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Resumo

O lactato é um importante metabolito do organismo humano, mais conhecido como uma fonte
energética valiosa formada durante o exercicio fisico. No musculo, o lactato é formado em
condicbes de falta de oxigénio e, apds ser sintetizado, caracteriza-se também por transmitir
informacdes valiosas sobre a fisiologia corporal. Por este motivo, é monitorizado regularmente
para avaliar o desempenho atlético e apoiar as decisdes de treino, prevenindo eventuais lesodes.
A detecdo de lactato no suor surge como uma alternativa ndo invasiva a analise sanguinea. No
entanto, os dispositivos de dete¢do convencionais sdo complexos, dispendiosos e inadequados
para utilizacdo continua e em tempo real. Assim, torna-se crucial melhorar os métodos de
monitoriza¢do do lactato de forma a que estes sejam rapidos, precisos e também vidveis para
aplica¢Oes desportivas.

Os biossensores eletroquimicos surgem como uma nova abordagem, permitindo uma anélise
de baixo custo, precisa e em tempo real. No presente estudo, foi desenvolvido um biossensor
eletroquimico modificado com nanoenzimas, mais especificamente nanoparticulas magnéticas
de 6xido de ferro (Fes0,), otimizado para a detec¢do de lactato no suor. Para o desenvolvimento
deste biossensor o material de suporte utilizado foi um elétrodo serigrafado impresso de
carbono.

Os elétrodos foram inicialmente modificados com nanoparticulas magnéticas e diversos
polimeros, como alginato, Nafion e quitosano. A resposta eletroquimica foi avaliada através da
técnica de voltametria ciclica (CV), utilizando calibragGes de lactato em solugdes de pH neutro,
alcalino e acido. O sensor foi otimizado tendo em conta diversos parametros, incluindo
concentragdo das nanoparticulas, nimero de camadas aplicadas no elétrodo, temperatura da
mufla e velocidade de varrimento utilizada nas medi¢des. De seguida, as nanoparticulas
magnéticas foram funcionalizadas com B-ciclodextrina, de forma a aumentar a afinidade pelo
analito. Por fim, foram realizados estudos de interferéncia com outros compostos presentes no
suor, incluindo calibragdes de lactato em amostras de suor sintético, de modo a avaliar o
desempenho e o potencial de utilizagdo do sistema em condicdes reais.

O biossensor otimizado apresentou uma resposta linear no intervalo de concentracdes entre
50 umol/L e 2 mmol/L, com um limite de dete¢do (LoD) de 7,1 umol/L e um R? de 0,9988.
Adicionalmente, o sensor demonstrou seletividade na presenga de potenciais interferentes do
suor, como a creatinina, a ureia e a glucose, bem como uma boa resposta nos ensaios realizados
em suor sintético.

Este biossensor revelou ser sensivel, seletivo e reprodutivel para a detecao do lactato no suor,
podendo a sua abordagem ser aplicada em futuras investigacdes para sistemas de
monitorizagdo continua.

Palavras-chave: Lactato, Biossensor, Nanoenzimas, Eletroquimica, Nanoparticulas magnéticas
de ferro, Suor, Polimeros, B-ciclodextrina






Abstract

Lactate is an important metabolite in the human body, best known as a valuable energy source
formed during physical exercise. In muscles, lactate is formed in conditions of oxygen
deprivation and, after being synthesized, it also transmits valuable information about the body's
physiology. For this reason, it is regularly monitored to assess athletic performance and support
training decisions, preventing possible injuries. The detection of lactate in sweat emerges as a
non-invasive alternative to blood analysis. However, conventional detection devices are
complex, expensive, and unsuitable for continuous, real-time use. It is therefore crucial to
improve lactate monitoring methods so that they are fast, accurate, and also viable for sports
applications.

Electrochemical biosensors offer a new approach, enabling low-cost, accurate, real-time
analysis. In the present study, an electrochemical biosensor modified with nanoenzymes, more
specifically magnetic iron oxide (Fes04) nanoparticles, was developed and optimized for the
detection of lactate in sweat. For the development of this biosensor, the support material used
was a screen-printed carbon electrode.

The electrodes were initially modified with magnetic nanoparticles and various polymers, such
as alginate, Nafion, and chitosan. The electrochemical response was evaluated using cyclic
voltammetry (CV), using lactate calibrations in neutral, alkaline, and acidic solutions. The sensor
was optimized taking into account several parameters, including nanoparticle concentration,
number of layers applied to the electrode, muffle temperature, and scan rate used in the
measurements. Next, the magnetic nanoparticles were functionalized with B-cyclodextrin to
increase their affinity for the analyte. Finally, interference studies were performed with other
compounds present in sweat, including lactate calibrations in synthetic sweat samples, in order
to evaluate the performance and potential use of the system under real conditions.

The optimized biosensor showed a linear response in the concentration range between 50
umol/L and 2 mmol/L, with a limit of detection (LoD) of 7.1 umol/L and an R? of 0.9988. In
addition, the sensor demonstrated selectivity in the presence of potential sweat interferents,
such as creatinine, urea, and glucose, as well as a good response in tests performed on synthetic
sweat.

This biosensor proved to be sensitive, selective, and reproducible for the detection of lactate in
sweat, and its approach could be applied in future research for continuous monitoring systems.

Keywords: Lactate, Biosensor, Nanoenzymes, Electrochemistry, Magnetic iron nanoparticles,
Sweat, Polymers, B-cyclodextrin
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1 Introducao

No presente capitulo é apresentada uma breve introducdo a necessidade da monitorizacdao do
lactato no contexto da pratica desportiva e a sua relevancia para a avaliacdo do desempenho e
prevencado da fadiga muscular. Sdo também descritos os principais objetivos do presente estudo,
a metodologia adotada e uma breve caracterizagdo do centro de investigagdo onde foi
conduzido o trabalho experimental. Por ultimo, apresenta-se a estrutura geral seguida ao longo
do estudo.

1.1 Enquadramento e pertinéncia

Atualmente, existe uma necessidade crescente de solugbes simples, acessiveis e rapidas para a
monitoriza¢do de parametros de salde essenciais para atletas, alinhadas com as tendéncias do
mercado de tecnologias vestiveis (wearables). Atletas e treinadores procuram constantemente
técnicas inovadoras que permitam otimizar o desempenho e prevenir lesoes.

Neste contexto, o lactato é um produto intermédio do metabolismo energético, formado
principalmente a partir da glicdlise anaerdbia. Durante periodos de maior exigéncia fisica,
qguando a disponibilidade de oxigénio é limitada, o piruvato é convertido em lactato, o que
permite a continuidade da produgdo de energia através da regeneragdo do NAD* (Gladden,
2004). Durante muito tempo, o lactato foi considerado apenas um subproduto do metabolismo
anaerdbico, mas atualmente reconhece-se que o lactato desempenha fung¢des centrais como
intermedidrio energético e sinalizador metabdlico no organismo (Nalbandian & Takeda, 2016).

A monitorizacdo do lactato é particularmente relevante no contexto da pratica desportiva. Os
niveis de lactato refletem a intensidade do exercicio, a capacidade de recuperacdo e permitem
adaptar o exercicio as necessidades individuais (Goodwin et al., 2007). Tradicionalmente, a
detecdo do lactato tem sido realizada através da recolha de sangue, um método invasivo e
pouco adequado para medi¢Ges continuas, rotineiras e em tempo real. Desta forma, o suor
constitui uma alternativa promissora ao sangue no contexto desportivo, uma vez que é
produzido naturalmente durante a atividade fisica e a sua recolha é ndo invasiva (Xuan et al.,
2023).



Deste modo, existe uma necessidade crescente de melhorar os meios de monitorizacdo do
lactato, particularmente no suor, de forma a obter medi¢Ges mais frequentes e em tempo real.
O desenvolvimento de sensores simples, de resposta rapida e de facil manuseamento pode ser
uma solucdo para este problema.

Os biossensores eletroquimicos surgem como uma solugdo para a monitorizacdo do lactato no
contexto desportivo, dado o seu potencial para oferecer medi¢Ges rapidas, sensiveis e seletivas.
Estes dispositivos baseiam-se em reagbes quimicas especificas entre um elemento de
reconhecimento biolégico e o composto especifico que se pretende detetar, no caso o lactato,
resultando num sinal detetdvel. A incorporacdo de nanomateriais no desenvolvimento de
novos biossensores eletroquimicos para a detecdo do lactato ndo sdé potencia o seu
desempenho, como também permite mimetizar a atividade catalitica tipica de elementos de
biorreconhecimento (Saputra & Karim, 2025).

1.2 Questao e objetivos de investigacao

A presente dissertacdo tem como objetivo principal desenvolver um biossensor eletroquimico
utilizando uma nanozima, especificamente nanoparticulas magnéticas (MNPs, do inglés,
Magnetic Nanoparticles) de Fe30,, capazes de mimetizar e substituir enzimas naturais, para a
detecdo do analito lactato. Pretende-se que o sensor desenvolvido seja sensivel, reprodutivel,
seletivo, simples de utilizar e ndo invasivo.

De forma a atingir esse objetivo, utilizaram-se elétrodos serigrafados descartdveis de carbono
(C-SPE, do inglés Carbon Screen-Printed Electrodes), que foram modificados com as
nanoparticulas magnéticas de ferro. Seguidamente, estudou-se a incorporagdo de diferentes
polimeros, quitosano, alginato e Nafion, diluidos juntamente com as nanoparticulas em
distintas condi¢des de pH, com o intuito de avaliar a sua influéncia no desempenho do sensor.
Apds a otimizagdo de parametros experimentais, nomeadamente a concentragdo de
nanoparticulas magnéticas, o nimero de camadas aplicadas no elétrodo, a temperatura da
mufla e a velocidade de varrimento utilizada nas medic¢des, procedeu-se a funcionalizacdo das
nanoparticulas magnéticas com B-ciclodextrina.

1.3 Metodologia

Para o desenvolvimento do sensor eletroquimico foi desenvolvida a seguinte metodologia:

e Sintese das particulas magnéticas;

e Utilizacdo de plataformas condutoras do tipo C-SPEs para a deposi¢do das MNPs por
drop-casting;

e Estudo do efeito da incorporagao das MNPs com diferentes polimeros, incluindo
quitosano, alginato e Nafion;

e Otimizacdo dos pardmetros experimentais e avaliacdo da resposta do sensor na
detecdo de lactato utilizando a técnica de voltametria ciclica;

e Incorporacdo da B- ciclodextrina nas particulas magnéticas de ferro e, novamente,
avaliacdo da resposta do sensor a detec¢do do lactato.



e Avaliacdo da seletividade do sensor a possiveis interferentes do suor, creatinina,
glucose e ureia, e realizacdo de estudos de calibracdo em suor sintético.

1.4 Apresentacao do laboratorio de investigacao

A presente dissertagdo foi desenvolvida no Laboratory for Research and Innovation in Sensors
and Engineering (LabRISE), um laboratdrio de investigacao cientifica do Instituto Superior de
Engenharia do Porto (ISEP).

O LabRISE dedica-se ao desenvolvimento de biossensores que utilizam diferentes
(nano)materiais e tecnologias de transducdo. A investigacdo realizada no laboratdrio centra-se
em aplicacdes multidisciplinares, especificamente na area da saude, ambiental e no setor
alimentar, desenvolvendo tecnologias portateis e de baixo custo para alcancar a detecao répida
e seletiva de (bio)marcadores relevantes.

1.5 Estrutura do documento

Esta dissertacdo esta organizada em cinco capitulos. No presente capitulo é descrita uma breve
introducdo ao tema abordado, com o objetivo de contextualizar a sua relevancia no ambito da
investigacao.

No segundo capitulo sdo apresentadas as consideragdes tedricas fundamentais para o
desenvolvimento do estudo. Sdo abordados conceitos relacionados com o lactato, incluindo a
sua definicdo, os mecanismos responsaveis pela sua formacdo no organismo humano e a sua
influéncia na pratica desportiva. Para além disso, o capitulo foca-se nos biossensores,
destacando as suas vantagens relativamente a outros métodos de detecdo e descrevendo os
seus principais componentes, com foco nos elementos de biorreconhecimento e nos diferentes
tipos de transdutores disponiveis.

No terceiro capitulo é descrito o procedimento experimental para a construcdo e otimizacdo
do sensor, bem como todos os equipamentos, materiais e reagentes utilizados no estudo. No
quarto capitulo sdo apresentados os resultados experimentais obtidos ao longo do
desenvolvimento do sensor eletroquimico, acompanhados de uma analise critica da sua
construcdo e da avaliagdo do seu desempenho analitico. Por Ultimo, o quinto capitulo apresenta
as consideragoes finais relativas ao trabalho desenvolvido, bem como as perspetivas para
investigacoes futuras.






2 Revisao de Literatura

2.1 Fundamentos do lactato

O lactato (CHs—CHOH—COQ"), ou a sua forma protonada acido latico (CHs—CHOH-COOH), sofreu
uma mudanca significativa na compreensdo cientifica desde a sua descoberta em 1780.
Inicialmente era considerado um produto residual e a principal causa de fadiga muscular. No
entanto, hoje é reconhecido como uma fonte vital de energia e também uma molécula
sinalizadora com diversas fungdes no corpo, particularmente durante o exercicio. A teoria
predominante era que o acido latico, ao libertar um ido hidrogénio (H+), diminuiria o pH e
causaria acidose muscular, levando a fadiga durante o exercicio de alta intensidade.

Desde a década de 1980, a compreensido do lactato mudou drasticamente. E agora aceite que
o lactato ndo é responsavel pela acidose muscular. Durante o exercicio, o ATP é constantemente
degradado para fornecer energia e este processo gera protdes (H+) (equagdo 1). A
responsabilidade da acidose muscular é atribuida a produ¢do de H+ a partir da hidrélise do ATP
(Nalbandian & Takeda, 2016).

ATP + H,0 €&==== ADP+ P + H* (1)

Durante o processo de glicélise, a glucose é convertida em piruvato no citoplasma celular. Em
condicOes aerdbicas, esse piruvato é transportado para as mitocondrias onde é oxidado em
acetil-CoA e entra no ciclo de Krebs (Figura 1). Este processo é fundamental porque fornece ATP
de forma rdpida e garante energia imediata para a contragdo muscular. Esta energia é
especialmente importante em situacGes de esforco intenso em que a necessidade energética
aumenta (Phypers & Pierce, 2006).

No entanto, quando a exigéncia energética é elevada, existe uma reduc¢do na disponibilidade
de O, nos musculos. Esse estado é denominado hipdxia. Nesses casos, o piruvato é convertido
em lactato pela enzima lactato desidrogenase A (LDH,) (equagdo 2). Este processo regenera
NAD+ e permite dar continuidade a glicdlise. O lactato é transportado para as fibras oxidativas
dos musculos, coragao, figado, tecido adiposo e cérebro. Nesses locais é convertido novamente
em piruvato pela lactato desidrogenase B (LDHg) e metabolizado aerobicamente na
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mitocondria. Quando o piruvato ndo é completamente metabolizado pela oxidacdo aerdbia, a
LDH, favorece a sua transformacdo para lactato. Em contrapartida, quando o piruvato esta
reduzido, a LDHg promove a conversdo de lactato em piruvato (Della Rocca et al., 2022;
Nalbandian & Takeda, 2016).

Piruvato + NADHY + HY &==== Lactato + NAD™* (2)

A producdo de lactato envolve o consumo de duas moléculas de hidrogénio e resulta na
formacgdao de NAD*. O lactato também auxilia no equilibrio do pH ao ser co-transportado com
ides H* através de transportadores monocarboxilatos (MCTs, do inglés, Monocarboxylate
Transporters) (S. Huang et al., 2025).

Posto isto, o lactato ndo é a principal causa de acidose muscular ou fadiga. Em vez disso, a
investigacdo atual identifica a hidrdlise de ATP, a insuficiéncia de oxigénio, a acumulagdo de
fosfato e os mecanismos neurais como principais contribuintes para a fadiga muscular
(Mandadzhiev, 2025).

I Glucose I
ATP
Glicdlise
NADH
LDHg
Piruvato < ’l Lactato I
LDH,
Acetil CoA NADH NAD® ==
1x GTP
. 1x FADH,
Ciclo de
—

Krebs
3x NADH

il

36x ATP

Figura 1- Representac¢do esquematica do metabolismo da glicdlise e formacdo de lactato. Imagem
adaptada de (Phypers & Pierce, 2006).

2.1.1 Lactato como molécula sinalizadora

No organismo humano, o denominado “acido latico” encontra-se praticamente todo dissociado
na forma de lactato, dado que se trata de um acido fraco (pKa = 3.9) e geralmente encontra-se
num meio fisiolégico cujo pH estd muito acima do seu valor de dissociagcdo (Phypers & Pierce,
2006). Em condigBes nas quais o pH do meio é significativamente superior ao pKa de um acido,
predomina a forma idnica (Figura 2). Por essa razdo, embora a designacao 'acido latico' seja
frequentemente utilizada, a espécie predominante no sangue e nos tecidos é o lactato (Lee,
2021). Embora o &cido latico e o lactato partilhem a mesma estrutura molecular, diferem nas
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suas propriedades quimicas, particularmente no que diz respeito a carga elétrica e ao modo de
transporte celular (Rabinowitz & Enerback, 2020).
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Figura 2- Representagdo da fragdo molar entre a forma protonada (4cido latico) e a forma
desprotonada (lactato) em fungdo do pH. Imagem adaptada de (Payan et al., 2023).

O lactato é transportado por todo o corpo através do sangue e eliminado algum tempo apds a
pratica de exercicio. A eliminagdo do lactato ocorre principalmente por oxidagdo no musculo
esquelético e no coragao, pela gliconeogénese no figado e, em certa parte, pela excre¢do no
suor e na urina (T. Huang et al., 2025).

No desporto, a monitorizagcdo do lactato é crucial por inUmeras razdes. O exercicio intenso
prolongado induz perturbagbes entre a produgao e a eliminagao do lactato, o que acaba por
prolongar a recuperacao fisica. O lactato é um bom marcador para medi¢cSes de resposta
fisiolégica corporal porque dele podem derivar dados sobre o funcionamento aerdbio e
anaerdbio de um atleta. Estes dados podem ser utilizados para formular estratégias
individualizadas de treino e recuperacdo (T. Huang et al., 2025). A Figura 3 ilustra a relagdo entre
o nivel de esforco fisico, a disponibilidade de oxigénio e a respetiva producdo de lactato.

Para além do seu papel energético, o lactato também funciona como uma molécula sinalizadora.
Acredita-se que estimule e se ligue a vdrios alvos citosdlicos, influenciando o metabolismo
celular e a imunidade. No tecido adiposo branco utiliza vias metabdlicas para regular o
metabolismo lipidico. Através dessas vias pode inibir ou estimular a lipdlise conforme a
concentracao e durag¢do do estimulo. No musculo esquelético reduz a degradagao de gordura,
promove a sintese de triglicéridos intramusculares e aumenta a biogénese mitocondrial,
entrando na matriz mitocondrial através do transportador MCT1. Além disso, ativa vias
moleculares essenciais para a neuroplasticidade e para as adaptagées a hipdxia (S. Huang et al.,
2025; Nalbandian & Takeda, 2016).



Desta forma, o lactato, enquanto produto intermédio central do metabolismo celular, é
reconhecido como um importante indicador do estado fisiolégico e da saude humana. A sua
monitorizacdo pode desempenhar um papel crucial em diversas dreas médicas, bem como na
medicina desportiva e treino personalizado.

0, +++ 0, ++
Lactato + Lactato ++

Estado de repouso
Oxidagdo aerébica

2/

0, +

’ Lactato +++

Figura 3- Relagdo entre intensidade do exercicio, a disponibilidade de oxigénio e

Exercicio moderado
Oxidagdo aerdbica

Exercicio intenso
Glicdlise anaerébica

OO0

producgdo de lactato. Imagem adaptada de (T. Huang et al., 2025).
2.1.2 Fluidos na monitorizacao do lactato

As técnicas convencionais de medicdo do lactato envolvem a colheita invasiva de sangue,
frequentemente dos Iébulos das orelhas, pontas dos dedos, veias ou artérias. O nivel de lactato
no sangue é um indicador comprovado e sensivel a adaptacdo fisioldgica e a intensidade do
exercicio. No entanto, a colheita de sangue é esporadica e requer alguma tolerancia a dor.
Apresenta também restricdes de rapidez e portabilidade na deteg¢do. A sua natureza intrusiva
torna-o inadequado para a detecdo em tempo real e continuo, gerando discrepancias entre as
reacOes do teste e as condigdes reais de competicdo (T. Huang et al., 2025).

Um dos principais fluidos corporais estudados na monitoriza¢do nao invasiva do lactato é o suor.
Ao contrario de alguns métodos cldssicos, que sdo inerentemente invasivos, a avaliagdo do suor
oferece um processo pratico, que pode ser continuo e em tempo real. O suor é um fluido
biolégico presente na superficie da pele humana e tem vindo a ser cada vez mais valorizado
como amostra para analise de biomarcadores, apresentando um pH ligeiramente acido, entre
4,5 a 6,5 no ser humano sauddvel. O suor é composto por 99% de agua e contém diversos
componentes, como lactato, glicose, sddio, creatinina, cloreto, ureia e proteinas (Luo et al.,
2021; Z. Xu et al., 2025).

Além do suor, o lactato pode ser detetado noutros fluidos, como lagrimas e saliva (Figura 4),
embora estes sejam menos comuns e ainda pouco explorados.



Lagrimas

Y i Saliva

Sangue
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Figura 4- Fluidos bioldgicos utilizados para a monitorizagdo de lactato: invasivo
(sangue) e ndo invasivos (lagrimas, saliva, suor). Imagem adaptada de (G. Yang et
al., 2024).

A concentracgdo de lactato no suor é, em geral, superior a do sangue durante o exercicio. No
entanto, a correlacdo entre os niveis de lactato presentes no sangue e no suor nem sempre é
clara. Alguns estudos ndo revelam qualquer associacao e especulam que o lactato no suor pode
ter origem nas proéprias glandulas sudoriparas, independentemente dos niveis de lactato no
sangue. Por outro lado, ha investigagdes que apontam para uma possivel correlagdo e
demonstram que o aumento do lactato no sangue também se reflete num aumento do lactato
no suor durante exercicios de poténcia aerébia maxima (Luo et al., 2021).

A concentracdo média de lactato no sangue situa-se entre 0,5 mmol/L em repouso e 15 a 20
mmol/L durante exercicio intenso (Ding et al., 2025). O limiar de lactato refere-se aos pontos
criticos onde a acumulagdo de lactato aumenta abruptamente com o aumento progressivo da
intensidade do exercicio (T. Huang et al., 2025). O primeiro ponto, designado limiar aerébio,
corresponde ao inicio do aumento da concentragdo de lactato acima dos valores de repouso,
onde comega a existir uma maior contribuicdo da glicélise anaerdbia. Ja o segundo ponto,
denominado limiar anaerdbio, é marcado pelo aumento exponencial dos niveis de lactato,
onde passa a existir uma predominancia do metabolismo anaerdbio. No sangue, o limiar
aerdbio é geralmente identificado em torno de 2 mmol/L de concentragdo de lactato, enquanto
o limiar anaerdbio é frequentemente definido préximo de 4 mmol/L (Mandadzhiev, 2025).

No suor, a literatura afirma que os niveis de lactato estdo, em média, entre 1 e 20-25 mmol/L
aproximadamente (Messina & Giardi, 2024; Seki et al., 2021; Xuan et al., 2023). No entanto,
estes valores podem ser influenciados por varios fatores, incluindo a taxa de sudorese,
evaporacgao, temperatura, humidade relativa, intensidade do exercicio, hipdxia tecidual local e
variacdo interindividual. Além disso, os niveis de lactato no suor também podem diferir
consoante a regido do corpo humano (Luo et al., 2021).

Existe um atraso significativo na investigacdo sobre o lactato no suor em comparagdao com o
lactato sanguineo no desporto. Apesar de alguns autores ja proporem o conceito de “limiar de
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lactato no suor”, ainda ndo existe padronizacdo ou um consenso cientifico sobre este
biomarcador no suor (T. Huang et al., 2025).

2.1.3 Métodos de detegao

Atualmente, no campo biomédico, tém sido utilizados vdrios métodos analiticos para a
determinacdo do lactato, tais como a avaliacdo colorimétrica, a espetrofotometria, a
inglés, High-Performance Liquid

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPCL, do

Chromatography), a cromatografia gasosa e os métodos enzimaticos (Ding et al., 2025).

A Tabela 1 sintetiza os principais métodos laboratoriais utilizados para a determinacdo do
lactato, o respetivo principio de funcionamento, bem como as suas principais vantagens e
limitacGes. Contudo, a maioria destes métodos sdo complexos, dispendiosos, requerem
conhecimentos especializados no manuseamento dos instrumentos, envolvem longos tempos
de pré-tratamento das amostras e preparagdo de reagentes, ndo sendo, por isso, praticos em

contexto de monitorizacao direta (Amin et al., 2019).

Tabela 1- Comparagdo entre os métodos laboratoriais tradicionais utilizados para detegdo do lactato,

com indicagdo das respetivas vantagens e limitagdes.

Método Principio Vantagens LimitagGes
M n r
(Morbioli et al., o L & baixo custo, | sensibilidade;
Colorimétrico enzimdtica que .
2017) facil de pouco
gera produto . e
. interpretar. quantitativo.
colorido.
Conversao do
lactato em Especifico, Requer
. iruvato pela LDH, muito enzimas
(Borshchevskaya | Espetrofotometria piruvato p - ul Z,I .
et al,, 2016) enzimatica gerando NADH, utilizado em estaveis;

Y medido num pratica preparagao
comprimento de clinica. de amostras.
onda especifico.

Separac¢do do Muito
P ) ¢ Elevada dispendioso;
. analito por o .
(Ding et al., interacies entre precisao, equipamento
2025; Valverde, HPLC fase esgtacionéria seletividade e volumoso;
2024) reprodutibilid | ndo portatil;
(coluna) e fase .
. ade. exige
movel (solvente). L.
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Atualmente, a nova vaga de tecnologia favorece uma monitorizacdo ndo invasiva e em tempo
real do lactato no suor como biomarcador do estado fisiolégico humano; além disso, a medicdo
nao invasiva de analitos no suor humano é utilizada como alternativa a medicdo de analitos no
sangue. Desta forma, novas tecnologias vestiveis (wearables) para a detec¢do de lactato no suor
podem permitir acompanhar este biomarcador de forma continua e estavel. Além disso, podem
ser integrados a dispositivos digitais para fornecer, em tempo real, informacdes relevantes
sobre a fisiologia do individuo, ao mesmo tempo que reduzem o risco de evaporagao e
contaminacgdo da amostra.

Quanto aos dispositivos vestiveis para medi¢do de lactato no suor, ainda ndo sdo tecnologias
consolidadas no mercado. Muitos dos exemplos existentes sdo protétipos ou desenvolvimentos
de laboratdrio. A area enfrenta varios desafios técnicos, como estabilidade de sensores,
calibracdo, conforto para o utilizador e correlacdo entre os niveis de lactato no suor e no sangue
(Ding et al., 2025; Luo et al., 2021; G. Yang et al., 2024). A Figura 5 representa a evoluc¢do atual
dos métodos de detecdo.

Métodos Tradicionais Métodos Avancados

\_) Y

— : 4 I .
b = | O

Figura 5- Comparacgdo entre métodos tradicionais e métodos avan¢ados de monitorizagdo continua.
Imagem adaptada de (Luo et al., 2021).
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2.2 Biossensores

Os biossensores sao dispositivos constituidos por um elemento de biorreconhecimento e um
transdutor fisico-quimico. Este dispositivo tem como objetivo principal identificar analitos
especificos em diferentes tipos de amostras (Khan et al., 2020).

Entre as diversas aplicacdes destacam-se a monitorizacdo de doencas, seguranca alimentar e
controlo ambiental/ industrial. Além disso, apresentam aplicabilidade numa grande variedade
de amostras, tais como fluidos corporais (sangue, urina, saliva, entre outros), amostras
alimentares e ambientais, bem como culturas celulares (Grieshaber et al., 2008; Tetyana et al.,
2021).

Comparativamente a outros métodos de detecdo, oferecem portabilidade, capacidade de
miniaturizacdo, facilidade de utilizacdo, automatizacdo, acessibilidade, maior estabilidade,
tempos de detecdo rapidos e a vantagem adicional de fornecerem respostas em tempo real
(Kim & Park, 2021).

2.2.1 Estrutura de um biossensor

Um biossensor pode ser constituido por diversos componentes com func¢des distintas e
essenciais para o seu funcionamento eficiente. Cada um destes componentes é seguidamente
explicado em detalhe e apresentado na Figura 6 (Bhalla et al., 2016).

e Analito: substancia-alvo que se pretende detetar. Pode ser, por exemplo, glicose,
lactato, uma proteina, acido nucleico ou outro composto especifico presente numa
amostra.

e Biorrecetor: elemento de reconhecimento bioldgico responsavel pela interacao
seletiva com o analito. Pode ser uma enzima, anticorpo, acido nucleico, célula ou tecido.
O processo de reconhecimento especifico entre o analito e o biorrecetor é designado
por biorreconhecimento.

e Transdutor: converte o evento de biorreconhecimento num sinal fisico mensuravel.
Este sinal é geralmente proporcional a quantidade de analito presente na amostra. A
conversdo da energia associada ao reconhecimento biolégico num sinal quantificavel é
designada por sinalizagao.

e Condicionamento do sinal: um conjunto de dispositivos eletrénicos que amplificam,
filtram ou convertem o sinal do transdutor. Estes condicionam o sinal para analise e
exibicdo, traduzindo normalmente os sinais analdgicos em sinais digitais.

e Display: o sinal é convertido num valor compreensivel e apresentado ao utilizador por
meio de um display digital, grafico ou interface ligada a um software. Esta etapa final
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traduz a informacado bioquimica em dados uteis, como a concentracdo de lactato ou a
presenca de um biomarcador especifico.

Analito Biorrecetor Transdutor Condicionamento Display
de sinal (sinal)
._'".- L Razistancia
=
G "‘ £y ® . amal _
e Y4 g El
Proteinas Anticorpos Eletroquimicos =
Tara
Amplificador Grafico
E de sinal
Virus Enzimas Oticos

P % 66 . Oy

m F\][

.9

Processamento Numérico

DNA Aptdmeros Piezoelétricos

L. e L L. L

Figura 6- Componentes principais de um biossensor. Imagem realizada em BioRender.com

Os biossensores podem ser classificados de acordo com o tipo de biorrecetor e o tipo de
transdutor. Essa classificagdo, bem como as principais caracteristicas desses dispositivos, serd
desenvolvida nos subcapitulos seguintes (Naresh & Lee, 2021).

2.2.2 Caracteristicas de um biossensor

Devido a natureza das aplicagdes em que os biossensores sdo utilizados, varios parametros
precisam de ser cumpridos quando se desenvolve um biossensor. Essas caracteristicas definem
o seu desempenho e utilidade. De seguida é apresentada a descrigdo de cada uma destas
propriedades (Bhalla et al., 2016; Katey et al., 2023; Tetyana et al., 2021):

e Sensibilidade: é considerada a caracteristica mais importante de um biossensor. A
sensibilidade de um biossensor é definida como a relagdo entre a variacdo na
concentragdo do analito e a intensidade do sinal gerado pelo transdutor.

¢ Limite de detegdo (LoD, do inglés, Limit of Detection): é a menor quantidade de analito
que se pode detetar de forma fidvel, ou seja, que produza um sinal significativamente
distinto do ruido de fundo.

e Seletividade: é a capacidade do biorrecetor responder apenas ao analito-alvo numa

amostra que contenha outros compostos. Um falso positivo é definido quando o
dispositivo sinaliza a presenca do analito-alvo, mas a leitura é provocada por outro
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composto da amostra. Este problema esta normalmente associado a sensores de baixa
seletividade.

e Estabilidade: determina a capacidade do biossensor de resistir a alteracdes no seu
desempenho ao longo de um periodo de tempo em resposta a interrupcdes
decorrentes de fatores externos. Estas alteracdes podem ser na forma de temperatura,
humidade ou outras condi¢des ambientais. Tais interrup¢des tém o potencial de induzir
imprecisdes no sinal de saida durante a medicdo, afetando assim a precisdo e exatidao
do dispositivo biossensor.

e Reprodutibilidade: refere-se a capacidade do dispositivo biossensor de produzir sinais
de saida ou resultados equivalentes sob as mesmas condi¢cbes experimentais em
medicoes repetidas. A capacidade do biossensor de cumprir este critério depende
fortemente do transdutor, que deve funcionar de forma precisa e exata.

e Linearidade: traduz a capacidade do biossensor de produzir sinais de saida diretamente
proporcionais as diferentes concentracdes do analito. Esta relacdo entre concentracao
e resposta é fundamental para a calibracdo do dispositivo e para garantir medicGes
fidveis ao longo de uma ampla gama de concentragGes. Assim, 0 sensor consegue
refletir de forma clara e consistente as alteragdes reais na quantidade do analito.

e Tempo de resposta: determina o tempo que o biossensor demora para produzir um
sinal ou resposta apds a interacdo do biorrecetor com o analito-alvo.

2.2.3 Classificagcao de biossensores de acordo com a tipologia do elemento de
biorreconhecimento

Como referido anteriormente, um biossensor pode ser classificado de acordo com o elemento
de biorreconhecimento utilizado. O material deve ser altamente especifico, estavel quando
armazenado e imobilizado (Tetyana et al., 2021).

Existem diferentes tipos de elementos de biorreconhecimento, tais como anticorpos, tecidos,
microrganismos, organelos e recetores celulares, enzimas ou acidos nucleicos (Khaleque et al.,
2024). Estdo divididos em trés categorias distintas: recetores de afinidade, metabdlicos e
cataliticos. Quando o elemento de biorreconhecimento se liga diretamente ao analito, o sensor
é designado por sensor de afinidade. Se a interacdo com o analito provoca uma alteragao
guimica que pode ser utilizada para determinar a concentracdo do substrato, o sensor é
classificado como sensor metabdlico. Por ultimo, o biossensor é considerado catalitico quando
o elemento de biorreconhecimento se combina com o analito sem provocar alteragdes
guimicas diretas, mas transforma esse analito num substrato auxiliar (Mandal, 2023).

O grupo dos biossensores cataliticos é utilizado em dispositivos para monitorizacdo de
substancias a niveis micromolares ou milimolares. Os elementos utilizados sdo enzimas,
microrganismos e tecidos. O grupo de afinidade e metabdlico é utilizado principalmente em
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dispositivos biossensores que medem analitos como esteroides, fdrmacos e toxinas. Tais
recetores incluem anticorpos, antigénios, acidos nucleicos, entre outros (Tetyana et al., 2021).

Os biossensores sdo ainda classificados como naturais ou artificiais. Os de origem sintética sao
projetados para imitar as funcionalidades dos recetores bioldgicos naturais. Entre os
biossensores de origem natural destacam-se aqueles baseados em anticorpos, enzimas e
células, enquanto os artificiais incluem aptadmeros e polimeros de impressdo molecular
(Campuzano et al., 2023) (Figura 7).

Biossensores

J

L
Elementos de
Biorreconhecimento

¥
C al

Naturais Artificiais

Polimeros impressao

Anticorpos
molecular

Enzimas Aptdmeros

Células

Figura 7- Classificacdo dos biossensores de acordo com os elementos de biorreconhecimento. Imagem
adaptada de (Tetyana et al., 2021).

2.2.3.1 Anticorpos

Os anticorpos sdo proteinas em forma de "Y" sintetizadas pelo sistema imunitario, mais
concretamente pelos gldbulos brancos, com capacidades de reconhecimento de antigénios. A
sua estrutura é composta por duas cadeias pesadas (H, heavy chains) e duas leves (L, light chains)
de polipeptideos, ligadas entre si por pontes dissulfeto (Naresh & Lee, 2021)(Figura 8). As
cadeias leve e pesada contém regides constantes (C, constante region) e variaveis (V, variable
region). Estas Utimas sdo denominadas pardtopos e sdo responsaveis pela ligacdo aos
antigénios. De forma analoga, o local de um antigénio no qual um anticorpo complementar
pode ser ligado especificamente é denominado de epitopo (Mpofu et al., 2025).

Um imunoensaio é um teste bioanalitico que se baseia na interacdo especifica entre antigénio-
anticorpo para detetar ou quantificar a presenca de um analito numa determinada amostra. O
principio basico é que o anticorpo reconhece e liga-se especificamente ao antigénio para formar
um complexo imunitdrio (Darwish, 2006). A ligacdo é altamente especifica e possibilita que os
anticorpos reconhecam e se liguem a determinados patogénios, toxinas, células ou outras
moléculas (Mpofu et al., 2025).
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Os biossensores baseados na ligacdo antigénio—anticorpo sdo designados imunossensores. Os
anticorpos sdo uma das moléculas mais procuradas nos biossensores porque apresentam uma
elevada afinidade e especificidade. As limitagbes associadas a sua utilizagdo incluem a
dificuldade relacionada com modificacdes quimicas, o elevado custo de producdo e, por serem
proteinas, a falta de resisténcia e estabilidade a flutuacGes de temperatura (Reafio & Escobar,
2024).

Local de ligacao Local de ligacao

"\Eo\anﬁgénio

Legenda
+ H:Cadeia pesada
o L:Cadeialeve
« C:Regido constante
» V:Regido varidvel

Figura 8- Estrutura de um anticorpo. Imagem realizada em BioRender.com

2.2.3.2 Enzimas

As enzimas sao biomacromoléculas essenciais com diferentes fungdes cataliticas. S3o também
consideradas importantes na regulacdo do metabolismo celular e na homeostasia nos seres
vivos (Fan et al.,, 2023). As enzimas tém sido amplamente utilizadas como componentes
integrais no desenvolvimento de biossensores funcionais, principalmente eletroquimicos
(Naresh & Lee, 2021).

Os biossensores enzimaticos proporcionam uma analise e quantificacdo precisa, rapida e de
baixo custo de diversos analitos. Sdo valorizados pela sua elevada especificidade e pelo facto
de as enzimas poderem ser reutilizadas durante varios ciclos de medicdo (Tetyana et al., 2021).

Embora superiores em varios aspetos, as enzimas naturais apresentam algumas limitagGes que
impedem a sua utilizacdo em diversas situacGes: funcionam apenas em condicdes fisioldgicas
limitadas, apresentam estabilidade reduzida em ambientes agressivos, sdao excessivamente
caras de produzir e possuem processos de producdo complexos (Das et al., 2021). As estruturas
enzimaticas sdo também vulneraveis, pelo que melhorar a sensibilidade, a estabilidade ou a
flexibilidade é um processo dispendioso e complexo. (Fan et al., 2023; Naresh & Lee, 2021).

2.2.3.3 Polimeros de Impressdo Molecular

Os Polimeros de Impressdo Molecular (MIPs, do inglés, Molecularly Imprinted Polymers) sdo
polimeros sintéticos concebidos para atuar como recetores e substituir elementos de
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reconhecimento bioldgico. Podem reconhecer e ligar-se a uma molécula-alvo especifica
utilizada durante o processo de impressdo (molécula-molde) (Cegtowski et al., 2022).

A sintese de MIPs é geralmente realizada através da selecdo de mondédmeros funcionais capazes
de formar interagdes estaveis com uma molécula-molde. A formagdo de um complexo molde—
mondmero estavel é critica para a capacidade de reconhecimento do polimero. O arranjo
espacial dos monémeros em torno da molécula-molde é fixado durante a polimerizagao,
auxiliada por um agente reticulante, formando uma rede polimérica tridimensional. As
interacdes entre a nova matriz polimérica e a molécula-alvo resultam na criacdo do
reconhecimento molecular. A extracdao da molécula-molde resulta na formacgdo de cavidades
especificas e complementares a molécula utilizada, em forma, tamanho e propriedades
guimicas, possibilitando o reconhecimento seletivo a alvos e a compostos andlogos funcionais.
Os MIPs enquadram-se na categoria de biossensores de afinidade, simulando a interagdo entre
anticorpo e antigénio para se ligar a alvos especificos (Y. Li et al., 2024; Mustafa et al., 2022).

Os MIPs podem oferecer elevada estabilidade, custo reduzido e reutilizacdo, sendo também
econdmicos, simples de utilizar e altamente sensiveis. Por outro lado apresentam limitacdes,
como uma cinética de liga¢do lenta e reatividade cruzada (Agar et al., 2025).

A eficdcia do MIP depende fortemente da escolha do mondmero funcional, do reticulante e do
método de polimerizagdo. Uma sele¢do inadequada destes parametros pode resultar em
cavidades mal formadas, reconhecimento insuficiente do alvo ou dificuldade na remogao
completa da molécula-molde (Agar et al., 2025).

2.2.3.4 Aptameros

Os aptameros sao oligonucledtidos sintéticos de acido ribonucleico (RNA, do inglés, Ribonucleic
acid) e de acido desoxirribonucleico (DNA, do inglés, Deoxyribonucleic acid ) de cadeia simples
gue assumem uma estrutura bidimensional ou tridimensional complexa especifica (Naresh &
Lee, 2021). Devido as suas propriedades conseguem reconhecer e ligar-se de forma muito
especifica a diferentes alvos, tais como, iGes metalicos, pequenas moléculas, proteinas e células
inteiras (Napit et al., 2025). Os aptameros normalmente tém entre 25 e 80 nucledtidos de
comprimento (Stangherlin et al., 2025).

Estes biorrecetores podem ser sintetizados através de um processo denominado Evolugdo
Sistémica de Ligantes por Enriquecimento Exponencial (SELEX, do inglés, Systemic Evolution of
Ligands by Exponential Enrichment). Este processo inicia-se a partir de uma grande biblioteca
de sequéncias de DNA ou RNA com diferentes afinidades. Estas sequéncias sdo expostas a
molécula-alvo e as que nao se ligam sdo eliminadas (Farid et al., 2023). No entanto, as que
mostram liga¢do sdao amplificadas e passam para a fase seguinte, como é possivel observar na
Figura 9. Apds este processo, a biblioteca de oligonucledtidos é restaurada, dando inicio a um
novo ciclo de selecdo. Dependendo da natureza do alvo sdo necessarias entre 10 a 20 rondas
de SELEX paraisolar aptameros que se liguem especificamente ao alvo (Stangherlin et al., 2025).
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Os aptameros, por serem compostos de acidos nucleicos, apresentam maior estabilidade em
diferentes temperaturas e condi¢ées de armazenamento. Tém também a capacidade de
reconstituir a sua estrutura apds desnaturacdo por calor e podem ser modificados
guimicamente para otimizar a sua capacidade de ligacdo. Em contraste com os anticorpos, cuja
producdo depende de sistemas bioldgicos, os aptdmeros sao facilmente sintetizados em
laboratério. Os aptassensores sdo biossensores que utilizam aptameros como elemento de
biorreconhecimento (Naresh & Lee, 2021).

Biblioteca inicial
(DNA ou RNA)

O
2 o2
434 O
o ~g S (@)
Reamplificagdo \ Proteinas, péptidos,
\ células, etc

Sre )
N SELEX O Os s
Aptdmeros €— s‘; © * -~

/ Remogdo das moléculas
§ Cj ndo Ilgantes

Separagao das >
moléculas R

o
S0
o

ligantes

Figura 9- Esquema do processo SELEX. Imagem adaptada de (Stangherlin
etal., 2025).

2.2.4 Nanoenzimas

Embora os sensores enzimaticos apresentem elevada especificidade, o seu funcionamento
pode ser facilmente influenciado pelos fatores anteriormente descritos, o que afeta a
estabilidade e a reprodutibilidade do processo de detec¢do. Por este motivo, nos ultimos anos,
tém sido feitos esforgos para utilizar outros materiais com catalisadores como elementos
centrais de biorreconhecimento. Isto conduziu a criacdo das chamadas "enzimas artificiais" ou
"nanoenzimas", terminologia utilizada pela primeira vez em 2004 (Das et al., 2021; Ding et al.,
2025).

Nanoenzimas sdo materiais sintéticos de estrutura nanométrica capazes de exibir atividade
catalitica semelhante a das enzimas naturais, ou seja, capazes de mimetizar as funcdes
cataliticas bioldgicas. Estas nanoestruturas apresentam dimensGes tipicas entre 1 e 100 nm.
Diferentes nanomateriais tém sido utilizados para simular o comportamento cinético de
enzimas naturais e catalisar a conversao de moléculas em formas oxidadas facilmente
detetdveis. Estes incluem nanoparticulas metdlicas de ouro (Au), prata (Ag), platina (Pt) e
palddio (Pd); éxidos metalicos (Fes0s, CeO,, ZnO, Cu0), materiais de carbono (nanotubos de
carbono, grafeno, pontos quanticos de carbono) e estruturas metal-organicas, como é possivel
observar na Figura 10 (W. Yang et al., 2021).
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As nanoenzimas metalicas, constituidas por metais nobres, destacam-se pela elevada
estabilidade quimica. Esta classe de nanoenzimas apresenta fortes propriedades plasmodnicas
superficiais e capacidades de conversdo 6tica e fototérmica. Além disso, a superficie metalica
permite uma ligacdo eficiente a diversas biomoléculas (Ma et al., 2025).

Os 6xidos metdlicos sdo uma das principais classes de nanoenzimas devido a sua facilidade de
producdo, elevada mobilidade eletrénica e custo relativamente baixo. Estas nanoenzimas
apresentam potencial significativo para uma ampla gama de aplicagdes, incluindo biossensores,
diagndstico de doencas, tratamentos terapéuticos, testes alimentares e até mesmo protecao
ambiental (Das et al., 2021; Ma et al., 2025). Por sua vez, os nanomateriais de carbono
destacam-se na construgdo de materiais flexiveis (Ma et al., 2025).

Por ultimo, as estruturas metal-organicas sao uma classe de materiais cristalinos microporosos
hibridos que combinam componentes inorganicos e organicos. Um exemplo é a estrutura
metal-orgdnica homogénea ZIF-67, formada pela reacdo entre ides Co?* e 2-metilimidazol. As
vantagens das estruturas metal-organicas incluem excelente estabilidade, porosidade ajustavel
a escala nanométrica e estruturas espaciais variadas com cavidades de tamanho uniforme.
Nestas estruturas, tanto os nds metdlicos como os componentes organicos conferem atividade

enzimatica (Ma et al., 2025).
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Figura 10- Principais classes de nanoenzimas. Imagem adaptada de (R. Yang et al., 2025).
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As nanoenzimas apresentam diversas vantagens em relacdo as enzimas naturais. S3o capazes
de desempenhar multiplas fun¢Ges cataliticas, tém baixos custos de fabrico, sdo estaveis e
resistentes em ambientes agressivos (pH entre 1 e 12 e temperaturas até 80 °C) e permitem
funcionalizar a sua superficie com diferentes abordagens. Além disso, sdo relativamente faceis
de sintetizar e, em certos casos, reutilizaveis, pelo que os custos globais sdo baixos. A limita¢do
principal das nanozimas é a sua menor especificidade. Comparativamente com as enzimas
naturais, as nanoenzimas tém dificuldade em catalisar apenas um substrato especifico, o que
pode resultar em biossensores menos seletivos. Posto isto, existem ainda algumas limitagdes
na criagao de dispositivos que sejam simultaneamente sensiveis, especificos, rapidos e de baixo
custo (Das et al., 2021). A atividade enzimatica das nanoenzimas pode ser otimizada através da
construcdo de nanomateriais hibridos com outros elementos de reconhecimento. Esta
combinacdo confere ao sistema uma melhor estabilidade, dispersibilidade, uma maior
capacidade catalitica quando comparada com as nanoenzimas individuais e pode ainda
aumentar a especificidade (Ma et al., 2025).

O desempenho das nanoenzimas depende sobretudo do tamanho, forma e composicdo das
nanoparticulas, que determinam a drea ativa e a reatividade, bem como da presenca de
defeitos ou dopagens que podem potenciar a atividade catalitica. A funcionalizacdo da
superficie é igualmente importante para garantir seletividade, biocompatibilidade e
estabilidade, especialmente em meios bioldgicos onde proteinas ou ides podem interferir.
Também fatores externos, como o pH, a temperatura e o ambiente reacional, influenciam a sua
eficiéncia, tornando essencial o controlo destas condi¢cbes para otimizar a aplicacdo das
nanoenzimas (Ma et al., 2025).

As nanoenzimas podem ser classificadas segundo diferentes critérios, incluindo a composi¢do
guimica, a atividade catalitica mimetizada, a estrutura e a origem. Quanto ao mecanismo
catalitico, as nanoenzimas descobertas até ao momento podem atuar como mimetizadoras de
peroxidase, oxidase, superéxido dismutase e catalase (Ma et al., 2025).

As enzimas com atividade de peroxidase sdo capazes de utilizar o perdxido de hidrogénio (H,03)
como agente oxidante, promovendo a transformacdo de diversas moléculas. Esta acdo é
fundamental, por exemplo, na degradacdo de compostos toxicos e na defesa contra agentes
patogénicos. Este tipo de mecanismo ocorre sobretudo em meios acidos. Nesta reagdo, o
perdxido de hidrogénio atua como um dador de eletrGes e sofre decomposicdo na superficie
do nanomaterial. Esta decomposicdo conduz a produgdo de radicais reativos, como o radical
hidroxilo (-OH) e o anido superdxido (O,7). O radical hidroxilo, por sua vez, induz a oxidagdo dos
substratos da peroxidase (Das et al., 2021; R. Zhang et al., 2022).

As oxidases sdo enzimas que catalisam a oxidagdo de substratos utilizando o oxigénio molecular
(O,). Este processo, além de permitir a conversdo de substdncias especificas, produz
frequentemente agua ou perdxido de hidrogénio como subprodutos. (Das et al., 2021; R. Zhang
et al., 2022).

N

As enzimas com atividade semelhante a catalase destacam-se pela sua capacidade de
decompor rapidamente o peréxido de hidrogénio em oxigénio molecular e dgua. Esta funcgado
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constitui uma defesa adicional contra a toxicidade desta molécula, garantindo um maior
equilibrio no ambiente celular. Esta atividade é normalmente observada em condi¢es de pH
neutro (Das et al., 2021; R. Zhang et al., 2022). Por fim, a reacdo da superdxido dismutase
desempenha um papel protetor nas células, uma vez que converte o radical superdxido (0, 7),
uma molécula altamente reativa, em oxigénio e perdxido de hidrogénio. Desta forma, ajudam
a reduzir o stress oxidativo, que estd associado a diversas doengas e ao envelhecimento celular
(Zhao et al., 2021).

2.2.4.1 Nanoparticulas magnéticas (Fe30,)

Entre os exemplos mais estudados destacam-se as nanoparticulas magnéticas de éxido de ferro,
conhecidas como MNPs de FesO4 que, em 2007, foram as primeiras a demonstrar atividade
semelhante a peroxidase (Q. Liu et al., 2021). Esta descoberta despertou um grande interesse
cientifico e, atualmente, sabe-se que estas particulas podem apresentar atividades multi-
cataliticas consoante as condigdes experimentais.

As nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro sdo catalisadores heterogéneos versateis que
exibem principalmente atividades do tipo peroxidase e catalase, mas também podem exibir
atividade semelhante a oxidase. A sua funcdo catalitica especifica é frequentemente ditada por
condicbes ambientais como o pH e propriedades estruturais do préprio nanomaterial (S. Singh,
2019). Por exemplo, nanoenzimas de d6xido de ferro de menor dimensdo tendem a apresentar
maior atividade catalitica devido a maior drea de superficie especifica, que expde um maior
numero de sitios ativos (Das et al., 2021).

Para além das caracteristicas inerentes a todas as nanoenzimas, atributos fisico-quimicos
favoraveis, alta estabilidade e o custo-eficacia, estas nanoenzimas apresentam propriedades
magnéticas e uma boa compatibilidade bioldgica (Q. Liu et al., 2021). Entre todos os dxidos de
metais de transi¢do, o 6xido de ferro (Fes0,) destaca-se como um candidato promissor devido
a sua condutividade eletrdnica e comportamento redox eficiente (Fe?*/Fe3*) (S. Singh, 2019).

2.2.5 Classificagcdao de biossensores de acordo com a tipologia de transdutor

O transdutor, que constitui o segundo componente principal de um biossensor, é o elemento
responsavel por transformar uma forma de energia noutra. Num biossensor, o transdutor
converte o sinal bioquimico detetado pelo elemento de biorreconhecimento numa forma
mensurdvel e quantificavel, que pode ser piezoelétrica, dtica, eletroquimica, entre outros
(Figura 11) (Tetyana et al., 2021).

Os transdutores de biossensores dependem da natureza do material utilizado, das
especificagdes do dispositivo sensor e também do mecanismo de conversdo do sinal em si. No
que diz respeito as especificagdes do transdutor, estas sdo definidas principalmente pela
natureza das capacidades do material sensor ativo e do design do proprio dispositivo (Polat et
al., 2022).
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Figura 11- Classificagdo dos biossensores de acordo com os transdutores. Imagem adaptada de
(Tetyana et al., 2021).

2.2.5.1 Oticos

Nos biossensores com transdutores dticos, o processo de transdu¢do induz uma alteragdo nas
propriedades 6ticas da luz, tais como absorcdo, transmissao, reflexao, refracdo, fase, entre
outros, em resposta a alteragbes fisicas ou quimicas criadas pelos elementos de
biorreconhecimento (Naresh & Lee, 2021; A. K. Singh et al., 2023).

Estes sensores tornaram-se populares essencialmente devido a sua capacidade de fornecer
respostas rapidas e tém sido utilizados em diversas dreas como diagndstico clinico, descoberta
de farmacos, controlo de processos alimentares e monitorizagdo ambiental (Katey et al., 2023).
Contudo, também apresentam algumas desvantagens, como um custo elevado de tecnologias,
a necessidade de condi¢des ambientais estdveis e uma sensibilidade relativamente reduzida
(Sin et al., 2014; Vigneshvar et al., 2016).

Os biossensores podem ser classificados em duas grandes categorias, label-free e label-based.
Na detecdo label-free o sinal resulta diretamente da interagdo entre o analito e o elemento de
biorreconhecimento, sem necessidade de marcadores auxiliares. Ja na detecdo label-based é
necessario utilizar moléculas marcadoras (Uniyal et al., 2023). A ressonancia plasmodnica de
superficie € o método mais utilizado nos biossensores 6ticos label-free, enquanto os corantes
fluorescentes e as abordagens colorimétricas sdo as mais comuns na detecdo 6tica label-based
(Naresh & Lee, 2021). Nestes ultimos, o sinal dtico obtido serd proporcional a intensidade da
fluorescéncia, a alteragdo de cor ou a emissdo de luz, no caso de uma reacdo de
guimioluminescéncia (Uniyal et al., 2023). A Figura 12 representa os principais componentes de
um biossensor o6tico.
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Figura 12- Esquema de funcionamento de um biossensor 6tico. Imagem adaptada de
(Damborsky et al., 2016).

2.2.5.2 Piezoelétricos

O efeito piezoelétrico é um efeito fisico que ocorre em certos corpos cristalinos sem simetria
central, como a turmalina e o quartzo. Nestes materiais, a aplicacdo de forg¢a induz polarizacao
de natureza elétrica no cristal piezoelétrico, ou seja, uma diferenca de potencial nas
extremidades. O efeito também pode ser inverso, uma tensdo aplicada a superficie de um
material piezoelétrico pode provocar alteracdes mecanicas ou oscilacdo quando a tensdo é
alternada (Pohanka, 2018).

No caso dos biossensores, quando o analito se liga ao elemento de biorreconhecimento, ocorre
uma alteragdo de massa na superficie do cristal e, consequentemente, uma altera¢do da
frequéncia de ressonancia do mesmo. A mudanca detetada é proporcional ao nimero de
moléculas e é monitorizada eletricamente, dispensando a utilizacdo de marcadores auxiliares
(Malhotra et al., 2017).

Estes transdutores podem fornecer uma resposta em tempo real com uma gama de pH
operacional mais ampla e alta seletividade. As desvantagens incluem sensibilidade limitada e
restricdes na medigdo e armazenamento, dado que sdo afetados pela humidade (Y. Li et al.,,
2024; Vinay Kumar et al., 2022).

2.2.5.3 Eletroquimicos

O principio de funcionamento dos biossensores eletroquimicos baseia-se na interacdo do
analito com o biorrecetor imobilizado na superficie do transdutor. Essa interacdo desencadeia
reacoes redox, durante as quais ocorre a transferéncia de eletrdes do analito para o elétrodo
ou do elétrodo para o analito (Bollella & Katz, 2020). Esta transferéncia de eletrdes traduz-se
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em alteracdes nas propriedades elétricas do transdutor, tais como corrente elétrica, diferenca
de potencial ou impedancia (A. Singh et al., 2021). O sinal elétrico resultante esta relacionado
com o processo de reconhecimento entre o elemento de biorreconhecimento e o analito, sendo
proporcional a concentragdo do analito (Bhalla et al., 2016).

Posto isto, os biossensores eletroquimicos podem ser divididos em varias categorias. Os
potenciométricos medem a diferenca de potencial entre os elétrodos; os amperométricos que
avaliam a corrente gerada por reagdes redox; os condutimétricos acompanham alteragdes na
condutividade da solucdo; os impedimétricos analisam variacdes na impedancia elétrica; e os
voltamétricos relacionam a corrente com o potencial aplicado (Khan et al., 2020; Malhotra et
al., 2017).

Os biossensores eletroquimicos apresentam vantagens como elevada sensibilidade e
seletividade, simplicidade na instrumentacdo, um baixo custo, possibilidade de miniaturizagao,
resposta rapida e sinais estaveis (Khan et al., 2020). Sdo por isso adequados para a detec¢do de
biomoléculas em ambientes complexos e, em muitos casos, considerados superiores a outros
sensores, como os Oticos. No entanto, também enfrentam desafios como dificuldade para
producdo em massa e a adsorcao ndo especifica de componentes bioldgicos na sua superficie,
o que pode comprometer especificidade das medicdes (Y. Li et al., 2024; Naresh & Lee, 2021;
Tetyana et al., 2021).

De uma forma geral, uma célula eletroquimica é constituida por trés elétrodos (Katey et al.,
2023). O elétrodo de trabalho (WE, do inglés, Working Electrode) é o componente central onde
ocorre a reagdo redox de interesse. E neste elétrodo que os analitos interagem com a superficie,
0 que permite a transferéncia de eletrGes. A eficiéncia deste processo depende ndo so do
material do elétrodo como da sua superficie, geometria e de qualquer modificagdo quimica.

O elétrodo de referéncia (RE, do inglés, Reference Electrode) tem um potencial conhecido e
deve ser estavel durante a medicdo. Como o potencial aplicado ao elétrodo de trabalho é
sempre medido em relagdo ao elétrodo de referéncia, é essencial um potencial estdvel para
garantir resultados reprodutiveis e precisos. O contra elétrodo (CE, do inglés, Counter Electrode)
completa o circuito elétrico, o que permite que a corrente flua pela solugao eletrolitica e pelo
elétrodo de trabalho sem alterar significativamente o seu potencial. O CE fornece ou recebe
eletrGes para manter o fluxo de corrente, mas ndo participa diretamente na reagao (Grieshaber
et al., 2008; Tetyana et al., 2021).

Os materiais dos elétrodos, como platina, ouro, carbono ou silicio, tal como as suas dimensdes
influenciam diretamente a sensibilidade e eficiéncia do biossensor. De igual forma, as
modificagcGes superficiais aplicadas ao elétrodo também desempenham um papel relevante,
sendo a incorporacdo de nanoestruturas um exemplo particularmente eficaz, pois aumentam a
area de superficie disponivel e melhoram a captura do analito (Grieshaber et al., 2008; Katey et
al., 2023; Tetyana et al., 2021).
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Os elétrodos serigrafados (SPEs, do inglés Screen-Printed Electrodes) sdo comumente utilizados
como plataformas eletroquimicas (Figura 13). Estes elétrodos permitem personalizar a sua
superficie e composicdo, o que facilita modificagdes com catalisadores ou outros materiais para
otimizar o desempenho eletroquimico (Paimard et al., 2023).
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Figura 13- Esquema de uma célula eletroquimica de trés elétrodos (C-SPE). Imagem
adaptada de (Metrohm DropSens, 2025b).

Todos os diferentes tipos de biossensores eletroquimicos mencionados serao detalhadamente
apresentados e discutidos nas seguintes seccoes.

a. Sensores potenciométricos

Os dispositivos potenciométricos medem a diferenca de potencial em condi¢gdes em que a
corrente que flui através do elétrodo é nula ou desprezdvel. Essa diferenga de potencial é
medida entre o WE e o RE da célula eletroquimica. Em comparagdo com os sensores
amperomeétricos, estes dispositivos ndo consomem o analito durante a medicdo. Sdo sensiveis,
simples de fabricar e mantém o desempenho estdvel mesmo quando miniaturizados para
dimensdes muito reduzidas. No entanto, varios estudos relatam que o limite de detecdo
relativamente alto é uma das principais desvantagens destes sensores (Grieshaber et al., 2008;
Karimi-Maleh et al., 2021; Sumitha & Xavier, 2023).

b. Sensores amperométricos

Os sensores amperométricos sdo amplamente utilizados devido a sua elevada sensibilidade e
capacidade de detecdo de substancias eletroativas em amostras bioldgicas (Vinay Kumar et al.,
2022). Estes sensores medem a corrente gerada em reagOes de oxidagdo-redugdo quando é
aplicado um potencial constante. A corrente medida resulta da interacdao do analito com o
elemento de biorreconhecimento imobilizado no elétrodo e é correlacionada com a variagao
da amostra em estudo (Tetyana et al., 2021; Ding et al., 2025). Para além disso, estes sensores
podem ser afetados por interferéncias de outras espécies eletroativas presentes na amostra
(Naresh & Lee, 2021).
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c. Sensores voltamétricos

Os sensores voltamétricos sao dispositivos eletroquimicos baseados em técnicas de voltametria.
Na voltametria, uma gama de potencial é aplicada ao elétrodo imerso numa solucao que
contém o analito de interesse. Este potencial induz uma reacdo de oxidacdo-reducdo nas
substancias eletroativas presentes no elétrodo de trabalho. A corrente de resposta é registada
em fungdo do potencial aplicado (Harun-Ur-Rashid et al., 2025; Sumitha & Xavier, 2023).

Existem diferentes técnicas de voltametria, tais como a voltametria de pulso diferencial, a
voltametria ciclica, a voltametria de onda quadrada, entre outras (Sumitha & Xavier, 2023). A
voltametria ciclica (CV, do inglés, Cyclic Voltammetry) é a técnica eletroquimica mais utilizada.
Na CV, o potencial aplicado (E) é varrido linearmente entre dois valores, E; e E;, a uma taxa de
varrimento definida. Quando o potencial atinge E,, o varrimento é invertido e regressa a Ej,
como ilustrado na Figura 14 (Grieshaber et al., 2008).

Durante o varrimento ocorre a oxidacdo ou reducdo do analito. A medida que o potencial é
aplicado no varrimento direto, a corrente aumenta progressivamente. Este aumento reflete o
inicio da oxidagdo do analito na superficie do elétrodo. Quando o potencial se aproxima do valor
de equilibrio da reagdo redox, a corrente aumenta até atingir um valor maximo (pico anddico).
Este pico corresponde ao momento em que se estabelece um equilibrio entre o movimento dos
eletrGes e a difusdo das moléculas envolvidas na reagdo. Quando o potencial é superior a este
valor, a corrente diminui devido a redu¢do da quantidade de analito disponivel na superficie do
elétrodo (J. Liu et al., 2022).

Se a reagao for reversivel, durante o varrimento inverso, pode ser observado um pico simétrico
(pico catédico) com o sinal oposto (J. Liu et al., 2022). A tensdo é medida entre o RE e o WE,
enquanto a corrente é medida entre o WE e o CE. As medigdes obtidas sdo representadas em
graficos de corrente versus tensdo, também conhecidos como voltamogramas (Grieshaber et
al., 2008; Sandford et al., 2019).
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Figura 14- Exemplo de um voltamograma ciclico reversivel. Imagem adaptada
de (Dickinson, 2013).

A forma do voltamograma para um dado composto depende da velocidade de varrimento, da
concentragdo do analito e das caracteristicas da superficie do elétrodo, incluindo eventuais
modificagdes. A velocidade de varrimento, definida como v = AE /At, é um fator critico, uma
vez que define o tempo necessdrio para que ocorram as reacdes quimicas (Ding et al., 2025;
Grieshaber et al., 2008).

As caracteristicas da corrente de resposta, como o valor de pico de corrente, a largura do pico
e o potencial do pico da curva voltamétrica, representam as propriedades eletroquimicas de
um analito. Um potencial do pico maior implica uma maior quantidade de energia aplicada ao
processo redox. A CV é (til ndo apenas para fins de dete¢do, mas também como ferramenta de
caracterizagdo dos processos que ocorrem no elétrodo (Grieshaber et al., 2008; Harun-Ur-

Rashid et al., 2025).
d. Sensores impedimétricos

Tal como mencionado anteriormente, os sensores impedimétricos sdo dispositivos que medem
uma alteragdo na impedancia elétrica na interface do elétrodo com o eletrdlito. Esta variagdo é
medida e associada a concentragdo do analito (Naresh & Lee, 2021).

A Espetroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS, do inglés, Electrochemical Impedance
Spectroscopy) é a técnica mais utilizada entre os sensores impedimétricos. Consiste na
aplicagcdo de um sinal de potencial de baixa amplitude ao elétrodo sensor e na medi¢do da
corrente de resposta em diferentes frequéncias (Naresh & Lee, 2021).

O sinal aplicado tem a forma de uma onda sinusoidal e, por isso, tanto a corrente como o angulo
de fase (@) podem ser determinados em funcdo da frequéncia angular (w). O angulo de fase
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representa o desfasamento da resposta da corrente relativamente a tensao, expresso em graus
ou radianos (Leva-Bueno et al., 2020).

Aimpedancia complexa (Z) representa a oposig¢ao total do circuito eletroquimico ao movimento
dos eletroes e é definida como a razdo entre a tensdo aplicada (E) e a corrente resultante (/) em
funcdo da frequéncia angular (w) (Stukovnik & Bren, 2022):
E(w)
Z(w) =——= 3
(w) (@) (3)

Os dados de impedancia complexa obtidos a partir de medi¢des EIS sdo tipicamente
visualizados utilizando o gréfico de Nyquist. No diagrama de Nyquist, a parte imaginaria
negativa da impedancia (-Z”) é representada em funcdo da sua parte real (Z’), para todo o
intervalo de frequéncias analisado (Lazanas & Prodromidis, 2023).

Uma das porg¢des do diagrama de Nyquist € um semicirculo na regido de média ou alta
frequéncia (Figura 15, (1)). Este semicirculo estd diretamente ligado a resisténcia a
transferéncia de carga (Rct). Quanto maior for o didmetro do semicirculo, maior serd a
resisténcia de transferéncia de carga na interface do elétrodo. A intercecao do semicirculo com
o0 eixo Z’ a altas frequéncias corresponde a resisténcia da solugdo eletrolitica (Rs) e aimpedancia
é representada como um vetor de comprimento |Z|. Finalmente, em frequéncias mais baixas,
é possivel observar uma regido linear que representa o elemento de Warburg (Figura 15, (2)).
Este elemento reflete as contribuicdes da difusdo de espécies eletroativas na interface do
elétrodo. Nos graficos de Nyquist, os pontos de frequéncia mais alta tendem a estar mais a
esquerda do gréfico, enquanto os pontos de frequéncia mais baixa tendem a estar mais a direita
(Leva-Bueno et al., 2020; Magar et al., 2021).
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Figura 15- Grafico de Nyquist. Imagem adaptada de (Leva-Bueno et al.,
2020).
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2.3 Biossensores eletroquimicos para dete¢ao de lactato no suor

Tal como referido anteriormente, os biossensores eletroquimicos apresentam diversas vantagens em comparagdo com outros métodos de detecdo.
Devido a evolucgdo tecnoldgica, a utilidade destes dispositivos tem vindo aumentar, tendo aplicacdes em diversas dreas. Na Tabela 2 estdo descritos
alguns biossensores que existem na literatura (entre 2017 e 2025), capazes de detetar lactato no suor, com os respetivos limites de detecdo e a gama
linear. Do ponto de vista bibliografico, observa-se que muitos dos estudos que recorrem a nanoenzimas desenvolveram sistemas de detecdo hibridos,
combinando-as com outros elementos funcionais mais especificos. Esta abordagem deve-se ao facto de as nanoenzimas, por si s, possuirem uma baixa

especificidade catalitica.

Tabela 2- Exemplos de biossensores eletroquimicos para a detegdo de lactato no suor.

Referéncia | Ano | Tipo de biossensor Descrigao LoD Gama linear
(lula et al Eana::::;uocz)Z:jbar;zo: Sensor vestivel com fita de papel de recolha e elétrodos 60 umol/L
v 2025 ) serigrafados modificados com Prussian Blue/Carbon black/LOx, . “ 0,50-20 mmol/L
2025) (LOx) com Prussian . . . (meio utilizado: KCl)
integrado numa pulseira flexivel.
Blue e Carbon black
Enzimatico hibrido: Sensor vestivel composto por elétrodos flexiveis de grafeno
(Weng et Nanoenzima (CeO5) P . P . g ’ 0,052 mmol/L
2024 . recobertos com nanoenzimas de CeO; e a enzima LOx, integrados . . 0,1-50 mmol/L
al., 2024) + Enzima Lactato N ) . (meio utilizado: PBS)
. num substrato de poliimida e tecido funcional.
oxidase (LOx)
Enzimatico:
el i &
(Sun etal, 2025 Lactato oxidase carbonoie::gn\ée:g;fiac:fjooasITeecrc])tt?:r?c:sogiT_giC:g;::o) e BOx 4,38 nmol/L 10 nmol/L-50
2025) (LOx) e Bilirrubina g ', (meio utilizado: PBS) mmol/L
. (catodo).
oxidase (BOx).
- 1 L
(zaryanov .MIPS c.om 3A . Sensor impedimétrico com elétrodos serigrafados de carbono '.5 mn.'1.ol/
et al., 2017) 2017 Ar’r]mofemlboromco modificados com 3-aminofenilbordnico acido (meio utilizado: 3—100 mmol/L
Y Acido (3-APBA). ’ KCl e PBS)
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com polidopamina
(PDA).

MIPs Sensor baseado em elétrodos serigrafados de carbono
(Dykstra et . . e ) 0,20 mmol/L
2024 eletropolimerizados modificados com Prussian Blue e recobertos por MIPs . - 1-35 mmol/L
al., 2024) . L (meio utilizado: KCl)
com 3-APBA e pirrol eletropolimerizados, sem reagentes redox externos.
Nanoenzima:
(P. Lietal., 2024 Oxido de niquel Sensor flexivel baseado em elétrodos de Au/PET modificados com 3 umol/L 1-45 mmol/L
2024) (NiO) NiO nanostruturado por Glancing Angle Deposition (GLAD) (meio utilizado: KCI)
nanostruturado
Enzimatico:
. bioanodo de lactato Sensor vestivel autoalimentado baseado em matriz téxtil de
(Xia et al., . , o .. 9,49 umol/L 9,5 umol/L
2023 desidrogenase (LDH) | celulose flexivel, modificado com nanotubos de carbono e dxido L
2023) Ny . . (meio utilizado: PBS) —10 mmol/L
e biocatodo de de grafeno reduzido, integrando a enzima LDH e laccase.
laccase (Lac).
(Q. Zhang 2020 MIPs e Nanofios de Sensor vestivel que utiliza elétrodos flexiveis com AgNWs 0,22 umol/L 1076— 0,1 mol/L
et al., 2020) prata (AgNWs) revestidos e MIPs com 3-APBA. (meio utilizado: PBS) !
Enzimatico hibrido:
Lactato Oxidase
L i ili 2 I/L (fai 1-4,62
. (LOx) imobi |,zada Sensor sustentdvel baseado em elétrodos serigrafados de carbono 0f3 mmol/L (faixa 0. /6
(Khosravi et em nanoparticulas . ) = baixa) e 6,31 mmol/L mmol/L e
2023 L. modificados com Prussian Blue e nanomateriais FesO4 com PDA- .
al., 2023) magnéticas de ferro LOx. obtidos a partir de residuos industriais (faixa alta) 4,62 — 149,21
(Fes04) revestidas ! P ) (meio utilizado: PBS) mmol/L
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3 Procedimento Experimental

Neste capitulo serdo descritos de forma detalhada todos os equipamentos, materiais, reagentes,
bem como os procedimentos experimentais utilizados na construcdo e otimizacdo do
biossensor eletroquimico para a dete¢do do lactato.

3.1 Material e equipamento

As medigOes eletroquimicas foram realizadas com um potencidstato Metrohm Autolab (Figura
16), que utiliza o software Nova 1.11. Foram utilizados elétrodos serigrafados de carbono (C-
SPEs) da marca DropSens (modelo DRP-110-U75), constituidos por um elétrodo de trabalho (WE)
em carbono com 4 mm de diametro, um contra elétrodo (CE) igualmente em carbono e um
elétrodo de referéncia (RE) em prata. As dimensdes dos elétrodos sdo de 3,4 x 1,0 x 0,05 cm.
Para a realizagdo das medigdes, os C-SPEs foram acoplados a um caixa de ligagdo DropSens
(modelo DRP-DSC) que assegura a conexdo entre os elétrodos de carbono e o potencidstato
(Figura 16).
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Figura 16- Caixa de ligacdo DropSens (Metrohm DropSens, 2025a) e potencidstato Metrohm
Autolab (Metrohm, 2025), respetivamente.

Os volumes das diferentes solugdes até 5 mL foram medidos com recurso a micropipetas Biohit
de volume ajustavel (2-20 uL; 20-200 pL; 100-1000 pL; 500-5000 puL). Para volumes superiores
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a 5 mL, as solugbes foram preparadas em balGes volumétricos (50 mL, 100 mL e 200 mL). A
pesagem dos reagentes foi realizada numa balanca de precisdao da marca Mettler Toledo
( modelo MS105DU), com exatiddo de + 0,0001 g.

Para a preparacdo das solugGes foi utilizado um agitador magnético (IKA Big Squid White).
Também foi necessario recorrer a utilizacdo de um ultrassom da SELECTA de modo a
homogeneizar as solucdes com nanomateriais. Ja para homogeneizar as diferentes solucées de
lactato foi utilizado um agitador vortex para liquidos da marca Fisherbrand. Para o processo de
secagem com temperatura, apds deposicdo das camadas das particulas magnéticas e dos
polimeros, foi necessario recorrer a uma Mufla da Nabertherm. Por fim, para medir o pH das
solucgGes foi utilizado um medidor de pH da marca Crison ( modelo GLP 21). Todos os reagentes
utilizados estdo descritos na Tabela 3, assim como a sua origem comercial.

Tabela 3- Lista de reagentes utilizados e a sua respetiva origem.

Reagente Origem

Hexacianoferrato (Il) de potassio (K,[Fe(CN)¢]) Riedel-de-Haén

Hexacianoferrato (1) de potassio (K3[Fe(CN)g]) Riedel-de-Haén

Cloreto de ferro (1) hexahidratado (FeCl; - 6H,0) Scharlau

Sulfato de ferro (l1) heptahidratado (FeSO, - 7H,0) Panreac

Acido Sulfurico (H,S0,) Sigma Aldrich

Acido Citrico (CgHg05) Riedel-de-Haén

Phosphate-buffered saline (PBS) pastilhas VWR

Cloreto de Potassio (KCl) Normapur

Hidréxido de Sédio (NaOH) Fisher Chemical

B-Ciclodextrina (C42H7¢035) Sigma Aldrich
Alginato Sigma Aldrich
Nafion NS-5-AQ QUINTECH

Quitosano (100.000-300.000 g-mol™") Thermo Scientific

Creatinina (C4H,NOs3() Fluka

Ureia (CH,4N,0) Fagron
Glucose (C4H,,04 - H,0) Alfa Aesar

Acido Latico (C3Hg03) Fluka
Cloreto de Sddio (NaCl) NormaPur
Acido Acético (CH;COOH) Carlo Erba
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3.2 Solugoes

Todas as solugbes que foram preparadas com recurso a agua ultrapura utilizaram dagua
proveniente de um sistema de purificacdo Milli-Q. Ao longo deste estudo utilizaram-se
diferentes solucdes preparadas sob distintas condi¢des de pH. A primeira solucdo utilizada
neste estudo foi a solu¢gdo tampao salina com fosfato (PBS, do inglés, Phosphate-Buffered Saline)
com um pH de 7,4 e uma concentracdo de 0,01 mol/L. Para preparar esta solucdo dissolveu-se
uma pastilha de PBS em 200 mL de dgua ultrapura. A segunda solucdo utilizada foi hidréoxido de
sédio (NaOH) com um pH de 13,6. Esta solucdo foi preparada com uma concentragao de 0,1
mol/L. Por fim, a ultima solucdo utilizada foi cloreto de potéssio (KCl), também com uma
concentragdo de 0,1 mol/L, e um pH de 5,1.

A solugdo de acido sulftrico, com uma concentracdo de 0,5 mol/L, foi preparada em 100 mL de
agua ultrapura. Para o processo de medicdo eletroquimica recorreu-se a uma solucdo padrao
redox, constituida por hexacianoferrato (Il) de potassio e hexacianoferrato (lll) de potassio, com
uma concentracdo de 5,0 X 10~3 mol/L, cada um, em PBS. Quanto a solugdo utilizada para o
estudo da area eletroativa do elétrodo, utilizou-se apenas o hexacianoferrato (ll) de potassio.
Esta solucdo foi preparada em KCl (0,1 mol/L) com uma concentracio final de 5,0 X 103 mol/L.

Para além das trés solugdes com diferentes valores de pH, utilizaram-se também trés polimeros
distintos com as particulas magnéticas. O quitosano, o alginato e o Nafion foram todos
preparados com uma concentragdo final de 0,5% (m/v). O quitosano foi dissolvido em acido
acético (1%) enquanto o alginato e o Nafion foram preparados em agua ultrapura.

O 4cido latico foi diluido nas trés solugdes tampdo diferentes: o PBS, o NaOH e o KCI. A
concentracdo de lactato (solugdo mae) foi de 0,1 mol/L para cada um deles.

3.3 Sintese das particulas magnéticas

As MNPs foram preparadas pelo método de co-precipitagdo quimica. Numa primeira etapa foi
preparada uma solugdo contendo cloreto de ferro (l1I) hexahidratado (0,55 mol/L) e sulfato de
ferro (Il) heptahidratado (0,275 mol/L) em 20 mL de 4dgua ultrapura num baldo de Erlenmeyer
de 100 mL. Apds completar a dissolugdao dos reagentes, a solu¢dao foi mantida sob agitagao
magnética continua, em ambiente de azoto, a 65 °C durante aproximadamente 30 minutos. A
utilizacdo de um meio inerte, ou seja, isento de oxigénio, foi crucial para a formacdo de
particulas de magnetite pura.

Para induzir o processo de precipitacdo das particulas magnéticas preparou-se uma solugdo de
NaOH com concentragdo de 2 mol/L. De seguida, 25 mL dessa solugdo foram adicionados gota
a gota a reacdo. Observou-se que houve uma alteracdo da cor da mistura que passou de verde
para preto no decorrer de 30 minutos. Posteriormente, para estabilizar a superficie das
nanoparticulas, foram adicionados 5 mL de acido citrico (2 mol/L). Manteve-se a reag¢do a 65 °C
durante 90 minutos em agitacdo constante. Este processo esta representado na equacdo (4)
abaixo apresentada e na Figura 17.
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Fe?* + 2Fe3* + 80H —— Fe;0, + 4H,0 (4)

Por fim, a mistura foi deixada a arrefecer. As nanoparticulas foram lavadas trés vezes com agua
ultrapura, de modo a reduzir o pH até alcangar o valor neutro (pH =7). Em seguida, com auxilio
de um iman, o sobrenadante foi removido e as nanoparticulas foram recolhidas. A suspensao
final foi armazenada no frigorifico.

CeHs0;

[l

b7 —

Particulas
65 °C Agitar durante 30 Formagdo de um

) magnéticas e
minutos precipitado preto

sobrenadante

Figura 17-Sintese de nanoparticulas magnéticas por co-precipitagao quimica. Imagem
adaptada de (Khosravi et al., 2023).

3.4 Medigoes eletroquimicas

Na presente dissertagdo, os resultados foram obtidos recorrendo a diversas técnicas
eletroquimicas previamente descritas. Antes de se fazer qualquer tipo de modificacdo na
superficie dos elétrodos C-SPEs, realizou-se sempre uma limpeza eletroquimica com acido
sulfurico 0,5 mol/L. Para isso, colocou-se 80 pL da solugdo de acido nos 3 elétrodos e recorreu-
se a técnica eletroquimica CV, aplicando um potencial de -0,5 V a +1,5 V, durante 10 ciclos, com
uma velocidade de varrimento de 0,05 V/s.

Apds a limpeza eletroquimica, o desempenho dos elétrodos foi sempre avaliado utilizando uma
solugdo redox de hexacianoferrato(ll) e hexacianoferrato(lll) de potassio (80 pL). Através das
técnicas eletroquimicas de voltametria ciclica (CV) e espetroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS). A medicdo de CV ocorreu num intervalo de potencial de -0,5 V a +0,7 V,
durante 3 ciclos, numa velocidade de varrimento de 0,05 V/s. As medi¢bes de EIS foram
realizadas com um numero de 50 pontos de frequéncia, varrendo o intervalo de 0,12 a
1 x 10° Hz.

Apds cada etapa de modificagcdo, o desempenho do elétrodo foi avaliado novamente com a
solucdo redox, através das mesmas técnicas eletroquimicas de CV e EIS.

As calibragGes de lactato foram também avaliadas por CV, efetuando-se apenas um ciclo no
intervalo de potencial de -0,2 V a +0,8 V. Antes de iniciar a medi¢do das solu¢des padrdo de
lactato, foi necessario medir 3 a 4 vezes a solucdo correspondente ao respetivo pH (sem lactato),
até que se obtivesse um sinal estavel.
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3.5 Preparac¢ao e modificacao dos elétrodos

Inicialmente, os elétrodos de carbono foram modificados exclusivamente com as particulas
magnéticas. As particulas magnéticas foram diluidas em dgua ultrapura num ratio de volume
de 1:10. Esta suspensdo foi homogeneizada num banho de ultrassons durante 5 minutos. Apds
a limpeza eletroquimica dos elétrodos, foram realizadas medigdes de CV e EIS utilizando solugao
redox. De seguida, depositaram-se 7 pL da suspensdo de particulas magnéticas sobre a
superficie do elétrodo de trabalho, o qual foi posteriormente colocado numa mufla a 60 °C
durante 20 minutos. Neste estudo, o método de imobilizacdo utilizado é denominado drop-
casting (adsorcdo fisica). Esta técnica de imobilizacdo apresenta varias vantagens, incluindo a
simplicidade, o baixo custo, a capacidade de modificar superficies irregulares e a possibilidade
de aplicar multiplas camadas (Kaliyaraj Selva Kumar et al., 2020; Moreira et al., 2024).

De seguida, foram avaliados diversos parametros experimentais com vista a otimizar as
condicBes para o melhor desempenho dos elétrodos relativamente a detecdo de lactato: (i)
incorporacdo de diferentes polimeros, (ii) diferentes condi¢des de pH, (iii) concentracdo de
particulas magnéticas (iv) nimero de camadas aplicadas no elétrodo, (v) temperatura da mufla
e (vi) velocidade de varrimento durante a medigdo eletroquimica.

i. Diferentes polimeros

Com o intuito de melhorar a adesdo do nanomaterial a superficie do elétrodo, as
particulas magnéticas foram misturadas com diferentes polimeros: quitosano, alginato
e Nafion. Para cada polimero preparou-se uma mistura com particulas magnéticas,
utilizando um ratio de 1:10 (volume), como é possivel observar na Figura 18. Cada
mistura foi levada aos ultrassons durante 10 minutos de modo a ficar homogénea. De
seguida, os elétrodos (WE) foram revestidos com 7 puL da mistura correspondente e
colocados na mufla a 60 °C durante 20 minutos para promover a adesao da camada.
Foram preparados em triplicado tanto os elétrodos unicamente com particulas
magnéticas como os modificados com polimeros.

10 puL MNPs 10 uL MNPs 10 pL MNPs
+

+ +
90 uL Quitosano 90 pL Alginato 90 uL Nafion

Figura 18- Diluicdo de particulas magnéticas em diferentes polimeros
com uma razao de volume de 1:10. Imagem realizada em BioRender.com
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Diferentes pHs

Conforme referido anteriormente, este estudo avaliou o desempenho dos elétrodos
modificados com as nanoparticulas em diferentes condi¢cdes de pH (4cido, neutro e
bésico). Para isso, utilizaram-se as solugdes-mae de lactato de 0,1 mol/L preparadas em
PBS (meio neutro), NaOH (meio bdsico) e KCl (meio acido). A partir da solugdo
preparada em PBS, obtiveram-se 5 padrdes de concentragdo (10 umol/L, 100 umol/L, 1
mmol/L, 10 mmol/L e 50 mmol/L). De forma anéloga, foram também preparados 5
padrées de concentragdo para as solugdes de lactato em NaOH e KCI. As calibragcGes
dos elétrodos modificados apenas com particulas magnéticas ou misturadas com os
polimeros (quitosano, alginato ou Nafion) foram entdo realizadas em diferentes valores
de pH. As diferentes concentracGes utilizadas para cada solugdo encontram-se
resumidas na Tabela 4.

Tabela 4- Concentragdes das solucdes padrdo de lactato preparadas em PBS e NaOH/KCI.

Padrio Concentragao Concentragao
(PBS) (NaOH/KCI)
1 10 umol/L 500 umol/L
2 100 umol/L 1 mmol/L
3 1 mmol/L 5 mmol/L
4 10 mmol/L 10 mmol/L
5 50 mmol/L 50 mmol/L
6 (solugdo mae) 0,1 mol/L 0,1 mol/L

Concentragao de Particulas Magnéticas

De forma a estudar o efeito da concentragdo de particulas magnéticas, avaliaram-se
elétrodos com misturas de particulas magnéticas e alginato em diferentes
concentracdes de volume, 1:10 e 1:2, como apresentado na Figura 19. Os elétrodos
foram novamente preparados em triplicado, com o mesmo procedimento experimental
aplicado anteriormente. De seguida, a resposta eletroquimica foi avaliada utilizando
uma solucdo de lactato a 10 mmol/L em KCl, por voltametria ciclica (1 ciclo a uma
velocidade de varrimento de 0,05 V/s).
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10 pL MNPs 50 uL MNPs

+ +
90 pL Alginato 50 pL Alginato

Figura 19- Diluicdo de particulas magnéticas em alginato com uma razdo de
volume de 1:10 e 1:2, respetivamente. Imagem realizada em BioRender.com

Numero de Camadas

O numero de camadas de nanomaterial aplicadas no elétrodo foi considerado como um
potencial fator de influéncia na resposta a detecdo do lactato. Anteriormente, os
estudos realizados incidiam sobre elétrodos com apenas uma uUnica camada. Assim
sendo, foram preparados em triplicado elétrodos com duas e trés camadas da mistura
particulas magnéticas e alginato (ratio 1:2). O tempo de aplicacdo na mufla foi de 20+20
minutos para duas camadas e de 20+20+20 minutos para trés camadas.

Os elétrodos com diferentes numeros de camadas foram avaliados numa solucgdo de
lactato a 10 mmol/L em KCI, recorrendo a voltametria ciclica (1 ciclo e velocidade de
varrimento de 0,05 V/s).

Temperatura de cura

Até esta fase os elétrodos modificados com nanomaterial tinham sido preparados a
temperatura de 60 °C. Deste modo, prepararam-se elétrodos com trés camadas de
particulas magnéticas e alginato (ratio 1:2) que foram submetidos a 50 °C e 70 °C. Todas
as restantes condi¢Ges experimentais mantiveram-se inalteradas.

Os elétrodos modificados a diferentes temperaturas foram avaliados numa solugdo de
lactato a 10 mmol/L em KCI, recorrendo a voltametria ciclica (1 ciclo e velocidade de
varrimento de 0,05 V/s). Os resultados obtidos foram comparados com os elétrodos a
60 °C.

Velocidade de varrimento

Por fim, avaliou-se a influéncia da velocidade de varrimento durante a medicdo
eletroquimica (CV). Anteriormente tinha sido utilizada apenas a velocidade de 0,05 V/s.
Posteriormente, testaram-se também 0,02 V/s e 0,1 V/s em elétrodos preparados com
trés camadas de particulas magnéticas e alginato (razao 1:2), submetidos a 70 °C.



Apds a otimizacdo destes parametros experimentais, voltou a proceder-se a avaliacdo dos
elétrodos com 5 padrdes de concentracdo de lactato diluido em KCl (100 pmol/L, 500 umol/L,
1 mmol/L, 5 mmol/L e 10 mmol/L).

Para determinar a concentracdo da suspensdo inicial obtida apds a sintese das particulas
magnéticas, utilizou-se um papel de filtro previamente pesado. Em seguida, depositou-se sobre
ele um volume conhecido da suspensao de MNPs, o qual foi submetido a secagem em mufla a
70 °C por 24 horas. Apds esse periodo, o papel de filtro foi novamente pesado e, a partir da
diferenca de massas, determinou-se a concentracdo de nanoparticulas magnéticas na
suspensio, que foi de aproximadamente 5 mg/mL.

3.6 Incorporagao de B-ciclodextrina nas particulas magnéticas
e calibracao do biossensor

A B-ciclodextrina é um oligossacédrido derivado do amido, constituido por sete moléculas de
glucose na forma ciclica, unidas por ligacdes a-1,4. A sua estrutura caracteristica é em forma de
cone truncado, com uma cavidade interna hidrofdbica e uma superficie externa hidrofilica,
como é possivel observar na Figura 20. Esta estrutura permite a formacdao de complexos de
inclusdo estaveis com diversas moléculas (ALBORIJI et al., 2024).

HO

Figura 20- Estrutura quimica da B-ciclodextrina (ChemWhat, 2025).

Neste estudo, a PB-ciclodextrina foi diluida numa solugdo de &acido acético (1%) numa
concentracdo de 100 mg/mL. Apds a preparacdo da solucdo de B-ciclodextrina adicionou-se 5
mL da suspensdo de nanoparticulas magnéticas. Esta mistura foi homogeneizada nos ultrassons
durante 5 minutos e, de seguida, colocada em banho maria durante 1 hora a 50 °C com o
objetivo de funcionalizar as particulas magnéticas. Por fim, retirou-se o sobrenadante e lavou-
se o depdsito de nanomaterial com 4gua ultrapura.

De forma a modificar a superficie dos elétrodos, utilizou-se uma solugdo de MNPs ja

funcionalizadas com B-ciclodextrina, a qual foi adicionado alginato numa ratio de 1:2 (volume).
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Esta mistura foi novamente homogeneizada nos ultrassons. Apés a limpeza eletroquimica dos
elétrodos e a respetiva medicdo em solucdo redox, alterou-se a superficie do elétrodo com 3
camadas desta mistura, tendo cada camada 7 puL, como é possivel observar na Figura 21. Entre
cada camada os elétrodos foram levados a mufla a 70 °C por 20 minutos, exceto na ultima
camada que foram 30 minutos.

)
A
/
°o—® —y— 8
MNPs MNPs 50 puL MNPs com Ultrassons Drop casting
(Fe;0,) funcionalizadas B-ciclodextrina 7uL
com + (3 camadas)

B-ciclodextrina 50 pL Alginato

Figura 21- Esquema do processo de funcionalizagdo das nanoparticulas magnéticas
com B-ciclodextrina e posterior deposi¢do nos elétrodos de carbono. Imagem adaptada
de (Khosravi et al., 2023).

Para avaliar a resposta dos elétrodos modificados, foram realizadas calibra¢gdes com diferentes
solucdes de lactato, preparadas em KCl, com diferentes concentrag¢des: 50 pmol/L; 100 umol/L;
200 pmol/L; 500 pumol/L; 1 mmol/L; 2mmol/L; 5 mmol/L e 10 mmol/L. As medicBes
eletroquimicas foram realizadas com CVs durante 1 ciclo, com velocidade de varrimento de 0,1
V/s.

3.7 Calculo da area eletroativa dos elétrodos

De forma a caracterizar as modificagdes introduzidas no elétrodo C-SPEs, calculou-se a area
eletroativa dos elétrodos (modificados e ndo modificados). Para isso, foi preparada uma solugado
de hexacianoferrato (Il) de potassio (5,0 X 10™3 mol/L) em KCl (0,1 mol/L) e colocada na
superficie do elétrodo. De seguida, aplicou-se a técnica eletroquimica CV num intervalo de
potencial de -0,6 V a +0,8 V, durante 10 ciclos, a diferentes velocidades de varrimento. Sem
trocar a solucdo no elétrodo, foram aplicadas as seguintes velocidades de varrimento: 0,250
V/s; 0,150 V/s; 0,100 V/s; 0,050 V/s e 0,025 V/s. Este procedimento foi realizado para elétrodos
limpos sem qualquer modificagao de superficie, para elétrodos com 3 camadas de particulas
magnéticas e para elétrodos com 3 camadas de particulas magnéticas funcionalizadas com B-
ciclodextrina e alginato (1:2 ratio de volume). Os elétrodos e as medicbes foram realizados em
triplicado para cada condigao.

3.8 Estudos dos interferentes e do suor sintético

Tal como mencionado anteriormente, para além de sensibilidade a diferentes concentracgdes,
um biossensor deve apresentar uma grande seletividade a um composto especifico, que neste
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caso € o lactato. Posto isto, foi realizado um estudo com interferentes, bem como em amostras
complexas como o suor sintético, contendo outros componentes presentes em elevadas
concentragdes no suor.

Para o estudo dos interferentes utilizaram-se 3 moléculas interferentes, nomeadamente a
creatinina, a ureia e a glucose. Estas solu¢des foram preparadas com uma concentragdo de 1
mmol/L em KCl. Foram utilizados elétrodos com 3 camadas de MNPs com B-ciclodextrina e
alginato (ratio 1:2). Procedeu-se a realizacdo de medi¢Ges por CV para cada solucdo de
interferentes, em paralelo com o lactato (1 mmol/L) em KCI (controlo). De forma a mimetizar
as condicOes de amostras mais complexas e reais, foi preparada uma solucdo de suor artificial,
em conformidade com a Norma Europeia EN 1811:2011 (Midander et al., 2016), adotando-se
uma formulacgdo ligeiramente modificada conforme descrito neste artigo (Eldamak et al., 2020).
A composicdo resultante incluiu 85 mmol/L de NaCl, 13 mmol/L de KCl e 15 mmol/L de ureia,
com um pH final de 5,5 . A partir desta solugdo fez-se uma solugdo méae de lactato de 10 mmol/L
e diferentes padrdes diluidos a partir da solugdo méae ( 50 umol/L; 100 umol/L; 200 pumol/L; 500
umol/L; 1 mmol/L; 2 mmol/L; 5 mmol/L). As medicdes foram realizadas utilizando CVs com as
mesmas caracteristicas das medigOes anteriores.

3.9 Estudos de caracterizagao
3.9.1 SEM

A morfologia da superficie dos elétrodos de carbono modificados com os
diferentes nanomateriais foi analisada por microscopia eletrénica de varrimento (SEM, do
inglés, Scanning Electron Microscopy), utilizando um equipamento FEI Quanta 400FEG
ESEM/EDAX PEGASUS X4M, com uma voltagem de aceleragdo de 25 kV. Cada amostra foi
observada em cinco ampliacGes distintas: 5 kX, 25 kX, 50 kX, 100 kX e 200 kX, abrangendo varias
regides do elétrodo.

3.9.2 TEM

As dispersdes aquosas de nanoparticulas magnéticas (com e sem B-ciclodextrina) foram diluidas
sete vezes para a andlise por microscopia eletrédnica de transmissdo (TEM, do
inglés, Transmission Electron Microscopy). O equipamento utilizado foi um microscépio Jeol
JEM-1400.

3.9.3 FTIR

A Espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR, do inglés, Fourier
Transform Infrared Spectroscopy) foi realizada num espetrémetro Thermo Scientific Nicolet iS10
iTR, acoplado a um acessorio de reflexao total atenuada (ATR, do inglés, Attenuated Total
Reflectance) com cristal de contacto em germanio (Ge). Os espetros das diferentes amostras
foram registados no intervalo de nimero de onda entre 4000 e 600 cm™, sob controlo da
temperatura e da humidade ambiente, utilizando 64 varrimentos e uma resolucdo de 32 cm™.
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4 Resultados e Discussao

A presente seccdo tem como objetivo analisar e discutir os resultados obtidos durante o
processo de desenvolvimento e otimizacdo de um biossensor eletroquimico para a detecdo de
lactato. A apresentacdo dos resultados segue uma ordem sequencial, comecando pela sintese
das nanoparticulas magnéticas (MNPs), seguida da preparagdo dos elétrodos de carbono
serigrafados (C-SPE) e da sua modificagdo com as MNPs e diversos polimeros. Em seguida, sdo
descritas as etapas de otimiza¢do das condicGes experimentais e as modificacdes adicionais
com B-ciclodextrina, de modo a obter o melhor desempenho eletrocatalitico do nanomaterial.
Finalmente, é avaliado o desempenho do biossensor em termos de sensibilidade e seletividade
para a detecdo do lactato.

4.1 Caracterizagao eletroquimica dos elétrodos

Conforme referido anteriormente, antes de qualquer modificagdo da superficie do elétrodo de
carbono, foi realizada uma etapa de limpeza eletroquimica num meio acido, tal como estd
representada na Figura 22. O principal objetivo desta etapa é remover as impurezas presentes
no elétrodo e, simultaneamente, oxidar espécies existentes na sua superficie, tornando a
superficie do elétrodo mais reativa. Observa-se que, ao longo dos ciclos de varrimento, ocorre
um aumento progressivo da corrente, como é possivel observar no respetivo voltamograma.
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Figura 22- Voltamograma de limpeza eletroquimica do C-SPE.

Na Figura 23 estd representada a comparacao do comportamento eletroquimico do elétrodo
de carbono antes e apds a etapa de limpeza, avaliado por (a) voltametria ciclica (CV) e (b)
espetroscopia de impedancia eletroquimica (EIS).
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Figura 23- Comparagdo dos voltamogramas (a) e dos diagramas de Nyquist (b) dos elétrodos C-SPE antes
(linha laranja) e apds a limpeza eletroquimica (linha azul).

No voltamograma (a) observa-se que, apds a etapa de limpeza (linha azul), a intensidade de
corrente aumenta em compara¢do com o elétrodo antes da limpeza (linha laranja). Esse
aumento reflete uma melhoria na eficiéncia das rea¢des redox na superficie do material,
indicando que houve uma melhoria no desempenho eletroquimico do elétrodo.

No diagrama de Nyquist (b), observa-se uma redugéo significativa do didametro do semicirculo
apds a limpeza. Essa diminuicdo esta diretamente associada a reducdo da resisténcia a
transferéncia de carga (Rct), o que reflete uma melhoria na cinética de transferéncia de eletrGes
na interface elétrodo/solucdo. Isto também é um indicador que a superficie do elétrodo se
encontra mais favoravel a conducdo de processos eletroquimicos, contribuindo para um
desempenho global superior.
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Nesta fase do estudo foram preparados elétrodos modificados com uma camada de
nanoparticulas magnéticas diluidas em agua (MNPs) e em diferentes polimeros, quitosano
(MNPs-QUI), alginato (MNPs-ALG) e Nafion (MNPs-NAF), numa razdo de volume de 1:10. O
quitosano, o alginato e o Nafion utilizados apresentam todos uma concentracdo de 0,5% (m/v).
Aincorporacdo das MNPs com polimeros é essencial para promover uma adesdo mais favoravel
das nanoparticulas ao elétrodo, para além de conferir uma maior seletividade as nanoparticulas
magnéticas na detecdo do lactato. A Figura 24 representa a estrutura quimica de cada um dos

polimeros.
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Figura 24- Estrutura quimica do quitosano (Lépez-Garcia et al., 2014), alginato (Foroughi et al., 2018) e
Nafion (Sahu et al., 2009), respetivamente.

Apds a etapa de limpeza dos elétrodos e da modificacdo com as nanoparticulas magnéticas de
ferro e os respetivos polimeros, procedeu-se novamente a caracterizagao eletroquimica por CV.
A Figura 25 apresenta a comparacao entre os voltamogramas obtidos para os elétrodos limpos
(linha azul) e apds modificagdo com diferentes materiais (linha vermelha): (a) MNPs, (b) MNPs-
QUI, (c) MNPs-AIG e (d) MNPs-NAF.
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Figura 25- Voltamogramas obtidos através de medi¢cdes em solucdo redox de ferro, comparando os elétrodos C-
SPE ap0s a limpeza eletroquimica (linha azul) e apés a modificagdo com (a) MNPs, (b) MNPs com quitosano, (c)
MNPs com alginato e (d) MNPs com Nafion (linha vermelha).
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Nos casos das nanoparticulas magnéticas isoladas, com quitosano e com alginato (a,b e c),
observa-se que a resposta eletroquimica as medi¢des com a solugdo redox de ferro ndo se altera
de forma significativa. Ja no caso do Nafion (d) nota-se uma reducdo da corrente, o que sugere
a existéncia de uma barreira maior a transferéncia de eletrdes, o que se pode dever ao efeito
isolante de polimero.

De forma analoga, a Figura 26 representa a comparacao entre os diagramas de Nyquist obtidos
nas mesmas condig¢des: (a) MNPs, (b) MNPs-QUI, (c) MNPs-AIG e (d) MNPs-NAF.
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Figura 26- Diagramas de Nyquist através de medigdes em solugdo redox de ferro, comparando os
elétrodos C-SPE ap0s a limpeza eletroquimica (linha azul) e apés a modificagdo com (a) MNPs, (b) MNPs
com quitosano, (c) MNPs com alginato e (d) MNPs com Nafion (linha vermelha).

A modificacdo do C-SPE apenas com nanoparticulas (a) levou a um aumento do didmetro do
semicirculo. Ja no caso do quitosano (b), observa-se a presenga de dois semicirculos distintos,
indicando a ocorréncia de mais do que um processo eletroquimico ou barreiras adicionais
associadas a heterogeneidade da camada formada no elétrodo; este comportamento traduziu-
se também num aumento da impedancia global. A modificagdo de MNPs com Nafion (d) foi a
modificagdo menos favoravel, apresentando o maior aumento da resisténcia de transferéncia
de carga entre todas as condi¢Oes testadas, o que esta de acordo com a voltametria ciclica
apresentada anteriormente.

Em contraste, a modificagido com nanoparticulas em alginato (c) destacou-se positivamente. E
possivel observar uma ligeira redugdo da impedancia, o que indica uma melhor dispersdo das
nanoparticulas e uma maior facilidade no transporte idénico.
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4.2 Efeito de diferentes polimeros a diferentes pHs na dete¢ao
do lactato

Nesta etapa do trabalho foi avaliada a influéncia do pH e de diversos polimeros utilizados na
modificacdo dos elétrodos na detecdo direta de lactato. O pH é um parametro que pode alterar
o estado de protonacao dos polimeros, a estabilidade das cadeias formadas, a interagdo com
as nanoparticulas e a superficie do elétrodo. O objetivo desta analise foi obter uma visao geral
do desempenho dos elétrodos, de modo a identificar quais sdo as condicdes mais adequadas e
selecionar o sistema mais adaptado ao contexto de aplicacdo pretendido. Assim, o presente
estudo avaliou o desempenho de cada modificacdo do nanomaterial relativamente a detecao
eletroquimica de lactato, recorrendo a voltametria ciclica como técnica de caracterizagao. A
andlise permitiu correlacionar a atividade catalitica do nanomaterial com a eficiéncia do
processo de oxidacdo do analito.

4.2.1 pH neutro

A Figura 27 apresenta os voltamogramas obtidos para os elétrodos de carbono modificados. Tal
como referido anteriormente, avaliaram-se elétrodos modificados com (a) MNPs, (b) MNPs-
QUI, (c) MNPs-ALGI e (d) MNPs-NAF. As medicGes foram realizadas em tampao PBS (pH de 7,4
e uma concentracdo de 0,01 mol/L) e na presenca de diferentes concentragdes de lactato (entre
10 umol/L e 50 mmol/L).
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Figura 27- Voltamogramas obtidos em solugao tampao PBS (pH 7,4) e em diferentes concentragdes de
lactato diluidas nessa solu¢do tamp&o (10 pmol/L — 50 mmol/L), para elétrodos modificados com (a)
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MNPs, (b) MNPs com quitosano, (c) MNPs com alginato e (d) MNPs com Nafion.
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Observa-se que tanto os elétrodos modificados apenas com nanoparticulas magnéticas (a)
como aqueles que combinam nanoparticulas magnéticas com Nafion (d) apresentaram
resposta apenas ha concentracdo mais elevada de lactato (50 mmol/L). Por outro lado, os
elétrodos modificados com quitosano (b) e com alginato (c) ndo apresentaram resposta as
diferentes concentra¢Oes de lactato testadas, com curvas praticamente sobreponiveis as
registadas no tampao.

Para padronizar a comparacdo entre os resultados, selecionou-se uma concentracdo de
interesse para o lactato. A Tabela 5 apresenta a comparagao entre as medi¢cdes do branco
(tampdo PBS, pH 7,4) e as medi¢des de lactato a uma concentracdo de 10 mmol/L para os
diferentes elétrodos modificados. Verifica-se que, em todas as condi¢des estudadas, nao foi
detetada a presenca de picos nem diferencas de corrente significativas em relagdo ao branco.
Estes resultados confirmam que, nesta concentracdo, nenhum dos sistemas desenvolvidos
permite a detecdo do lactato.

Tabela 5- Valores de potencial e corrente obtidos dos picos de oxidagdo para os diferentes sistemas
modificados (MNPs, MNPs com quitosano, MNPs com alginato e MNPs com Nafion), em PBS (branco) e
na presenca de lactato (10 mmol/L). Os valores de A Corrente/Branco representam a diferenca entre as
correntes obtidas nas duas condigdes sobre o valor do branco.

Condigoes Potencial (V) Corrente (A)
Pico Branco Lactato A Corrente
(PBS) 10 mmOl/L Branco
MNPs Nao Existe - - -

MNPS+Quitosano N3o Existe - - -

MNPs+ Alginato Nao Existe - - -

MNPs+Nafion N3do Existe - - -
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4.2.2 pH basico

A Figura 28 mostra os voltamogramas obtidos para os elétrodos de carbono modificados,
conforme descrito anteriormente: (a) MNPs, (b) MNPs-QUI, (c) MNPs-ALG e (d) MNPs-NAF.
Desta vez as medi¢Oes foram realizadas em meio basico. Utilizaram-se solu¢des de lactato
preparadas em NaOH 0,1 mol/L (pH 13,6), com concentrag¢des no intervalo de 500 umol/L a 50

mmol/L.
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Figura 28- Voltamogramas obtidos em solugdo de NaOH e em diferentes concentragdes de lactato diluidas
nessa solugdo (500 umol/L — 50 mmol/L), para elétrodos modificados com (a) MNPs, (b) MNPs com
quitosano, (c) MNPs com alginato e (d) MNPs com Nafion.

Importa salientar que, ao contrario do observado em pH neutro, em meio alcalino verifica-se
uma tendéncia inversa. Com o aumento da concentracdo de lactato, a corrente diminui e o pico
desloca-se para uma posi¢ao mais baixa no voltamograma.

E possivel observar que os elétrodos modificados apenas com MNPs (a) apresentam uma
resposta, ainda que limitada, j4 que os voltamogramas obtidos para o lactato permanecem
proximos dos registados para o branco (NaOH). Existe alguma diminuicdo de corrente com o
aumento da concentra¢do de lactato mas as variagdes sdo pouco significativas. No caso dos
elétrodos modificados com MNPs e quitosano (b) observa-se uma auséncia de resposta
significativa, dado que os voltamogramas obtidos em todo o intervalo de concentragGes
permanecem praticamente sobrepostos ao do branco. De forma andloga, os elétrodos
modificados com MNPs e Nafion (d) também ndo apresentaram uma resposta significativa. O
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comportamento é semelhante ao observado com o quitosano, ou seja, os voltamogramas sao
praticamente sobrepostos ao branco.

Por outro lado, os elétrodos modificados com MNPs e alginato (c) apresentam a melhor
resposta. Existe um deslocamento claro das curvas e um diminuicdo consistente da corrente a
medida que a concentracdo de lactato aumenta, no intervalo de 500 umol/L e 50 mmol/L.

A Tabela 6 apresenta a relacdo entre as medi¢Ges no branco (NaOH) e as medicGes de lactato
com uma concentragdo de 10 mmol/L para os diferentes elétrodos modificados.

Tabela 6- Valores de potencial e corrente obtidos dos picos de oxidagao para os diferentes sistemas
modificados (MNPs, MNPs com quitosano, MNPs com alginato e MNPs com Nafion), em NaOH (branco)
e na presenca de lactato (10 mmol/L). Os valores de A Corrente/Branco representam a diferenca entre
as correntes obtidas nas duas condi¢Ges sobre o valor do branco.

Condigoes Potencial (V) Corrente (A)
Pico Branco Lactato A Corrente
(NaOH) 10 mmol/L Branco
MNPs +0,54 V 4,2x107° 3,2x10°° 0,24
MNPS+Quitosano N3do existe - - -
MNPs+ Alginato +0,55V 1,08 x 1075 5,7 x 107° 0,47
MNPs+Nafion N3do existe - - -

A andlise da Tabela 6 demonstra que o alginato é o material que mais se destaca entre as
condicBes testadas porque apresenta a maior diferenca de corrente relativamente ao branco.
Em contraste, as MNPs isoladas apresentam uma diferenca de corrente bastante reduzida,
enquanto as MNPs com quitosano e com Nafion ndo mostram variagdes significativas, o que se
traduz numa menor sensibilidade a presenca de lactato.
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4.2.3 pHiacido

A Figura 29 apresenta os voltamogramas obtidos para os C-SPE nas quatro condicbes de
modifica¢do ja descritas. As medi¢cOes foram realizadas com solugdes de lactato preparadas em
KCl 0,1 mol/L (pH 5,1), nas concentracées de 500 umol/L, 1 mmol/L, 5 mmol/L, 10 mmol/L e 50
mmol/L.
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Figura 29- Voltamogramas obtidos em solugdo de KCl e em diferentes concentrac¢des de lactato diluidas
nessa soluc¢do (500 umol/L — 50 mmol/L), para elétrodos modificados com (a) MNPs, (b) MNPs com
quitosano, (c) MNPs com alginato e (d) MNPs com Nafion.

Para os elétrodos modificados apenas com MNPs (a) observa-se uma variacdo crescente de
resposta até a concentracdo de 10 mmol/L. Contudo, na concentracdo mais elevada (50
mmol/L), ocorre uma saturacdo do elétrodo. Essa saturacdo provoca uma redugdo no valor de
corrente para essa concentragao.

Nos elétrodos modificados com MNPs e quitosano (b) ndo se regista uma resposta nas
concentracdes mais baixas. A detecdo do lactato so é visivel a partir da concentragdo de 10
mmol/L, o que indica uma menor sensibilidade inicial.

Ja os elétrodos com MNPs e alginato (c) apresentam resposta desde a menor concentragdo
testada (500 pmol/L). Contudo, a partir de 5 mmol/L verifica-se a saturacdo do elétrodo,
fazendo com que as curvas correspondentes as concentracdes de 5, 10 e 50 mmol/L se
sobreponham a de 1 mmol/L.
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Por fim, nos elétrodos modificados com MNPs e Nafion (d), a resposta mostra saturacdo a partir
de 10 mmol/L. As curvas das concentra¢Bes mais elevadas (10 e 50 mmol/L) coincidem
praticamente com a de 5 mmol/L, sem existir um aumento de corrente.

A Tabela 7 apresenta a relagao entre as medi¢des no branco (KCl) e as medi¢Ges de lactato com
uma concentracdo de 10 mmol/L para os diferentes elétrodos modificados.

Tabela 7- Valores de potencial e corrente obtidos dos picos de oxidagdo para os diferentes sistemas
modificados (MNPs, MNPs com quitosano, MNPs com alginato e MNPs com Nafion), em KCI (branco) e
na presenca de lactato (10 mmol/L). Os valores de A Corrente/Branco representam a diferenca entre as
correntes obtidas nas duas condic¢des sobre o valor do branco .

Condicoes Potencial (V) Corrente (A)
Pico Branco (KCI) 18‘?;:22?/L %
MNPs +0,38 V 4,0 x 1077 2,9x10°° 6,25
MNPS+Quitosano +0,25 V 1,0 x10°° 1,4x10°° 0,40
MNPs+ Alginato +0,3V 6,25 x 1077 9,1x1077 0,46
MNPs+Nafion +0,35V 6,75 x 1077 1,5x10°° 1,22

Os elétrodos modificados apenas com MNPs registaram a maior diferenga de corrente em
relacdo ao branco (A Corrente = 6,25), o que demonstra uma elevada sensibilidade a presenca
de lactato. Os elétrodos com MNPs combinadas com Nafion também mostram uma resposta
assinalavel (A Corrente = 1,22), embora menos marcada do que no caso das MNPs isoladas.

Os elétrodos modificados com MNPs e quitosano ou com MNPs e alginato apresentam
respostas mais reduzidas, mas ainda assim detetaveis, com varia¢Ges de corrente de 0,40 e 0,46,
respetivamente. Embora estes elétrodos tenham apresentado as respostas menos significativas
em termos de varia¢do de corrente, é importante destacar que o potencial aplicado para que o
processo eletroquimico ocorresse foi também mais baixo nestes casos. Um potencial mais baixo
indica que a reagdo pode ocorrer com uma menor quantidade de energia aplicada, enquanto
valores mais elevados implicam a necessidade de um maior fornecimento de energia para o
transporte de eletrdes. Para além disso, operar a baixo potencial permite que a reacdo desejada,
neste caso a oxidagdo do lactato, ocorra antes da oxidagdo ou reducdo de outras espécies
presentes em amostras bioldgicas, aumentando assim a seletividade do sensor. Assim, apesar
da amplitude de corrente mais limitada, os sistemas com quitosano ou alginato apresentam
vantagens em termos de seletividade e eficiéncia energética, caracteristicas desejaveis em
biossensores eletroquimicos.
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No caso dos ensaios realizados em PBS, a resposta eletroquimica ao lactato ndao foi muito
evidente. As medi¢cdes em meio basico apresentaram respostas mais evidentes, contudo, o pH
elevado deste meio é bastante distante do valor fisioldgico, o que o torna pouco adequado para
o contexto pretendido. Diante dos resultados obtidos e da necessidade de desenvolver uma
solucdo biocompativel para futura aplicacdo na pele, ou seja, préxima das condi¢Ges fisioldgicas
do suor, optou-se por um meio mais acido (KCl).

De modo similar, no meio acido, foram avaliados quatro tipos de elétrodos modificados: MNPs
isoladas , MNPs com quitosano, MNPs com alginato e MNPs com Nafion. O elétrodo modificado
apenas com MNPs apresentou a melhor resposta a presenca de lactato, no entanto, devido a
capacidade nao especifica das nanoparticulas interagirem com diferentes espécies quimicas, a
seletividade do sensor poderia estar comprometida. Assim, a introdugdo de um polimero tem
como objetivo tornar o biossensor mais seletivo através dos seus grupos funcionais, além de
promover uma melhor adesdo da modificacdo a superficie do elétrodo. Embora as particulas
modificadas com Nafion apresentem uma boa resposta, trata-se de um polimero de origem
sintética amplamente explorado na literatura e sem qualquer vantagem de biocompatibilidade.
Neste estudo, optou-se por priorizar a utilizacdo de um polimero de origem natural, alinhando-
se a critérios de sustentabilidade. O alginato demonstrou melhores resultados em termos de
adesdo a superficie do elétrodo e desempenho eletroquimico, além de apresentar elevada
biocompatibilidade, caracteristica essencial considerando o potencial uso do sensor para
monitoriza¢do continua na pele. Dessa forma, o alginato consolidou-se como a escolha mais
adequada para os estudos subsequentes.

Paralelamente a este estudo, realizado com misturas de MNPs e diferentes polimeros, também
se investigou o efeito do método camada por camada nessas condigdes. Inicialmente, uma
camada das MNPs era depositada sobre o elétrodo e , posteriormente, era adicionada uma
camada no elétrodo do polimero (quitosano, alginato ou Nafion).

Os resultados obtidos com este método de camada por camada foram semelhantes em
comparag¢do com os elétrodos preparados a partir da mistura, tanto nas medi¢des redox de
ferro como nas medi¢Ges com diferentes concentragdes de lactato. Por esse motivo, e também
por uma questdao de maior praticidade, optou-se por utilizar sempre a metodologia baseada na
mistura direta das nanoparticulas com o polimero.

4.3 Otimizagao de parametros experimentais

No decorrer do presente trabalho foi necessério proceder a otimizacdo de diversos parametros
experimentais, com o objetivo de melhorar a detecdo eletroquimica do lactato e garantir o
melhor desempenho possivel do biossensor. Os parametros avaliados foram (i) concentragao
de nanoparticulas, (ii) numero de camadas aplicadas, (iii) temperatura da mufla e (iv) velocidade
de varrimento. Este estudo foi efetuado em triplicado para cada parametro e consistiu em
testar uma solugdo de lactato com concentracdo de 10 mmol/L, realizar uma medicdo por
voltametria ciclica (CV) na gama de potencial de -0,2 a +0,8 V, e retirar o valor maximo de
corrente obtido. Cada um destes fatores experimentais sera abordado em detalhe.
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4.3.1 Concentragido de particulas magnéticas

Até este ponto, os elétrodos tinham sido preparados e utilizados sob condi¢Ges especificas:
foram submetidos a mufla a 60 °C apds a deposi¢cao do nanomaterial, com uma Unica camada
depositada e uma razao de diluicdo de 1:10 da suspensao de nanoparticulas magnéticas. Estas
condigcBes serviram como referéncia para os ensaios iniciais de otimizagdo.

A Figura 30 ilustra o efeito de duas concentragbes diferentes de MNPs na resposta da
nanoenzima a presenca do lactato. Observa-se um aumento do valor de corrente quando a
concentracdo de MNPs aumenta, indicando que a maior concentracdo de nanoparticulas
incorporadas no elétrodo contribui para uma maior atividade eletrocatalitica. Este
comportamento pode ser devido ao aumento da area superficial efetiva, a melhoria da
transferéncia eletrénica e a maior cobertura catalitica disponivel para a interacdo com o analito
(lactato). Com base nos resultados apresentados, o melhor desempenho foi obtido para a
diluicdo mais baixa (1:2) de MNPs-ALG, a qual serd utilizada nos estudos subsequentes.
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7,00E-07 |
6,00E-07 |
5,00E-07 }

4,00E-07 |

Corrente Média (A)

3,00E-07 |

2,00E-07

1:10 1:2
Concentracido de MNPs-ALG

Figura 30- Corrente média obtida para elétrodos C-SPE modificados com MNPs-ALG em
diferentes razdes de volume (1:10 e 1:2). Os elétrodos foram preparados em triplicado,
com uma unica camada de MNPs-ALG, submetidos a mufla a 60 °C, e analisados por CV a
uma velocidade de varrimento de 0,05 V/s. As barras de erro representam o desvio padrio
de triplicados.

4.3.2 Numero de camadas

Tal como referido, todos os estudos anteriores foram realizados com a deposi¢cdo de uma Unica
camada de nanomaterial. Assim sendo, neste estudo, foram preparados elétrodos com duas e
trés camadas de particulas magnéticas e alginato (ratio 1:2).

Observa-se um aumento progressivo da corrente no pico de oxidagdo com o aumento do
numero de camadas no elétrodo, conforme ilustrado na Figura 31. Este resultado pode ser
explicado pelo facto de que o acréscimo de camadas aumenta a area superficial ativa disponivel
e o0 numero de sitios cataliticos, favorecendo a transferéncia de carga e a interacdo com o
analito, resultando em picos de corrente mais elevados.
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Contudo, em termos de reprodutibilidade, o espaco disponivel no elétrodo é bastante limitado,
pelo que a deposicdo de um numero superior de camadas poderia comprometer a
uniformidade e reduzir a consisténcia dos resultados. Assim, trés camadas parecem representar
a condicdo mais adequada no intervalo estudado. A partir deste ponto, as trés camadas
passaram a ser a condicdo selecionada para os ensaios subsequentes.
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Figura 31- Corrente média obtida para elétrodos C-SPE modificados com MNPs-ALG (razdo de
volume 1:2) com diferentes nimeros de camadas (1, 2 e 3). Os elétrodos foram preparados em
triplicado, submetidos a mufla a 60 °C e analisados por CV a uma velocidade de varrimento de
0,05 V/s. As barras de erro representam o desvio padrdo de triplicados.

4.3.3 Temperatura da mufla

Até esta fase do estudo os elétrodos tinham sido preparados a 60 °C. Deste modo, prepararam-
se elétrodos com trés camadas de particulas magnéticas e alginato (ratio 1:2) que foram
submetidos a 50 °C e 70 °C.

Observando a Figura 32, verifica-se que o valor de corrente no pico de oxidagdo aumenta
gradualmente com o aumento da temperatura da mufla, sendo o efeito mais acentuado quando
atemperatura atinge os 70 °C. Entre 50 °C e 60 °C a resposta mantém-se relativamente proxima,
com variagdes pouco significativas dentro do desvio padrdo. No entanto, a 70 °C observa-se
um incremento claro na intensidade de corrente, indicando que esta condi¢do melhora as
propriedades eletrocataliticas do elétrodo modificado em relacdo a detecdo do lactato, o que
resulta numa melhor resposta. Estas medi¢des sugerem que o tratamento térmico desempenha
um papel importante na otimizagdo do desempenho do biossensor, provavelmente por
promover uma melhor fixacdo dos componentes ou uma maior uniformidade da matriz de
alginato com as nanoparticulas magnéticas.
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Figura 32- Corrente média obtida para elétrodos C-SPE modificados com MNPs-ALG (razdo 1:2)
com trés camadas, submetidos a diferentes temperaturas de mufla (50, 60 e 70 °C). Os elétrodos
foram preparados em triplicado e analisados por voltametria ciclica a uma velocidade de
varrimento de 0,05 V/s. As barras de erro representam o desvio padrdo de triplicados.

4.3.4 Velocidade de varrimento

Tal como mencionado anteriormente, a partir daqui utilizaram-se elétrodos com trés camadas
de nanoparticulas magnéticas e alginato (ratio 1:2), tratados a 70 °C na mufla. No estudo da
velocidade de varrimento é utilizada a mesma gama de potencial, de -0,2 V a +0,8 V, 0 mesmo
numero de ciclos (1), sendo testadas diferentes velocidades de varrimento, nomeadamente
0,02 V/s, 0,05 V/se 0,1V/s.

E possivel afirmar, pela interpretacdo dos dados obtidos da Figura 33, que existe uma tendéncia
clara de aumento do valor médio de corrente do pico de oxidagdo a medida que a velocidade
de varrimento aumenta de 0,02 para 0,1 V/s. O valor maximo obtido em 0,1 V/s sugere que
essa condicdo é a mais adequada para a detecdo do lactato, apesar de apresentar um desvio
padrdo ligeiramente superior as outras temperaturas utilizadas. No entanto, é importante
salientar que a velocidade mais elevada testada resultou num voltamograma com um maior
nivel de ruido, indicando que velocidades superiores tenderdo a comprometer ainda mais a
clareza e a reprodutibilidade dos voltamogramas.
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Figura 33- Corrente média obtida para elétrodos C-SPE modificados com MNPs-ALG (razdo
de volume 1:2), trés camadas, submetidos a mufla a 70 °C e analisados por CV em

velocidades de varrimento de 0,02 V/s; 0,05 V/s e 0,1 V/s. Os elétrodos foram preparados
em triplicado. As barras de erro representam o desvio padrdo de triplicados.

4.3.5 Calibracoes

Antes da otimizacdo, os elétrodos modificados com MNPs e alginato apresentavam aumentos
de corrente nos picos de oxidagao bastante diminutos, sem uma relagao bem definida entre a
concentracdo de lactato e a intensidade da corrente. Além disso, verificava-se uma rdpida
saturagdo do elétrodo, como é possivel observar na Figura 29 (c). A sobreposi¢do das curvas
anteriormente obtidas sugere que existiam limitagdes na sensibilidade do sistema e
dificuldades em detetar o lactato a partir de uma determinada concentracgao.

A Figura 34 representa os resultados apds a otimizacdo e a respetiva curva de calibracdo. Os
voltamogramas mostram curvas mais bem definidas e com uma maior separagdo entre as
diferentes concentrag¢des testadas. Esta evolugao é confirmada pelo grafico de calibragdo, que
demonstra uma relagdo linear entre a corrente maxima do pico de oxidacdo e a concentragao
do lactato, com um coeficiente de determinac¢do elevado (R? = 0,9799). Estes resultados
demonstram que, apds a otimizagdo, o sensor apresenta melhor linearidade e uma resposta
eletroquimica mais consistente na detec¢do do lactato. Verifica-se uma satura¢do do elétrodo
para a concentragdo mais alta (10 mmol/L).
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Figura 34-Voltamograma obtido apds otimizagcdo dos parametros experimentais, medido em
solucdo de KCl (branco) e em diferentes concentracdes de lactato (100umol/L a 10 mmol/L),
utilizando elétrodos C-SPE modificados com MNPs-ALG com um ratio 1:2 (3 camadas), submetidos
amuflaa 70 °C e analisados a uma velocidade de varrimento de 0,1 V/s (a). Curva de calibracio
com a corrente média dos ensaios realizados em triplicado, com a equacdo de regressao linear,
coeficiente de determinacdo (R?) e barras de desvio padrio dos triplicados (b) .

Tal como referido anteriormente, as nanoparticulas magnéticas podem apresentar atividade
catalitica semelhante a peroxidase, catalase ou oxidase. As duas primeiras estdo associadas a
reacOes que envolvem peroxido de hidrogénio, o que parece nao se aplicar no presente estudo.
Assim, especula-se que a atividade catalitica observada esteja relacionada com um mecanismo
do tipo oxidase. Neste caso, observa-se claramente que a intensidade de corrente do pico
anddico aumentou rapidamente com a adicdo de concentragGes crescentes de lactato. Esse
aumento pode ser atribuido ao processo de oxidacdo do lactato a piruvato por meio de uma
transferéncia de dois eletrdes, tal como ja reportado para outros nanomateriais (Elakkiya &
Maduraiveeran, 2019).
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4.4 Funcionaliza¢ao das particulas magnéticas

Neste estudo, a funcionalizacdo das nanoparticulas magnéticas com B-ciclodextrina na
presenca de alginato visa melhorar caracteristicas essenciais do biossensor para o lactato, tais
como estabilidade, seletividade e biocompatibilidade. Enquanto o alginato assegura a fixacao
estdvel das MNPs na superficie do elétrodo, a ciclodextrina pode atuar como sitio de
reconhecimento molecular, aproximando o analito da superficie catalitica e favorecendo a
transferéncia eletronica (Wang et al., 2023).

A Figura 35 mostra o desempenho do biossensor apds a adicdo de PB-ciclodextrina as
nanoparticulas magnéticas. E possivel observar que a incorporacdo de B-ciclodextrina
aumentou a sensibilidade do sensor, dado que o declive da reta de calibragdo apresenta um
valor ligeiramente superior. O elétrodo também detetou mais niveis de concentracdo de lactato
antes de saturar, ou seja, apresentou uma gama linear mais alargada.
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Figura 35-Voltamograma obtido através de medi¢des em solugdo de KCl (branco) e em diferentes
concentragdes de lactato (50 pmol/L a 2 mmol/L), utilizando C-SPEs modificados com MNPs
funcionalizadas com B-ciclodextrina e alginato (ratio 1:2; 3 camadas), submetidos a muflaa 70 °Ce
analisados a uma velocidade de varrimento de 0,1 V/s (a). Curva de calibragdo construida a partir da
corrente média dos ensaios realizados em triplicado, com a equacgado de regressao linear, coeficiente de
determinacdo (R?) e barras de desvio padrdo dos triplicados (b).
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Quando utilizada em conjunto com nanoparticulas magnéticas, a B-ciclodextrina pode atuar
como um recetor seletivo e promover a acumulagdo de lactato junto a superficie do elétrodo.
Esta acumulagdo pode tornar o analito mais acessivel a acdo catalitica da nanoenzima,
resultando numa maior sensibilidade (declive), reprodutibilidade (barras de erro) e linearidade
(R?). No gréfico de calibracdo, a linearidade da resposta é praticamente ideal, com um
coeficiente de determinacdo de R? = 0,9988. Comparativamente aos elétrodos sem B-
ciclodextrina, a linearidade é superior. Isto demonstra que o sensor responde de forma
proporcional ao aumento da concentracdo de lactato, desde valores muito baixos até
concentragdes mais elevadas.

Por fim, importa destacar a reprodutibilidade do sistema. Os elétrodos foram preparados em
triplicado e os desvios-padrdo observados sdo minimos, o que confirma que o desempenho da
nanoenzima desenvolvida é consistente e apresenta estabilidade na resposta.

4.5 Calculo da area eletroativa

Antes de se proceder ao cdlculo da drea eletroativa do elétrodo, é importante apresentar as
caracteristicas geométricas do C-SPE comercial utilizado neste trabalho. A Tabela 8 resume o
didametro do elétrodo e a respetiva drea geométrica. Este valor serve como referéncia para a
comparagdo com a area eletroativa obtida experimentalmente.

Tabela 8- Valores de diametro e area geométrica do C-SPE comercial.

Elétrodo Diametro (cm) Area Geométrica (cm?)

C_SPE_Carbono 0,40 0,126

Tal como referido anteriormente, para determinar a area eletroativa dos elétrodos utilizou-se
uma solugdo hexacianoferrato (Il) de potdssio (5,0 X 1073 mol/L) em KCI (0,1 mol/L). De
seguida, aplicou-se a técnica eletroquimica CV (gama de potencial de -0,6 V a +0,8 V), durante
10 ciclos, com as seguintes velocidades de varrimento: 0,250 V/s; 0,150 V/s; 0,100 V/s; 0,050
V/s; 0,025 V/s, tal como é possivel observar na Figura 36.
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Figura 36-Voltamograma obtido através de medicdes de CV para os elétrodos
modificados com 3 camadas de MNPs funcionalizadas com - ciclodextrina e alginato,
na gama de potencial de —0,6 V a +0,8 V, durante 10 ciclos, com diferentes velocidades
de varrimento (0,250; 0,150; 0,100; 0,050 e 0,025 V/s).

Como os elétrodos foram realizados em triplicado, para cada velocidade determinou-se a média
dos valores de corrente dos picos de oxidacdo dos trés e construiu-se uma reta de calibragao, a
partir da qual foi retirado o declive.

Para o célculo da area eletroativa (A) do elétrodo, recorreu-se a equacdo de Randles—Sevéik
(Kissinger & Heineman, 1983), que relaciona a corrente de pico voltamétrica com parametros
fisico-quimicos do sistema:

I, = 268600 x yn3x Ax VD x C x v (5)
Onde:
e I, (corrente do pico, A): corresponde ao valor maximo da corrente observado no
voltamograma, associado ao processo de oxidacdo da espécie eletroativa;
e 268600 representa uma constante numérica da equacao;

¢ n (numero de eletrdes): corresponde ao nimero de eletrdes transferidos no processo
redox. A reacdo eletroquimica realizada neste estudo envolve a transferéncia de um
eletrdo;

e A (area eletroativa, cm?): é o parametro a determinar pela equacdo. Representa a drea
real do elétrodo que participa ativamente nas reagdes de transferéncia de carga;
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e D (coeficiente de difusdo, cm?/s): representa uma constante fisico-quimica que traduz

a mobilidade da espécie redox em solugdo. Para a espécie eletroquimica utilizada foi

considerado o valor de 7,6 x 107® cm?/s (Grewal et al., 2013);

e ((concentragdo da espécie redox, mol/cm3): corresponde a concentragdo da espécie

redox em solugdo, sendo de 5 mmol/L =5 x 107® mol/cm3;

e v (velocidade de varrimento, V/s): corresponde a taxa de variacdo do potencial

aplicado ao elétrodo em funcdao do tempo durante a voltametria ciclica.

Trocando a velocidade de varrimento para outro lado da equagdo obtemos a seguinte equacdo:

& d=268600x1/n3xAx3VDxC
d

W

I
2 =268600x% yn3xAx3VD xC

A=
268600 x ¥n3 x D x C

(6)
(7)
(8)

Onde d representa o declive da reta de calibracdo obtido através da média dos 5 voltamogramas.

Este procedimento foi realizado para elétrodos sem qualquer modificacdo de superficie, para
elétrodos com 3 camadas de particulas magnéticas e para elétrodos com 3 camadas de
particulas magnéticas funcionalizadas com B- ciclodextrina e alginato (1:2 ratio de volume).

Na Tabela 9 encontram-se resumidos os valores atribuidos a cada parametro da equagdo, assim

como os resultados obtidos para a drea eletroativa em cada condigdo e a respetiva razao entre
a drea eletroativa e a drea geométrica.

Tabela 9- Parametros eletroquimicos atribuidos para a determinacdo da area eletroativa (Aa) e

resultado da mesma para os elétrodos C-SPE ndao modificados, C-SPE modificados com MNPs e C-SPE

modificados com MNPs+ Alginato+ B-ciclodextrina. Aa/Ag corresponde a razdo entre a drea ativa e a

area geométrica do elétrodo.

Area
Elétrodo declive D C (mol/cm3) Ativa Aa/Ag
(cm?)
C-SPE 0,004244 0,0000076 0,000005 1,146 9,13
C-SPE+MNPs 0,006656 0,0000076 0,000005 1,798 14,31
C-SPE+
MNPs+Alg+ 0,000998 0,0000076 0,000005 0,270 2,15
B-Ciclo
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O elétrodo de carbono limpo (C-SPE ) apresentou uma area eletroativa de 1,146 cm?, cerca de
nove vezes superior a area geométrica (Aa/Ag =9,13). Este valor deve-se ao facto de o carbono
ser um material condutor e, muitas vezes, a superficie do carbono nado é lisa, mas cheia de
irregularidades, fendas e poros, o que aumenta a area de contato efetiva com o eletrdlito,
resultando em drea eletroativas superiores a geométrica.

Com a modificagdo por nanoparticulas magnéticas (C-SPE + MNPs) verificou-se um aumento
ainda mais acentuado da area eletroativa, que atingiu 1,798 cm?. Este valor é aproximadamente
catorze vezes a area geométrica (Aa/Ag = 14,31). Estes resultados, embora elevados, sdo
expectaveis dado que a introducdo de nanoparticulas contribui para um aumento consideravel
da drea superficial do elétrodo.

Por outro lado, a presenca de alginato e B-ciclodextrina no elétrodo modificado com MNPs
levou a uma reducdo da area eletroativa. O valor da area eletroativa diminuiu para 0,270 cm?,
com uma razdo Aa/Ag de apenas 2,15. Este comportamento pode ser explicado pelo carater
isolante dos polimeros, que tendem a dificultar o acesso da espécie redox a superficie
condutora. Desta forma, reduzem a area disponivel para as rea¢des eletroquimicas.

4.6 Intervalo linear e limite de detegao

O intervalo linear corresponde ao intervalo de concentragdes em que o biossensor apresenta
uma resposta proporcional ao aumento da concentracao do analito. No caso do biossensor
desenvolvido com nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com B-ciclodextrina e alginato, a
gama linear situa-se entre 50 umol/L e 2 mmol/L de lactato.

O limite de detegdo é outro parametro fundamental na caracterizagdo de um biossensor. O
calculo do LoD foi determinado de acordo com as recomendacées da IUPAC, considerando trés
vezes o desvio padrdo do sinal do branco dividido pela sensibilidade da curva de calibragado
(equagdo 9):

3Xo

9
5 (9)

LoD =

Posto isto, o limite de dete¢do do biossensor desenvolvido é dado por:

Lop_3X@08x 107) o
=T x10-7 Y

Como a curva de calibragdo foi ajustada em fung¢ao do logaritmo da concentragao, o valor
obtido (0,85 umol/L) corresponde a log C. Para obter o limite de detecdo em termos de
concentracdo, é necessario aplicar a func¢do inversa do logaritmo:

Crop = 10985 =~ 7,1 umol /L (11)
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Deste modo, o limite de detecdo é de 7,1 pumol/L. Quando comparado com os valores
reportados na bibliografia, este limite é, de uma forma geral, inferior.

No contexto da pratica desportiva significa que o sensor é capaz de detetar concentragbes
iniciais de lactato mas ainda ndo consegue acompanhar os niveis mais elevados que podem
estar associados a esforcos extremos. Idealmente, para que o biossensor fosse utilizavel em
contexto de monitorizagdo continua, a sua gama linear deveria ser alargada até cerca de 20-25
mM (Messina & Giardi, 2024; Seki et al., 2021; Xuan et al., 2023). Ainda assim, o dispositivo
mantém aplicabilidade pratica, uma vez que é sensivel e pratico de utilizar. O suor recolhido
pode ser posteriormente diluido, permitindo que mesmo concentragdes elevadas de lactato
figuem dentro da gama de detecdo do sensor e possam ser quantificadas de forma fiavel.
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4.7 Caracterizagao morfoldgica e fisico-quimica
4.7.1 SEM

A técnica SEM foi aplicada tanto aos elétrodos de carbono ndo modificados como aos elétrodos
modificados com nanoparticulas magnéticas, nanoparticulas magnéticas com alginato e
nanoparticulas magnéticas com B-ciclodextrina e alginato. Na Figura 37 é possivel observar as
ampliagdes de 25 000x e 200 000x para cada um dos diferentes materiais testados.

25 000 x 200 000 x

C-SPE + MNPs + Alginato C-SPE + MNPs C-SPE

C-SPE + MINPs +
B-ciclodextrina + Alginato

Figura 37- Analise SEM obtida para o C-SPE, C-SPE+ MNPS, C-SPE+ MNPs+
Alginato e C-SPE+ MNPS + Alginato + B-ciclodextrina, em diferentes
ampliagGes.
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Nas imagens com os elétrodos de carbono ndo modificados (Al e A2) observa-se uma superficie
relativamente homogénea e compacta, com alguma rugosidade e porosidade. Com a
modificacdo por nanoparticulas magnéticas (C-SPE + MNPs) a superficie torna-se visivelmente
mais irregular. A ampliacdo de 200 000x (B2) permite distinguir uma distribuicdo mais granular
e uma superficie mais heterogénea em comparagado com o C-SPE simples.

Na presenca de alginato (C1 e C2) observa-se a formacgdo de aglomerados de maior dimensdo e
uma matriz com uma aparéncia mais densa e espessa. As nanoparticulas magnéticas parecem
visualmente menos definidas, o que sugere que o alginato atua como uma rede envolvente. A
incorporagdo simultdnea de p-ciclodextrina e alginato resulta numa superficie com
aglomerados ainda maiores e mais densos. Na resolucdo de 25 000x (D1) é possivel observar a
formacdo de ‘nuvens’ mais compactas, o que sugere que a matriz polimérica envolve de forma
mais acentuada as particulas.

4.7.2 TEM

A Figura 38 apresenta as imagens TEM obtidas para as nanoparticulas magnéticas isoladas e
para as MNPs modificadas com B-ciclodextrina, em ampliagées de 50 000x e 120 000x.

50 000 x 120000 x

MNPs

MNPs + B-ciclodextrina

Figura 38- Analise TEM obtida para MNPs e MNPs funcionalizadas com
B-ciclodextrina, em diferentes ampliacGes.

Nas imagens com MNPs sem modificacdo (E1 e E2) observa-se uma distribuicdo relativamente
uniforme das nanoparticulas, com tendéncia para a formagdo de aglomerados pouco
compactos. E ainda possivel distinguir claramente os contornos individuais de cada
nanoparticula magnética, que apresentam um tamanho inferior a 50 nm. Na ampliagcdo de 120
000x (E2) é possivel notar a presenca de particulas bem definidas, apesar de agrupadas em
estruturas menos densas.
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J& nas imagens correspondentes as MNPs funcionalizadas com PB-ciclodextrina (F1 e F2),
verifica-se uma alteragao na morfologia das particulas. Estas apresentam-se em aglomerados
mais compactos e préximos entre si, mas com contornos menos nitidos em comparagdo com
as MNPs simples. Os resultados parecem sugerir que a B-ciclodextrina envolve parcialmente a
superficie das nanoparticulas e favorece interacées que dificultam a visualizagdo clara dos
limites individuais.

4.7.3 FTIR

Na Figura 39 encontram-se representados os espetros ATR-FTIR correspondentes a (i) C-SPE, (ii)
C-SPE+ MNPs, (iii) C-SPE+ MNPs+Alginato e (iv) C-SPE+ MNPs+Alginato+B-ciclodextrina.
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Figura 39-Espetros ATR-FTIR correspondentes a C-SPE (linha preta), C-SPE +
MNPs (linha laranja), C-SPE + MNPs + Alginato (linha verde) e C-SPE + MNPs +
Alginato + B-ciclodextrina (linha azul).

O espetro do FTIR do C_SPE (linha preta) mostra um perfil caracteristico do carbono, sem
bandas de grande relevancia associadas a grupos funcionais adicionais. Com a incorporagdo de
nanoparticulas magnéticas (C_SPE_MNP, linha laranja) surgem bandas mais marcadas na regido
de 600-500 cm™, atribuidas as vibra¢des Fe—O (Wu et al., 2008).

Nos elétrodos com alginato (C_SPE_MNP_ALG, linha verde) observam-se novas bandas em
torno de 3400-3200 cm™, associadas ao estiramento O—H. A alterac¢do da banda centrada em
aproximadamente 1600 cm™ estd relacionada com o estiramento assimétrico dos grupos
carboxilato (COO"). Estas alteragdes sdo tipicas em espetros com alginato (Pasieczna-Patkowska
et al., 2025).

Finalmente, no caso da jungdo de MNPs + Alginato + B-ciclodextrina (linha azul), verifica-se um
perfil semelhante ao do alginato, mas com uma aparente intensificacdo na regidao de 1150-
1030 cm™. Esta intensificagdo é comumente atribuida ao estiramento C—O—C caracteristico da
B-ciclodextrina. Também ocorreram ligeiras altera¢gdes na banda larga de O-H
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(aproximadamente 3400 cm™). Estas evidéncias sugerem que a B-ciclodextrina foi efetivamente
incorporada na matriz polimérica (R. Xu et al., 2020).

4.8 Estudo de interferentes

A seletividade do nanoenzima para a detecdo do lactato face a potenciais moléculas
interferentes presentes em amostras biolégicas foi avaliada por meio de ensaios de seletividade.
Neste estudo efetuaram-se ensaios comparativos entre o lactato e potenciais interferentes
presentes no suor: creatinina, glucose e ureia, todos testados na concentra¢do de 1 mmol/L. A
Figura 40 apresenta os voltamogramas obtidos para os potenciais interferentes : creatinina (a),
glucose (b) e ureia (c), bem como para o lactato-controlo (d), em comparagdao com a resposta
do branco (KCI).
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Figura 40-Voltamogramas obtidos em solugdo de KCl (linha verde) e na presencga de potenciais
interferentes a 1 mmol/L: (a) creatinina, (b) glucose e (c) ureia (linhas vermelhas). A imagem (d) mostra a
comparacao entre KCl (linha verde) e lactato a 1 mmol/L (linha rosa).

Nos graficos relativos a creatinina, glucose e ureia, observa-se uma sobreposicdo quase
completa das curvas em relagdo a curva do KCl. Isto indica que as presencgas destes compostos
ndo interferem na gama de potencial estudada (-0,2 V a +0,8 V), evidenciando a auséncia de
interferéncia nas medicGes.
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4.9 Suor sintético: estudo e calibragoes

De forma a avaliar o desempenho do biossensor otimizado em condi¢des proximas das reais,
foi preparada uma solucgdo sintética de suor com 85 mmol/L de NaCl, 13 mmol/L de KCl e 15
mmol/L de ureia (Eldamak et al., 2020). Esta solu¢do tem um pH de 5,5. Na Figura 41 estdo
representados os voltamogramas obtidos para diferentes concentracdes de lactato diluido em
suor sintético (50 umol/L a 1 mmol/L).
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Figura 41-Voltamograma obtido em suor sintético e em diferentes concentragées de lactato diluidas
nessa solu¢do (50 umol/L a 1 mmol/L), utilizando C-SPEs modificados com MNPs-ALG numa razdo 1:2
(3 camadas), submetidos a mufla a 70 °C e analisados a uma velocidade de varrimento de 0,1 V/s (a).
Curva de calibragdo com a corrente média dos ensaios realizados em triplicado, com a equagdo de
regressao linear, o coeficiente de determinagdo (R?) e barras de desvio padrdo dos triplicados (b).

Observa-se que, a medida que a concentragao de lactato aumenta, a intensidade de corrente
no pico de oxidagdo também aumenta progressivamente. Em concentracées mais elevadas (500
umol/L e 1 mmol/L), os picos maximos de oxidag¢do ficam cada vez mais proximos, sugerindo o
inicio de um processo de saturagao na resposta do elétrodo. Apesar disso, a resposta mantém-
se regular e estavel. A anadlise dos resultados revela uma boa linearidade entre 50 pumol/Le 1
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mmol/L, com um coeficiente de determinacdo elevado (R? = 0,9541). A partir da concentracdo
2 mmol/L o elétrodo entra em saturagdo.

Para além disso, observa-se que o valor do potencial de pico de oxidagdo mantém-se inalterado
em relacdo as correspondentes medicdes realizadas em KCl. Isto significa que os outros
constituintes do suor sintético ndo estao a interferir com a resposta eletroquimica e que o sinal
recebido pertence, na realidade, ao lactato. Esta resposta valida a seletividade do biossensor e
a sua possivel aplicagdo numa configuragao fisioldgica.
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5 Conclusao

O lactato é formado a partir da conversdo do piruvato pela acdo da enzima lactato
desidrogenase. Em situacdes de exercicio fisico intenso, em que a disponibilidade de oxigénio
é limitada, os niveis de lactato aumentam. Este aumento esta correlacionado com o limiar
anaerdbio, frequentemente utilizado como um parametro de referéncia na avaliacdo da
intensidade do exercicio. A determinacdo do lactato é, portanto, fundamental para monitorizar
o desempenho desportivo. Nos uUltimos anos, o suor tem ganho destaque como uma matriz
alternativa ao sangue para a monitorizacdo deste biomarcador. Contudo, as técnicas
tradicionais utilizadas para a determinacdo do lactato ndo sdo adequadas para uma
monitorizagdo direta e continua.

O presente trabalho teve como principal objetivo o desenvolvimento e otimizacdo de um
biossensor eletroquimico para a detecdo de lactato no suor, um biomarcador para a
monitorizagdo metabdlica no contexto desportivo. Para tal, foram utilizados C-SPEs
modificados com nanoenzimas, mais especificamente nanoparticulas magnéticas de ferro.

Numa fase inicial, os elétrodos foram modificados com nanoparticulas magnéticas misturadas
com diferentes polimeros, quitosano, alginato e Nafion, e avaliados por curvas de calibragao
obtidas por voltametria ciclica em diferentes condigdes de pH. Posto isto, selecionou-se o meio
acido (KCl) com um pH de 5,1 aproximadamente. Dentro desta condicdo, o alginato destacou-
se como a matriz polimérica natural mais favoravel. Apesar do aumento da resisténcia a
transferéncia de carga (Rct) com a introdugdo dos polimeros, o seu papel foi determinante para
assegurar a fixacdo das nanoparticulas e para conferir seletividade ao sistema.

Apds este estudo, foram avaliados diversos parametros experimentais, nomeadamente a
concentracdo de nanoparticulas, o numero de camadas aplicadas, a temperatura de tratamento
e a velocidade de varrimento, permitindo identificar as condi¢gdes 6timas para maximizar a
resposta eletroquimica do sensor ao lactato. Verificou-se que a utilizagdo de uma concentragdo
de MNPs e alginato num ratio de 1:2 de volume, aplicadas em trés camadas no elétrodo e
submetidas a tratamento térmico de 70 °C proporcionaram os resultados mais favoraveis.
Relativamente as medi¢des por voltametria ciclica, a velocidade de varrimento de 0,100 V/s
demonstrou ser a que apresentou maiores picos de oxidacao.

Posteriormente, a incorporacdo da B-ciclodextrina com as nanoparticulas magnéticas mostrou-
se particularmente eficaz, uma vez que proporcionou um aumento da sensibilidade, uma
melhor linearidade da resposta e uma maior estabilidade do biossensor. Relativamente aos
estudos de seletividade, foi possivel verificar que outras moléculas presentes no suor, como a
creatinina, a glucose e a ureia, ndo interferiram na resposta do biossensor. De forma analoga,
0s ensaios em suor sintético demonstraram lineariedade e uma auséncia de desvios nos
potenciais dos picos de oxidacao, reforcando a seletividade do dispositivo.
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Em suma, o biossensor desenvolvido revelou-se um dispositivo sensivel, seletivo e reprodutivel,
com um grande potencial para se tornar uma plataforma de monitoriza¢do continua. Do ponto
de vista analitico, o biossensor final apresentou um limite de detecdo de 7,1 umol/L e um
intervalo de linearidade entre 50 pmol/L e 2 mmol/L.

Como perspetivas futuras, é necessario validar o desempenho do biossensor em amostras reais
de suor humano, em diferentes condicdes fisioldgicas e de esfor¢co, de modo a comprovar a sua
aplicabilidade no desporto. Adicionalmente, serd fundamental expandir a gama linear de
detecdo, de modo a englobar todo o intervalo de concentracdes do lactato presentes no suor.
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