E+05 4,315
2,00E-11 9,61E+05 4,452
2,00E-11 1,01E+06 4,754
2,00E-11 9,09E+05 4,427

CeO2np PSS

Cc2 R Er(%)
2,00E-11 1,29E+06 3,569
2,00E-11 1,09E+06 3,461
2,00E-11 1,30E+06 3,544
2,00E-11 1,39E+06 3,562
2,00E-11 1,34E+06 3,445
2,00E-11 1,25E+06 3,436

CeO2np GO

Cc2 R Er(%)
2,00E-11 8,77E+05 4,233
2,00E-11 1,07E+06 4,029
2,00E-11 1,20E+06 4,047
2,00E-11 1,40E+06 4,105
2,00E-11 1,24E+06 3,895
2,00E-11 1,29E+06 3,885

2,41E-06

Er(%)
4,017
5,76
5,106
5,337
4,976
5,526

Er(%)
2,205
3,053

3,21
3,064
3,457
3,286

Er(%)
2,414
2,362
2,516
2,439
2,415
2,397

Er(%)
5,14
5,755
5,551
5,456
5,489
5,689

Er(%)
4,567
4,522

4,88
4,75
4,86
4,818

C
3,76E-07
1,49E-07
1,43E-07
1,45E-07
1,84E-07
1,81E-07

C
3,96E-07
4,05E-07
4,13€-07
4,23€-07
4,31E-07
4,52E-07

C
3,53E-07
3,54E-07
3,61E-07
3,73E-07
3,80E-07
3,85E-07

C
1,04E-07
1,04E-07
1,01E-07
1,00E-07
1,00E-07
1,00E-07

C
1,51E-07
1,42E-07
1,34E-07
1,28E-07
1,29E-07
1,26E-07
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Er(%)
15,285
9,483
6,932
7,099
7,83
9,304

Er(%)
3,628
5,321
5,945
5,425
6,691
5,126

Er(%)
2,014
1,895
2,049
2,075
2,152
2,238

Er(%)
2,273
2,519
2,291
2,205
2,195
2,298

Er(%)
2,742
2,683
2,536
2,332
2,402
2,356

2

X
0,97362
1,313
1,0939
1,2423
1,0595
1,2513

2

X
0,28407
0,34063
0,35271
0,33376
0,36677
0,28108

2

X
0,17642
0,13619
0,13859
0,1272
0,12653
0,12848

2

0,43602
0,49532
0,43681
0,41214
0,40072
0,43092

2

X
0,63814
0,4577
0,42876
0,38157
0,39777
0,38814
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R1

R1

R1

R1

R1

Apéndices

Controle

Er(%) Cc1 Er(%) c2 R Er(%) Y Er(%) C Er(%) Ve
25420 2,98 2,28E-10 2,941 2,00E-11 6,33E+05 6,947 1,09E-06 5,38 1,94E-07 9,897 1,2739
27430 2,811 2,26E-10 2,772 2,00E-11 6,75E+05 6,562 1,14E-06 5,413 1,82E-07 8,674 1,176
28637 2,96 2,24E-10 2,91 2,00E-11 7,78E+05 7,033 1,09E-06 5,603 1,70E-07 8,654 1,2902
27307 2,934 2,26E-10 2,888 2,00E-11 7,71E+05 6,53 1,11E-06 5,578 1,57E-07 7,964 1,2618
26352 3,209 2,24E-10 3,148 2,00E-11 6,57E+05 5,87 1,13E-06 6,342 1,31E-07 8,069 1,4706
25440 3,221 2,26E-10 3,162 2,00E-11 6,74E+05 5931 1,13E-06 6,225 1,31E-07 7,965  1,4695

PDAC CeO2npGO 5 bi

Er(%) Cc1 Er(%) c2 R Er(%) Y Er(%) C Er(%) X

15754 1,291 2,37E-10 1,38 2,00E-11 8,36E+05 5,225 2,20E-06 2,722 3,15E-07 3,412 0,31848

33216 1,349 2,37E-10 1,356 2,00E-11 9,40E+05 6,895 1,79E-06 3,501 3,32E-07 4,886 0,35806

38180 1,421 2,36E-10 1,418 2,00E-11 9,73E+05 7,458 1,73E-06 3,845 3,26E-07 5343  0,3988

38158 1,424 2,36E-10 1,42 2,00E-11 9,75E+05 7,332 1,756-06 3,886 3,19E-07 521 0,4008

30851 1,577 2,38E-10 1,584 2,00E-11 8,67E+05 7,184 1,72E-06 3,842 3,256-07 5671 0,47082

28097 1,655 2,39E-10 1,668 2,00E-11 7,84E+05 7,133 1,73E-06 3,857 3,41E-07 6,099 0,50941
PDAC Ce02npGO 10 bi

Er(%) C1 Er(%) C2 R Er(%) Y Er(%) C Er(%) X
11483 1,045 2,01E-10 1,227 2,00E-11 7,72E+05 5,006 3,10E-06 2,379 3,89E-07 2,63 0,24066
23697 0,802 2,01E-10 0,868 2,00E-11 8,97E+05 4,647 2,82E-06 2,404 3,87E-07 2,411 0,14729
25997 0,803 2,03E-10 0,854 2,00E-11 8,18E+05 4,723 2,51E-06 2,31 4,23E-07 2,853 0,14404
19324 1,025 2,04E-10 1,102 2,00E-11 9,96E+05 6,658 2,13E-06 2,263 4,24E-07 3,669 0,21732
28470 0,894 2,03E-10 0,938 2,00E-11 7,91E+05 5,34 2,22E-06 2,474 4,42E-07 3,654 0,17349
27135 0,917 2,02E-10 0,966 2,00E-11 8,87E+05 5,702 2,13E-06 2,407 4,25E-07 3,613 0,18015

CeO2np PSS

Er(%) C1 Er(%) Cc2 R Er(%) Y Er(%) C Er(%) X

22115 1,86 1,93E-10 1,932 2,00E-11 9,67E+05 4,073 2,25E-06 5,723 1,19E-07 3,179  0,6594

26638 1,556 1,93E-10 1,593 2,00E-11 1,12E+06 3,606 2,32E-06 5,439 1,10E-07 2,597 0,4741
26931 1,531 1,92E-10 1,568 2,00E-11 1,26E+06 3,707 2,34E-06 5,437 1,07E-07 2,482 0,46148
27500 1,431 1,93E-10 1,462 2,00E-11 1,18E+06 3,278 2,44E-06 5,406 1,02E-07 2,309 0,40538

22388 1,723 1,92E-10 1,79 2,00E-11 9,95E+05 3,54 2,49E-06 6,012 1,03E-07 2,758 0,57414
19530 1,81 1,93E-10 1,902 2,00E-11 9,28E+05 3,546 2,57E-06 6,093 1,02E-07 2,845 0,62709
CeO2np GO
Er(%) Cc1 Er(%) c2 R Er(%) Y Er(%) C Er(%) X
10488 1,76 2,20E-10 1,963 2,00E-11 1,04E+06 4,017 2,86E-06 4,448 1,28E-07 2,523 0,57548
25125 1,397 2,23E-10 1,421 2,00E-11 1,34E+06 3,811 2,43E-06 4,677 1,21E-07 2,261 0,38031
25860 1,475 2,25E-10 1,495 2,00E-11 1,34E+06 3,98 2,42E-06 4,992 1,20E-07 2,385 0,42298

26026 1,365 2,26E-10 1,384 2,00E-11 1,36E+06 3,719 2,44E-06 4,679 1,19E-07 2,197 0,36363
21364 1,613 2,27E-10 1,654 2,00E-11 1,18E+06 3,868 2,42E-06 5,033 1,18E-07 2,549 0,49063
19561 1,782 2,28E-10 1,838 2,00E-11 9,92E+05 3,883 2,48E-06 5456 1,20E-07 2,857  0,5927
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Figura A6 — Grafico de barras para os 5 sensores nas medidas de glifosato (preto), AMPA (vermelho),
NNG (azul) e mistura (rosa) para as medidas de capacitancia.
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Figura A7 — Grafico de barras para os 5 sensores nas medidas de glifosato (preto), AMPA (vermelho),
NNG (azul) e mistura (rosa) para as medidas de resisténcia.
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1. Introduction

Al aver the ward, glyphosate (GLY) and GLY based products are
the most comman and widespread herhicides applied to prevent the
development of umwanted weeds [1]. They inhibit the synthesis of
S.enalpyrvyl shikimate 3 phosphate synthace, which is an emential
enzyme for the biosynthesis of aromatic amino acids in plants [21.

chemical in the workd even though its determination & stila difficult
task [7]. ination of GLY and alk

ible after i instance by means of
GCANV or HALCAV [4], fluorescence [9], mas quedrupale (HALC-
TCP-ME,/ME) [101. Alternatively, other approaches that do not demand
derivatization have also been attempied, like ELISA [11] and SERS
[121
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some genetically-modified crops like soya, cm and canal esist
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