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RESUMO

Este trabalho descreve dois métodos novos para a determinagdo eletroanalitica de
dinitroanilinas com potencial para serem desreguladores enddcrinos. O primeiro método
consiste na modificagdo de um eletrodo de carbono vitreo com nanoparticulas bimetalicas de
prata e ouro do tipo core-partial shell estabilizadas em quitosana. As nanoparticulas bimetalicas
foram obtidas pela reducdo sequencial dos fons Ag" e Au*", sendo caracterizadas em seguida
pelas técnicas de espectroscopia UV-vis, microscopia eletrdnica de transmissdo e
espectroscopia de raios X por dispersdo em energia. Apds a modificacdao, a superficie do
eletrodo de carbono vitreo foi analisada usando as técnicas de microscopia eletronica de
varredura e espectroscopia de impedancia eletroquimica. O eletrodo modificado com as
nanoparticulas bimetalicas de ouro e prata estabilizadas em quitosana foi empregado para
determinar o desregulador enddcrino e herbicida orizalina. O segundo método proposto neste
trabalho consiste na modificagdo de um eletrodo de carbono vitreo com nanoparticulas
bimetalicas de cobalto e prata do tipo core-shell estabilizadas em poli(vinilpirrolidona). As
nanoparticulas bimetalicas foram obtidas pela reducio sequencial dos ions Co*" e Ag". Tanto a
dispersdo das nanoparticulas bimetalicas quanto o eletrodo quimicamente modificado foram
caracterizados utilizando as mesmas técnicas aplicadas no primeiro método apresentado. O
eletrodo modificado com nanoparticulas bimetéalicas de cobalto e prata foi usado na
determina¢do do desregulador enddcrino e herbicida butralina. Para estudar o comportamento
eletroquimico da orizalina e da butralina sobre os eletrodos quimicamente modificados ¢ a
otimizagdo dos parametros experimentais, foi empregada a técnica de voltametria ciclica. As
devidas modificacdes mostraram-se alternativas bastantes vidveis, pois aumentaram a
sensibilidade dos sensores na determinacdo das dinitroanilinas. A curva de calibracdo para a
orizalina foi obtida por voltametria de onda quadrada e foi linear na faixa de 0,1 — 7,0 umol
L', com limites de deteccio e de quantificacdo de 30 e 100 nmol L™, respectivamente. A curva
de calibragdo para a butralina foi obtida por voltametria de onda quadrada e foi linear na faixa
de 0,1 — 1,0 umol L', com limites de deteccdo e de quantificagio de 32 e 107 nmol L',
respectivamente. Assim, o eletrodo de carbono vitreo quimicamente modificado com
nanoparticulas bimetalicas de prata e ouro estabilizadas em quitosana foi utilizado na
quantifica¢do de orizalina em amostras de suco de uva, enquanto que o eletrodo de carbono
vitreo quimicamente modificado com nanoparticulas bimetalicas de cobalto e prata
estabilizadas em poli(vinilpirrolidona) foi usado na quantificacdo de butralina em amostras de
mel e de geleia de maga. Ambas metodologias proporcionaram resultados com elevada precisao
e exatiddo, compardveis as obtidas com as técnicas cromatograficas e espectroscopicas.

Palavras-chave: Dinitroanilinas; Desreguladores endocrinos; Eletroanalitica; Eletrodos
quimicamente modificados; Nanoparticulas bimetalicas.



ABSTRACT

This work describes two new methods for the electroanalytical determination of dinitroanilines
with the potential to be endocrine disruptors. The first method consists in the modification of a
glassy carbon electrode with silver and gold core-partial shell bimetallic nanoparticles
stabilized in the chitosan polymer. The bimetallic nanoparticles were obtained by sequential
reduction of Ag” and Au®" ions, and then characterized by UV-vis spectroscopy, transmission
electron microscopy and energy dispersion X-ray spectroscopy. After modification with the
bimetallic nanoparticles’ dispersion, the surface of the glassy carbon electrode was analyzed
using scanning electron microscopy and electrochemical impedance spectroscopy techniques.
The modified glassy carbon electrode with gold and silver bimetallic nanoparticles stabilized
in chitosan was used to determine the endocrine disruptor and herbicide oryzalin. The second
method proposed in this work consists in the modification of a glassy carbon electrode with
bimetallic cobalt and silver core-shell nanoparticles stabilized in polyvinylpyrrolidone. The
bimetallic nanoparticles were obtained by sequential reduction of Co®" and Ag" ions. Both the
dispersion of bimetallic nanoparticles and the chemically modified electrodes were
characterized using the same techniques that were applied in the first method presented earlier.
The chemically modified glassy carbon electrode with cobalt and silver bimetallic nanoparticles
was used to determine the endocrine disrupter and herbicide butralin. To study the
electrochemical behavior of oryzalin and butralin on the chemically modified electrodes and to
optimize experimental parameters, the cyclic voltammetry technique was employed. The
modifications with bimetallic nanoparticles proved to be quite viable alternatives, as they
increased the sensitivity of the sensors in the dinitroanilines determination. The calibration
curve for oryzalin was obtained by applying the square wave voltammetry technique and was
linear in the concentration range 0.1 — 7.0 umol L ~!, with limit of detection and limit of
quantification of 30 and 100 nmol L !, respectively. While the calibration curve for butralin
was obtained by the square wave voltammetry technique and was linear in the concentration
range 0.1 — 1.0 pmol L !, with limit of detection and limit of quantification of 32 and 107 nmol.
L !, respectively. Thus, the chemically modified glassy carbon electrode with silver and gold
bimetallic nanoparticles stabilized in chitosan was used to quantify oryzalin in grape juice
samples. The chemically modified glassy carbon electrode with cobalt and silver bimetallic
nanoparticles stabilized in polyvinylpyrrolidone was used to quantify butralin in honey and
apple jelly samples. Both methodologies provided results with high precision and accuracy,
comparable to those obtained with chromatographic and spectroscopic techniques.

Keyword: Dinitroanilines; Endocrine disruptors; Electroanalysis; Chemically modified
electrode; Bimetallic nanoparticles.
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APRESENTACAO E JUSTIFICATIVA

Hé grande interesse cientifico em um grupo de substancias quimicas presentes no meio
ambiente que podem afetar a saude, crescimento e a reprodugdo dos seres humanos. Essas
substancias sdo conhecidas como desreguladores enddcrinos. Elas podem causar danos a algum
orgao endocrino, alterar sua funcdo ou interagir com algum receptor hormonal. Existem varias
substancias que sao consideradas como desreguladores enddcrinos, mas os pesticidas se
destacam por fazerem parte de uma classe de compostos organicos que sdo largamente
utilizados no mundo para satisfazer a demanda mundial de alimentos.

A necessidade do aumento da producdo mundial de alimentos para a populagdo em
rapido crescimento ¢ bem reconhecida. No entanto, € dificil imaginar a produg@o de alimentos
sem a presenca de produtos quimicos sintéticos, como os pesticidas por exemplo. Cerca de um
terco da produgdo agricola depende de pesticidas para evitar perdas no rendimento das culturas,
porém os residuos gerados podem causar poluicdo ambiental e envenar tanto os seres humanos
quanto outros animais.

Nos ultimos anos, os métodos mais empregados para detectar e quantificar os
desreguladores endocrinos sdo os cromatograficos e eletroquimicos. Recentemente, os métodos
eletroanaliticos vém sendo utilizados para o desenvolvimento de novas alternativas,
principalmente por apresentarem vantagens como: baixo custo da instrumentacdo, baixos
limites de deteccdo e quantificagdo, portabilidade dos equipamentos, alta frequéncia analitica e
simplicidade no preparo das amostras. Além do mais, o uso de eletrodos quimicamente
modificados, quando aliado a estes métodos, pode proporcionar aumento da sensibilidade e/ou
da seletividade das metodologias. Assim, a procura por novos materiais e por diferentes
arquiteturas para a construgao de dispositivos capazes de detectar os desreguladores endocrinos
¢ de grande interesse cientifico e tecnoldgico, o que justifica a proposta desta pesquisa. Este
trabalho consiste em sintetizar nanoparticulas bimetélicas para a constru¢ao de eletrodos mais
sensiveis, de facil preparagdo e que fornegam respostas reprodutiveis para a determinagdo de
desreguladores endocrinos. Dentre os desreguladores endodcrinos, foram escolhidas as
dinitroanilinas para desenvolver esta tese. As dinitroanilinas sd3o amplamente usadas na
agricultura moderna como herbicidas, constituindo-se, portanto, como substidncias com
potencial para serem desreguladores endocrinos.

Para fins de apresentacdo, esta tese foi dividida em 6 capitulos: o primeiro capitulo
apresenta uma fundamentagao tedrica e uma revisao bibliografica sobre os temas abordados no

estudo. No segundo capitulo sdo apresentados os objetivos (geral e especificos) desta pesquisa.
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No terceiro capitulo sdo descritos os procedimentos experimentais empregados durante o
trabalho. O quarto capitulo apresenta os resultados e discussdo acerca dos experimentos
realizados. Por fim, no quinto e sexto capitulos sdo descritas as consideracdes finais e as

referéncias bibliograficas, respectivamente.
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CAPITULO 1. FUNDAMENTACAO TEORICA
1.1. DESREGULADORES ENDOCRINOS

Ha vérias defini¢des de desreguladores enddcrinos (EDs — do inglés, endocrine
disruptor), porém todas incluem o conceito de desregulacdo ou interrup¢do do sistema
endocrino. O sistema endocrino ¢ constituido por um conjunto de glandulas que produzem os
hormdnios, permitindo a coordenacdo de fungdes de dezenas de diferentes tipos de células em
organismos multicelulares. Este sistema possui numerosos tipos de estimula¢do e retroagdo em
cascata, de forma que os diferentes pardmetros fisioldégicos (como glicemia, lipedema,
equilibrio hidro-mineral, etc.) e func¢des fisiologicas (como desenvolvimento, crescimento,
reproducdo, etc.) permanegam em um intervalo adequado para a boa satide de todo o organismo
e para a sobrevivéncia da espécie. Junto com o sistema nervoso, o endocrino coordena todas as
funcdes do corpo (COMBARNOUS, 2017; FERREIRA, 2013; AL-ANSARI et al., 2010).

Diversos compostos quimicos sdao considerados EDs como, por exemplo, pesticidas,
substancias produzidas por plantas, fungos e cianobactérias, firmacos, metais pesados, ftalatos,
alquilfendis, hormonios naturais e sintéticos, poluentes organicos persistentes e outros. Ha trés
classes de EDs: estrogénios esteroides naturais e sintéticos (estrogénios), substancias sintéticas
usadas em produtos industrializados (xenoestrogénios) e substincias originadas de plantas
(fitoestrogénios).

Os estrogénios sao reguladores chave das mudancas fisiologicas associadas com a
reprodugdo em ambos os sexos, além de regular outros processos fisiologicos importantes
como, por exemplo, a funcdo imunoldgica e a homeostase mineral (PINTO, ESTEVAO e
POWER, 2014). Entre os estrogénios naturais encontram-se o 17p3-estradiol, estrona e estriol e
entre os sintéticos, o 17a-etinilestradiol.

Os fitoestrogénios sdo compostos vegetais presentes em altas concentracdes na soja,
trevo, alfafa e outros legumes. Podem induzir efeitos estrogénicos por apresentarem
semelhancas estruturais com os estrogénios, ou, em alguns casos, antiestrogénicos. Sao
aplicados na medicina como agente de reposicdo hormonal (KUSTER et al., 2009).

Os xenoestrogénios sdo substidncias quimicas sintéticas, utilizadas nos produtos
industrializados, que podem interagir com o sistema enddcrino, causando alteracdes
indesejaveis no mesmo. Nesta classe estdo os pesticidas, que fazem parte dos produtos
industrializados mais usados no mundo e que contém diversas substancias classificadas como

EDs (BILLA e DEZOTTI, 2007).
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1.1.1. Pesticidas

Os pesticidas sdo substancias, ou misturas de substancias, destinadas a controlar,
prevenir, destruir, repelir ou atrair qualquer organismo bioldgico considerado como uma praga.
O termo praga inclui insetos, camundongos e outros animais, ervas daninhas e fungos, entre
outros. Os pesticidas sdo geralmente substancias quimicas, embora possam ser as vezes agentes
biologicos, como virus ou bactérias. A palavra "pesticida" ¢ freqiientemente usada como
sinonimo de produtos fitofarmacéuticos, que sdo utilizados principalmente na agricultura para
manter as culturas saudaveis e evitar que sejam destruidas como conseqiiéncia de doengas e
infestagoes (SAMSIDAR, SIDDIQUEE e SHAARANI, 2018). Os produtos para prote¢cdo de
plantas foram inicialmente aplicados as culturas de cereais. Em seguida, comecaram a ser
utilizados no setor agricola, incluindo culturas horticolas, ornamentais e vegetais. A parte ativa
de um produto fitofarmacéutico, conhecido como ingrediente ativo, geralmente ¢ o unico
componente da formulagdo listada no rotulo sendo descrito pelo fabricante como liquido ou
solido (KARASALI e MARAGOU, 2016).

Os rendimentos agricolas dependem fortemente das medidas de protecao das culturas.
Grandes ganhos de produtividade podem ser alcangados na agricultura com o uso de pesticidas.
Na verdade, eles sao necessarios para atender a demanda mundial de alimentos, e ndo ha outras
alternativas que possam ser usadas em grande escala. Os pesticidas ajudam agricultores e
produtores a produzir alimentos de boa qualidade a precos razoaveis (KARASALI e
MARAGOU, 2016) . No entanto, os pesticidas também tém impactos negativos na satude
humana e no meio ambiente. Os seres humanos sao expostos a pesticidas por diferentes rotas,
como inalacdo, ingestdo e contato dérmico, o que pode resultar em problemas de satide agudos
ou cronicos. Além disso, a contaminacdo ambiental de pesticidas provoca a intoxica¢do de
espécies ndao-alvo e a perturbacao dos ecossistemas. Por estas razdes, as autoridades reguladoras
estabeleceram regulamentos para autoriza¢do, uso adequado e disposi¢do dos pesticidas
(WESTLUND e YARGEAU, 2017). H4 varios compostos que sdo usados como pesticidas,
porém as dinitroanilinas se destacam porque ja detiveram 10% das vendas totais de pesticidas

nos Estados Unidos da América (ZIMDAHL, 2019).

1.1.1.1. Dinitroanilinas

As dinitroanilinas, em particular as derivadas da 2,6-dinitroanilina (Fig. 1), sdo
amplamente usados na pratica agricola como herbicidas, ou seja, um pesticida que € aplicado

no controle de ervas daninhas. Como regra, esses herbicidas contém substituintes na posicao 4
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do anel benzénico (R3). Além disso, o grupo amino na posi¢ao 1 também possui grupos
substituintes (R; e R2). Um deslocamento da densidade eletronica para os atomos de oxigénio
dos grupos nitro produz duas regides com um potencial eletrostatico negativo pronunciado. No
entanto, a orientagdo dos grupos nitro em relacdo ao anel benzénico, que aparece devido a
rotagdo em relacdo as correspondentes ligacdes C-N, varia (NYPORKO et al., 2009). A
principal propriedade que determina que esses compostos possam ser usados como herbicidas
¢ a atividade antimitética (OZHEREDOV et al., 2009). Esta propriedade ¢ determinada pela
capacidade das dinitroanilinas de se ligar de maneira altamente especifica a tubulina, o principal
componente estrutural dos microtibulos, o que resulta na sua despolimerizagdo
(BARANAUSKIENE e MATULIS, 2017).

Devido as suas propriedades, as dinitroanilinas foram utilizadas em todo o mundo.
Porém, pouca atencao foi dada ao aspecto toxicoldgico e as implica¢des de seu uso. Segundo o
CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente), o valor maximo permito de dinitroanilinas
em 4guas para o consumo humano ¢ de 20,0 ug L' (CONAMA, 2008). A produgio e grande
uso das dinitroanilinas introduziram substancias possivelmente toxicas no ecossistema que se
acumulam em concentragdes cada vez maiores no meio ambiente e na cadeia alimentar, o que
prejudica varias espécies, inclusive a humana (TONG, GUO e LIU, 2010). Estes compostos
ndo sdo irritantes para os olhos mas ao contato com a pele podem causar irritagdes leves a
moderadas. Testes em ratos e cdes nao produziram quaisquer efeitos adversos; entretanto, a
exposicdo de longo prazo em cades causou hepatotoxicidade e efeitos esplénicos (GUPTA,
2018). Algumas dinitroanilinas também podem afetar o sistema endodcrino, o que leva a
problemas no desenvolvimento do corpo humano e sua reproducao. Ha relatos, por exemplo,
de tumores de tiredide envolvendo estes compostos (GUPTA, 2018). Por estes motivos, faz-se
necessario o desenvolvimento de um método analitico simples, rapido e sensivel para
determiné-las.

Atualmente, varias técnicas analiticas foram desenvolvidas para a determinagdo de
dinitroanilinas como, por exemplo: cromatografia gasosa (CHIANG e HUANG, 2008),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (YAZDI et al., 2009) e eletroforese capilar (GUO et al.,
2006). A vantagem destas técnicas ¢ a possibilidade de determinar vérias espécies quimicas
simultaneamente com alta sensibilidade e seletividade. Na maioria dos casos, uma etapa de
derivatizacdo ¢ utilizada para se obter uma analsie confidvel por estas técnicas. No entanto,
estes processos de derivatizagdo ndo sdo simples e as vezes requerem o manuseio de produtos
quimicos perigosos. Outro problema envolvendo este tipo de analise ¢ o alto cuto dos

equipamentos ¢ o alto tempo de andlise. Devido a estas desvantagens, as técnicas
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eletroanaliticas tem sido cada vez mais utilizadas como alternativa para determinar as
dinitroanilinas.

Na literatura, ha poucos trabalhos que relatam a determinag¢dao de dinitroanilinas
aplicando estas técnicas eletroanalicas (Tabela 1). A maioria utiliza o eletrodo de gota pendente
de mércurio onde alcangam limites de detec¢do na faixa nanomolar. Porém, este eletrodo tem
sido cada vez menos usado porque ha a possibilidade de ocorrer um acidente envolvendo este
eletrodo e liberar vapores de mercurio que sao prejudiciais a satide. Assim, outros eletrodos tém
sido fabricados para substitui-lo (DE LIMA et al., 2016; SMARZEWSKA et al.,2017). Dentre
todas as dinitroanilinas apresentadas na Tabela 1, a orizalina e a butralina se destacam pois,
além de serem consideradas com potencial para atuarem como desreguladores enddcrinos, sao
aplicadas em diversas lavouras do mundo e ha poucos trabalhos na literatura que as determinam

por técnicas eletroanaliticas.

Figura 1: Estrutura quimica basica das dinitroanilinas.

Tabela 1: Trabalhos que determinam dinitroanilinas por meio de técnicas eletroanaliticas.

Eletrodo de trabalho Dinitroanilina Técnica Limite de Referéncia
detecgdo
(nmol L™
Eletrodo de gota pendente de Nitralina Voltametria de 15,0 (THRIVENI et al.;
mercurio redissolugao 2007)

adsortiva de
pulso diferencial
Eletrodo de gota pendente de Nitralina Voltametria de 0,09 (ARRANZ et al.;
mercurio redissolugao 1997)
adsortiva de
pulso diferencial
Eletrodo de gota pendente de Orizalina Voltametria de 24,7 (THRIVENI et al ;
mercurio redissolugao 2007)
adsortiva de
pulso diferencial
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Eletrodo de gota pendente de Butralina Voltametria de 60,0 (SHEEDHAR e
mercurio pulso diferencial REDDY, 2002)
Eletrodo de gota pendente de Isopropalina Voltametria de 15,0 (SHEEDHAR e
mercurio pulso diferencial REDDY, 2002)
Carbono vitreo Profluralina Voltametria de 26,0 (SMARZEWSKA et
onda quadrada al., 2017)
Eletrodo de gota pendente de Pendimetalina Voltametria de 19,2 (GALLI, DE SOUZA
mercurio onda quadrada e MACHADO, 2011)
Eletrodo de carbono vitreo Pendimetalina Voltametria de 36,0 (DE LIMA et al.,
modificado com onda quadrada 2016)
nanoparticulas de prata
Eletrodo de gota pendente de Etalfluralina Voltametria de 1,1 (THRIVENI et al.;
mercurio redissolugao 2009)
adsortiva de
pulso diferencial
Eletrodo de gota pendente de ~ Metalpropalina Voltametria de 18,7 (THRIVENI et al.;
mercurio redissolugao 2009)
adsortiva de
pulso diferencial
Eletrodo de carbono vitreo Trifluralina Voltametria de 74,5 (MELO et al.; 2008)
modificado com quitosana pulso diferencial
Eletrodo de carbono vitreo Trifluralina Voltametria de 2,0 (WEN et al.; 2008)
modificado com nanotubos pulso diferencial
de carbono de paredes
multiplas
[.1.1.1.1. Orizalina
A orizalina (ORZ - do inglés, oryzalin) ou 4-dipropilamino-3,5-

dinitrobenzenosulfonamida (Fig. 2) ¢ um herbicida aplicado na superficie das plantas antes da
germinagdo das ervas daninhas. A acdo deste pesticida ¢ baseada em sua atividade antimitdtica
pela ligacdo das dinitroanilinas as tubulinas. A ORZ ¢ classificada como carcinogénico do
grupo C e estd associada a compostos com ag¢dao de desregulacdo endocrina, pois esta
relacionada com uma alta incidéncia de tumores de pele e das glandulas tire6ide e mamaria. Os
residuos de ORZ podem penetrar nos tecidos das plantas e permanecer na polpa e no suco da
fruta (HALL et al., 2005). Existem muitos tipos de formula¢do de ORZ, incluindo granulos
dispersiveis em agua, fluido concentrado, concentrado emulsionavel, pé granuloso molhavel e
liquido. Este herbicida tem sido amplamente aplicado em culturas de uva devido ao seu baixo
custo ¢ alta eficiéncia no controle de ervas daninhas (LIANG et al., 2019).

A uva ¢ uma das frutas mais populares e amplamente produzidas no mundo. Elas
podem ser consumidas de varias maneiras: frescas, secas como passas, sucos ou vinho. Além
de ser boa fonte de manganés, vitaminas C e K, esta fruta também contém uma variedade

diversa de antioxidantes potentes na forma de polifendis, o que ¢ Util para diminuir o risco de
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ocorréncia de codgulos sanguineos, doengas cardiacas, colesterol e pressdo arterial altos
(VENKITASAMY et al., 2019).

Embora a ORZ seja amplamente utilizada em todo o mundo, ha poucas pesquisas
sobre a determinagdo de residuos de ORZ. Existe um unico trabalho na literatura que relata a
determina¢do de ORZ utilizando técnicas eletroanalicas, porém com o uso do eletrodo gotejante
de merctrio (THRIVENI et al.; 2007). Este eletrodo tem sido banido em diversos paises devido
a preocupagdes ambientais e regulamentos de seguranca, ja que o mercurio ¢ considerado
toxico. Deste modo, novos eletrodos que oferecem uma performance parecida ou até melhor
estdo sendo desenvolvidos para substituir os eletrodos de merctrio. O limite de detec¢ao
alcancado com este eletrodo foi de 24,7 nmol L™'. Assim, o desenvolvimento de um método

analitico simples e sensivel para a ORZ em produtos derivados da uva ¢ de grande importancia.

Figura 2: Estrutura quimica da ORZ.
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1.1.1.1.2. Butralina

A butralina (BTL — do inglés, butralin) ou N-sec-butil-4-terc-butil-2,6-dinitroaniline
(Fig. 3) € um herbicida usado como agente de protecao para produtos agricolas como cererais,
frutas, nozes, legumes e outros. Seu produto comercial estd disponivel como um concentrado
emulsificado. Sua acdo ¢ a mesma da ORZ e das outras dinitroanilinas, ou seja, se ligando a
tubulina. A BTL pode causar distarbios endocrinologicos ou imunologicos (POHANISH,
2017). Como pode ser usado em varias lavouras, hd a possibilidade deste herbicida contaminar

os polens das plantas, ser levado pelas abelhas até a colmeia e, consequentemente, contaminar
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o mel fabricado por elas. Outra possibilidade ¢ a de que a BTL fique retida nos frutos e
contamine seu produto final como, por exemplo, geleias. Tanto o mel quanto as geleias sao
classificadas como uma mercadoria que contém alta quantidade de actcar e baixa de dgua. Essa
caracteristica de ambos alimentos representa um desafio na determinagao de pesticidas (DEL
CASTILLO et al., 2019).

O mel ¢ uma substancia popular, doce e altamente nutricional produzida pela atividade
de forrageamento das abelhas, coletando o néctar de uma infinidade de plantas com flores. As
abelhas secretam uma substancia especifica que converte o néctar em mel antes de armazenar
em favos de mel para sua maturagdo. Sua composicao ¢ caracterizada pelo tipo de planta onde
as abelhas coletam seu néctar, condigdes climaticas, fatores ambientais e praticas de criagdo de
abelhas (MEO et al., 2017). Os principais constituintes do mel sdo os carboidratos (agtcares)
que representam quase 95% do seu peso, dos quais contém 75% de monossacarideos (frutose e
glicose), bem como pequenas quantidades de dissacarideos (sacarose) e 10 — 15% de outros
tipos de acucares (oligossacarideos e tetrassacarideos). Além dos agucares, quantidades
minimas de 4cidos organicos, proteinas e componentes minerais também existem no mel.
Devido a presenga de acidos organicos (0,57%) e aminodacidos livres (0,05 — 0,1%) no mel, esse
produto alimenticio tende a ser levemente acido (PITA-CALVO et al., 2017).

J& as geleias de frutas s3o um alimento preparado pela fervura da polpa das frutas com
acucar, pectina, acido e outros ingredientes (por exemplo, conservantes, substancias corantes e
aromatizantes) até atingir uma boa consisténcia espessa € um teor final de dgua de 32 a 34%.
Esse processo € usado para preservar a fruta para consumo durante a entressafra.

Como ambos os alimentos sdo amplamente consumidos em todo o planeta, ¢ de
extrema importancia o monitoramento de residuos de pesticidas, como a BTL, nos mesmos para
evitar que haja intoxicacao e cause danos a satide humana.

Assim como a ORZ, h4 apenas um trabalho na literatura que determina a BTL usando
técnicas eletroanaliticas (SHEEDHAR e REDDY, 2002). Este trabalho também aplica o
eletrodo de mercurio para a determinacao de BTL, onde conseguiram um limite de deteccao de
60,0 nmol L™!. Como dito anteriormente, devido a toxicidade do merctirio, esse tipo de eletrodo
ndo ¢ mais usado pelos pesquisadores. Entdo, os eletrodos quimicamente modificados sdo uma
boa alternativa para substitui-los, uma vez que podem exibir uma performance parecida ou

melhor que os eletrodos de merctrio.
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Figura 3: Estrutura quimica da BTL.
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1.2. ELETRODOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS

Nos ultimos anos, os sensores eletroquimicos desempenharam um papel fundamental
na protecao do meio ambiente e da sautde humana pois podem ser usados como uma plataforma
de monitoramento on-site capaz de detectar uma vasta gama de compostos como metais,
produtos farmaceéuticos, agroquimicos e drogas ilicitas (MACIEL et al., 2019). Além disso,
outras caracteristicas sdo atribuidas a esses sensores como sensibilidade e seletividade inerentes
a espécies eletroativas, boa precisdo, resposta rapida, facil manuseio e baixo custo (JANEGITZ
et al., 2011). No geral, os sensores eletroquimicos pertencem a uma subclasse de sensores
quimicos que fazem o uso de um eletrodo como elemento de transdugdo, dispositivo que
converte a resposta quimica em um sinal que pode ser detectado por instrumentos elétricos,
sendo os eletrodos convencionais de ouro, mercurio e carbono alguns exemplos de transdutores
(Fig. 4).

Recentemente, a modificacdo quimica na superficie destes eletrodos ganhou
consideravel atencdo no meio cientifico, devido ao fato de que estes eletrodos modificados
exibem propriedades Unicas e aprimoradas que beneficiam a deteccdo eletroquimica em
comparagdo aos eletrodos convencionais (SVANCARA et al., 2009). Esses eletrodos sdo
chamados de eletrodos quimicamente modificados (CMEs — do inglés, chemically modified
electrode). Essa nomenclatura foi inicialmente utilizada na eletroquimica por Murray e
colaboradores, para designar eletrodos com espécies quimicamente ativas, devidamente

imobilizadas em sua superficie (MURRAY, 1980). De acordo com a IUPAC, um CME ¢ um
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eletrodo feito de material condutor ou semicondutor revestido com um filme de um modificador
quimico que pode ser monomolecular, multimolecular, i6nico ou polimérico que tem como
objetivo facilitar a transferéncia de carga entre o eletrodo e a espécie quimica de interesse,
melhorar a capacidade de detecg¢ao da espécie quimica de interesse, melhorar a geragao de sinais
eletroquimicos e suas caracteristicas (perfil do sinal e separa¢do de sinais) e aumentar a
sensibilidade e a seletividade do eletrodo (DURST et al., 1997; SAJID, BAIG e
ALHOOSHANI et al., 2019). Para eletrodos heterogéneos, como compositos sélidos ou
misturas pastosas, a modificacdo ndo precisa formar um filme ja que suas caracteristicas
quimicas sdo alteradas tanto no corpo quanto na superficie do eletrodo. O principal propdsito
de se construir novos CMEs ¢ substituir os eletrodos a base de mercurio, que podem ser
perigosos caso haja um acidente onde hé liberacdo de vapores de mercurio, e os eletrodos
solidos, por serem pouco seletivos e sensiveis (PEDROSA et al., 2004; VASANTHI et al.,
2017).

Figura 4: Eletrodos convencionais de a) ouro, b) mercurio e c) a base de carbono.

1.2.1. Processos de modificacao de eletrodos

Os processos classicos de modificagdo de eletrodos s6lidos homogéneos sao: adsor¢ao
ou quimissor¢do, ligacdo covalente e filmes poliméricos. Para eletrodos solidos heterogéneos,
como o eletrodo de pasta de carbono por exemplo, a simples adicdo do modificador a pasta
durante a prepara¢do do eletrodo ¢ a forma mais comum de se modifica-lo. A escolha do

processo de modificacdo € essencial para a aplicabilidade do eletrodo modificado.

1.2.1.1. Adsorcao

O agente modificador ¢ dissolvido em um solvente apropriado, em seguida o eletrodo

¢ imerso nesta solucao. Pode também envolver a deposicao desta solugdo, com a ajuda de uma
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micropipeta, sobre a superficie do eletrodo seguida da evaporacdo do solvente. Sdo formadas,
entdo, monocamadas na superficie do eletrodo. Isto acontece devido as interagdes quimicas e/ou
fisicas entre a superficie do eletrodo e a solugdo modificadora. Um exemplo bem conhecido ¢
a monocamada auto organizada de ti6is, chamada de SAM (do inglés, self-assembled
monolayer), adsorvida quimicamente em um eletrodo de ouro (Fig. 5A). Interagdes
intermoleculares de van der Walls contribuem para a formagdo da monocamada, mas ¢ a
quimissor¢ao que tem a maior contribui¢do energética para a SAM (ALKIRE et al., 2009).
Como nao ha alteracao de grupos funcionais, este método ¢ classificado como adsor¢ao, mesmo
que haja a formagao de uma ligagdo covalente entre o enxofre € o ouro.

Multiplas camadas altamente organizadas de polieletrolitos podem ser obtidas usando
a técnica LbL (do inglés, Layer-by-Layer), onde cada camada subsequente ¢ imobilizada por
sor¢do devido a carga oposta do eletrolito antecedente (Fig. 5B). Entre cada etapa de formagao
da préxima camada, o eletrodo ¢ lavado com agua pura para retirar o excesso de polieletrdlito
que nao ficou imobilizado na superficie. As for¢as que retém o filme na superficie do eletrodo
consistem em interagdes de van der Waals. Essas for¢as sdo muito menores do que aquelas que
resultam na formagdo de ligacdes quimicas. Assim, as camadas multiplas podem ndo ser

estaveis por longos periodos de tempo ou em ambientes agressivos.
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Figura 5: Eletrodos modificados com o processo de adsor¢do (A) SAM e (B) LbL.
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1.2.1.2. Ligagdo covalente

Neste método ha alteragdo de grupos funcionais, ja que o modificador tem que ser
ligado covalentemente a superficie do eletrodo, acarretando tal alteragdo. Dependendo do
substrato, escolhe-se o grupo funcional para tal finalidade. Rea¢des de silanizagdo e 6xidos
presentes no substrato podem ser usados para fazer a modificagdo. Eletrodos metalicos
oxidados em meio alcalino apresentam uma fina camada de 6xido muito reativa em relagdo aos
silanos (ALKIRE et al., 2009), que podem atuar como um tipo de ponte para imobilizar um
grupo funcional especifico (Fig. 6). A superficie de eletrodos a base de carbono também pode
ser modificada por este método devido a presenga de grupos funcionais como alcoois, acidos
carboxilicos, cetonas e anidridos. Dessa forma, a modificacao deste tipo de substrato ¢ baseada
na manipulacdo de tais grupos funcionais frente a compostos como aminas, organosilanos,
cloreto de tionilas, etc. As monocamadas assim formadas s3o quimicamente e mecanicamente

mais estaveis que a SAM. No entanto, sdo mais dificeis de formar, pois € necessario um controle
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mais rigoroso das condi¢des experimentais como a natureza do solvente, o teor de 4gua, o tempo
e a temperatura de reagdo. Outra desvantagem ¢ a limitacdo de formar monocamada, o que pode
restringir a quantidade de espécies na superficie do eletrodo (HAENSCH, HOEPPENER e
SCHUBERT, 2010).

Figura 6: Ancoragem de grupos funcionais na superficie do eletrodo.
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1.2.1.3. Filmes poliméricos

Filmes poliméricos condutores ou permeaveis ao eletrélito de suporte e ao analito sdao
usados como recobrimento da superficie do eletrodo. Quatro classes de filmes poliméricos
podem ser utilizados para esta finalidade: (1) filmes condutores, que sdo muito empregados
devido a sua caracteristica de aumentar a velocidade de transferéncia de elétrons; (2) os filmes
de troca i6nica, nos quais o componente redox ativo ¢ um contra ion de um filme poli-i6nico
como o Nafion ou polivinilpiridina; (3) os filmes ndo condutores, os quais possuem uma
caracteristica permesseletiva sendo muito usados em biossensores para imobilizar
biocomponentes ¢ mediadores e, por fim, (4) os filmes de membranas compostas, que
apresentam caracteristicas de se combinar efetivamente com mais de um filme polimérico
(ALKIRE et al., 2009). O método mais simples para preparar um CME a base de polimero € o
revestimento com uma gota de um pequeno volume de polimero dissolvido em um solvente,
este método de modificacdo ¢ conhecido como drop coating (Fig. 7). Com o tempo, o solvente
evapora, deixando o polimero adsorvido na superficie do eletrodo. Como os polimeros podem
ser empregados na sintese de nanoparticulas metéalicas, como agentes estabilizadores, hd a
possibilidade de formar um filme polimérico contendo essas nanoparticulas.

A eletropolimerizagdo também pode ser aplicada para formar um filme polimérico.
Esta consiste em imergir o eletrodo em uma solug@o contendo o mondmero (por exemplo pirrol,
tiofeno, fenol, anilina) e um potencial adequado (catédico ou anddico) ¢ aplicado para a

formacao do filme polimérico na superficie do eletrodo. Também ha a possibilidade de se
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utilizar fotopolimeros para imobilizar enzimas, onde uma solug¢do contendo o fotopolimero e a
enzima ¢ gotejada na superficie do eletrodo e, em seguida, uma radiag@o ultravioleta ¢ incidida
para formar o filme polimérico contendo a enzima (SASSOLAS, BLUM e LECA-BOUVIER,
2012).

Figura 7: Representagdo do método de modificagdo drop coating.
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1.2.1.4. Compositos

Consiste basicamente na mistura do agente modificador diretamente com o substrato.
Neste caso, muitos materiais como argila, resina epdxi, polimeros, entre outros, podem ser
utilizados. Modificagdes em eletrodos a base de carbono em pd, como por exemplo o de pasta
de carbono (CPE — do inglés, carbon paste electrode), podem ser modificados desta maneira
(SOUZA, 1997; PEREIRA, SANTOS e KUBOTA, 2002). A preparagdo do CPE além de
simples € barata, pois podem ser usados materiais de facil obtengdao. Basicamente um CPE
modificado consiste de grafite em pd (ou outros materiais de carbono), um agente aglutinante,
o modificador, um corpo para o eletrodo (seringa de teflon, por exemplo) e um fio de cobre
para fazer o contato elétrico (Fig. 8). Muitos eletrodos a base de compdsitos de nanotubos de
carbono sdo preparados desta forma (ALKIRE er al, 2009). Como agente aglutinante,
geralmente ¢ utilizado um liquido organico (por exemplo, 6leo mineral) que deve ser
quimicamente e eletroquimicamente inerte, com baixa volatilidade, imiscivel com a solug¢do do
analito e deve preencher os intersticios entre as particulas de grafite. Essa simplicidade e
suavidade das condi¢des do processo de modificacdo sdo provavelmente responsaveis pela
popularidade dos CPEs. Porém, precisa-se construir varios CPEs para se realizar um estudo

cientifico, uma vez que a cada medida se necessita retirar parte da pasta de carbono para renovar
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a superficie do CPE. Outra desvantagem ¢ o tempo de fabricagdo destes eletrodos, que ¢ em

média de 30 a 40 minutos (SVANCARA et al., 2001).

Figura 8: Preparacdo de um eletrodo de pasta de carbono quimicamente modificado.
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1.3. NANOPARTICULAS METALICAS

Uma classe de material que pode ser aplicada na modificacdo da superficie de
eletrodos sdo as nanoparticulas metalicas. As nanoparticulas sdo particulas ultrafinas no
tamanho nanométrico. “Nano” ¢ um prefixo que denota “10~°”, ou seja, um bilionésimo. A
defini¢ao de nanoparticulas difere dependendo dos materiais, campos e aplicagdes em questao.
De modo geral, sdo consideradas como nanoparticulas as que possuem um tamanho entre 1,0 —
1000,0 nm, onde as propriedades fisicas dos proprios materiais s6lidos mudam drasticamente
(YOKOYAMA et al., 2008). Por exemplo, uma barra de ouro possui uma colora¢do amarela e
ndo exibe propriedades magnéticas, ja4 as nanoparticulas de ouro (2-3 nm) apresentam uma
coloragdo avermelhada e possuem propriedades magnéticas (RODUNER, 2006). De fato, as
nanoparticulas exibem propriedades elétricas, eletronicas, mecanicas e térmicas exclusivas.
Elas podem apresentar uma gama de propriedades como a alta area de superficie em relagdo ao
volume, transferéncia de carga rapida, magnetismo e efeitos quénticos (BAIG, SAJID e
SALEH, 2019). A pesquisa envolvendo as nanoparticulas ¢, atualmente, de intenso interesse
cientifico por causa da sua ampla gama de aplicacdes nas areas biomédicas, Opticas e eletronicas
(TAYLOR et al., 2013; HEWAKURUPPU et al., 2013).

Para o desenvolvimento de CMEs, as nanoparticulas metalicas oferecem algumas
vantagens como: o aumento da area eletroativa, da atividade catalitica e da biocompatibilidade

e o melhoramento da condutividade do sistema (CAMPBELL e COMPTON, 2010; YIN e QIN,
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2013). Sao essas caracteristicas que fazem com que as nanoparticulas metalicas sejam ideais

para a constru¢do de CMEs na eletroanalitica (YU et al., 2011).
1.3.1. Sintese de nanoparticulas

H4, basicamente, dois métodos para a obtencao de nanoparticulas metalicas (Fig. 9):
o top down (fisico) e o bottom up (quimico) (ZAHMAKIRAN e OZKAR, 2011). O top down
emprega ferramentas litograficas, como a litografia por feixe de elétrons ou litografia por raios-
X, para padronizar a superficie do substrato “quebrando” as particulas maiores até ficarem na
escala nanométrica. O bottom up explora as interagdes entre as moléculas ou 4&tomos para junta-
los e formar estruturas na escala nanométrica em solugdo. Neste método, reagcdes quimicas sao
empregadas junto a precursores para formar nanoparticulas a partir de &tomos ou moléculas, o
que permite um maior controle sobre as caracteristicas das nanoparticulas. Em virtude do
controle, simplicidade e efic4cia, os métodos quimicos sdo mais usados. A reducao de um cétion
metalico na presenga de um estabilizador ¢ um exemplo de um método quimico (SHIPWAY,
KATZ e WILLNER, 2000). Sao os estabilizadores que controlam a forma e o tamanho das
nanoparticulas, podendo também funcionaliza-las (THOMAS, IPE e SUDEEP, 2002).

Figura 9: Representagdo dos métodos de sintese top down e bottom up.
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Para estabilizar as nanoparticulas metalicas, recorre-se a alteragdes que as impecam de
se aproximarem uma das outras o suficiente para ndo agregarem. Basicamente ha dois tipos de
estabilizacdo: a repulsdo eletrostatica (estabilizacdo eletrostatica) e o impedimento estéreo

(estabilizagao estérea) (HANG et al., 2009). Para a estabilizagdo eletrostatica (Figura 10a), usa-
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se um composto com carga (positiva ou negativa) que geralmente fica adsorvido sobre a
superficie da nanoparticula metalica, conferindo-lhes, portanto, potencial eletrostatico. Essa
carga impede que as nanoparticulas se aproximem o suficiente para que o processo de agregacao
se inicie. J& na estabilizagdo por impedimento estéreo (Figura 10b), as nanoparticulas sdo
revestidas superficialmente com uma camada de polimero, proteina ou dendrimero. Dessa
forma, cria-se uma barreira mecénica que impede a aproximagao. E possivel, também, juntar
as duas estabilizagdes para originar a estabilizacdo eletroestérea (Figura 10c). Surfactantes
10nicos sao geralmente usados para se obter esse tipo de estabilizagdo ja que possuem uma parte
polar, que pode gerar uma dupla camada elétrica, e uma parte lipofilica, que pode gerar uma

repulsdo estérea (FRITZ et al., 2002; SEHLLEIER et al., 2014).

Figura 10: Estabilizagdo de nanoparticulas a) eletrostatica, b) estérea e ¢) eletroestérea.
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1.3.2. Nanoparticulas bimetalicas

Nanoparticulas bimetalicas (BMNPs — do inglés, bimetallic nanoparticles) sao
formadas por dois metais diferentes. A adicdo do segundo metal proporciona novas
propriedades que ndo sdo observadas nas nanoparticulas monometalicas e o surgimento do

efeito sinérgico. Por estes motivos, a constru¢do de CMEs com BMNPs esté atraindo a atengdo
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de pesquisadores (SHARMA et al., 2019). A preparagdo de nanoparticulas bimetalicas em fase
liquida pode ser classificada em quatro métodos: redug¢do simultdnea de ions metalicos,
decomposi¢cdo de complexos bimetalicos, redugdo sucessiva de ions metélicos e preparagao
eletroquimica a partir de dois eletrodos metalicos (YONEZAWA, 2004). A reducao simultanea
e a sucessiva de ions metalicos sdo os métodos mais simples e tem como objetivo a obtengdo
de nanoparticulas do tipo core-shell. Ambos produzem nanoparticulas metéalicas com valéncia
zero. Na redugdo simultanea os dois metais sao reduzidos ao mesmo tempo com um agente
redutor. J& na redugdo sucessiva, um metal ¢ reduzido primeiro e, em seguida, um segundo
metal ¢ reduzido na superficie da primeira (SHARMA et al., 2019).

Core-shell ¢ uma das estruturas que as nanoparticulas bimetalicas podem exibir, ha
também o core partial-shell e liga. A Fig. 11 mostra o aspecto visual de cada estrutura. “Core”
significa nucleo e “shell” significa casca, entdo uma nanoparticula bimetalica deste tipo ¢
composta por um metal que € o nicleo e por outro metal que € a casca que recobre totalmente
o nucleo. E comum utilizar a nomenclatura X@Y para denotar este tipo de nanoparticula, onde
X ¢ onucleo e 0 Y € a casca. Nas BMNPs com a estrutura do tipo core partial-shell, a casca
ndo recobre todo o nucleo, deixando partes deste exposto. Ja nas ligas ndo h4d um padrao, sendo
nanoparticulas compostas de dois metais distribuidas de forma aleatéria (YOKOYAMA et al.,
2008; ZHANG e YAN, 2013).

Na Tabela 2 foram apresentados alguns trabalhos que utilizaram BMNPs estabilizadas
em diferentes materiais, bem como sua aplicagdo como modificadores de eletrodos para
determinagdo eletroanalitica de diversas espécies quimicas. Como pode ser observado na
Tabela 2, os CMEs com BMNPs podem aplicados na determinacao de compostos inorganicos
e organicos. Porém, hd um tipo de compostos que foi pouco explorado: os desreguladores

endocrinos da classe das dinitroanilinas.
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Figura 11: Nanoparticulas bimetalicas do tipo a) core-shell, b) core partial-shell e c) liga.
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Tabela 2: Trabalhos utilizando CMEs com nanoparticulas bimetalicas para detecgdo de diferentes compostos.

Limite de Referéncia

detecgao
(nmol L™
5,30

CME Analito Técnica

Daunomicina Voltametria de (KONG et al., 2019)

Eletrodo de carbono vitreo
(droga anticancer) pulso diferencial

modificado com
nanoparticulas bimetalicas
de Au e Ag estabilizadas em
oxido de ferro reduzido

dopado com nitrogénio
Eletrodo de carbono vitreo
modificado com

Voltametria de 0,005

H g2+
pulso diferencial

(SIDDIQUI et al.,
2019)

nanoparticulas bimetalicas
de Au e Ag estabilizadas em
cisteina e nafion
Eletrodo de carbono vitreo
modificado com
nanoparticulas bimetalicas
de Ni e Pd estabilizadas em
oxido de grafeno reduzido
Eletrodo de carbono vitreo
modificado com
nanoparticulas bimetalicas
de Pd e Ag estabilizadas em
oxido de grafeno reduzido
Eletrodo de pasta de carbono
modificado com
nanoparticulas bimetalicas
de Pd e Ag estabilizadas
com extrato de cogumelo
Eletrodo de pasta de carbono
modificado com
nanoparticulas bimetalicas
de Au e Cu suportadas em
zeoblitas P

Glucose Amperometria 30,0 (NAEIM et al., 2018)

(REDDY et al.,
2018)

Voltametria de 139,0

pulso diferencial

Etilefrina
(antihipotensivo)

(MALLIKARJUNA

Voltametria de 5,5
etal.,2018)

pulso diferencial

Acido tarico

(AMIRIPOUR,
AZIZI e GHASEMI,
2018)

Hidrazina Amperometria 43,0
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Eletrodo de carbono vitreo Bisfenol A Voltametria de 8,0 (SUetal., 2017)
modificado com pulso diferencial

nanoparticulas bimetalicas

de Au e Pd estabilizadas em

nanofolhas de carbono

Eletrodo de carbono vitreo Glutamato Amperometria 52,0 (YU, MA e WU,
modificado com 2015)

nanoparticulas de Nie Pd e
poliacrilamida

Eletrodo de carbono vitreo Aflatoxina B, Voltametria de 0,03 (WANG et al., 2014)
modificado com (micotoxina) pulso diferencial

nanoparticulas bimetalicas
de Au e Pt e nanotubos de
carbono de paredes
multiplas
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CAPITULO 2. OBJETIVOS

2.1.  OBJETIVO GERAL

Desenvolver novos métodos eletroanaliticos com eletrodos quimicamente modificados
com nanoparticulas bimetalicas para a determinagdo de dinitroanilinas com potencial para

serem desreguladores endocrinos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Sintetizar nanoparticulas mono e bimetalicas com Ag, Au, Co, Cu ¢ Pt;
. Preparar eletrodos quimicamente modificados com nanoparticulas mono e bimetalicas;
. Caracterizar tanto as nanoparticulas mono e bimetalicas sintetizadas quanto os eletrodos

quimicamente modificados construidos;

. Avaliar o aumento de sensibilidade dos eletrodos quimicamente modificados em relagao
aos eletrodos sem modificagao;

. Otimizar os parametros experimentais (pH, eletrolito suporte, sintese das nanoparticulas

bimetalicas), de modo a se obter a maxima resposta eletroanalitica;

. Obter as curvas de calibragao para a ORZ e a BTL;

. Determinar parametros analiticos como faixa linear e limites de detec¢do e
quantificagao;

. Estudar a precisdao da metodologia proposta através de ensaios de repetibilidade intradia
e interdia;

. Quantificar as concentragdes de ORZ e de BTL em amostras de alimentos;

o Avaliar o efeito de matriz sobre a resposta eletroquimica da ORZ e da BTL nas amostras
analisadas;

. Expressar a exatidao da metodologia eletroanalitica através de testes de adigdo e

recuperagdo e pela comparacao dos resultados com os obtidos por um método comparativo.
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CAPITULO 3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
3.1. REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes usados sdo da marca Sigma-Aldrich e foram obtidos
comercialmente. Solugdes contendo ORZ ou BTL 10,0 mmol L' foram preparadas
dissolvendo-os em etanol e estocadas sob refrigeragao de 5 °C. Solu¢des com concentragdes
menores foram obtidas por simples diluicdo das mesmas. As solugdes aquosas foram preparadas
utilizando 4gua ultrapura. Para os estudos de eletrolito suporte foram utilizadas as seguintes
solugdes tampdes: Britton-Robinson (B-R), fosfato e citrato. Para a obtencdo destas solugdes
tampdes foram usados os seguintes reagentes: acido acético (CH3COOH), é4cido boérico
(H3BO:3), acido fosforico (H3POs), fosfato de potdssio monobasico (KH2POs), &cido citrico
(C¢HgO7) e citrato de sédio (NazCsHs0O7). Para ajustar o pH das solugdes, foram utilizadas
solugdes de HCI ou NaOH 1,0 mol L', Para a sintese das diferentes nanoparticulas, foram
usadas AgNOs (nitrato de prata), HAuCl4s.4H>O (4&cido tetracloro 4urico tetrahidratado),
CoS04.7H20 (sulfato de cobalto heptahidratado), Cu(SO4).5H>O (sulfato de cobre
pentahidratado) e H2PtCls (acido hexacloroplatinico) como fontes de seus respectivos metais.
Como estabilizante das nanoparticulas metalicas, foram utilizadas a quitosana (CTYS),
dissolvida em &cido acético 1,0 %, e a poli(vinilpirrolidona) (PVP), dissolvida em 4gua. Para
reduzir os metais na presenga da PVP, empregou-se o tetrahidreto de boro e sddio (NaBHa).
Solugdes de [Fe(CN)s]>/[Fe(CN)s]* em KCI foram feitas com o proposito de caracterizar o

eletrodo eletroquimicamente.
3.2.  SINTESE DAS NANOPARTICULAS MONOMETALICAS

As nanoparticulas monometalicas foram obtidas usando a CTS ou a PVP como
estabilizante e solucdes aquosas contendo o metal de interesse. Usando a CTS como
estabilizante, empregou-se o seguinte procedimento: em 5,0 mL de CTS 0,25 % foram
adicionados 5,0 pL da solugdo aquosa contendo o metal de interesse na concentracdao de 0,1
mol L™! e em seguida esta solucdo ficou sob agitacio durante 8 h e sob aquecimento (80 °C). A
solucdo que inicialmente era incolor passou a exibir uma outra coloragdo, indicando que houve
a formag¢do das nanoparticulas.

Com a PVP como estabilizante, utilizou-se o seguinte procedimento: em 5,0 mL de
PVP 0,25 % foram adicionados 5,0 uL da solu¢do aquosa contendo o metal de interesse na

concentragio de 0,1 mol L' e em seguida esta solucdo ficou sob agitacdo durante 2 h em
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temperatura ambiente (=25 °C). Depois deste tempo, foram adicionados a solugdao 200 pL de
NaBH. 20,0 mmol L' recentemente preparada sob agitagio constante. A solugdo que era
inicialmente incolor passou a exibir uma outra coloracao, indicando que houve a formagao das
nanoparticulas.

As nanoparticulas sintetizadas desta forma foram as de Ag, Au, Co, Cu ¢ Pt.
3.3. SINTESE DAS NANOPARTICULAS BIMETALICAS

Empregou-se o método da redugdo sucessiva de ions metdlicos para a obtengdo das
BMNPs, onde reduziu-se primeiro o metal que serviria como nucleo (core) e depois o metal
que serviria como casca (shell) na mesma solugao.

CTS:em 5,0 mL de CTS 0,25 % foram adicionados 3,0 pL da solu¢ao aquosa contendo
o metal que serviria como nucleo na concentracio de 0,1 mol L™ e em seguida esta solucio
ficou sob agitacdo durante 8 h e sob aquecimento (80 °C). Apds a mudanca da coloragdo da
solugdo, adicionou-se 7,0 uL. da solugdo aquosa contendo o metal que serviria como casca na
concentracio de 0,1 mol L™! sob agitaciio constante. Depois de 2 h, observou-se outra mudanga
na coloragdo da solugdo, indicando que o segundo metal também foi reduzido.

PVP:em 5,0 mL de PVP 0,25 % foram adicionados 5,0 pL da solug@o aquosa contendo
o metal de interesse na concentra¢do de 0,1 mol L ™! e em seguida esta solugio ficou sob agitacio
durante 1 h em temperatura ambiente (=25 °C). Depois deste tempo, foram adicionados a
solugdo 200 pL de NaBH4 20,0 mmol L™! recentemente preparada sob agitacdo constante. Apds
30 min da mudanca da coloracao da solugao, adicionou-se 5,0 puL da solucao aquosa contendo
o metal que serviria como casca na concentragdo de 0,1 mol L™! sob agitagio constante. Esta
solu¢do mudou de coloracdo novamente e deixou-se agitando mais 2 h para assegurar que todo

o segundo metal foi reduzido.
3.4. CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

Para a caracterizagdo das nanoparticulas mono e bimetalicas, foram feitas imagens de
microscopia eletronica de transmissdo (TEM — do inglés, transmission electron microscopy),
espectros UV-vis e de raio X por dispersdo em energia (EDS — do inglés, energy-dispersive X-
ray spectroscopy). As imagens de TEM e EDS foram adquiridas com o auxilio do microscopio
JEM-2100 (JEOL, Japao) operando em 100 kV. A distribuicao e tamanho das NPs foi estimado
usando o software Imagel. A analise de TEM e de EDS foi realizada no Laboratério Central de

Microscopia Eletronica (LCME-UFSC). Os espectros UV-vis foram obtidos com o auxilio do



47

espectrofotometro UV-1800 (Shimadzu, Japao) e uma cubeta de quartzo com caminho 6tico de

1,0 cm.
3.5.  PREPARACAO DOS CMES

Para a fabricagao dos CMEs, um eletrodo de carbono vitreo (GCE — do inglés, glassy
carbon electrode) foi primeiramente polido com alumina (0,03 pm) e lavado com agua
destilada. Em seguida, gotejou-se 3,0 pL da solucdo modificadora contendo nanoparticulas
mono ou bimetalicas na superficie do GCE (drop coating). Em seguida, o mesmo foi deixado
em uma estufa com temperatura de 40 °C por 10 min a fim de evaporar todo o solvente e formar

um filme na superficie do GCE.
3.6. CARACTERIZACAO DOS CMES

A morfologia da superficie dos CMEs foi analisada através de imagens de microscopia
eletronica de varredura com fonte de emissdo de campo (SEM-FEG — do inglés, scanning
electron microscopy with field emission gun) com o auxilio do microscépio JSM-6701F (JEOL,
Japdo). A analise de SEM-FEG foi realizada no Laboratorio Central de Microscopia Eletronica
(LCME-UFSC).

Para a caracteriza¢do eletroquimica dos eletrodos, estudos de espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIS — do inglés, electrochemical impedance spectroscopy) foram
realizados. As medidas foram feitas na presenca de uma solugdo de [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s] *-
0,5 mmol L' em KC10,1 mol L™!. Os graficos de Nyquist foram obtidos na faixa de frequéncia
de 50.000 Hz até 0,01 Hz. Foi usado o potenciostato/galvanostato PalmSens® (Palm Instruments
BV, Holanda) acoplado a um microcomputador com o software PSTrace versdao 4.6 para a

aquisicdo dos dados.
3.7.  PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Amostras de suco de uva comercial foram obtidas de uma loja local (Florianopolis,
SC). Entdao 1,0 mL da amostra foi adicionada a uma célula eletroquimica contendo 9,0 mL do
eletrélito de suporte. Nenhum pré-tratamento foi necessario para analisa-las. Para as amostras
fortificadas, foram adicionadas quantidades conhecidas do padrao de ORZ no suco de uva. O
método da adi¢do de padrao foi empregado para determinar a ORZ nessas amostras.

Amostras comerciais de mel e geleia de maca foram adquiridas em uma loja local

(Floriandpolis, SC). A preparacdo das amostras foi baseada no procedimento descrito no
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trabalho de TSIAFOULIS e NANOS com algumas modifica¢des (TSIAFOULIS e NANOS,
2010). Ambas as amostras foram preparadas da seguinte forma: 4,00 g de amostra do alimento
foram diluidos com 1,60 mL de tampao B-R pH 2,0 e 0,40 mL de acetona. A mistura foi agitada
até completamente homogeinizagdo ¢ foram adicionados mais 8,00 mL de acetona para
precipitar o agucar. A solucdo foi agitada por 30 minutos. Em seguida, foram coletados 5,00
mL da fase tampao-acetona. Para as amostras fortificadas, o procedimento foi 0 mesmo com
uma alteragdo: foram adicionadas quantidades de solugdo estoque de BTL no alimento antes da
adicao de 1,60 mL de tampao B-R pH 2,0 e 0,40 mL de acetona. Para a analise, 1,0 mL da
solugdo coletada foi adicionado a célula voltamétrica e o método da adi¢do de padrio foi usado

para determinar a concentra¢do de BTL nessas amostras.
3.8. MEDIDAS ELETROQUIMICAS

As medidas voltamétricas foram realizadas usando uma célula eletroquimica de 10,0
mL com trés eletrodos: um GCE limpo ou modificado como eletrodo de trabalho, um eletrodo
de Ag/AgCl (KCI saturado) como eletrodo de referéncia e um fio de platina como contra
eletrodo. Antes de cada experimento, foi borbulhado N> por 10 min para a retirada do oxigénio
dissolvido no eletrélito de suporte. A faixa de potencial para registrar os voltamogramas ciclicos
foi de 0,0 a —1,0 V. Os voltamogramas de onda quadrada com seus parametros otimizados
foram registrados na mesma faixa de potencial. Todos os experimentos foram realizados a
temperatura ambiente (= 25 °C) sob atmosfera de nitrogénio. Foi usado o
potenciostato/galvanostato PGSTAT 101 (AUTOLAB, Holanda) acoplado a um

microcomputador com o software NOVA versao 1.10 para aquisi¢do dos dados.
3.9. METODOS COMPARATIVOS

A cromatografia liquida e a espectroscopia UV-vis foram aplicadas para confirmar a

confiabilidade dos dados obtidos com os eletrodos quimicamente modificados.
3.9.1. Cromatografia liquida

A cromatografia liquida acoplada com espectrometro de massas (LC-MS/MS — do
inglés, liquid chromatography with mass spectrometry) foi utilizada para determinar o teor de
ORZ em amostras de suco de uva. A separacdo cromatografica foi conduzida em um sistema
de cromatografia liquida Agilent (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha), equipado

com bomba quaterndria, desgaseificador online, autoamostrador e compartimento de colunas
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termostatizado. Este sistema foi acoplado a um espectrometro de massas triplo quadrupolo de
modelo Q Trap 3200 com ionizagdo por eletrospray (ESI) por intermédio da fonte Turbo V Ion
Spray (Applied Biosystems MDS/Sciex, Concord, Canada). Para analise ¢ aquisicdo de dados
o software Analyst 1.6.2 foi utilizado. A separagao foi realizada em uma coluna Synergi Polar-
RP de dimensdes 150 x 2 pm; 4 pm (Phenomenex, California, Estados Unidos) sob fase mével

gradiente a um fluxo de 250 pL min!

, composta por 0,1% &cido formico em agua (A) e 95%
acetonitrila (B) nas seguintes propor¢des: 0-3 min, 30% de B; 4-12 min, 95% de B. Entre
corridas foi considerada a realizagdo de pré-condicionamentos de 5 min nas condigdes iniciais
da composicao da fase movel. A coluna foi mantida a uma temperatura de 20 °C e o volume de
injecdo foi de 5,0 pL. Todas as analises foram realizadas no modo negativo de ionizagdo com
o espectrometro operando na resolucao unit. Nitrogénio foi utilizado como gas secante, de
colisdo e nebulizacdo. Os parametros de operacao e seus valores foram: voltagem do capilar de
—4500 V; curtain gas 20 psi; temperatura 450 °C; gas 1 e gés 2 a 45 psi e vazdo média para o
gas que promove a dissociac¢do ativada por colisdo. O método de monitoramento de multiplas
reacdes foi escolhido para a detec¢do. As transicdes de massa carga (m/z) de confirmacdo e
quantificagdo foram 345 > 46 (Q1 > Q3 m/z) e 345 > 78 m/z, respectivamente. E as energias
DP, EP, CEP, CE e CXP foram -55, —1,5, —22, —80, -4 V e -55, -1,5, -22, 64, 0 V,

respectivamente para as transi¢des de confirmagao e quantificacao.

3.9.2. Espectroscopia UV-vis

A espectroscopia UV-vis foi aplicada para determinar o teor de BTL em amostras de
mel e de geleia de maga. As andlises foram feitas na faixa de comprimento de onda de 350 até
700 nm. A absorbancia méxima para a BTL foi em 434 nm. Os espectros de UV-vis foram
obtidos com um espectrofotdometro Shimadzu UV-1800 (Shimadzu, Japan) utilizando uma

cubeta de quartzo com caminho 6tico de 1,0 cm.
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CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta parte do trabalho esta dividida em duas se¢des: a primeira refere-se ao CME
aplicado na determinagao de ORZ em amostras de suco de uva e a segunda refere-se ao CME

empregado na determinacdo de BTL em amostras de mel e de geleia de maga.
4.1. RESULTADOS COM A ORZ
Publicado em J. Electroanal. Chem., 855, 113484, 2019.

Resultados como a escolha das nanoparticulas metalicas, caracterizagdo destas e do
CME, estudos voltamétricos e aplicagdo do CME na determinag¢ao de ORZ serao discutidos nas

proximas segoes.
4.1.1. Comportamento eletroquimico da ORZ sobre o GCE

Primeiramente, utilizou-se a voltametria ciclica (CV — do inglés, cyclic voltammetry)
com o GCE limpo em solugdo tampdo B-R 1,0 mol L™! (pH 2,0) para ter conhecimento do
comportamento eletroquimico da ORZ. Na faixa de potencial empregada, notou-se que a ORZ
exibiu um pico de reducdo na ida, referente a redugdo dos grupos nitro em sua estrutura, e
nenhum pico de oxidagdo na volta, caracterizando um processo de reducao irreversivel
(MARKEN, NEUDECK e BOND, 2010). No entanto, percebeu-se que a resposta de corrente
da ORZ diminuia a medida que se realizavam ciclos sucessivos (Fig. 12A). Pode-se atribuir
esse fato a possivel adsorcdo da ORZ ou dos produtos da reducdo da ORZ na superficie do
eletrodo. Entdo aplicou-se uma etapa de pré-concentracdo com um potencial de acimulo (Eacc)
=-0,1 V durante um tempo de acimulo (tacc) = 180 s antes de cada medida. Com isso, a resposta
de corrente da ORZ ficou praticamente inalterada com os ciclos consecutivos (Fig. 12B). A
etapa de pré-concentracdo permite que a mesma quantidade de ORZ esteja na superficie do
eletrodo antes da medida voltamétrica, o que resulta em voltamogramas mais reprodutiveis

quando se realiza ciclos sucessivos.
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Figura 12: Voltamogramas ciclicos sucessivos para ORZ 30,0 pmol L™! sobre o0 GCE em solugdo tamp3o B-R 1,0
mol L™! (pH 2,0) (A) sem ¢ (B) com a etapa de pré-concentragdo. Eaee = —0,1 V, taee = 180's, v = 100,0 mV s,
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Em seguida, variou-se o pH do eletrélito de suporte de 2,0 até 10,0 (Fig. 13). Em pH
2,0 e 3,0 ha somente um pico de redugdo da ORZ, de pH 4,0 até 9,0 observou-se o aparecimento
de um segundo pico de redugdo e em pH 10,0 j& n3o se observa mais o pico de redu¢ao da ORZ
(Fig. 13A e 13B). Isto pode ser explicado porque em meio fortemente acido (pH < 3,0), o grupo
amina da ORZ esté protonado, o que resulta na diminui¢do da densidade eletronica dos grupos
nitro e faz com que ambos tenham praticamente 0 mesmo angulo diedro em relacdo ao anel
benzénico, fazendo com que eles estejam em um ambiente quimico semelhante e sejam
reduzidos simultaneamente (KOTOUCEK e OPRAVILOVA, 1996). Nos valores de pH de 4,0
até 9,0, cada grupo nitro da ORZ tem uma vizinhanga quimica um pouco diferente, visto que a
amina ndo esta mais protonada, o que gera o aparecimento do segundo pico de redugdo em um
potencial proximo ao do primeiro, causando uma mudanca no mecanismo de reducao
(KOTOUCEK e OPRAVILOVA, 1996; WEN et al., 2008; SMARZEWSKA et al., 2017). O
desaparecimento do sinal da ORZ em pH 10,0 se deve ao fato da ORZ ter um valor de pKa =
9,4 (TOMLIN, 1997), fazendo com que nitrogénio do grupo sulfonamida fique com uma carga
negativa, o que gera uma repulsdo eletrostatica entre a superficie do eletrodo (potencial de
acumulo e faixa de potencial negativa empregada na CV) e a ORZ. Assim, menos moléculas
de ORZ conseguem chegar na superficie do eletrodo e sofrer reducao. Pelo grafico —i vs. pH
(Fig.13C), conclui-se que a maior resposta de corrente € obtida em pH = 2,0, ja que nesse pH
ambos os grupos nitro sdo reduzidos simultaneamente. Portanto, os proximos testes de
comparagao das nanoparticulas mono e bimetélicas foram realizadas em solugdao tampao B-R

(pH = 2,0).
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Figura 13: Voltamogramas ciclicos para ORZ 30,0 pmol L™! sobre 0 GCE em solugdo tampdo B-R 1,0 mol L™
em diferentes valores de pH (A) de 2,0 até 5,0 e (B) de 6,0 até 10,0. Eyee = —0,1 V, taee = 180 s, v = 100,0 mV s .
(C) Grafico —i vs. pH (n = 3).
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4.1.2. Avaliacio do uso de CME a base de nanoparticulas monometalicas frente a

detecciao de ORZ

A fim de sintetizar nanoparticulas monometalicas estaveis, optou-se por utilizar a CTS
Jé& que esta serve tanto como agente estabilizante quanto agente redutor e também porque pode
facilitar a transferéncia de elétrons devido a sua natureza hidrofilica (BATRA e PUNDIR,
2013). Foram feitas 5 sinteses de nanoparticulas monometalicas com a CTS para a deteccao da
ORZ: nanoparticulas de ouro (AuNPs-CTS), de prata (AgNPs-CTS), de cobalto (CoNPs-CTS),
de cobre (CuNPs-CTS) e de platina (PtNPs-CTS). O ouro, a platina e o cobre foram escolhidos
para este estudo pois sdo excelentes condutores elétricos, o que poderia aumentar a
sensibilidade do CME frente a redu¢ao da ORZ (JIA et al., 2016). A prata foi escolhida pois ha
varios relatos na literatura que este metal catalisa a reagdo de reducdo de grupo nitro (DE LIMA
et al.,2016). O cobalto foi escolhido porque suas nanoparticulas sdo magnéticas, o que também

poderia resultar em um amento da sensibilidade do CME (WANG et al., 2011). A dispersao
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com as CoNPs-CTS ficou estavel por 2 horas e com as AgNPs-CTS ficou estavel por 4 dias,
depois desse tempo também se observou a precipitagdo das mesmas. As dispersdes restantes
(AuNPs-CTS, CuNPs-CTS e PtNPs-CTS) ficaram estaveis por 5 meses, onde notou-se a
precipitacao das nanoparticulas e uma mudancga no perfil voltamétrico da ORZ.

Com as dispersdes contento as nanoparticulas monometalicas, construiu-se os
seguintes CMEs: AuNPs-CTS/GCE, AgNPs-CTS/GCE, CuNPs-CTS/GCE e PtNPs-CTS/GCE.
A Fig. 14 apresenta os voltamogramas ciclicos comparando cada CME e o GCE. Os CMEs
AuNPs-CTS/GCE e AgNPs-CTS/GCE (Fig. 14A) conseguiram detectar o pico de reducao da
ORZ, enquanto que CuNPs-CTS/GCE (Fig. 14B) e PtNPs-CTS/GCE (Fig. 14C) nio.
Provavelmente houve a formagao de nanoparticulas pequenas e de formato esférico na sintese
envolvendo a prata e o ouro, enquanto que a sintese com os outros metais pode ter formado
nanoparticulas grandes e de formato diferente do esférico, o que dificulta a deteccdo da ORZ.
Com os CMEs que sao capazes de detectar a ORZ, comparou-se a resposta de corrente e

observou-se que, da forma que foi amostrado, ndo houve uma diferencga significativa (Fig. 15).

Figura 14: Voltamogramas ciclicos para ORZ 30,0 umol L™! em solugdo tampdo B-R 1,0 mol L™! (pH 2,0) sobre
(A) a) GCE, b) AuNPs-CTS/GCE e c¢) AgNPs-CTS/GCE; (B) a) GCE e b) CuNPs-CTS/GCE; (C) a) GCE ¢ b)
PtNPs-CTS/GCE. Eacc = —0,1 V, tace = 180 s, v = 100,0 mV s 7'
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Figura 15: Resposta de corrente para ORZ 30,0 umol L™! em tampdo B-R 1,0 mol L™! (pH 2,0) sobre o GCE ¢
sobre os CMEs construidos com nanoparticulas monometalicas (n = 3).
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4.1.3. Comportamento eletroquimico da ORZ sobre os CMEs com nanoparticulas

bimetalicas

Tendo em vista que nenhum CME com nanoparticulas monometalicas se mostrou
promissor, comegou-se os estudos com as nanoparticulas bimetalicas de prata e ouro
estabilizadas em quitosana (AgAuBMNPs-CTS). Esses metais foram selecionados por
conseguirem detectar a ORZ. Assim, dois CMEs foram construidos: AgAuBMNPs-CTS/GCE
e AuAgBMNPs-CTS/GCE. A unica diferenca entres essas nanoparticulas bimetalicas € a ordem
de redugdo dos metais. No caso do AgAuBMNPs-CTS/GCE sdo os fons Ag"™ que sdo reduzidos
primeiro para Ag’ e depois os ions Au*" sdo reduzidos para Au’. J4 no caso do AuAgBMNPs-
CTS/GCE ¢ ao contrério, os ions Au>" sdo reduzidos para Au’ primeiro e depois os ions Ag"
sdo reduzidos para Ag’. Inicialmente, utilizou-se ambos os metais na mesma propor¢io (5:5) e
os resultados estdo representados na Fig. 16. O AuAgBMNPs-CTS/GCE exibiu quase a mesma
resposta de corrente que o GCE, enquanto que 0 AgAuBMNPs-CTS/GCE aumentou a resposta
de 2,11 pA para 3,02 pA. Provavelmente as AuNPs conseguiram recobrir as AgNPs, resultando
em uma nanoparticula bimetalica do tipo core-shell ou core partial-shell, enquanto que as
AgNPs ndo conseguiram recobrir as AuNPs, resultando em uma nanoparticula bimetalica do
tipo liga. Assim, decidiu-se otimizar a sintese das AGAuBMNPs-CTS para construir um CME

mais sensivel.
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Figura 16: (A) Voltamogramas ciclicos para ORZ 30,0 umol L™ em solugdo tampdo B-R 1,0 mol L™! (pH 2,0)
sobre a) GCE; b) AuAgBMNPs-CTS/GCE e ¢) AgAuBMNPs-CTS/GCE. Esec =—0,1 V, tace = 180 s, v =100,0 mV
s”!. (B) Comparacio de resposta de corrente para ORZ 30,0 umol L™! com GCE e CMEs usando nanoparticulas
bimetalicas (n = 3).
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Variou-se a propor¢ao de Ag:Au da seguinte maneira: 1:9; 3:7; 5:5; 7:3 ¢ 9:1. A Fig.
17 revela que o melhor perfil e resposta de corrente sao obtidos quando se utiliza a propor¢ao
3:7 de Ag:Au. Provavelmente nesta propor¢do houve a formacao de nanoparticulas bimetélicas
pequenas do tipo core-shell ou core partial-shell, o que proporcionou este aumento do sinal da
reducdo da ORZ. Ja nas outras proporc¢des, podem ter sido sintetizadas nanoparticulas de
tamanho maior ou do tipo liga, o que ndo aumentou muito o sinal de redu¢do da ORZ. Com
isso, as AgAuBMNPs-CTS na propor¢do Ag:Au 3:7 foram escolhidas para serem

caracterizadas e utilizadas nos proximos estudos.

Figura 17: (A) Voltamogramas ciclicos para ORZ 30,0 umol L™' em solugdo tampdo B-R 1,0 mol L™! (pH 2,0)
sobre AgAuBMNPs-CTS/GCE com diferentes propor¢des (Ag:Au): a) 1:9; b) 3:7; ¢) 5:5;d) 73 ee) 9:1. Eaee =
—0,1 V, taee = 180 s, v = 100,0 mV s™!. (B) Grafico —i vs. proporgdo (n = 3).
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4.1.4. Caracterizacio das AgAuBMNPs-CTS

Empregou-se a TEM, a espectroscopia UV-vis e a EDS para caracterizar as
nanoparticulas obtidas. A Fig. 18 mostra as imagens de TEM para as nanoparticulas mono e
bimetalicas de Ag e Au estabilizadas em CTS e seus respectivos histogramas. Pode-se observar
que ambas as nanoparticulas monometalicas exibem um formato esférico (Fig. 18A e 18C) e
que o valor de didmetro médio das AgNPs-CTS e AuNPs-CTS ¢ 42,0 nm ¢ 9,0 nm
respectivamente (Fig. 18B e 18D). Enquanto que as AgAuBMNPs-CTS possuem um diametro
médio de 85,0 nm e estdo mais dispersas que as nanoparticulas monometalicas porque a
cobertura extra das AuNPs-CTS nas AgNPs-CTS consegue evitar a agregagao das mesmas (Fig.
18E e 18F). As Fig. 18G e 18H mostram as AgNPs-CTS parcialmente cobertas pelas AuNPs-
CTS, o que caracteriza a formacao das nanoparticulas do tipo core-partial shell (YOKOYAMA
etal., 2008; ZHANG e YAN, 2013).

Figura 18: Imagens de TEM e histogramas para AgNPs-CTS (A e B), para AuNPs-CTS (C ¢ D) e para
AgAuBMNPs-CTS (E e F). Imagens de TEM para AgAuBMNPs-CTS ampliadas (G e H).
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Os espectros UV-vis para as nanoparticulas mono e bimetalicas estdo representados
na Fig. 19A. As AgNPs-CTS e AuNPs-CTS exibiram uma banda de absorbancia em 411 nm
(Fig. 19A-a) e 523 nm (Fig. 19A-b) respectivamente. Esses resultados sao semelhantes aos
obtidos por outros autores que sintetizaram nanoparticulas de prata e de ouro (GOVINDARAJU
etal.,2008; KUMARI, JACOB e PHILIP, 2015; MURUGAVELU e KARTHIKEY AN, 2014).
Para as AgAuBMNPs-CTS, o maximo de absorbancia est4 localizado em 535 nm (Figura 19A-
c), esse deslocamento batocrémico, comparado com as AuNPs-CTS, pode ser atribuido a
formagao das nanoparticulas do tipo core-partial shell. A auséncia de quase todo o espectro das
AgNPs-CTS sugere que a estrutura das nanoparticulas bimetalicas formadas devem ter Ag’
como nticleo e Au’ como cobertura parcial (RADZIUK et al., 2010). A Fig. 19B apresenta o
espectro de EDS para as AgAuBMNPs-CTS a fim de confirmar a presenga de ambos os metais.
Como pode ser visto, os picos caracteristicos da prata e do ouro estdo presentes em 2,98 keV e
2,12 keV respectivamente. Juntando os resultados obtidos pelo TEM, UV-vis e EDS, pode-se
afirmar que houve a formagao das AgAuBMNPs-CTS do tipo core-partial shell.
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Figura 19: (A) Espectros UV-vis para a) AgNPs-CTS, b) AuNPs-CTS e c) AgAuBMNPs-CTS. (B) Espectro de
EDS para as AgAuBMNPs-CTS.
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4.1.5. Caracterizacio do AgAuBMNPs-CTS/GCE

Para caracterizar a morfologia da superficie dos CMEs, usou-se o SEM-FEG. As
imagens de SEM-FEG estdo apresentadas na Fig. 20. Como nas imagens de TEM, as AuNPs
(Fig. 20A) e AgNPs (Fig. 20B) também apresentam um formato esférico, porém pouco
dispersas. Ja na Fig. 20C e 20D, pode-se observar as AuNPs-CTS recobrindo quase totalmente

as AgNPs-CTS e que estas estdo menos dispersas. Durante a sintese, os AuNPs-CTS cresceram



59

sobre as AgNPs-CTS para formar as Ag-AuBMNPs-CTS. O ouro elementar foi mantido nas
proximidades da superficie das AgNPs-CTS para que, entdo, nucleassem e crescessem em
nanoparticulas e, eventualmente, cobrissem parcialmente as AgNPs-CTS. Esses resultados
estdo de acordo com os obtidos pelas analises de TEM, UV-vis e EDS e confirmam que a

estrutura de core-partial shell das AgAuBMNPs-CTS permaneceu na superficie do GCE.

Figura 20: Imagens de SEM-FEG para (A) AgNPs-CTS/GCE, (B) AuNPs-CTS/GCE ¢ (C ¢ D) AgAuBMNPs-
CTS/GCE com diferentes ampliagdes.
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Para a caracterizagao eletroquimica do CME, utilizou-se a EIS. Essa técnica ¢ util para
comparar a resisténcia a transferéncia de carga (Rct) de uma reacdo redox sobre a superficie de
eletrodos convencionais ou modificados. O didmetro do semicirculo formado revela o valor de
Ret. A Fig. 21A mostra os graficos de Nyquist para a) GCE, b) CTS/GCE c¢) AgNPs-CTS/GCE,
d) AuNPs-CTS/GCE e e) AgAuBMNPs-CTS/GCE em KCI 0,1 mol L' contendo
[Fe(CN)s]> /[Fe(CN)6]*~ 0,5 mmol L™ como sonda redox. Ampliando esses graficos na regido

de altas frequéncias (Fig. 21B), observa-se que GCE e CTS/GCE apresentam valores de Re; de
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506,8 e 172,9 Q respectivamente. Essa diminui¢do de R¢; modificando o eletrodo com apenas
CTS era esperado tendo em vista que esta facilita a transferéncia de elétrons devido a sua
natureza hidrofilica (BATRA e PUNDIR, 2013). As R obtidas para AgNPs-CTS/GCE,
AuNPs-CTS/GCE e AgAuBMNPs-CTS/GCE foram 112,0, 141,5 e 82,7 Q respectivamente. O
AgAuBMNPs-CTS/GCE exibiu o menor R, o que pode estar relacionado com o efeito
sinérgico entre AgNPs-CTS e AuNPs-CTS. Esse decaimento no valor de R revela que as
AgAuBMNPs-CTS facilitam a transferéncia de carga, o que torna o AgAuBMNPs-CTS/GCE
promissor para eletroanalise. Esses resultados também confirmam a presenga das

AgAuBMNPs-CTS do tipo core-partial shell na superficie do eletrodo.

Figura 21: (A) Graficos de Nyquist para a) GCE; b) CTS/GCE; ¢) AgNPs-CTS/GCE; d) AuNPs-CTS/GCE e ¢)
AgAuBMNPs-CTS/GCE em KCI1 0,1 mol L™! contendo [Fe(CN)s]* /[Fe(CN)6]*” 0,5 mmol L™'. (B) Ampliagdo
dos graficos de Nyquist para a) GCE; b) CTS/GCE; ¢) AgNPs-CTS/GCE; d) AuNPs-CTS/GCE e ¢) AgAuBMNPs-
CTS/GCE.
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4.1.6. Estudos de eletrolito de suporte e pH para a reducio da ORZ sobre o
AgAuBMNPs-CTS/GCE

Como a ORZ apresenta uma 6tima resposta de corrente em meio acido, fez-se estudos
com solucdes tampdes que operam nesta faixa de pH como eletrolito de suporte. Foram eles:
tampdo B-R, tampdo fosfato e tampdo citrato todos na concentragio de 1,0 mol L™!. A Fig. 22
mostra os voltamogramas ciclicos para a ORZ 30,0 umol L™! nesses trés tampdes em pH = 2.,0.
Percebe-se que o melhor perfil voltamétrico (Fig. 22A-c) e melhor resposta de corrente sdao
obtidos em solu¢do tampao fosfato (Fig. 22B). Provavelmente, o tampdo fosfato diminui a
espessura da dupla camada elétrica deste eletrodo, aumentando a velocidade de difusdo o que
resulta em um aumento no sinal de redu¢ao da ORZ. Assim, escolheu-se o tampao fosfato como

eletrolito de suporte para as proximas analises.
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Figura 22: (A) Voltamogramas ciclicos para a ORZ 30,0 umol L™! sobre 0 AgAuBMNPs-CTS/GCE em solugdo
tampdo a) B-R, b) citrato e ¢) fosfato 1,0 mol L™ (pH 2,0). Eaec = —0,1 V, taee = 180's, » = 100,0 mV s L. (B) Gréfico
—i vs. solugdo tampao (n = 3).
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Em seguida, variou-se o pH do tampao fosfato na faixa entre 1,5 até 3,0. A Fig. 23A ¢
23B apresentam os voltamogramas ciclicos deste estudo. Observa-se que de pH 1,50 até 2,75
ha apenas um pico de reducao referente a redugdo da ORZ sobre o0 AgAuBMNPs-CTS/GCE, ja
em pH > 3,0 ocorre o aparecimento do segundo pico. Esses resultados sdo semelhantes aos que
foram discutidos usando GCE em tampao B-R. A explicagdo para o aparecimento do segundo
pico da ORZ em tampao fosfato ¢ a mesma que em tampao B-R. Em meio fortemente acido
(pH < 3,0), o grupo amina estd protonado, o que resulta na diminui¢do da densidade eletronica
dos grupos nitro e faz com que ambos tenham praticamente o mesmo angulo diedro em relagao
ao anel benzénico, fazendo com que eles estejam em um ambiente quimico parecido e sejam
reduzidos simultaneamente (KOTOUCEK ¢ OPRAVILOVA, 1996). Em pH > 3,0, cada grupo
nitro da ORZ tem uma vizinhanga quimica um pouco diferente, gerando o aparecimento do
segundo pico de reducdo em potencial proximo ao do primeiro e causando uma mudanga no
mecanismo de reducdo (KOTOUCEK e OPRAVILOVA, 1996; WEN et al., 2008;
SMARZEWSKA et al., 2017).

A Fig. 23C revela que a maior resposta de corrente € obtida em pH = 2,0, sendo que a
resposta de corrente ndo difere muito na faixa de 1,50 até 2,75. H4 uma queda de corrente em
pH > 3,0 devido ao aparecimento do segundo pico. Também pode-se observar que o potencial
de reducdo de pico (Epr) da ORZ varia com o pH (Fig. 23D), isso ¢ um indicio de que a reagao
de reducdo da ORZ tem protons e elétrons envolvidos (BARD e FALKNER, 2001). A equagao
linear obtida pelo grafico E, vs. pH € E (V) = —0,281 —0,049pH (r = 0,998). Usando o
coeficiente angular da equacdo de Nernst (dEp,/dpH = 0,0592 m/n, onde “m” ¢ o nimero

estequiométrico de prétons e “n” o de elétrons), a razdo m/n calculada foi de aproximadamente
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1 (0,049/0,0592 = 0,83). Isso significa que ha a transferéncia do mesmo ntimero de mols de
prétons e de elétrons na reacao de redugdo da ORZ.

Comparando a performance do GCE (Fig. 23E-a) e do AgAuBMNPs-CTS/GCE (Fig.
23E-b) na auséncia de ORZ 30,0 pmol L™! em solugio tampao fosfato pH = 2,0 percebe-se que
ambos ndo exibem nenhum sinal. Na presenca de ORZ 30,0 umol L™!, o GCE apresenta uma
resposta de corrente de i = —3,52 pA, enquanto que o AgAuBMNPs-CTS/GCE exibe uma
resposta de corrente de i = —6,50 pA. Comparou-se também os CMEs com somente as AuNPs-
CTS (Fig. 23F-c) e AgNPs-CTS (Fig. 23F-d), onde o AuNPs-CTS/GCE registrou uma resposta
de corrente para a ORZ de i = —1,97 pA e para o AgNPs-CTS/GCE de i = -2,01 pA. O efeito
sinérgico pode ser o responsavel para 0 AgAuBMNPs-CTS/GCE possuir a maior resposta de
corrente, ou seja, a propriedade catalitica da prata aliada com a alta condutividade do ouro
podem ter ajudado para ter essa maior resposta de corrente (SHI, DIAO e MU, 2014). Assim,
o tampao fosfato em pH 2,0 foi escolhido como eletrolito de suporte para os proximos

experimentos.

Figura 23: (A) Voltamogramas ciclicos para ORZ 30,0 umol L! sobre 0 AgAuBMNPs-CTS/GCE em solugdo
tampdo fosfato 1,0 mol L™ pH a) 1,5; b) 1,75 e ¢) 2,0. (B) pH a) 2,25; b) 2,5; ¢) 2,75 e d) 3,0. (C) Grafico —i vs.
pH. (D) Grafico E vs. pH (n = 3). (E) Voltamogramas ciclicos na auséncia de ORZ sobre o a) GCE e b)
AgAuBMNPs-CTS/GCE e na presenga de ORZ 30,0 umol L ™! sobre ¢) GCE ¢ d) AgAuBMNPs-CTS/GCE em
solugdo tampdo fosfato 1,0 mol L™! (pH 2,0). (F) Voltamogramas ciclicos para ORZ 30,0 umol L™! em solugdo
tampdo fosfato 1,0 mol L' (pH 2,0) sobre o a) GCE, b) AgAuBMNPs-CTS/GCE, ¢) AuNPs-CTS/GCE e d)
AgNPs-CTS/GCE. Eyec = —0,1 V, toee = 180 s, 0 = 100,0 mV s,
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4.1.7. Efeito do potencial e do tempo de acimulo na reducio da ORZ sobre o

AgAuBMNPs-CTS/GCE

Com o intuito de se realizar uma andalise rapida e sensivel, variou-se o potencial e
tempo de acimulo. Primeiro fixou-se tace = 180 s e variou-se o Eacc na faixa de +0,10 até —0,40
V. A Fig. 24A mostra que em valores positivos de Eacc a resposta de corrente € baixa, a
explicacdo para esse comportamento ¢ que ha uma repulsao eletrostatica entre a superficie do
eletrodo e a ORZ, ja que a ORZ esta protonada em pH 2,0 (KOTOUCEK e OPRAVILOVA,
1996). Em valores mais negativos que —0,10 V (Fig. 24B) ha uma queda na resposta de corrente
devido ao fato da ORZ estar sendo reduzida nestes potenciais de acumulo. Por estas razdes, o

valor de —0,10 V foi fixado para Ecc.
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Figura 24: Voltamogramas ciclicos para ORZ 30,0 pmol L™! sobre 0 AgAuBMNPs-CTS/GCE em solugédo tampdo
fosfato 1,0 mol L™! (pH 2,0) com Eace (A) de +0,10 até —0,10 V e (B) de —0,10 até —0,40 V. toee = 180 s, v = 100,0
mV s7!. (C) Grafico —i vs. Eqee (n = 3).

4
2|(A) *(B)
X 0
< - -2
<5L-4- <§._4 )
= +0,10V = -0,40 V
= -6 "~ -6 '
8 | 8 !
101 0,10V 101 -0,10V
08 -06 -04 -02 00 08 -06 -04 -02 00
E / (vs Ag/AgCIl) V E / (vs Ag/AgCl) V
6/(C) T
N -
<t i
.T 2_ ﬂﬂ
-04 -03 -02 -0,1 0,0 01

E IV

acc

Com Eacc fixado em —0,10 V, variou-se tacc de 20 até 180 s. A Fig. 25 revela que a
reposta de corrente aumenta até o taec = 100 s, podendo-se afirmar que a rapida adsor¢do da
ORZ na superficie do AgAuBMNPs-CTS/GCE ¢ responsavel por este comportamento. Para
tempos maiores que 100 s ndo hd um aumento significativo na resposta de corrente, indicando
que se atingiu o limite da quantidade de ORZ que pode ser acumulada na superficie do eletrodo,

ou seja, entrou em equilibrio. Entdo 100 s foi fixado como tacc para os proximos experimentos.



65

Figura 25: Voltamogramas ciclicos para ORZ 30,0 pmol L™! sobre 0 AgAuBMNPs-CTS/GCE em solugdo tampao
fosfato 1,0 mol L™! (pH 2,0) com tae (A) de 20 até 100 s e (B) de 100 até 180 s. Eoec =—0,10 V, v =100,0 mV s ..
(C) Grafico —i vs. tacc (n = 3).
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4.1.8. Influéncia da velocidade de varredura na reducio da ORZ sobre 0 AGAuBMNPs-
CTS/GCE

Para entender melhor a reacao de redu¢do da ORZ na superficie do CME, a velocidade
de varredura foi variada de 10 até 100 mV s~!. Nas Figuras 26A e 26B pode ser observado que
o potencial de pico de reducdo (E,r) desloca para valores mais negativos a medida que a
velocidade aumenta, o que € caracteristico de processos irreversiveis (NICHOLSON e SHAIN,
1964). O grafico E,rvs. log v (Fig. 26C) mostra que hd uma relacdo linear entre o potencial de
pico de redugdo e o logaritmo da velocidade de varredura. A equagdo linear € E,c = —0,453
—0,065log v (r = 0,999). De acordo com a equagao de Laviron (LAVIRON, 1974), para uma
reacdo eletroquimica irreversivel, o coeficiente angular desta equagdo ¢ 2,303RT/anF. Onde a
¢ o coeficiente de transferéncia de elétron; n € o numero de mols de elétrons envolvidos na
etapa determinante da reacdo; e R, T e F sdo constantes (R = 8,314 Jmol ' K™}, T=298 K, F =
96485 C mol™!). O valor calculado de an foi de 0,91 (0,0592/0,065). Para uma reagio
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irreversivel, assume-se o valor de 0,5 para a (BARD e FAULKNER, 2001), assim encontrou-
se o valor de 2,0 para n. Esse valor de n também foi encontrado para outras dinitroanilinas
(KOUTOCEK e OPRAVILOVA, 1996; GALLI, DE SOUZA ¢ MACHADO, 2011). A Fig.
26D mostra que a resposta de corrente da ORZ varia linearmente com a raiz quadrada da
velocidade, o que indica que a etapa determinante da reacdo de redugdo da ORZ ¢ a difusao.
Para confirmar, o grafico log i vs. log v foi construido (Fig. 26E). Se o coeficiente angular deste
grafico for 0,5, a reagdo € controlada pela difusao, e se for 1,0, € pela adsor¢ao (NICHOLSON
e SHAIN, 1964). O coeficiente angular encontrado foi de 0,661, o que confirma que a reagao
de reducdo da ORZ ¢ controlada pela difusdo, mas com uma pequena contribuicao da adsor¢ao.

Com esse conjunto de dados, propds-se uma reacao de redugcdo da ORZ sobre o
AgAuBMNPs-CTS/GCE (Fig. 27). A redugdo eletroquimica de mononitrocompostos
aromaticos apresenta dois picos em meio acido e apenas um em meio alcalino (HAMMERICH,
2015). Em meio acido, o primeiro pico ¢ referente a reducdo do grupo nitro (Ar-NOy) para
hidroxilamina (Ar-NHOH). Esta reagao envolve quatro protons e quatro elétrons divididos em
duas etapas. A primeira, que ¢ a mais lenta, ¢ a protonagdo do grupo nitro seguida da
transferéncia de um elétron para formar o radical Ar-NO>H® (ZUMAN et al., 1992). Esta reagao
¢ responsavel pelo pico observado nos experimentos voltamétricos. A segunda etapa, que € a
mais rapida, envolve a adi¢ao de trés protons e trés elétrons para, entdo, gerar a hidroxilamina.
O segundo pico observado em meio &cido ¢ a reducdo da hidroxilamina para amina (Ar-NH>)
envolvendo dois protons e dois elétrons. Este pico s6 € visto em potenciais muito negativos. No
caso de dinitrocompostos (O2N-Ar-NOy), como a ORZ, o processo de reducdo ¢ parecido com
0 dos mononitrocompostos, porém nem todos os produtos sdo observados (HAMMERICH,
2015). Além do mais, o primeiro pico pode se dividir em dois dependendo do ambiente quimico
que rodeia os grupos nitro. A ORZ em pH 2,0 apresenta um ambiente quimico similar para
ambos os grupos nitros, o que resulta no aparecimento de somente um pico. Portanto, pode-se
afirmar que ambos os grupos nitro estao sendo reduzidos simultaneamente em um processo que
envolve um proton e um elétron para cada grupo nitro. Assim, dois protons e dois elétrons

participam da redug@o da ORZ formando o radical *HO,N-Ar-NO>H®.
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Figura 26: (A) Voltamogramas ciclicos para ORZ 30,0 umol L! sobre 0 AgAuBMNPs-CTS/GCE em solugdo
tampdo fosfato 1,0 mol L™! (pH 2,0) em diferentes velocidades de varredura a) branco; b) 10,0; ¢) 20,0; d) 30,0; €)
40,0; ) 50,0; g) 60,0; h) 70,0; i) 80,0; j) 90,0 e k) 100,0 mV s~!. (B) Grafico E, vs. v. (C) Grafico E vs. log v.
(D) Gréfico i vs. v'2. (E) Grafico log i vs. log v. Eace = —0,1 V, taee = 100 s.
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Figura 27: Reagdo de redugao da ORZ sobre o AgAuBMNPs-CTS/GCE.
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4.1.9. Selecio da técnica eletroanalitica para a determinacio da ORZ

A fim de se obter uma metodologia sensivel e répida, foram testadas as seguintes
técnicas eletroanaliticas em diferentes velocidades: voltametria ciclica (CV — do inglés, cyclic
voltammetry), voltametria de pulso diferencial (DPV - do inglés, differential pulse
voltammetry) e a voltametria de onda quadrada (SWV — do inglés, square wave voltammetry).
A Fig. 28 mostra um grafico de barras para as técnicas em diferentes velocidades. Nota-se que
a SWV ¢ a melhor técnica para a andlise em qualquer das velocidades testadas porque
proporciona a maior resposta de corrente. Provavelmente, como o pulso aplicado na SWV ¢
diferente que na DPV, ha uma perturbacdo maior na dupla camada elétrica do eletrodo, o que
causa um aumento no sinal de reducdo da ORZ (BARD e FALKNER, 2001). Portanto, foi
escolhida a SWV como técnica eletroanalitica para construir a curva de calibracdo e realizar a

determinagdo da ORZ em amostras reais.
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Figura 28: (A) Voltamogramas ciclicos para ORZ 30,0 umol L™! em solugdo tampdo fosfato 1,0 mol L™! (pH 2,0)
sobre 0 AgAuBMNPs-CTS/GCE em diferentes velocidades (a) 50,0; b) 75,0 e ¢) 100,0 mV s7'). (B)
Voltamogramas de pulso diferencial para ORZ 30,0 umol L™! em solugio tampdo fosfato 1,0 mol L™ (pH 2,0)
sobre 0 AgAuBMNPs-CTS/GCE em diferentes velocidades (a) 50,0; b) 75,0 e ¢) 100,0 mV s™). (C)
Voltamogramas de onda quadrada para ORZ 30,0 pmol L™ em solugdo tampdo fosfato 1,0 mol L™! (pH 2,0) sobre
0 AgAuBMNPs-CTS/GCE em diferentes velocidades (a) 50,0; b) 75,0 e ¢) 100,0 mV s!). (D) Grafico de barras
para as diferentes técnicas eletroanaliticas em diferentes velocidades (a) 50,0; b) 75,0 e ¢) 100,0 mV s!) usando
ORZ 30,0 umol L™! em solugdo tampao fosfato 1,0 mol L™! (pH 2,0) sobre 0 AgAuBMNPs-CTS/GCE. Eyc = —0,1
V, tace = 100 s (n = 3).
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4.1.9.1. Otimizagao dos parametros da SWV para a determinag¢do da ORZ

Com a técnica escolhida, otimizou-se seus parametros para conseguir uma melhor
resposta de corrente € um bom perfil voltamétrico. Os pardmetros otimizados foram:
incremento de potencial (AEs), amplitude de pulso (a) e frequéncia (f). O AEs foi variado na
faixa de 1,0 até¢ 10,0 mV (Fig. 29), onde foi escolhido o valor de 4,0 mV porque acima deste
valor o voltamograma fica menos resoluto. A « foi variada na faixa de 20,0 até 100,0 mV (Fig.
30), percebeu-se que para valores maiores que 50,0 mV a resposta de corrente permaneceu
quase constante e o voltamograma apresenta um perfil alargado. A ffoi variada na faixa de 10,0

até 100,0 Hz (Fig. 31), onde obteve-se um bom perfil voltamétrico em 40,0 Hz, acima deste o
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pico de reducdo da ORZ se torna cada vez mais alargado. Assim, os valores de AEs=4,0 mV,
a = 50,0 mV e f= 40,0 Hz foram escolhidos para realizar a analise com a SWV. Pode-se
observar que a medida que o AE; ou a faumenta, o E,: desloca para valores mais negativos,

evidenciando um processo irreversivel (AOKI e OSTERYOUNG, 1980).

Figura 29: (A) Voltamogramas de onda quadrada para ORZ 30,0 umol L ! sobre 0 AgAuBMNPs-CTS/GCE em
solugdo tampdo fosfato 1,0 mol L™! (pH 2,0) variando o AE; na faixa de 1,0 até 10,0 mV. (B) Gréfico —i vs. AEs.
Eace ==0,1 V, taee = 100 s, @ = 50,0 mV, f= 50,0 Hz.
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Figura 30: (A) Voltamogramas de onda quadrada para ORZ 30,0 umol L™! sobre 0 AgAuBMNPs-CTS/GCE em
solugdo tampao fosfato 1,0 mol L™! (pH 2,0) variando a a na faixa de 20,0 até 100,0 mV. (B) Grafico —i vs. a. By
=—0,1 V, tacc =100 s, AEs=4,0 mV, f= 50,0 Hz.
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Figura 31: (A) Voltamogramas de onda quadrada para ORZ 30,0 umol L ! sobre 0 AgAuBMNPs-CTS/GCE em
solugdo tampdo fosfato 1,0 mol L™! (pH 2,0) variando a fna faixa de 10,0 até 100,0 Hz. (B) Grafico —i vs. f. Epec =
—0,1 V, tace =100 s, AEs=4,0mV, a=50,0 mV.
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4.1.10. Curva de calibracio para a ORZ

Para poder determinar a ORZ, primeiramente se construiu uma curva de calibragdo a
fim de extrair dados sobre a sensibilidade do CME, obter o limite de detec¢cao (LOD — do inglés,
limit of detection), o limite de quantificacdo (LOQ — do inglés, limit of quantification) e a faixa
de concentragao onde nao ha perda da linearidade entre resposta de corrente e concentracao de
ORZ. Empregando a SWV com seus parametros otimizados, construiu-se a curva de calibragao
para a ORZ sobre 0 AgAuBMNPs-CTS/GCE dentro da faixa de 0,1 — 7,0 umol L™!. A Fig. 32A
apresenta os voltamogramas de onda quadrada obtidos, evidenciando que a resposta de corrente
aumenta linearmente com a concentragdo de ORZ (Fig. 32B). A curva de calibragdo média
construida (n = 8) apresenta a seguinte equacio linear: —i/pA = 0,12 + 3,91[ORZ]/umol L' (r
=0,999).

O LOD, que ¢ a menor concentracdo do analito que pode ser detectada sem ser
confundido com as variac¢des do sinal de fundo (branco), foi calculado usando a Eq. 1. (RIBANI

(1P

et al.,2004). Onde “c” representa o valor do desvio padrao do coeficiente linear e “s” representa
o valor do coeficiente angular da curva de calibragio. Calculou-se um LOD de 30 nmol L™!. O
LOQ, que ¢ a menor concentragdo que pode ser quantificada em um procedimento
experimental, foi calculado aplicando a Eq. 2 (RIBANI et al., 2004). Encontrou-se um valor de
LOQ igual a 100 nmol L™!, bem préximo do primeiro ponto da curva de calibragio.

A repetibilidade da corrente proveniente do método usando o AgAuBMNPs-
CTS/GCE foi testada de duas formas: intra-dia, usando 8 solugdes diferentes preparadas no

mesmo dia com concentragio 3,0 umol L, e inter-dia, onde durante 8 dias usando diferentes

solugdes de ORZ preparadas cada dia foram testadas na mesma concentragdo de 3,0 umol L.
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Os desvios padrdes relativos (n = 8) foram de 3,85 % e 4,19 % para intra-dia e inter-dia

respectivamente. A Tabela 3 resume estes resultados e os obtidos a partir da curva de calibracao.
LOD = 3,0 (o/s) Eq. (1) LOQ =10 (o/s) Eq. (2)

Figura 32: (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos em solugdo tampao fosfato 1,0 mol L™! (pH 2,0) sobre
0 AgAuBMNPs-CTS/GCE a) branco; b) 0,1; ¢) 0,2; d) 0,3; e) 0,4; £) 0,5; g) 0,6; h) 0,7; 1) 0,8; j) 0,9; k) 1,0; 1) 2,0;
m) 3,0; n) 4,0; 0) 5,0; p) 6,0; q) 7,0 umol L™!. Insergdo: ampliagdo dos voltamogramas de onda quadrada (a — k).
Eace = 0,1 V, taee = 100 s, AEs = 4,0 mV, @ = 50,0 mV, f=40,0 Hz. (B) Curva de calibragdo média (n = 8) para
ORZ na faixa de 0,1 até 7,0 umol L. Inser¢do: ampliagdo da curva de calibragdo média na faixa de 0,1 até 1,0
pumol L1,

0. 30
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Tabela 3: Dados obtidos a partir da curva de calibracdo para a ORZ.

Parametro Valor
Potencial de pico/ V —0,365
Faixa linear / pmol L™ 0,1-7,0
Coeficiente de correlacao (1) 0,999
Coeficiente angular / pA L umol ™! 3,91
Desvio do coeficiente angular / pA L umol ™! 0,01
Coeficiente linear / pA 0,12
Desvio do coeficiente linear / pA 0,04
LOD /nmol L™! 30
LOQ /nmol L™! 100
Repetibilidade de i (intra-dia) / %*° 3,85
Repetibilidade de i (inter-dia) / %*° 4,19

? Desvio padrao relativo.
®n=28
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4.1.11. Estudo de interferentes na determina¢ido da ORZ

Foram testados possiveis interferentes na determinagio da ORZ. fons de metais
pesados redutiveis e nitrocompostos com concentracdo dez vezes maior que a ORZ foram
selecionados para este estudo. Para ORZ 1,0 pmol L', Pb*", Cd**, Ni**, Co*", Zn*", 2-
nitrofenol, 3-nitrofenol, 4-nitrofenol e outros pesticidas eletroativos (pendimetalina, butralina,
profluralina e paration) ndo alteraram significativamente a resposta de corrente ¢ o Epr nas
mesmas condi¢des. A resposta de corrente da redu¢do da ORZ na presenga dos interferentes
variaram entre —4,19 a +5,42%. A Tabela 4 resume os resultados obtidos, com os quais pode-
se afirmar que o AgAuBMNPs-CTS/GCE consegue distinguir a ORZ na presenc¢a de potenciais

interferentes mais concentrados.

Tabela 4: Estudo de interferentes na presenca da ORZ.

Espécies Corrente de pico %i Potencial de pico (V)
(HA)

ORZ? 4,06 - —0,365
Pb**® 3,91 -3,69 -0,351
Cd* 3,98 -1,97 —0,347
Co** 4,02 —0,98 -0,363
Ni%* 3,89 —4,19 —0,365
Zn** 3,95 2,71 —0,342
2-nitrofenol 4,18 +2.96 -0,369
3-nitrofenol 4,20 +3,45 —0,373
4-nitrofenol 4,17 +2,71 -0,378
Paration 4,25 +4,68 -0,382
Pendimetalina 4,28 +5,42 —0,373
Butralina 427 +5,17 -0,378
Profluralina 428 +5,42 —0,384

“ ORZ 1,0 umol L' em tampdo fosfato 1,0 mol L™! (pH 2,0).
® Concentragio de 10,0 pmol L™! para todos os possiveis interferentes em tampao fosfato 1,0
mol L™! (pH 2,0).

4.1.12. Determinac¢io de ORZ em suco de uva usando o AGAuBMNPs-CTS/GCE

Como relatado anteriormente, a ORZ pode penetrar nos tecidos da uva e ficar retido
na polpa e no suco desta fruta. Assim, preparou-se amostras de suco de uva fortificadas com
ORZ 2,0 umol L', Posteriormente, adicionou-se 1,0 mL desta amostra em 9,0 mL de eletrolito
de suporte, onde a concentragdo de ORZ na célula eletroquimica fique em 0,2 pmol L. Para
construir a curva de adi¢ao de padrdo, foi feito o branco do eletrolito de suporte, em seguida a

adi¢dao da amostra, e finalmente adi¢des sucessivas de 50,0 pL de solugdo padrdao de ORZ 20,0
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umol L™!. Esta curva foi repetida 8 vezes (n = 8). A Fig. 33 mostra os resultados obtidos para a
analise de suco de uva usando o método de adigao de padrao. O grafico da Fig. 33B apresentou
a seguinte equacdo linear: —i/uA = 0,84 + 4,09[ORZ]/umol L™! (r = 0,998). Comparando os
coeficientes angular desta reta (4,09 pA L mol ') com o da curva de calibragdo (3,91 pA L
mol '), percebe-se que sio bem proximos, indicando que nio hd interferente dos componentes

da matriz.

Figura 33: Voltamogramas de onda quadrada para a) eletrolito de suporte, b) amostra de suco de uva com ORZ,
(c-h) adigdes sucessivas de 50,0 uL de solugdo padrio de ORZ 20,0 pmol L™! sobre 0 AgAuBMNPs-CTS/GCE
em solugdo tampdo fosfato 1,0 mol L™ (pH 2,0). Eaee = —0,1 V, taee = 100 s, AEs = 4,0 mV, @ = 50,0 mV, = 40,0
Hz. (B) Curva de adi¢do de padrdo média (n = 8).
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4.1.12.1. Método comparativo para a determina¢do da ORZ

Empregou-se o LC-MS/MS como método comparativo para a determinagdo de ORZ
em suco de uva. O cromatograma da ORZ mostra que h4d um sinal em 9,64 min (Fig. 34A)
referente aos fragmentos de razdo massa carga (m/z) 345, 78 e 46 (Fig. 34B e 34C). Esses
fragmentos foram usados porque possuem as maiores intensidades e também para confirmar
que o composto analisado ¢, de fato, a ORZ. A razdo m/z de 345 pode ser atribuida ao fragmento
C12H17N4O6S™ [M — H]~, 78 ao fragmento NSO;~ e 46 ao fragmento NO>~. As determinacdes
foram feitas 5 vezes na amostra de suco de uva. A Tabela 5 mostra que os valores obtidos por
ambas as técnicas sdo bastante proximos ao valor considerado verdadeiro. Para avaliar a
exatiddo utilizou-se o teste ¢. Para comparar a precisdo empregou-se o teste F, que compara a
variancia dos dois métodos. O tratamento estatistico aplicado aos resultados obtidos demonstra
a confiabilidade dos dados fornecidos por ambas as técnicas, ou seja, ndo houve diferenca

quanto a exatiddo e a precisao de ambos 0os métodos ja que 0 Zcalculado € MENOT qUE O feritico € O
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Flalculado também € menor que o Flritico. Assim, pode-se concluir que o Ag-AuBMNPs-CTS/GCE

¢ uma boa alternativa para detectar e determinar ORZ.

Figura 34: (A) Cromatograma da ORZ. (B ¢ C) Fragmentograma da ORZ.
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Tabela 5: Dados estatisticos para a determinagdo de ORZ em suco de uva.

345,0

280,8

280 320

Técnica LC-MS/MS Ag-AuBMNPs-CTS/GCE
Valor verdadeiro (pmol L) 2,00 2,00
Valor encontrado (pmol L™1)? 1,97 2,05
RSD/ %" 2,59 2,52
Eri / %° -1,50 2,50
Ery / % - 4,06
fealeulado” 0,03 0,05
Fealculado’ - 5,77

in=>5.

® Desvio padrio relativo, do inglés relative standard deviation.
¢ Ery = erro relativo entre LC-MS/MS ou Ag-AuBMNPs-CTS/GCE e o valor verdadeiro.
4 Er, = erro relativo entre Ag-AuBMNPs-CTS/GCE e LC-MS/MS.

¢ Teritico = 2,78
f Fcrl'tico = 6,39
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42. RESULTADOS COM A BTL
Publicado em Food Chem., 343, 128419, 2021.

Como visto na se¢do 4.1.11., a BTL ndo ¢ detectada pelo AgAuBMNPs-CTS/GCE,
portanto construiu-se outro CME que tenha a capacidade de detectd-la e determina-la em

amostras de alimentos. Os resultados a seguir sdo referentes a esse novo CME.
4.2.1. Comportamento eletroquimico da BTL sobre o GCE

Do mesmo modo que a ORZ, iniciou-se os estudos com a BTL utilizando o GCE limpo
em solugio tampdo B-R 0,1 mol L™! (pH 2,0) para obter informag¢des do seu comportamento
eletroquimico. Os voltamogramas ciclicos apresentados na Fig. 35 mostram um pico em —0,458
V, na varredura de ida, referente a reducdo dos grupos nitro presentes na BTL. A auséncia de
um pico de oxidagao na varredura de volta evidencia um processo irreversivel. Assim como a
ORZ, a resposta de corrente da reducdo da BTL também diminui a medida que ciclos
consecutivos sdo realizados. Pode-se atribuir esse comportamento a adsor¢cdo da BTL na
superficie do eletrodo. Para manter a resposta de corrente inalterada, foi aplicada uma etapa de
pré-concentragdo antes de cada medida voltamétrica. Esta etapa consistiu de um tacc de 180 s e

de um Eacc de _0,15 V.

Figura 35: Voltamogramas ciclicos sucessivos para BTL 50,0 umol L™! sobre o GCE em solugo tampio B-R 0,1
mol L™! (pH 2,0) (A) sem ¢ (B) com a etapa de pré-concentragdo. Euee = —0,15 V, taee = 180 s, » = 100,0 mV s,
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Posteriormente, variou-se o pH do eletrélito de suporte na faixa entre 2,0 ¢ 10,0. A
Fig. 36 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos. Pode-se observar a presenca de apenas um
pico de redugdo da BTL nos valores de pH de 2,0 até 6,0 (Fig. 36A), acima destes valores ha o

aparecimento do segundo pico de reducdo (Fig. 36B). Estes resultados com a BTL sado similares
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aos da ORZ ja que ambos possuem uma estrutura quimica semelhante, o que difere ¢ o Ep de
cada espécie. Como a BTL possui um grupo doador de elétrons (terc-butil) na posi¢do 4 do anel
benzénico, o que aumenta a densidade eletronica nos grupos nitros, ao invés de um grupo
retirador de elétrons (como a sulfonamida presente na ORZ na mesma posi¢ao), isso faz com
que o E,r da BTL seja mais negativo que a ORZ (SHEERDHAR e REDDY, 2002). Ao se
observar os voltamogramas ciclicos, percebe-se que o aparecimento do segundo pico de
redugdo da BTL ocorre entre pH 6,0 € 7,0, o que sugere que o ambiente quimico da BTL neste
pH difere do ambiente quimico nos pH 2,0 até 5,0. A maior resposta de corrente para a redugao
da BTL obtida foi em pH 2,0, onde ambos os grupos nitro s3o reduzidos quase que
simultaneamente, ¢ em pH maior que 6,0 ha uma queda na resposta de corrente porque o pico
de reducdo se divide em dois, um para cada grupo nitro. Assim, optou-se por utilizar o tampao
B-R 0,1 mol L™! em pH 2,0 para realizar os experimentos de comparagio entre os novos CMEs

construidos.

Figura 36: Voltamogramas ciclicos para BTL 50,0 umol L™! sobre 0 GCE em solugdo tampdo B-R 0,1 mol L™!
em diferentes pH (A) de 2 até 6 € (B) de 7 até 10. Eyee = —0,15 V, taee = 180 s, v = 100,0 mV s'. (C) Grafico —i vs.
pH (n=3).
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4.2.2. Avaliacdo do uso de CME a base de nanoparticulas monometalicas frente a

detecciao de BTL

Para a sintese das nanoparticulas monometalicas, utilizou-se a PVP como agente
estabilizante ¢ NaBH4 como agente redutor. Optou-se pelo uso da PVP porque este polimero
pode estabilizar varias nanoparticulas metalicas devido ao grupo carbonila em sua estrutura,
que interage com os ions metalicos, e por formar filmes finos (BAI et al., 2008). Realizou-se
5 sinteses de nanoparticulas monometalicas: prata (AgNPs-PVP), platina (PtNPs-PVP), ouro
(AuNPs-PVP), cobre (CuNPs-PVP) e cobalto (CoNPs-PVP). Todas as nanoparticulas
permaneceram estaveis por mais de 1 més, onde observou-se a precipitagdo das mesmas € uma
mudanga no perfil voltamétrico da BTL. A Fig. 37 compara os voltamogramas ciclicos obtidos
com os diferentes CMEs construidos frente a redugcao da BTL. Todos os CMEs, com excegao
do AuNPs-PVP/GCE (Fig. 37A), exibiram um pico de redugdo para a BTL, porém apenas o
CoNPs-PVP/GCE e o AgNPs-PVP/GCE apresentaram um Ep menos negativo que o obtido
com o GCE, ou seja, catalisaram a reagao de redu¢do da BTL (Fig. 37B e 37C). O Ex da BTL
sobre o GCE foi de —0,458 V e sobre o CoNPs-PVP/GCE e o AgNPs-PVP/GCE foram de
—0,437 e de —0,421 V respectivamente. Os outros CMEs construidos mostraram um pico de
reducdo em potenciais mais negativos que —0,458 V, significando que estes CMEs dificultam
a reducdo da BTL (Fig. 37D e 37E). Nenhum CME com as nanoparticulas monometalicas
exibiu uma resposta de corrente superior ao do GCE (Fig. 38). Portanto, optou-se por realizar
sinteses de nanoparticulas bimetalicas com o Co e com a Ag, j& que ambos catalisaram a reagao

de redugao da BTL.

Figura 37: Voltamogramas ciclos para a BTL 50,0 umol L™' em tampdo B-R 0,1 mol L™! (pH 2,0) sobre (A) a)
GCE e b) AuNPs-PVP/GCE; (B) a) GCE e b) CoNPs-PVP/GCE,; (C) a) GCE ¢ b) AgNPs-PVP/GCE; (D) a) GCE
e b) PtNPs-PVP/GCE; (E) a) GCE e b) CuNPs-PVP/GCE. Eyec = 0,15 V, tae.c = 180 s, = 100,0 mV s
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Figura 38: Resposta de corrente para a BTL 50,0 pmol L™! em tamp#ao B-R 0,1 mol L™! pH 2,0 sobre a) GCE; b)
AuNPs-PVP/GCE; c) CoNPs-PVP/GCE; d) AgNPs-PVP/GCE; e) PtNPs-PVP/GCE; f) CuNPs-PVP/GCE (n = 3).
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4.2.3. Comportamento eletroquimico da BTL sobre os CMEs com nanoparticulas

bimetalicas

Duas sinteses de nanoparticulas bimetalicas foram realizadas: a primeira reduziu-se os
ions Co*" na presenca de PVP, em seguida, reduziu-se ions Ag’. Na segunda sintese a ordem

foi invertida, primeiramente reduziu-se os ions Ag' para, entdo, reduzir os ions Co*". Das duas
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sinteses, somente a primeira formou nanoparticulas estaveis por mais de 1 més. Na segunda
sintese, observou-se a precipitacao das nanoparticulas bimetalicas apds 3 horas. Provavelmente
as AgNPs conseguiram recobrir as CoNPs, o que aumentou a sua estabilidade. Portanto, o CME
construido foi com as nanoparticulas bimetalicas de cobalto e prata estabilizadas em
poli(vinilpirrolidona) (CoAgBMNPs-PVP/GCE) na propor¢do 5:5 de Co:Ag. A Fig. 39
compara os voltamogramas ciclicos obtidos da redu¢do da BTL sobre o GCE e sobre o
CoAgBMNPs-PVP/GCE nas mesmas condigdes. A resposta de corrente da redugcdo da BTL
sobre 0 CoAgBMNPs-PVP/GCE (6,70 pA) ¢ maior que a sobre o GCE (—4,06 pA) e com o
Epr menos negativo (—0,434 V), indicando que este CME ¢ promissor para a determinagio da

BTL.

Figura 39: Voltamogramas ciclos para a BTL 50,0 pmol L™! em tampdo B-R 0,1 mol L™! (pH 2,0) sobre a) GCE
e b) CoAgBMNPs-PVP/GCE. Euec = 0,15V, toec = 180 s, = 100,0 mV s .
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Em seguida, variou-se a propor¢ao Co:Ag a fim de conseguir uma melhor resposta de
corrente frente a redu¢do da BTL. A Fig. 40 revela que a melhor proporcao € a de 5:5, ja que
esta fornece um 6timo perfil voltamétrico e a maior resposta de corrente. Provavelmente, isto
se deve ao fato de que nesta proporcao ocorreu a formag¢do de nanoparticulas bimetalicas
pequenas do tipo core-shell ou core partial-shell, enquanto que nas outras propor¢des houve a
formacao de nanoparticulas do tipo liga ou com tamanho maior. Assim, as proximas etapas do
trabalho foram a caracterizacdo das CoAgBMNPs-PVP na propor¢dao 5:5 de Co:Ag e a
caracterizacdo do CME construido com estas nanoparticulas bimetalicas (CoAgBMNPs-

PVP/GCE).
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Figura 40: (A) Voltamogramas ciclicos para BTL 50,0 umol L™! em solugdo tampdo B-R 1,0 mol L™! (pH 2,0)
sobre CoAgBMNPs-PVP/GCE com diferentes proporgdes (Co:Ag): a) 1:9; b) 3:7; ¢) 5:5;d) 7:3 e e) 9:1. Eaee =
—0,15 V, taee = 180 s, v = 100,0 mV s™.. (B) Grafico —i vs. proporcdo (n = 3).
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4.2.4. Caracterizacio das CoAgBMNPs-PVP

A fim de caracterizar morfologicamente as nanoparticulas mono e bimetalicas,
empregou-se 0 TEM. As CoNPs-PVP e as AgNPs-PVP (Fig. 41A e 41C) apresentaram um
formato quase-esférico, porém apenas as CoNPs-PVP formaram agregados. Os diametros
médios calculados foram de 63,0 nm para as CoNPs-PVP (Fig. 41B) e de 113,4 nm para as
AgNPs-PVP (Fig. 41 D). A Fig. 41E revela que as CoAgBMNPs-PVP também possuem um
formato quase-esférico com o cobalto no meio (core) e a prata por fora (shell). Estas
nanoparticulas bimetalicas exibiram um didmetro médio de 859,0 nm Fig. 41G. Ao analisar
com mais cuidado a imagem de TEM das CoAgBMNPs-PVP (Fig. 41 F), percebe-se que ha
uma camada entre o nucleo (Co) e a cobertura (Ag) que pode ser atribuida a adsor¢do do
estabilizante (PVP) na superficie das nanoparticulas de cobalto. Isso pode ser responsavel pela
juncao entre os metais Co e Ag e, consequentemente, a formagdo das CoAgBMNPs-PVP. O

grande aumento do diametro médio também pode ser atribuido a este fenomeno.



82

Figura 41: Imagens de TEM e histogramas para CoNPs-PVP (A e B), para AgNPs-PVP (C e D) e para
CoAgBMNPs-PVP (E, F e G).
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As propriedades Opticas das CoNPs-PVP, AgNPs-PVP ¢ CoAgBMNPs-PVP foram
estudadas por espectroscopia UV-vis (Fig. 42). A Fig. 42A representa os espectros para
CoS04.7H20 (Fig. 41A-a), que foi o sal precursor das nanoparticulas de cobalto, e para as
CoNPs-PVP (Fig. 41A-b). CoSO4.7H>0 exibe uma banda de absor¢do em 511 nm e um ombro
em 469 nm, os quais desaparecem quando ¢ adicionado NaBHj4 para sintetizar as CoNPs-PVP.
Essa observagio indica a redugio dos ions Co?" para seu estado metalico Co’. As AgNPs-PVP
(Fig. 42B-a) apresentam uma banda bem definida em 396 nm que ¢ similar aos dados
encontrados na literatura para nanoparticulas de prata (DA SILVA et al., 2018). O espectro de
absorc¢ao das CoAgBMNPs-PVP (Fig. 42B-b) revelam um deslocamento batocrémico (431 nm)
e um aumento na largura da banda em comparagdo com as AgNPs-PVP. Essas observacoes
sugerem que nao ha uma quantidade significativa de nanoparticulas de prata puras na amostra.
Esse fendmeno pode ser atribuido ao fato das nanoparticulas de prata estarem envolvendo as de
cobalto (GARCIA-TORRES, VALLES ¢ GOMEZ, 2010). Com o intuito de comprovar a
presenca de ambos os metais, realizou-se o EDS das nanoparticulas. Como pode ser observado
na Fig. 43, o espectro de EDS para as CoOAgBMNPs-PVP revela os picos caracteristicos para o
cobalto (0,7; 7,0 e 7,6 keV) e para a prata (3,0 keV).
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Figura 42: Espectros UV-vis para (A) a) CoSO4.7H>0 e b) CoNPs-PVP; (B) a) AgNPs-PVP e b) CoAgBMNPs-
PVP.
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TE
6-
- J
S 4=
E- -
: E Co
2|l cel
4 ' I_E
— —~
1|V
I
D IIIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIIIIIIII|IIIIIIIII|IIII|
0 6 8 kel

4.2.5. Caracterizacio do CoAgBMNPs-PVP/GCE

Para caracterizar morfologicamente a superficie do CME, utilizou-se a SEM-FEG. A
imagem de SEM-FEG das CoNPs-PVP mostra que elas também se agregam na superficie do
GCE (Fig. 44A). A Fig. 44B exibe as AgNPs-PVP dispersas na superficie do GCE. Observa-se
na Fig. 44C que as CoAgBMNPs-PVP preservam o seu formato quase-esférico na superficie
do GCE. Pode-se notar também que hd uma camada de PVP entre os dois metais. Esses
resultados estdo de acordo com os obtidos com as analises de TEM, UV-vis e EDS e confirmam

a presenga de cobalto e prata na superficie do GCE.
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Figura 44: Imagens de SEM-FEG para (A) CoNPs-PVP/GCE; (B) AgNPs-PVP e (C) CoAgBMNPs-PVP/GCE.
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Em seguida, caracterizou-se o CME eletroquimicamente com a EIS, que ¢ uma técnica
adequada para investigar o processo de transferéncia de carga na superficie do eletrodo. Como
dito anteriormente, o semicirculo do grafico de Nyquist corresponde ao processo de
transferéncia de elétrons e seu diametro ¢ igual a Re.. Como mostra a Fig. 45, o GCE limpo
apresentou um Re¢ de 305,93 Q e o eletrodo modificado somente com PVP (PVP/GCE) um R
de 799,10 Q, indicando que a PVP formou uma “barreira” na superficie do GCE que bloqueia
a transferéncia de carga entre a solucdo e o eletrodo. Isso ocorre porque a PVP ndo é um
polimero condutor. Quando o GCE ¢ modificado com CoNPs-PVP ou AgNPs-PVP, a Rt
diminui para 244,74 e 195,79 Q respectivamente. A menor R¢ foi adquirida com o
CoAgBMNPs-PVP/GCE (146,85 Q). Essa diminuigdo no valor de R se deve a alta

condutividade e o efeito sinérgico entre os metais cobalto e prata.
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Figura 45: (A) Graficos de Nyquist para a) GCE; b) PVP/GCE; c) CoNPs-PVP/GCE; d) AgNPs-PVP/GCE ¢ ¢)
CoAgBMNPs-PVP/GCE em KCI 0,1 mol L™! contendo [Fe(CN)s]* /[Fe(CN)s]* 0,5 mmol L', (B) Ampliagio
dos graficos de Nyquist para a) GCE; b) PVP/GCE; ¢) CoNPs-PVP/GCE; d) AgNPs-PVP/GCE e ¢) CoAgBMNPs-

PVP/GCE.
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4.2.6. Estudos de eletrolito de suporte e pH na reducio da BTL sobre o CoAgBMNPs-
PVP/GCE

Comparou-se a resposta de corrente para a redugido da BTL 50,0 umol L™! sobre o
CoAgBMNPs-PVP/GCE em diferentes solu¢des tampao na concentragio de 0,1 mol L™! e em
pH 2,0. Os voltamogramas estio apresentados na Fig. 46A e revelam que o melhor eletrolito de
suporte ¢ o tampao B-R (Fig. 46B), pois este apresenta a maior resposta de corrente € 0 Ejr
menos negativo. Provavelmente, o tampao B-R diminuiu a espessura dupla camada elétrica
deste eletrodo, aumentado a velocidade de difusdo o que resulta em um aumento da resposta de
corrente da reducdo da BTL. Portanto, escolheu-se o tampao B-R como eletrélito de suporte

para os proximos estudos.

Figura 46: (A) Voltamogramas ciclicos para a BTL 50,0 umol L™! sobre 0 CoAgBMNPs-PVP/GCE em solugdo
tampdo a) B-R, b) fosfato e ¢) citrato 0,1 mol L™ (pH 2,0). Eaece = —0,15 V, taee = 180 s, v = 100,0 mV s7'. (B)
Grafico —i vs. solugdo tampao (n = 3).
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Posteriormente, o efeito do pH do tampao B-R no processo de reducao da BTL sobre
0 CoAgBMNPs-PVP/GCE foi investigado. Os voltamogramas ciclicos foram obtidos em
diferentes valores de pH (2,0 — 10,0) a uma velocidade de varredura de 100 mV s~'. Como pode
ser observado na Fig. 47A, a BTL apresenta um pico de redugao bem definido na faixa de pH
de 2,0 até¢ 6,0 referente a redugdo simultdnea de ambos os grupos nitro presentes em sua
estrutura. Nesses valores de pH, como mencionado anteriormente, o ambiente quimico dos
grupos nitro ¢ muito parecido, fazendo com que ambos sofram reducdo em potenciais muito
proximos. Em valores de pH maiores que 7,0 (Fig. 47B), observou-se que a largura do pico de
reducdo aumenta e a resposta de corrente diminui, o que ndo ¢ desejavel para determinagdes
eletroanaliticas porque isto causa perda de seletividade e sensibilidade. O grafico E,: vs pH (Fig.
47 C) revela que o valor de Epr desloca negativamente e de forma linear com o aumento do pH
do eletrolito de suporte, o que implica que o processo eletroquimico se realiza com transferéncia
de prétons e elétrons (SALEHZADEH et al., 2016). A equacdo da reta desse grafico ¢ E,r (V)
=-0,322 —0,057pH. Usando o coeficiente angular da equagado de Nernst (dE,/dpH = 0,0592m/n,
onde “m” ¢ o nimero de mols de prétons e “n” o nimero de mols de elétrons), a razdo m/n
calculada foi de aproximadamente 1,0 (0,057/0,0592 = 0,96), significando que o mesmo
nimero de protons e elétrons estdo envolvidos na reacdo de redugdo da BTL sobre o
CoAgBMNPs-PVP/GCE. A maior resposta de corrente foi obtida em pH 2,0 (Fig. 47C), em
valores maiores que 2,0 ha a diminui¢do da resposta de corrente porque o pico sofre
alargamento até se dividir em dois. Por fim, comparou-se a performance do GCE, CoNPs-
PVP/GCE, AgNPs-PVP/GCE e CoAgBMNPs-PVP/GCE frente a redu¢do da BTL (Fig. 47D)
e percebe-se pelos voltamogramas ciclicos que o CoAgBMNPs-PVP/GCE exibe a maior
resposta de corrente. A propriedade catalitica das nanoparticulas de prata frente a reducdo de
grupo nitro aliado com o magnetismo das nanoparticulas de cobalto podem ter influenciado

para o aumento do sinal de redug¢do da BTL sobre o CME.
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Figura 47: (A) Voltamogramas ciclicos para BTL 50,0 umol L™! sobre 0 CoAgBMNPs-PVP/GCE em solugdo
tampdo B-R 0,1 mol L™! pH a) 2,0; b) 3,0; ¢) 4,0; d) 5,0; €) 6,0 ¢ ) 7,0. (B) pH a) 8,0; b) 9,0 e ¢) 10,0. (C) Grafico
—ivs. pH € E vs. pH (n = 3). (D) Voltamogramas ciclicos para BTL 50,0 umol L' em solugdo tampdo B-R 0,1
mol L' pH 2,0 sobre a) GCE; b) CoNPs-PVP/GCE; ¢) AgNPs-PVP/GCE e d) CoAgBMNPs-PVP/GCE. Ey.. =
—0,15V, taee = 180 s, v = 100,0 mV s\,
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4.2.7. Efeito do potencial e tempo de acimulo na reducido da BTL sobre o CoAgBMNPs-
PVP/GCE

Com o eletrolito e pH otimizados, a proxima etapa foi otimizar os parametros da etapa
de pré-concentragao: Eacc € tace. Fixou-se primeiramente o tacc em 180 s e variou-se 0 Eacc na
faixa de +0,10 até¢ —0,40 V. A Fig. 48A revela que em Eacc positivos a resposta de corrente €
baixa. Como a BTL, assim como outras dinitroanilinas, estd protonada em pH 2,0, ha uma
repulsio eletroestatica entre a BTL ¢ o eletrodo (KOTOUCEK ¢ OPRAVILOVA, 1996). Em
valores mais negativos que —0,15 V ha uma queda na resposta de corrente devido ao fato da
BTL estar sendo reduzida nestes potenciais de acumulo. Por estas razdes, o valor de —0,15 V
foi fixado para Eacc. Com 0 Eace fixado em —0,15 V, variou-se o tacc de 20 até 180 s (Fig. 48A).
O grafico —i vs tacc mostra que ha um aumento de resposta de corrente em fun¢ao do aumento
do tempo de acumulo. O aumento do sinal esta diretamente relacionado com o tempo de contato

da superficie do eletrodo com as moléculas de BTL em solugdo, ou seja, quanto maior o tempo
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de acumulo, maior serd a quantidade de BTL adsorvida na superficie do eletrodo. Contudo, o
aumento da resposta de corrente foi observado até 120 s, onde se atingiu um estagio estaciondrio
entre adsor¢ao e dessor¢cdo das moléculas de BTL, obtendo uma condi¢ao de equilibrio na

superficie do eletrodo. Assim, o uso de tempos maiores que 120 s se tornou desnecessario.

Figura 48: (A) Grafico —i vs Eac. (B) Grafico —i vs tace. (n = 3).
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4.2.8. Influéncia da velocidade de varredura na redu¢do da BTL sobre o0 CoAgBMNPs-
PVP/GCE

O efeito da velocidade de varredura na reducdo da BTL 20,0 pmol L™! foi investigado
na faixa de 10,0 até 100,0 mV s~! (Fig. 49). Como pode ser visto na Fig. 49A, o E, se desloca
para valores mais negativos a medida que a velocidade aumenta, o que ¢ caracteristico de
processos irreversiveis. O grafico log i vs log v (Fig. 49 B) apresenta um coeficiente angular de
0,62, indicando que a reagao de reducao da BTL sobre 0o CoAgBMNPs-PVP/GCE ¢ controlada
por difusdo com uma pequena contribuicao da adsor¢ao (NICHOLSON e SHAIN, 1964). O
grafico Epr vs log v, representado na Fig. 49C, exibe um coeficiente angular de 0,07, o que
revela que on = 0,85. Para o = 0,5, n = 2,0, onde “n” ¢ nimero de mols de elétrons envolvidos
na reagdo de redugdo da BTL e “a” € o coeficiente de transferéncia de elétrons (LAVIRON,
1974). Esses resultados sugerem que ambos os grupos nitro sdo reduzidos simultaneamente
envolvendo 2 prétons e 2 elétrons, formando o radical *HO>N-Ar-NO>H®, como descrito na
secdo 4.1.8. e em trabalhos na literatura envolvendo redugdo de dinitroanilinas (KOTOUCEK

e OPRAVILOVA, 1996; GALLI, DE SOUZA e MACHADO, 2011).
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Figura 49: (A) Voltamogramas ciclicos para BTL 20,0 umol L™! sobre 0 CoAgBMNPs-PVP/GCE em solugdo
tampdo B-R 0,1 mol L™! (pH 2,0) com diferentes velocidades de varredura: a) 10,0; b) 20,0; c) 30,0; d) 40,0; €)
50,0; 1) 60,0; g) 70,0; h) 80,0; 1) 90,0 e j) 100,0 mV s~'. (B) Grafico log i vs log v. (C) Grafico Ey vs log v. Eaee =
=0,15V, tace = 120 s.
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4.2.9. Selecido da técnica eletroanalitica para a determinacido da BTL

As técnicas eletroanaliticas CV, DPV, ¢ SWV foram testadas em diferentes
velocidades de varredura para ter conhecimento da mais adequada para a determinacao da BTL.
O grafico representado na Fig. 50 revela que a SWV exibe as maiores respostas de corrente nas
velocidades testadas. Provavelmente, como o pulso aplicado na SWV ¢ diferente do que na
DPV, h4 uma perturbagdo maior na dupla camada elétrica do eletrodo, o que causa um aumento
no sinal de reducao da BTL (BARD e FALKNER, 2001). Assim, a SWV foi escolhida como
técnica eletroanalitica para a constru¢ao da curva de calibracdo e realizacao da determinagao

da BTL em amostras reais.
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Figura 50: (A) Voltamogramas ciclicos para BTL 20,0 umol L™! em solugdo B-R 0,1 mol L™ (pH 2,0) sobre o
CoAgBMNPs-PVP/GCE em diferentes velocidades (a) 50,0; b) 75,0 € ¢) 100,0 mV s™!). (B) Voltamogramas de
pulso diferencial para BTL 20,0 pumol L™! em solugdo tampdo B-R 0,1 mol L' (pH 2,0) sobre 0 CoAgBMNPs-
PVP/GCE em diferentes velocidades (a) 50,0; b) 75,0 e ¢) 100,0 mV s™!). (C) Voltamogramas de onda quadrada
para BTL 20,0 pmol L™ em solugdo B-R 0,1 mol L™ (pH 2,0) sobre 0 CoAgBMNPs-PVP/GCE em diferentes
velocidades (a) 50,0; b) 75,0 e ¢) 100,0 mV s™'). (D) Grafico de barras para as diferentes técnicas eletroanaliticas
em diferentes velocidades (a) 50,0; b) 75,0 e ¢) 100,0 mV s~ ') usando BTL 30,0 pmol L™! em solugéo tampéo B-
R 0,1 mol L™! (pH 2,0) sobre 0 CoAgBMNPs-PVP/GCE. Eyec = —0,15 V, toee = 120 s (n = 3).
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4.2.9.1. Otimizagdo dos parametros da SWV para a determinagdo da BTL

A fim de se obter uma boa resposta de corrente junto a um bom perfil voltamétrico,
otimizou-se os pardmetros da SWV: AEs, a e f. Primeiramente fixoua e fem 5,0 mV e 50,0 Hz,
respectivamente, e variou-se AEs de 1,0 at¢ 10,0 mV (Fig. 51). A otimizagdo do AEs pode
melhor significativamente a sensibilidade. Teoricamente, uma maior resposta de corrente €
obtida aplicando-se um valor alto de AEs. Contudo, ao se utilizar CMEs, deve-se avaliar ndo
somente a resposta de corrente, mas também o perfil voltamétrico. Percebe-se que a medida
que o valor de AEs aumenta, a largura do pico aumenta e o Ep: € deslocado para valores mais

negativos, o que € caracteristico de processos irreversiveis (AOKI e OSTERYOUNG, 1980).
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Escolheu-se o valor de 5,0 mV para AEs por apresentar uma boa resposta de corrente € o pico
ndo ficar alargado. Em seguida, fixou-se AEs e fem 5,0 mV e 50,0 Hz e variou-se a de 10,0 até
100,0 mV (Fig. 52). Para sistemas totalmente irreversiveis, o aumento da a pode deslocar os
valores de potenciais de pico e pode provocar um aumento da resposta de corrente. Assim, a
analise do intervalo da linearidade da resposta de corrente com a amplitude ¢ muito importante
para aplicagdes analiticas. Observa-se que a resposta de corrente aumenta até o valor de 50,0
mV e depois ndo ha uma variacao significativa e que a largura do pico aumenta a medida que
se aumenta a, por estes motivos escolheu-se o valor de 50,0 mV para a. Por fim, com AE;s e a
fixados em 5,0 e 50,0 mV, respectivamente, variou-se f de 10,0 até 100,0 Hz (Fig. 53). A f¢
uma das variaveis mais importantes da SWV. Quando se mantém constante a concentragdo da
espécie quimica de interesse, ¢ a f que determina a intensidade do sinal e, consequentemente, a
sensibilidade. Os resultados deste Gltimo estudo revelam que hd um aumento de resposta de
corrente quando se aumenta a f, porém ha também o alargamento pico. Escolheu-se o valor de

40,0 Hz por aliar uma boa resposta de corrente com um bom perfil voltamétrico.
Figura 51: (A) Voltamogramas de onda quadrada para BTL 20,0 umol L™! sobre 0 CoAgBMNPs-PVP/GCE em

solugdo tampdo B-R 0,1 mol L™! (pH 2,0) variando o AE; na faixa de 1,0 até 10,0 mV. (B) Grafico —i vs. AE;. Eycc
=-0,15V, taee = 120 s, a = 50,0 mV, /= 50,0 Hz.
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Figura 52: (A) Voltamogramas de onda quadrada para BTL 20,0 umol L ! sobre 0 CoAgBMNPs-PVP/GCE em
solugdo tampdo B-R 0,1 mol L™! (pH 2,0) variando a a na faixa de 10,0 até 100,0 mV. (B) Grafico —i vs. a. Eaec =
—0,15V, taee = 120's, AE; = 5,0 mV, /= 50,0 Hz.
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Figura 53: (A) Voltamogramas de onda quadrada para BTL 20,0 umol L™! sobre 0 CoAgBMNPs-PVP/GCE em
solugdo tampdo B-R 0,1 mol L™! (pH 2,0) variando a f na faixa de 10,0 até 100,0 Hz. (B) Grafico —i vs. f. Eacc =
=0,15 V, taee =120 s, AEs=5,0 mV, a = 50,0 mV.
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4.2.10. Curva de calibracio para a BTL sobre o CoAgBMNPs-PVP/GCE

Os voltamogramas de onda quadradas para a curva de calibrag¢do obtidos nas condi¢des
otimizadas para a reducdo da BTL sobre o CoAgBMNPs-PVP/GCE depois de adigdes
sucessivas da solu¢do padrao de BTL estao apresentados na Fig. 54A. Um pico de reducdo pode
ser observado em —0,403 V que aumenta com a concentracdo de BTL. No entanto, o aumento
é proporcional na faixa de 0,1 até 1,0 umol L', acima desta concentracio a superficie do CME
fica saturada (Fig. 54B). Assim, usou-se a faixa linear de 0,1 até 1,0 umol L™! para construir a
curva de calibracdo (Fig. 54C e 54D). A curva de calibracdo média (n = 8) exibe a seguinte
equagio: —i/uA = 0,09 + 1,98[BTL]/ umol L™'. O LOD e o LOQ calculados foram de 32 e 107

nmol L', respectivamente. Esses valores foram calculados usando os pardmetros da curva da
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calibragdo (RIBANI et al., 2004; KURBANOGLU, USLU e OZKAN, 2018), como foi

explicado mais detalhadamente na sec¢do 4.1.10.

Figura 54: (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos em solug¢do tampédo B-R 0,1 mol L™! (pH 2,0) sobre o
CoAgBMNPs-PVP/GCE a) branco; b) 0,1; ¢) 0,2; d) 0,3; e) 0,4; ) 0,5; g) 0,6; h) 0,7; 1) 0,8; j) 0,9; k) 1,0; 1) 1,1;
m) 1,2;n) 1,3;0) 1,4;p) 1,5; q) 1,6;1) 1,7;5) 1,8; 1) 1,9 e u) 2,0 umol L', (B) Curva de calibragio média (n = 8)
para BTL na faixa de 0,1 até 2,0 umol L™!. (C) Voltamogramas de onda quadrada obtidos em solugdo tampdo B-
R 0,1 mol L™! (pH 2,0) sobre 0 CoAgBMNPs-PVP/GCE a) branco; b) 0,1; ¢) 0,2; d) 0,3; €) 0,4; ) 0,5; g) 0,6; h)
0,7;1) 0,8;7) 0,9 € k) 1,0 umol L', (D) Curva de calibragdo média (n = 8) para BTL na faixa de 0,1 até 1,0 pmol
L Eaee = 0,15V, taee = 120 s, AEs=5,0 mV, a = 50,0 mV, /= 40,0 Hz.
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A repetibilidade da resposta de corrente provida pelo novo CME foi testada aplicando
dois métodos: intra-dia, usando oito solugdes diferentes preparados no mesmo dia na
concentragio de 0,5 umol L', e inter-dia, onde durante oito dia foram usadas oito diferentes
solugdes de BTL 0,5 umol L™, preparadas um a cada dia. O RSD calculado foi de 3,23% e
3,49% respectivamente. esses resultados mostram que este eletrodo possui boa repetibilidade.

A Tabela 6 resume esses e outros pardmetros analiticos.



Tabela 6: Dados obtidos a partir da curva de calibragdo para a BTL.

Parametro Valor
Potencial de pico/ V —-0,403
Faixa linear / pmol L™! 0,1-1,0
Coeficiente de correlacao (r) 0,999
Coeficiente angular / pA L umol ™! 1,98
Desvio do coeficiente angular / pA L pmol ™! 0,03
Coeficiente linear / pA 0,09
Desvio do coeficiente linear / pA 0,02
LOD / nmol L™! 32
LOQ /nmol L™! 107
Repetibilidade de i (intra-dia) / %*° 3,23
Repetibilidade de i (inter-dia) / %*° 3,49

a Desvio padrao relativo.
bn=8

4.2.11. Estudo de interferentes na determina¢iao da BTL

O efeito de ions metalicos e de outros nitrocompostos foram investigados sobre a
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resposta de corrente da BTL usando o novo CME. A variagdo da corrente devido a presenca do

composto potencialmente interferente foi calculada por comparagdo das medidas de corrente

da reducdo da BTL na presenca e na auséncia do interferente. Os estudos demonstraram que os

compostos investigados ndo apresentaram interferéncia significativa na determinacdo de BTL
numa razao molar de 1:10 (BTL: interferente), conduzindo a alteracdes no sinal analitico entre
—3,9 a +5,8%. Portanto, 0 CoAgBMNPs-PVP/GCE pode ser utilizado para a determinacgao de

BTL na presenca desses compostos com seletividade adequada. Os resultados deste estudo

estdo reportados na Tabela 7.
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Tabela 7: Estudo de interferentes na presenca da BTL.

Espécies Corrente de pico %i1 Potencial de pico (V)
(HA)

BTL? 2,06 - —0,403
Cd**® 1,99 -34 —0,398
Co** 2,01 2.4 -0,399
Ni** 2,02 -2,0 -0,396
Pb** 1,98 -39 —0,402
Zn** 2,06 0 —0,403
2-nitrofenol 2,15 +4.4 —0,409
3-nitrofenol 2,12 +2,9 —0,401
4-nitrofenol 2,13 +3,4 -0,402
Paration 2,15 +4.,4 -0,404
Pendimetalina 2,18 +5,8 -0,403
Orizalina 2,10 +1,9 —0,401
Profluralina 2,18 +5,8 —0,402

“ BTL 1,0 umol L™! em tampdo B-R 0,1 mol L™! (pH 2,0).
® Concentragdo de 10,0 pmol L™! para todos os possiveis interferentes em tampdo B-R 0,1 mol
L' (pH 2,0).

4.2.12. Determina¢io de BTL em mel e geleia de ma¢a usando o CoAgBMNPs-PVP/GCE

A aplicabilidade do método proposto foi investigada determinando BTL em amostras
de mel e de geleia de maga, uma vez que ha a possibilidade de encontrar BTL nessas amostras.
Portanto, preparou-se varias amostras fortificadas contendo uma quantidade de BTL conhecida
para que, na célula eletroquimica, esta estivesse dentro da curva de calibracdo. Assim,
fortificou-se amostras de mel e de geleia de ma¢d com BTL 5,0 umol L' cada uma.
Posteriormente, adicionou-se 1,0 mL da amostra em 9,0 mL de eletrolito de suporte, onde a
concentragdo de BTL na célula eletroquimica fique em 0,5 pmol L™!. O método da adigdo de
padrao foi empregado para determinar BTL nas amostras por SWV usando o novo CME. A
Fig. 55A e 56A mostra os voltamogramas de onda quadrada para a amostra de mel e de geleia
de maca respectivamente. Percebe-se que o sinal da BTL na amostra de mel ¢ mais alargado
que na amostra de geleia de maca devido aos componentes presentes nesses alimentos. Mesmo
assim, nao ha interferéncia de matriz em ambas as amostras ja que o coeficiente angular das
curvas de adi¢do de padrio para o mel (2,03 pA L mol ') e para a geleia de magi (2,01 pA L

mol ') sdo similares com o da curva de calibra¢io (1,98 pA L mol ™).
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Figura 55: Voltamogramas de onda quadrada para a) eletr6lito de suporte, b) amostra de mel com BTL, (c-g)
adigdes sucessivas de 50,0 uL de solugdo padrdo de BTL 20,0 umol L™! sobre o CoAgBMNPs-PVP/GCE em
solugdo tampdo B-R 0,1 mol L™! (pH 2,0). Eaee = —0,15 V, taee = 120 s, AEs = 5,0 mV, a = 50,0 mV, = 40,0 Hz.
(B) Curva de adi¢do de padrdo média (n = 8).
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Figura 56: Voltamogramas de onda quadrada para a) eletrélito de suporte, b) amostra de geleia de ma¢a com BTL,
(c-g) adigdes sucessivas de 50,0 uL de solugdo padrdo de BTL 20,0 umol L ™! sobre 0 CoAgBMNPs-PVP/GCE em
solugdo tampdo B-R 0,1 mol L™! (pH 2,0). Eaee = —0,15 V, taee = 120 s, AEs = 5,0 mV, a = 50,0 mV, f= 40,0 Hz.
(B) Curva de adicao de padrdo média (n = 8).
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4.2.12.1. Método comparativo para a determina¢do da BTL

A espectroscopia UV-vis foi utilizada como método comparativo para validar os dados
obtidos com o método voltamétrico. Os espectros UV-vis para a amostra de mel estdo
representados na Fig. 57, percebe-se que o mel sem a BTL apresenta um espectro que interfere
no sinal da BTL, que apresentou um Amax em 434 nm (Fig. 57A) ao qual pode ser atribuida a
transi¢do eletronica de transferéncia de carga do grupo amina para os grupos nitro. Portanto,
subtraiu-se o espectro da amostra de mel dos demais, o que resultou em espectros mais
resolvidos (Fig. 57B). O mesmo foi feito na amostra de geleia de maga (Fig. 58). Com isso,

aplicou-se os testes estatisticos ¢ e F, os resultados estdo reportados na Tabela 8. Observa-se
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que os resultados obtidos por ambos os métodos estdo muito proximos. Os valores de RSD sao
menores que 4,00 % e os testes estatisticos revelaram que ndo diferencga significativa entre a
precisdo (teste F) e exatidao (teste 7) entre os métodos utilizados. Estes resultados provam que
o método desenvolvido com o0 CoAgBMNPs-PVP/GCE pode ser usado para determinar BTL

com alta precisdo, exatidao e sensibilidade.

Figura 57: (A) Espectros UV-vis para a) branco, b) amostra de mel, ¢) amostra de mel fortificada, d-h) mel
fortificado mais BTL 10,0; 20,0; 30,0; 40,0 e 50,0 umol L™". (B) Espectros corrigidos.
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Figura 58: (A) Espectros UV-vis para a) branco, b) amostra de geleia de maga, c) amostra de geleia de maga
fortificada, d-h) geleia de magd fortificada mais BTL 10,0; 20,0; 30,0; 40,0 ¢ 50,0 umol L™'. (B) Espectros
corrigidos.
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Tabela 8: Determinagdo de BTL em amostras de mel e de geleia de maca por SWV usando o CoAgBMNPs-
PVP/GCE e por UV-vis.

Amostra Mel Geleia de maca
Valor verdadeiro (umol L) 5,00 5,00
Técnica SWV UV-vis SWV UV-vis
Valor encontrado (pmol L™)? 5,12 5,06 5,05 5,07
RSD%" 2,81 2,29 3,06 2,47
En 2,40 1,20 1,00 1,40
En¢ 1,18 - -0,39 -
fcalculado” 1,99 1,51 1,07 1,60
Fealculado' 1,54 1,53

n=8.

®Desvio padrio relativo.

“Erro relativo entre UV-vis ou CoAgBMNPs-PVP/GCE e o valor verdadeiro
9Erro relativo entre CoAgBMNPs-PVP/GCE e UV-vis.

el‘critico = 2,36

fF critico — 3,44
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CAPITULO 5. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, dois novos métodos analiticos baseados em eletrodos quimicamente
modificados com nanoparticulas bimetélicas foram desenvolvidos e aplicados na determinagao
eletroanalitica de desreguladores enddcrinos da classe das dinitroanilinas. O primeiro método
proposto foi baseado na modificagdo de um eletrodo de carbono vitreo com nanoparticulas
bimetalicas de prata e ouro estabilizadas em quitosana (AgAuBMNPs-CTS/GCE) e foi
empregado na determinacao de orizalina (ORZ). O segundo, por sua vez, consistiu na
preparagao de um eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de cobalto e prata
estabilizadas em poli(vinilpirrolidona) (CoAgBMNPs-PVP/GCE) e foi aplicado na
quantificagdo de butralina (BTL). Técnicas microscopicas, espectroscopicas e voltamétricas de
caracterizacdo comprovaram a eficiéncia nas modificagdes, bem como o excelente desempenho
dos detectores para serem utilizados em determinacdes eletroanaliticas.

Em ambos os métodos, os sensores AgAuBMNPs-CTS e CoAgBMNPs-PVP
proporcionaram um aumento da sensibilidade na determinacdo de ORZ e BTL,
respectivamente, em comparagdo ao método com os substratos sem modificagcdo. Os valores
obtidos para LOD e LOQ sdo na escala nanomolar. Quando aplicados na determinacdo de
desreguladores enddcrinos em matrizes complexas, os novos métodos forneceram respostas
precisas, exatas e exibiram boa estabilidade dos eletrodos quimicamente modificados ao longo
das aplicagdes. A presenca de ions metalicos e outros pesticidas com composi¢ao parecida nao
afetou o sinal de reducdo da ORZ e BTL, o que revelou a boa seletividade proporcionada pelas
modificagdes que bloqueiam o acesso dos interferentes devido a sua carga ou tamanho, sendo
permeavel apenas a espécie quimica de interesse. Ao fazer os testes estatisticos (¢ e F),
percebeu-se que ndo ha diferenca significativa na precisdo e exatiddo entre os métodos
propostos e os métodos comparativos.

Por fim, enfatiza-se que os eletrodos quimicamente modificados construidos sdo os
primeiros que ndo sdo de mercurio aplicados na determinacdo eletroanalitica de ORZ e BTL.
Portanto, sdo alternativas vidveis para esta fun¢do, ja que apresentam desempenhos parecidos
com o de mercurio. Além do mais, estes eletrodos podem ser utilizados como sensores
amperométricos em sistemas de fluxo, uma vez que revelaram uma boa seletividade para ambas

dinitroanilinas.
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