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RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvido um sensor eletroquimico para determinacdo de
bisfenol A, a partir da modificacdo da superficie de um eletrodo de carbono vitreo
com grafeno e nanoparticulas de ouro, sintetizadas em extrato de goiaba (Psidium
guajava). Para otimizar a sintese das nanoparticulas de ouro, fatores como a
propor¢cdo agua:extrato e concentracdo de &acido cloroaurico foram estudadas.
Avaliou-se também a propor¢cdo de grafeno para a modificacdo do eletrodo e um
melhor desempenho no sinal analitico. A propor¢édo de 1,0 mL de extrato:2,25 de
agua: 0,25 de HAUCI, 0,43 mmol L™ foi fixada para a sintese de nanoparticulas de
ouro. Para a construcdo do sensor eletroquimico utilizou-se uma dispersdo de 100
UL de nanoparticulas de ouro e 1,5 mg de grafeno. Investigou-se a faixa de pH e
natureza do eletrélito sobre o desempenho do sensor proposto sendo escolhido
como eletrélito uma solucéo tampdo acetato (0,1 mol L™) em pH 4,0. A técnica
voltamétrica selecionada para a realizacdo das andlises foi a voltametria de
varredura linear, cujo parametro a ser investigado foi a velocidade de varredura com
uma melhor resposta em 100 mV s™. Sob as condi¢Bes otimizadas, construiu-se
uma curva de calibragcéo a partir da corrente de pico resultante vs. concentracéo de
bisfenol A, apresentando linearidade em um intervalo de 6,66 a 36,4 umol L™ (r* =
0,993), com limite de deteccdo de 2,02 umol L. O sensor desenvolvido oferece
vantagens como a facilidade na construgéo e rapido tempo de andlise que, aliado a
boa sensibilidade e detectabilidade apresentada, faz deste método uma excelente

alternativa para determinacao de bisfenol A.

Palavras-chave: sensor eletroguimico, nanoparticulas de ouro, grafeno, sintese

verde, bisfenol A.
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1 INTRODUCAO

A presenca de desreguladores endocrinos no meio ambiente e em alimentos
tém gerado grande interesse cientifico, devido a capacidade destes em interferir nos
sistemas hormonais, afetando a saude dos seres humanos. A exposicdo e o
consumo destas substancias sdo alarmantes, pois, apesar de se encontrar em
baixas concentracdes nos organismos, séo fisiologicamente ativos. Na literatura séo
listadas diversas classes destes compostos tais como, ftalatos, bifenilas policloradas,
hidrocarbonetos arométicos policiclicos, dioxinas, e derivados de bisfendis.

O Bisfenol A, por exemplo, € um composto desregulador que interrompe a
funcdo de vérios receptores hormonais e promove diversos efeitos prejudiciais a
saude. Presente em embalagens de alimentos e utensilios € um monémero utilizado
na producao de plasticos em geral, e mais particular de policarbonatos e resinas
epoxi. Portanto, o desenvolvimento de metodologias para determinacdo deste
composto tornou-se necessario para monitoramento da qualidade de alimentos e
produtos comerciais.

A utilizagdo de métodos eletroanaliticos € uma alternativa para a
investigacdo de compostos desreguladores, devido a possibilidade de analise rapida
e direta das amostras dentre outras vantagens como sensibilidade, baixo custo e
seletividade. As técnicas voltamétricas destacam-se principalmente com relacdo ao
uso de sensores eletroquimicos que permitem uma resposta analitica aprimorada e
com baixa interferéncia. Nanotubos de carbonos, pontos quéanticos, grafeno e
nanoparticulas metéalicas sdo exemplos de materiais utilizados para modificar a
superficie do eletrodo e melhorar o seu desempenho.

Nanoparticulas metalicas de ouro sdo amplamente utilizadas em virtude da
sua biocompatibilidade e baixa toxicidade, além de propriedades condutoras e
opticas especificas. Devido a sua grande area superficial sdo empregadas na
funcionalizacdo e modificacdo de eletrodos, favorecendo a interacdo do analito na
sua superficie. A sintese de nanoparticulas de ouro geralmente é realizada com
reagentes téxicos e de alto custo, além das possiveis condigcbes extremas de
reacdo. Busca-se entdo, metodologias que minimizam o impacto ambiental através
do uso de rotas alternativas e utilizacdo de materiais ecologicamente sustentaveis.

Neste contexto, 0 uso de extratos vegetais tem sido explorado em funcdo da sua



11

capacidade de agir como agente redutor do ion metalico e estabilizante para a
sintese de nanoparticulas, garantindo uma menor toxicidade e baixo custo, além de
condicbes moderadas de reacao.

Deste modo, o presente trabalho propde a construcdo de um sensor
eletroquimico para determinacgéo de bisfenol A, a partir da modificacdo da superficie
de um eletrodo de carbono vitreo (GCE) com grafeno e nanoparticulas de ouro,

sintetizadas em extrato de goiaba (Psidium guajava).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Métodos Eletroanaliticos

Segundo a IUPAC!, métodos eletroanaliticos sdo métodos em que
propriedades elétricas, como corrente ou potencial, sdo medidas durante uma
reacao eletroquimica, onde o analito € conduzido até uma célula eletroquimica para
formacdo de um sinal proporcional a concentracdo. Este tipo de andlise tem suas
vantagens como a andlise direta de amostras sem necessidade de separagéo, bem
como a possibilidade de uso de amostras coloridas?.

Os métodos eletroanaliticos possuem elevada sensibilidade, custo
moderado além de seletividade, considerando-se ainda a possibilidade de
portabilidade do instrumento e o monitoramento de reagdes eletrodicas a partir de
modificacdes na interface eletrodo-solucdo®. Dentre os métodos eletroanaliticos, a
voltametria tornou-se a mais importante e difundida para a analise de compostos

organicos eletroativos.
2.1.1 Voltametria

A voltametria € um método eletroanalitico onde o sinal provém de
fendmenos na superficie do eletrodo de trabalho e a camada fina de solugéo
adjacente a essa superficie. Em comparacdo a outros métodos eletroanaliticos, a
voltametria utiliza trés eletrodos: eletrodo de referéncia (RE), eletrodo de trabalho
(WE) e contra eletrodo (CE)*. As informacées sobre o analito séo obtidas por meio
da medicdo da corrente ao se aplicar uma faixa de potencial entre o eletrodo de
trabalho e de referéncia®. O sinal de excitacdo de potencial é escolhido e aplicado ao
eletrodo, obtendo-se entdo curvas corrente-potencial que sdo denominadas de
voltamogramas.

O potencial é aplicado entre 0 RE e o WE, sendo que o fluxo de elétrons flui
entre 0 WE e o CE. O eletrodo de referéncia tem um potencial que permanece
constante durante o experimento e entdo monitora-se o potencial do eletrodo de

trabalho®. O esquema de uma célula eletroquimica é mostrado na Figura 1.
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Figura 1. llustracdo de uma célula eletroquimica de trés eletrodos; (A) representa o eletrodo de

trabalho, (B) o eletrodo de referéncia e (C) o contra-eletrodo (eletrodo auxiliar).

A B C

Fonte: Modificado de Zapp (2012)".

A corrente total € constituida de duas componentes; a corrente faradaica
relativa a reacdo de oxirreducdo e a corrente capacitiva referente a camada de
cargas existente na interface eletrodo/solucéo®. Adiciona-se um eletrélito de suporte
a solucdo com concentracdo 100x superior que a substancia eletroativa e mantém-
se a solugcdo em repouso para minimizar os processos de transporte de massa por
migracdo e convecgao, respectivamente®. Estes ajustes sdo necessarios para que o
transporte de massa por difusdo seja favorecido e possibilite a medigéo da corrente
de interesse do analito.

Se o solvente da solugdo for agua, é possivel empregar acidos, bases ou
mesmo sais como eletrolitos. Além disso, a solugdo pode, ou ndo, encontrar-se em
meio tamponado®. No tépico seguinte, serdo discutidas as técnicas voltamétricas

abordadas neste trabalho.

2.1.1.1 Voltametria Ciclica e Voltametria de Varredura linear

A voltametria ciclica (CV) é uma técnica eletroanalitica empregada para
investigar processos de reducdo e oxidacdo de espécies quimicas, bem como
cinéticas de reacbes e o acompanhamento de reacdes envolvendo produtos

formados no eletrodo de trabalho®.
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Nesta técnica, considerando a convencdo IUPAC, a variagdo do potencial
para regides mais positivas promove a reacdo de oxidacdo do analito em solucéo,
formando um pico de corrente (pico anddico) proporcional a concentracdo deste,
como mostra a Figura 2A. Quando o potencial se desloca para potenciais mais
negativos se observa a reducdo do analito, através da formacdo de um pico de
corrente no sentido contrario (pico catodico)'’. A varredura de potencial nos dois

sentidos € linear em relacdo ao tempo (Figura 2B).

Figura 2. Representacdo esquematica de um voltamograma ciclico. (A) O pico iy, € referente a
corrente anddica e iy, a corrente catodica. Ey, e Ep. correspondem aos potenciais anddicos e
catodicos, respectivamente, e AE, refere-se a distancia dos picos de oxidagéo e redugéo. (B) Sinal de
excitacdo utilizado na técnica CV.

A

-0.6

04—

0.0—

Y
potencial

(A)

0.2 —

0.4 —

06—

08

tempo

Fonte: FERNANDES (2012)*.

Na voltametria de varredura linear (LSV) o voltamograma obtido é
equivalente a um Unico segmento de um voltamograma ciclico (Figura 3A). Nesta
técnica, aplica-se ao eletrodo de trabalho um potencial que varia linearmente com o
tempo® (Figura 3B).

A medida da corrente é feita de maneira direta, em funcdo do potencial
aplicado, conforme destacado na Figura 3. A LSV fornece informacdes qualitativas e
guantitativas sobre sistemas eletroquimicos e se tornou bem estabelecida como uma

ferramenta de caracterizacéo rapida e confiavel®.
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Figura 3. (A) Representacdo esquematica de um voltamograma de varredura linear. (B) Sinal de

excitacdo do potencial utilizado na técnica LSV.

comenie

potencial

Considerando E2 > E1

patencial

Fonte: Pacheco et al. (2013)°.

2.2 Sensor Eletroquimico

Sensores eletroquimicos séo aplicados nas andlises de diversos analitos e
geralmente sdo construidos a partir da incorporacdo de nanomateriais a superficie
de eletrodos sélidos convencionais (ex: GCE) que tornam mais sensiveis e/ou
seletivos. Ao modificar a superficie do eletrodo, atribui-se uma melhora em sua
propriedade eletroquimica que facilita, entre outros, na transferéncia de elétrons™*.

Ao escolher um eletrodo-base para modificacdo algumas propriedades
devem ser consideradas, como a garantia de uma resposta estavel e reprodutiva,
nao apresentar degradacao e nao sofrer reacdes de oxirreducdo que possam alterar
a sua estrutura, bem como o resultado obtido na anélise'®. Dentre os substratos
convencionais mais empregados para modificacdo utilizam-se os eletrodos metalicos
de ouro, platina e cobre, e os materiais carbonaceos, como o carbono grafite e o
carbono vitreo.

As superficies dos eletrodos podem ser modificadas por substancias
inorganicas, organicas e compostos eletroativos de metais organicos, biomateriais,
filmes poliméricos e metais'®. Além disso, uma série de nanomateriais pode ser
utilizada na modificacdo de sensores como, por exemplo, nanotubos de carbonos,

pontos quanticos, grafeno e nanoparticulas metalicas®’.
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2.2.1 Nanotecnologia e Nanoparticulas Metélicas

O uso de materiais em escala nanométrica (1 a 100 nm) vem trazendo
inovacdes para as mais diversas areas do conhecimento. Tais estruturas possuem
propriedades fisicas e quimicas que diferem das propriedades presentes em
materiais macroscopicos®®. Conceitos relacionados & nanotecnologia estdo sendo
constantemente atualizados, devido ao desenvolvimento de novos nanomateriais
gue apresentam diversas possibilidades de criacdo, inovacdo e implementacao
aplicadas a novas tecnologias™ %°.

Mesmo antes do termo “nanotecnologia”, nanomateriais ja eram obtidos e
utilizados pela sociedade, um exemplo é o uso de nanoparticulas de prata e ouro em
vitrais de varias igrejas da Europa Medieval, no qual é possivel visualizar diferentes
cores atribuidas ao vidro®*. Fendmenos relacionados aos sistemas nanoparticulados
foram reconhecidos por Faraday, no século XIX e aplicagbes com nanoparticulas
iniciaram-se na area da eletrbnica na década de 1980, avancando para industria
guimica e de materiais, farmacéutica, biomédica bem como na area ambiental e de
defesa®.

Nanoparticulas metélicas (NPM) tém gerado interesse pelo fato de
apresentarem propriedades fisicas, quimicas e/ou biolégicas distintas em
comparacdo as particulas macroestruturadas®®. Possuem caracteristicas fisico-
guimicas bem definidas, como propriedades magnéticas, cataliticas e
antimicrobianas, além da acentuagdo na reatividade quimica e no comportamento
catalitico®

Segundo Firdhouse e Lalitha®, a sintese de nanoparticulas possui desafios,
pois geralmente depende do uso de reagentes toxicos e de alto custo, além do alto
consumo de reagentes e condi¢cdes extremas de reacdo para promover a formacgéo
de particulas puras e bem definidas. Existem duas classificagbes para a sintese de
nanoparticulas®®?’;
> Processo top-down, no qual o material é quebrado subsequentemente até
gue a escala nanométrica seja alcangada (desconstrucao).
> Processo bottom-up, onde &tomos ou moléculas sdo montados em

estruturas maiores até que a nanoescala seja obtida.
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Sao empregados diversos métodos para a sintese de nanoparticulas como:
reducdo quimica, processo por sol-gel, reducéo assistida por ultrassom, pirélise por
spray ou laser”®. Os tamanhos e as formas das nanoparticulas podem causar
alteracbes em sua coloracao (Figura 4), como o ouro em esferas, que apresenta
coloracdo desde o violeta até o vermelho.

Figura 4. Escala de cores das nanoparticulas de ouro em funcao dos tamanhos (18 a 250 nm)

:

18nm 250nm

f

Fonte: Figueira e Santos (2017)%.

Nanoparticulas de ouro (AuNP) tem atraido a atencdo por sua baixa
toxicidade, biocompatibilidade e propriedades opticas especificas; além disso, sdo
utilizados para medir a presenca e/ou atividade de certos analitos a partir da
construcdo de sensores®. As AUNP possuem uma area superficial maior em relaco
ao material de origem resultando em uma tendéncia de aglomeracdo. Sendo assim,
faz-se necessario o uso de compostos (por exemplo, surfactantes, polimeros) que
promovam a estabilizacdo das particulas por acdo eletrostatica, estérica ou
eletroestérica®.

Apesar de 0 ouro ser pouco ativo como catalisador, possui 6tima atividade
catalitica na forma de nanoparticulas, especialmente em reac¢des redox, como na
oxidacdo de CO em baixas temperaturas®. Alterando algumas variaveis, tais como
0S reagentes, a temperatura e a velocidade de reacdo, é possivel controlar
processos de nucleacdo e crescimento, alcancando as propriedades desejadas®.
Segundo Almeida®, existem diversos métodos quimicos para sintese das AuNP,



18

sendo o método de Turkevitch (citrato como agente redutor do sal de HAuCl;) um

dos mais utilizados.

2.2.1.2 Sintese verde

Extratos de plantas vém sendo utilizados para a biossintese de NPMs; a
reducdo do ion metélico neste caso ocorre por meio da acdo de biomoléculas
presentes no meio vegetal®. Estes extratos e outras matérias-primas naturais sdo
otimos reagentes alternativos, devido ao baixo custo e baixa toxicidade, além de
necessitar de condicdes moderadas (temperatura e pressdo) durante a reagéo *.

Compostos fendlicos, terpendides, polissacarideos e flavonoides presentes
nos vegetais sdo exemplos de espécies que possibilitam a reducdo do metal. A
natureza do extrato vegetal, sua concentracdo, o pH, a temperatura e o tempo de
contato influenciam na forma e tamanho das nanoparticulas formadas®.

Hé& descrito na literatura por Kumar e Yadav®’ a sintese de nanoparticulas de
ouro e prata utilizando extratos de plantas; folhas de capim-limdo e Aloe-vera, e
também o uso de alguns extratos de frutas.

Nas propor¢cbes adequadas, o extrato vegetal obtido em conjunto com a
solucdo do ion metalico permite a reducédo do metal e sua agregacao até a formacéao
das nanoparticulas metalicas. As estruturas presentes no extrato também atuam
como estabilizante das nanoparticulas, formando uma camada na sua superficie,
evitando assim, o processo de coalescéncia®. A Figura 5A mostra as possibilidades
de fontes vegetais utilizadas na sintese verde das nanoparticulas metalicas e
exemplos de compostos fendlicos presentes nestes extratos.

A Figura 5B mostra a formacdo de AuNP promovidas por compostos
fendlicos presentes em extratos vegetais. Os compostos fendlicos atuam como
biorredutor, formando um anel quelato com as hidroxilas adjacentes e o fon Au®".
Devido ao alto potencial redox, o fon é reduzido a Au® e os grupos hidroxila sdo
oxidados, formando quinonas. Os atomos de Au® colidem para formar AuNP sendo

estabilizadas pelos polifendis e pelas quinonas®.
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Figura 5. (A) Diferentes fontes de extratos vegetais contendo os compostos fendlicos usados na
sintese de nanoparticulas metélicas. (B) llustracdo de formacao e estabilizacdo de AUNP promovidas

por compostos fendlicos presentes em extratos vegetais.
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Fonte: Modificado de KUMAR et al. (2020)*°; RAKHI e GOPAL (2012)*.

Neste trabalho, o extrato da goiaba (Psidium guajava) foi utilizada como
agente redutor e estabilizante para a formacdo de AuNP. Este fruto esta presente
nos paises das regides tropicais e subtropicais, sendo amplamente utilizado como
alimento na producdo de geleias, sorvetes, sucos e vinhos, além de seu uso na
medicina popular®’.

A goiaba possui alto teor de acidos fendlicos, como o acido ferulico e o &cido
galico® e constitui-se principalmente de taninos, flavonoides, 6leos essenciais,

alcoois sesquiterpendides e acidos triterpendides™.

2.2.2 Grafeno

O grafeno é uma folha plana de atomos de carbonos compactados em uma

grade de duas dimensdes com espessura de apenas um atomo, organizado em uma

estrutura cristalina hexagonal®. Pode ser considerada a unidade basica para
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diferentes al6tropos de carbono; os nanotubos de carbono, por exemplo, podem ser
visualizados como uma folha de grafeno enrolada, enquanto o grafite € composto
por camadas de grafeno®. E caracterizado por ser um sélido com estrutura lamelar,
onde cada &tomo de carbono com hibridizacéo sp? esta ligado a outros trés atomos,

formando folhas bidimensionais com a aparéncia de uma colmeia®.

Figura 6. Estrutura hexagonal do grafeno.

Fonte: Libisch (2017)*".

Devido a conjugacdo 1 sobre toda a estrutura, o grafeno possui
propriedades térmicas, mecanicas e elétricas, e vem ganhando interesse em
processos experimentais*®. A interacdo do grafeno ocorre por adsorcéo fisica (17- T
interacdes), de maneira que é possivel introduzir grupos funcionais ou alterar a
estrutura do material para uma maior reatividade na superficie®.

O uso do grafeno vem atraindo a atencédo na area da eletroquimica e na
construcdo de sensores, isso se deve ao baixo ruido elétrico causado pela qualidade
do cristal, sua robustez, alta flexibilidade e condutividade elétrica®®. Além disso, a
estrutura tem alta mobilidade elétrica e possui uma maior area superficial, garantindo
gue o transporte de elétrons, atraves do grafeno, se torne mais sensivel na preseca
de espécies adsorvidas na superficie®".

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de sensores vem sendo aprimorado
com a incorporagao de diversos nanomateriais que contribuem para a melhoria do
desempenho analitico. O grafeno em conjunto com nanoparticulas metélicas, tem
sido utilizado para construcdo de sensores para deteccdo em amostras clinicas,

alimenticias e na area ambiental®?.
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2.3 Desreguladores Endécrinos

Presentes no meio ambiente em concentracdes da ordem de pg L™ e ng L™,
os desreguladores enddcrinos (ED) sdo uma categoria de poluentes que intervém
nas funcdes do sistema enddcrino, causando efeitos adversos a saude humana e

animal®

. Esse mecanismo ocorre de forma a alterar os niveis hormonais, inibindo ou
estimulando a producdo e o metabolismo de hormdénios, de forma a afetar as
funcées no organismo>*.

Vérias substancias quimicas sédo suspeitas por alterar o sistema enddcrino, e
séo associadas ao surgimento de doengas como cancer de testiculo, de mama e de
prostata, a queda da taxa de espermatozoides, deformidade dos 6&rgdos
reprodutivos, disfuncdo da tireoide e alteracbes relacionadas ao sistema
neurolégico®.

Advindo principalmente de atividades industriais, os ED sao usados, por
exemplo, como pesticidas e aditivos para roupas, brinquedos, alimentos ou materiais
de armazenamento e embalagem®. Os seres humanos estdo expostos a uma
grande variedade de ED, que incluem: ftalatos, bifenilas policloradas,
hidrocarbonetos arométicos policiclicos, dioxinas, produtos quimicos perfluorados e

derivados de bisfenois®®.
2.3.1 Bisfenol A

O Bisfenol A (BPA) é usado na polimerizagédo para producéo de plasticos de
policarbonato. Os policarbonatos sdo utilizados em itens para armazenar e servir
alimentos, como garrafas reutilizaveis de bebidas, talheres (pratos e canecas) e
recipientes de armazenamento. O BPA também é usado para produzir resinas epoxi,
utilizadas como componentes de revestimentos para embalagens de alimentos e
latas de bebidas®’. Apesar de sua importancia econdmica, com uma producéo
estimada em 10 milhdes de toneladas por ano, possui graves problemas devido ao
seu carater toxico>®.

A exposicédo ao BPA ocorre predominantemente pela alimentagcao, devido a
lixiviagdo do composto nas embalagens e em recipientes de alimentos e bebidas,

porém fontes nao-alimentares podem contribuir na toxicidade por BPA, seja pela
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pele ou por inalac&o®. Por ser um composto difenil com dois grupos hidroxila em
posicao “para”’, o BPA torna-se semelhante ao estrogénio sintético. Essa estrutura
fendlica (Figura 7) facilita a associacdo do BPA aos receptores de estrogénios®,

caracterizando-o como um ED.

Figura 7. Estrutura quimica do Bisfenol A

HO OH

As técnicas mais usuais para determinar o teor de BPA, em diferentes
matrizes, incluem cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e cromatografia
gasosa acoplada ao espectrometro de massas (GC-MS)®. Apesar disso, tais
métodos de separacdo envolvem longo tempo de execucgao, alto custo instrumental,
além da necessidade de etapas de pré-concentracao.

Porém, o desenvolvimento de sensores eletroquimicos para deteccdo de
BPA tem gerado grande interesse, devido a uma maior sensibilidade e seletividade.
Diversos sensores eletroquimicos foram desenvolvidos utilizando diferentes
nanomateriais e bioreceptores, para deteccdo deste composto em amostras de

interesse ambiental®?.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver um sensor eletroquimico para determinacdo de bisfenol A
(BPA) a partir da modificagcdo da superficie do eletrodo de carbono vitreo com
grafeno e nanoparticulas de ouro, sintetizadas em extrato de goiaba (Psidium

guajava).

3.2 Objetivos especificos

° Sintetizar nanoparticulas de ouro (AuNP) usando extrato de goiaba (Psidium
guajava) e otimizar os parametros da sintese (relacdo da proporcdo de
agua:extrato:acido cloroaurico);

° Estudar o efeito da suspensdo de AuNP e AuNP:grafeno na construcdo do
sensor e otimizar a proporgao;

° Caracterizar os nanomateriais por espectroscopia UV-vis;

° Construir um sensor a partir da modificagdo da superficie de um eletrodo de
carbono vitreo com filme de AuNP-Grafeno;

° Avaliar a contribuicdo de cada modificador, separadamente, na resposta
analitica do sensor comparativamente ao GCE;

° Investigar a reacdo de oxirreducdo do BPA sobre a superficie do sensor
eletroquimico;

° Otimizar os parametros experimentais do meétodo (natureza e o pH do
eletrélito suporte, escolha da técnica voltamétrica e otimizacdo dos parametros da
técnica escolhida);

° Obter a curva de calibracdo para o BPA e determinar os parametros

analiticos como faixa linear, limite de deteccao e limite de quantificacao;
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Reagentes e solucdes

As solucbdes foram preparadas com agua ultrapura, obtida a partir de um
sistema Milli-Q (Millpore, USA) e todos os reagentes utilizados nos procedimentos
experimentais possuem grau analitico. HAuCl, (Sigma-Aldrich) e grafeno (2DM)
foram utilizados para modificacdo do eletrodo. Para preparo do tampédo PBS 0,02
mol L, foram utilizados cloreto de sédio, cloreto de potassio, monohidrogenofosfato
de sédio e monohidrogenofosfato de potassio, adquiridos da Synth.

Solugdes tampédo acetato (0,1 mol L™, pH = 3,0; 4,0 e 5,0) foram preparadas
usando-se uma mistura de 8,20 g acetato de sddio (Sigma-Aldrich) e 5,72 mL de
acido acético (Vetec) sendo os reagentes solubilizados com &gua ultrapura e
avolumada para 1,00 L. O ajuste do pH destas solucdes foi realizado através da
adicdo de hidroxido de sédio 40% (Lafan) ou acido acético (Vetec), conforme
necessario.

Solugdes tampéo fosfato (0,1 mol L™, pH = 6,0; 7,0 e 8,0) foram preparadas
utilizando-se uma mistura de 11,9 g de monohidrogenofosfato de potassio (Synth) e
14,2 g de dihidrogenofosfato de potassio (Synth) sendo os reagentes solubilizados
com agua ultrapura e avolumada para 1,0 L. O ajuste do pH destas solucbes foi
realizado através da adicdo de hidroxido de sodio 40% (Lafan) ou &cido fosférico
(Vetec), conforme necessario

Solucao aquosa de Kg[Fe(CN)e]?"M' foi preparada a partir de 5,0 mmol L™ de
ferricianeto de potassio (K3[Fe(CN)g]) e ferrocianeto de potassio (KsFe(CN)g)),
(Sigma-Aldrich) em solucdo 0,1 mol L™ de cloreto de potéssio.

A solucdo estoque de bisfenol A (Sigma-Aldrich) foi preparada na
concentracdo de 10,0 mmol L™ e avolumada para 10,0 mL em etanol:4gua. As

solucBes de menores concentracdes foram preparadas mediante diluigéo.
4.2 Instrumentacao

Para pesagem dos reagentes foi utilizado a balanca analitica Shimadzu

AUW?220D. Analises espectrofotométricas foram realizadas em espectrofotdbmetro
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Cary 60 UV-vis (Agilent Technologies, USA) com uma cubeta de quartzo (caminho
optico de 1 cm). As medidas de pH foram realizadas empregando um pHmetro da
Micronal modelo B-475 contendo um eletrodo de vidro combinado. Um banho de
ultrassom, Unique 1400A, foi utilizado no preparo e homogeneizagéo das solucoes e
amostras. O extrato de goiaba foi centrifugado em uma centrifuga marca Eppendorf
modelo 5424R.

As medidas obtidas por voltametria ciclica (CV) e voltametria de varredura
linear (LSV) foram realizadas num potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT101
(Eco Chemie, The Nederlands), conectado ao software de processamento de dados
NOVA versdo 1.10. As andlises voltamétricas foram realizadas em um sistema
contendo trés eletrodos, acoplado a uma célula de vidro com capacidade para
15,0 mL. Foi utilizado o AuNP-GR/GCE como eletrodo de trabalho, uma placa de
platina (0,5 cm?) como contra-eletrodo e um eletrodo de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™)

como referéncia.

4.3 Parte Experimental

4.3.1 Obtencéo do extrato e biossintese de AUNP

As nanoparticulas de ouro (AuNP) foram sintetizadas a partir de uma
solucdo de HAuUCl, 6 mmol L™ e extrato de goiaba (Psidium guajava). A goiaba foi
obtida no comércio local de Florianopolis - SC.

Inicialmente, o fruto da goiaba foi lavado com agua ultrapura e cortado em
pequenos pedacos. Uma massa de 5 g de goiaba foi macerada, com auxilio de
almofariz e pistilo, e diluida com a adicdo de 20 mL de agua ultrapura. O extrato foi
centrifugado a 10.000 rpm por 3 min a 25°C, de forma a retirar o sobrenadante
resultante. Uma solucéo limpida foi obtida, sendo esta utilizada na sintese de AUNP
como agente redutor e estabilizante.

Para a sintese o volume de 1,0 mL do extrato de goiaba foi diluido em 2,25
mL de &gua ultrapura em um béquer. Entédo, 0,25 mL de solu¢cdo de HAuCl, (6 mmol
L") foi adicionado rapidamente & mistura. O sistema foi mantido por agitacéo

magnética constante durante dez minutos até o aparecimento da coloragdo roxo
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avermelhada, caracteristico de AuNP (Figura 8). A caracterizacdo do nanomaterial

formado foi realizado por espectrofotometria UV-VIS.

Figura 8. Representacdo das etapas da sintese verde de AuNP utilizando extrato do fruto da goiaba.
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.3.2 Construcédo do sensor eletroquimico

Primeiramente, pesou-se 1,5 mg de grafeno (GR) em um eppendorf. Apés,
foram adicionados 100 puL de AuNP e a mistura foi agitada por 1 min em vortex e
colocada no banho de ultrassom até a homogeneizacao do sistema. Esta disperséo,
denominada AuNP-GR, foi utilizada para modificacdo do GCE.

A superficie do GCE foi limpa através de polimento em suspensao de
alumina (granulometria 0,05 pm) sobre tecido feltro. A modificacdo do eletrodo foi
feita pelo método “drop coating” através do gotejamento de uma aliquota de 2 pL da
dispersdo AuUNP-GR, com o auxilio de uma micropipeta, sobre a superficie do GCE
limpo. A superficie do eletrodo foi seca em dessecador sob vacuo, durante 15 min,
resultando no eletrodo de trabalho (AuNP-GR/GCE). Para fins comparativos foram
avaliados um eletrodo sem modificacdo (GCE) e um eletrodo modificado apenas

com AuNP (AuNP/GCE) construido através do mesmo procedimento descrito acima.

4.4 Medidas eletroquimicas

Os experimentos voltamétricos foram realizados a temperatura ambiente

(25 °C) em uma célula eletroquimica contendo 15,0 mL do eletrdlito de suporte
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(tamp&o acetato 0,1 mol L™; pH 4,0) e o volume requerido da substancia analisada
(solucdo padrdo ou amostra). Os voltamogramas foram registrados ap0s agitacéao
magnética durante 60 segundos, tempo necessario para a homogeneizacdo da
solucdo na célula. Todas as medidas de potencial foram obtidas vs. Ag/AgCI (KCI,
3,0 mol LY. As andlises empregando LSV foram realizadas em intervalo de
potencial de + 0,2 a + 1,2 V, com velocidade de varredura de 100 mV s™, apds
sucessivas adicfes de analito com auxilio de uma micropipeta. Os voltamogramas
ciclicos foram obtidos em intervalo de potencial de - 0,5 a + 1,2 V com velocidade de

varredura de 100 mV s™.
4.5 Seguranca no laboratério e tratamento dos residuos

A utilizag&o de jaleco, calgas e luvas foi considerada a vestimenta adequada
para realizacdo dos experimentos. Quando necessario, a manipulacdo de reagentes
e o preparo de solucdes foram realizados na capela equipada com exaustor.

Os residuos gerados compreendem a classe de residuos aquosos (em sua
maioria, solugbes tampdo e compostos fendlicos), sendo pouco frequente o uso de
solventes organicos. As nanoparticulas de ouro foram preparadas visando a quimica
verde, evitando assim produtos téxicos ao final do processo. Porém, devido ao seu
tamanho, as nanoparticulas e o grafeno possuem facilidade de difusdo em recursos
hidricos e solos, além da dificil remocao por técnicas de filtracao convencionais.

Por isso, tanto os residuos aquosos quanto os residuos de nanoparticulas e
grafeno foram armazenados no laboratério, sendo depois coletados e devidamente
tratados pela empresa PROACTIVA, contratada pela Coordenadoria de Gestao de
Residuos da UFSC. Os residuos solidos, como luvas e ponteiras, também foram
armazenados no laboratério, sendo depois coletadas e descartados pela mesma

empresa.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Sintese e desempenho de AuNP

Inicialmente, a formacdo das nanoparticulas de ouro (AuNP) empregando
uma solucéo de HAUCI, 6 mmol L™ e diferentes volumes (mL) de extrato de goiaba
foi avaliada. O resultado dessa sintese foi caracterizado por UV-Vis.

Apés otimizacdo, as AuNP foram empregadas na modificacdo da superficie
de um eletrodo de carbono vitreo (GCE) e a resposta eletroquimica foi avaliada por

4 am

voltametria ciclica usando uma solucdo 5,0 mmol L™ do par redox [Fe(CN)g]
solucdo de cloreto de potassio 0,1 mol L?, que foi utilizada como uma sonda

eletroquimica padrao.
5.1.1 Estudo da proporcao do extrato

Com o objetivo de analisar e otimizar a formag&o das AuNP, realizou-se trés
sinteses com diferentes propor¢cdes de extrato:agua: (I) 0,75:2,50; (1) 1,00:2,25;
(1n1,5:1,75 (v/v) como mostra a Tabela 1. Em seguida, uma solu¢édo de HAuCl, (6
mmol L™, 0,25 mL) foi adicionada & esses extratos e apés um tempo médio de 10

min houve a formacéo das AuNP.

Tabela 1. Propor¢éo de extrato:agua usada na sintese de AuNP.

Disperséo coloidal I I [
Volume extrato (mL) 0,75 1,00 1,50
Volume agua (mL) 250 2,25 1,75
Volume HAUCI, (mL) 0,25 0,25 0,25
Volume total (mL) 3,50 3,50 3,50

O extrato vegetal utilizado nas trés sinteses foi obtido da mesma fruta e o
término da sintese foi indicado apés aparecimento da coloracdo roxo avermelhada
caracteristica das AuNP. O tempo de sintese variou entre 7 e 10 min, dependendo

da proporcao de extrato: agua utilizada na sintese das nanoparticulas.
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Apos a sintese, 2,0 uL de cada dispersao foram gotejados sobre a superficie
de um eletrodo de carbono vitreo (GCE). Apds a secagem do filme de AuNP, sob

vacuo (15 min), os voltamogramas ciclicos foram obtidos usando uma solucéao 5,0

3-/4-

mmol L™ do sistema [Fe(CN)g] (considerada como uma sonda eletroquimica

padr&o) preparado em solucéo de cloreto de potassio 0,1 mol L™ (Figura 9).

Figura 9. Estudo da proporgéo do extrato vegetal utilizado na sintese de AuNP. (A) Voltamogramas
ciclicos obtidos em solugdo do par redox [Fe(CN)6] ™, 5,0 mmol L™ e KCI 0,1 mol L™ aplicando GCE
e AuNP/GCE empregando suspensdes de nanoparticulas sintetizadas com os seguintes volumes de
extrato: 1) 0,75 mL ; 1) 1,00 mL e 1ll) 1,50 mL. (B) Respostas relativas (%).
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Baseado nos dados apresentados na Figura 9, a propor¢éo Il (extrato:dgua
1,00:2,50) obteve uma corrente de pico superior ao GCE, além de deslocar o
potencial redox para valores mais negativos indicando que a reacdo do analito é
favorecida por efeito eletrocatalitico. Sendo assim, essa proporcéo foi fixada para os
demais testes. SupBe-se que o menor sinal obtido pela proporcéo Il (extrato:agua
1,50:1,75) é decorrente do maior volume da dispersdo que dificulta a formacdo do
filme sobre a superficie do eletrodo.

De forma a aprimorar a resposta obtido pelo sensor eletroquimico, fez-se
estudos posteriores para a otimizacdo da sintese alterando-se a concentracdo de

HAuCI, na proporcéo Il escolhida.

5.1.2 Estudo da concentracdo de HAuCl,

Nesta etapa foi otimizada a concentracdo da solugdo de ouro usada na

sintese das AuNP e na resposta do sensor. Sendo assim, uma solucdo HAuCl, 6,0
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mmol L™ foi empregada em trés sinteses distintas utilizando o volume do extrato
fixado em 1,0 mL, conforme definido acima (item 5.1.1). A variacdo da concentracao

(0,26; 0,43 e 0,73 mmol L) da solucdo de HAUCI, se encontra descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Variacédo da concentragédo de HAuUCI, na otimizacé@o da sintese de AuNP.

Disperséo Coloidal I Il 1]
Volume extrato (mL) 1,00 1,00 1,00
Volume agua (mL) 2,25 2,25 2,25
Volume HAuCl, (mL) 0,15 0,25 0,45
[HAUCI4 (mmol L) 0,26 0,43 0,73

O extrato vegetal utilizado nas trés sinteses foi preparado a partir da mesma
fruta. O término da sintese foi indicado pela coloracdo roxo avermelhada. Apds a
sintese, 2,0 uL de cada disperséo foi gotejada sobre a superficie do GCE e apos
secagem do filme contendo nanoparticulas (AuNP/GCE), avaliou-se o0s
voltamogramas ciclicos obtidos em solucéo [Fe(CN)g] 3"4',5,0 mmol L, como mostra

a Figura 10.

Figura 10. Estudo da concentracdo de HAuCl4 na sintese de AuNP. (A) Voltamogramas ciclicos
obtidos em solucdo do par redox [Fe(CN)g *** 5,0 mmol L™ e KCI 0,1 mol L™ aplicando GCE e
AuNP/GCE empregando suspensfes de nanoparticulas sintetizadas com as seguintes concentracdes
de HAUCI,4: (1) 0,26 mmol L™, (11) 0,43 mmol L™ e (1) 0,73 mmol L™. (B) Respostas Relativas (%).
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A partir dos dados apresentados na Figura 10 € possivel observar um bom
perfil voltameétrico e a maior resposta do sensor obtida usando as AuNP sintetizadas

em solucdo de HAUCI, 0,43 mmol L™, superior & resposta utilizando o GCE e as
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concentracgdes | e Il. Portanto, a propor¢ado de 1,0 mL de extrato:2,25 de agua, 0,43
mmol L™ de HAUCI, foi fixada para a sintese de AUNP e a suspens&o resultante foi

aplicada como modificador da superficie do GCE nos estudos posteriores.

5.1.3 Caracterizacao da AuNP

Na sintese das AuNP ao empregar uma solugcdo de HAUCl, 6 mmol L' e o
extrato de goiaba diluido, foi observado o aparecimento da coloracdo roxo
avermelhada (Figura 11A, Il), que difere da solugéo limpida do extrato de goiaba
(Figura 11A, ).

As medidas espectrofotométricas foram utilizadas para monitorar a formacao
e estabilidade das nanoparticulas nas diferentes proporcdes estudadas. Na Figura
11B, é possivel observar os espectros UV-vis com banda em aproximadamente 550
nm (banda caracteristica de AuNP) das dispersdes obtidas nas proporc¢ées: I) 0,75;
I1) 1,00 e IIl) 1,50 mL de extrato de goiaba. A presenca da banda plasménica do ouro
indica a formacéo de nanoparticulas metalicas, resultado da interacdo da radiacao

eletromagnética incidente e os elétrons livres na banda de conducdo do metal®.

Figura 11. (A) Solucao de extrato de goiaba (I) e dispersédo de AuNP (ll) sintetizada a partir do extrato
de goiaba. (B) Espectro UV-vis para a dispersdo de AuNP sintetizadas com HAuCl, 0,43 mmol L™ nas

proporcdes com: 1) 0,75; 11) 1,00 e 1ll) 1,50 mL de extrato de goiaba.
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Além disso, € possivel observar que as dispersdes | e Il possuem valores de

absorvancia proximos entre si apresentando uma banda bem definida em 550 nm
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caracteristica de nanoparticulas menores com diametro em torno de 50 nm. A banda
referente a disperséo Ill, no entanto, apresenta um deslocamento para maiores
comprimentos de onda indicando menor estabilidade da dispersdo em maiores
concentracbes de extrato, bem como a formagdo de nanoparticulas de maior
didmetro (em torno de 100 nm). Este dado est& de acordo com o resultado obtido na
Figura 9, que demostra uma queda significativa do sinal de corrente empregando 1,5

mL de extrato na sintese.

5.2 Construcdo e otimizacao do sensor eletroquimico

Para otimizacdo do eletrodo modificado utilizou-se a voltametria ciclica,

%4 preparada em KCI 0,1 mol L™,

empregando uma solucgéo 5,0 mmol L™ [Fe(CN)g]
Estes estudos permitiram avaliar, separadamente, a contribuicdo de cada

modificador utilizado na constru¢cédo do sensor.

5.2.1 Estudo da proporcéo de grafeno

Aliquotas de 100 pL de AuNP, sintetizadas a partir de 1,00 mL do extrato
vegetal, 2,25 mL de &gua e 0,43 mmol L™ de HAuCl,, foram adicionadas a diferentes
guantidades de grafeno. As proporcdes estabelecidas para preparo da dispersao
AuNP-GR se encontram na tabela 3 abaixo.

Tabela 3. Propor¢des de grafeno avaliadas para a dispersdo AuNP-GR

Dispersédo AuNP-GR I Il 11
Volume de AuNP (pL) 100 100 100
Massa de Grafeno (mg) 0,75 1,00 1,50

Apés solubilizacdo da suspensdo AuNP:grafeno em banho de ultrassom, 2,0
uL de cada dispersao foi gotejada sobre a superficie do eletrodo de carbono vitreo
(GCE). Apos secagem do filme AuNP-GR, avaliou-se os sinais de corrente obtidos

por meio dos voltamogramas resultantes, representados nas Figuras 12A e B.
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Figura 12. Estudo da concentracdo de grafeno aplicado a suspensao AuNP. (A) Voltamogramas

ciclicos obtidos em solucsio do par redox [Fe(CN)g] *™*

/5,0 mmol L™ em KCI 0,1 mol L™ aplicando
GCE e AuNP-GR/GCE empregando as seguintes massas de grafeno: 0,5, 1,0 e 1,5 mg. (B)

Respostas Relativas (%).
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E possivel observar na Figura 12B que a massa de 1,5 mg de grafeno
(dispersao Il) apresentou sinal de corrente aproximadamente 2,5 vezes maior que 0
GCE e 1,5 a 2,0 vezes maior que as correntes obtidas pelas massas 0,5 mg e 1,0
mg respectivamente. Uma hipétese que pode explicar este expressivo ganho de
corrente € a acdo do grafeno auxiliando na deposi¢cado do analito sobre a superficie e
no aumento na condutividade do sistema®.

Foram avaliadas dispersdes com maiores propor¢des de grafeno, porém o
filme formado sobre o GCE se desprendeu durante a analise impossibilitando a
medida. Portanto, fixou-se a proporcdo de 1,5 mg de grafeno em 100 pL da
suspensao AuNP para otimizacao do eletrodo em estudos posteriores.

A construgcdo do sensor foi entdo fixada nas seguintes proporgdes de
modificadores: 100 pL de AuNP e 1,5 mg de grafeno, sendo o eletrodo denominado
AuNP-GR/GCE.

5.2.2 Contribuicdo dos modificadores

A contribuicdo de cada modificador foi avaliada construindo trés eletrodos
distintos: um GCE sem modificacdo, um GCE modificado apenas com a disperséo
de AuNP sintetizadas com o extrato de goiaba (AuNP/GCE) e um GCE modificado

com suspensdo das nanoparticulas em extrato de goiaba e grafeno (AuNP-
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GR/GCE). Abaixo, na Figura 13, encontram-se 0s sinais obtidos por meio dos

voltamogramas resultantes para os trés eletrodos analisados.

Figura 13. Estudo da contribuicdo dos modificadores. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos em solugéo
do par redox [Fe(CN)g] ***.5,0 mmol L™ em KCI 0,1 mol L, utilizando trés eletrodos distintos: GCE,
AuNP/GCE e AuNP-GR/GCE. (B) Respostas relativas (%).
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Por meio da Figura 13B é possivel verificar que o AUNP-GR/GCE obteve um
ganho na resposta relativa de aproximadamente 57% em relagdo ao eletrodo sem
modificacdo. Este ganho expressivo de corrente demonstrando o potencial deste
novo nanomaterial na constru¢cdo do senso eletroquimico. O ganho de corrente esta
provavelmente relacionado ao fato de ambos os modificadores (AuNP e o grafeno)
contribuirem na transferéncia de elétrons devido seu carater condutor e grande area

superficial.
5.3 Comportamento eletroquimico do BPA

O sensor proposto, ap6s a otimizacdo, foi aplicado no estudo e
determinacao do desregulador enddcrino: bisfenol A. Neste intuito, 0 comportamento
eletroquimico do BPA sobre o AuNP-GR/GCE foi avaliado por voltametria ciclica. O
voltamograma ciclico para BPA 0,2 mmol L™ em solucdo tamp&o PBS 0,02 mol L™
(pH 7,2) foi obtido aplicando-se uma varredura de potencial na faixa de - 0,6 a 1,3 V

com velocidade de 100 mV s™, como mostra a Figura 14.
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Figura 14. Estudo do comportamento eletroquimico do BPA. (A) Representacdo esqueméatica do
mecanismo de reacdo envolvendo BPA na superficie do sensor; (B) Voltamograma ciclico em solugéo
tampéo PBS 0,02 mol Lt (pH 7,2) na presenca de BPA 0,2 mmol L™ usando AuNP-GR/GCE.
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A Figura 14A mostra um esquema da reacdo de oxirreducdo do BPA.
Durante a reagdo de oxidagdo, as hidroxilas ligadas ao anel aromatico séo
transformadas em carbonilas, liberando dois protons e levando a formacdo da
espécie oxidada.

Observou-se através da voltametria ciclica (Figura 14B) um pico de oxidacéo
em potencial 0,52 V com valor de corrente de pico de 16,1 pA. Verificou-se entéo
gue o sensor construido obteve um sinal analitico, de forma a detectar a presenca
do BPA. Além disso, também por meio da figura 14B é possivel identificar um Unico
pico indicando que a reacdo de oxirreducao do BPA é um processo irreversivel. Este
mecanismo de reacdo estd de acordo com outros trabalhos recentes reportados na
literatura®*%*,

Apesar do sinal observado, os picos de corrente do BPA diminuiram
significamente com o namero de ciclos sucessivos, de acordo com a Figura 15. Isso
ocorre pois, durante a oxidacdo do BPA, podem ser formadas quinonas ou radicais
fenoxi, que formam dimeros entre si e bloqueiam a superficie do eletrodo®.
Portanto, apds cada medida, decidiu-se pela limpeza do GCE e uma nova
modificacdo do eletrodo com o filme de AuNP-GR. Os resultados apresentados nos

testes posteriores séo referentes ao primeiro ciclo.
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Figura 15. Voltamogramas ciclicos sucessivos em solu¢do tampédo PBS 0,02 mol Lt (pH 7,2): (a) 1°

ciclo, (b) 2° ciclo e (c) 3° ciclo na presenca de BPA 0,2 mmol L empregando AuNP-GR/CGE.
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5.4 Estudo da natureza do eletrdlito suporte e do pH

Para selecionar o melhor eletrélito de suporte e pH da solucdo analisou-se
duas solucdes tampao: acetato e fosfato, ambas em concentracdo 0,1 mol L?, as
guais tiveram seu pH variado de 3,0 a 5,0 e de 6,0 a 8,0, respectivamente. O pH do
meio pode afetar diretamente a forma como a espécie eletroativa se encontra em
solucdo, alterando assim o modo como o analito ird interagir com a superficie do
eletrodo.

Dessa forma, foi investigado o efeito do pH do eletrdlito suporte para
medidas empregando o AUNP-GR/GCE, por CV na faixa de pH (3,0-8,0), utilizando
BPA 0,2 mmol L™. Apés a modificacéo do eletrodo, foram obtidos os voltamogramas

resultantes, destacados na Figura 16A.

Figura 16. (A) Voltamogramas ciclicos para AUNP-GR/GCE, empregando BPA 0,2 mmol L™ em
solucdes tampao acetato (0,1 mol L™, pH = 3,0; 4,0 e 5,0) e fosfato (0,1 mol L™, pH =6,0; 7,0 e 8,0) ; u
=100 mvV s . (B) Gréfico de variacao da corrente em funcéo do pH e relagao linear entre potencial e
pH.
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A intensidade da corrente resultante para o bisfenol A foi maior em solugao
tampao acetato 0,1 mol L™, em pH 4,0, além de apresentar um bom perfil de pico
voltamétrico. Assim, este valor de pH foi selecionado para estudos analiticos
posteriores.

Seguindo a relacéo de equilibrio redox (pKa=pH) e considerando o pKa da
molécula BPA préoximo a 9,6 temos que, a partir deste valor de pH o analito passa a
estar presente no meio majoritariamente em sua forma oxidada, prejudicando a
reacdo de oxirredugcdo sob a superficie do eletrodo. Sendo assim ndo foram
avaliadas solu¢des tampao com valores de pH mais basicos.

A Figura 16B, mostra a relagéo linear do potencial do pico em relacdo ao pH,
apresentando uma equacao de reta com coeficiente angular de - 64,6 mV/pH (r* =
0,998). Este valor é proximo ao valor previsto pela equacédo de Nerst (— 59,2 mV/pH;
r’ = 0,999), indicando que h4 o mesmo nimero de mols de elétrons e prétons
transferidos na reacdo de oxidacdo do BPA sobre a superficie do sensor
eletroquimico e esta de acordo com o mecanismo de reacdo proposto na Figura
14A.

5.5 Selecdo da técnica eletroanalitica

Apoés a escolha da melhor faixa de pH, foram realizados estudos para a
escolha da técnica voltamétrica mais adequada, ou seja, a técnica que apresenta a
melhor resposta analitica em termos de corrente e resolucao de pico. Avaliou-se as
respostas das voltametrias linear (LSV), pulso diferencial (DPV) e onda quadrada
(SWV), sendo os voltamogramas resultantes expressos na Figura 17A.

E possivel observar na Figura 17B que a técnica de LSV apresentou um
sinal de corrente de aproximadamente 40 e 55 vezes maior que a técnica de DPV e
SWYV, respectivamente. O fato da reacdo do BPA na superficie do sensor ser
irreversivel pode néo ter favorecido a SWV, pois nesta técnica, a medida da corrente
de pico é a resultante varredura feita nos dois sentidos (reducdo e oxidacao). Além
disso, supfe-se que a cinética de reacao € lenta e por isso a técnica linear se
sobressai as técnicas pulsadas que operam a velocidades mais altas. Assim, a

técnica de LSV foi selecionada para estudos analiticos posteriores.
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Figura 17. (A) Voltamogramas para AuNP-GR/GCE, empregando BPA 0,2 mmol L™ em solucéo
tampéo acetato 0,1 mol Lt (pH = 4,0) para diferentes técnicas eletroanaliticas (LSV, DPV e SWV). Ao
lado, encontra-se a ampliagdo dos voltamogramas para as técnicas DPV e SWV. (B) Grafico de

barras das correntes de pico para as diferentes técnicas avaliadas
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5.5.1 Otimizacao dos parametros de voltametria linear

A técnica LSV possui apenas a velocidade de varredura (v) como parametro
experimental. A otimizacdo deste parametro faz-se necessaria de modo a obter uma
melhor definicdo de pico e sensibilidade na determinacdo analitica, contribuindo para
uma melhora na metodologia proposta. O efeito do parametro da velocidade de
varredura foi investigado na faixa de 25-100 mV s*, empregando BPA na
concentracdo de 0,06 mmol L™ em tamp&o acetato (0,1 mol L™; pH 4,0) para o
AuNP-GR/GCE.

Os resultados sédo apresentados na Figura 18. O maior valor de corrente
obtido sem perda na linearidade, foi na velocidade de 100,0 mV s™*. Assim, esta

velocidade de varredura foi selecionada para estudos analiticos posteriores.

Figura 18. (A) Voltamogramas de varredura linear para BPA 0,06 mmol L™ em solucédo tampao
acetato 0,1 mol L™ (pH 4,0) para diferentes velocidades de variagdo de potencial. (B) Gréfico de i vs.
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5.6 Curva de calibragdo para o BPA

Nas condicbes experimentais otimizadas, os voltamogramas de varredura
linear e a curva de calibracdo para o BPA foram obtidos, utilizando o AuNP-
GR/GCE. A curva de calibragédo foi construida através da adicdo de aliquotas da
solucdo padrao de BPA. A Figura 19A mostra os voltamogramas de varredura linear
para diferentes concentracdes de BPA e a Figura 19B, a curva de calibracdo. Sao
observados picos bem definidos no potencial de + 0,72 V cuja intensidade da
corrente aumenta proporcionalmente com o aumento da concentracdo de BPA no
intervalo de 6,66 a 36,4 pmol L™

Figura 19. (A) Voltamogramas de varredura linear para diferentes concentra¢ces de BPA sobre o
AuNP-GR/GCE: (a) 6,66; (b) 9,98; (c) 13,3; (d) 16,6; (e) 19,9; (f) 23,2; (g) 26,5; (h) 29,8: (i) 36,4 pmol
L™ em solucdo tampao acetato 0,1 mol L™ (pH 4,0); u = 100,0 mV s™ (B) Curva de calibracdo para

BPA.
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A regressédo linear pode ser expressa de acordo com a fungao: i =
0,420[BPA] - 1,165 onde i € a corrente de pico em PA, e [BPA] é a concentracéo de
BPA em pmol L™ . A curva de calibracdo apresentou boa linearidade, com um
coeficiente de determinacéo (r°) igual a 0,993, indicando uma boa relacdo entre os
dados.

O limite de deteccdo (LOD), menor concentracdo do analito que pode ser
detectada com razoavel certeza para uma dada metodologia analitica®®, foi calculado

através dos parametros da curva de calibracdo (Equacgéo 1).
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LoD = 22 (1)
s
Onde, “0” representa o desvio do intercepto e “s” o valor da inclinagcédo da curva de
calibracdo. O limite de quantificacdo (LOQ) foi calculado usando os parametros da
curva de calibracdo, apenas substituindo o valor de 3 por 10 na equacao do célculo
do LOD (Equacéo 2).
LOQ = % 2)
O LOD e LOQ foram calculados, resultando em 2,02 e 6,74 pmol L™,
respectivamente. O limite de deteccdo é considerado baixo e indica que o método

proposto apresenta uma boa sensibilidade.

5.7 Perspectivas

Um sensor eletroquimico para determinacdo de bisfenol A, a partir da
modificagdo da superficie de um eletrodo de carbono vitreo com grafeno e
nanoparticulas de ouro, sintetizadas em extrato de goiaba (Psidium guajava), foi
desenvolvido e otimizado. Entretanto, devido ao curto periodo de tempo devido a
pandemia ndo foi possivel concluir o trabalho.

Dando continuidade a sequéncia de experimentos pretende-se avaliar a
repetibilidade, reprodutibilidade, estudo de possiveis interferentes e aplicacdo no
sensor na determinacdo de BPA em amostra comercial. As amostras selecionadas
também serdo analisadas por um método comparativo, a fim de comparar os dados

e desempenho do sensor proposto.
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6 CONCLUSAO

Um novo sensor eletroquimico foi desenvolvido através da modificacdo de
um eletrodo de carbono vitreo com um filme de grafeno e nanoparticulas de ouro,
sintetizadas em extrato de goiaba (Psidium guajava). A sintese das nanoparticulas
de ouro foi otimizada assim como a propor¢ao da suspensdo de AuNP e grafeno na
construcdo do eletrodo, contribuindo no aumento do sinal da corrente.

Apés a otimizacao das condi¢cdes experimentais, como eletrdlito suporte, pH
do meio reacional e parametros da técnica voltamétrica selecionada, a reacdo de
oxidacdo do BPA no eletrodo foi investigada e se mostrou irreversivel a um potencial
bem definido e adequado para a deteccdo do BPA. A curva de calibracdo obtida
usando o AuNP-GR/GCE, foi linear para BPA na faixa de concentracdo de 6,66 a
36,4 umol L™ (r* = 0,993), o limite de deteccdo 2,02 umol L ™ e o limite de
quantificacdo 6,74 pmol L™.

O bom desempenho do sensor deve-se principalmente a presenca de
nanomateriais utilizados na modificagcdo do GCE, que melhorou as propriedades (por
exemplo, maior &rea de superficie e condutividade), facilitando a reacdo de
transferéncia de elétrons. O sensor desenvolvido também oferece vantagens como
a facilidade na construcéo e rapido tempo de analise que, aliado a boa sensibilidade
e detectabilidade apresentada, faz deste método uma excelente alternativa para
determinacao de BPA.
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