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RESUMO

Este trabalho descreve a constru¢do de um biossensor para a determinagdo de 3-ferc-
butil-4-hidroxianisol (BHA), baseado em grafeno e nanoparticulas de ouro, sintetizadas a
partir do extrato vegetal de péssego (Prunus persica). O material resultante foi utilizado na
modificacdo de um eletrodo de carbono vitreo (GCE), dando origem ao biossensor Gr-AuNP-
ext/GCE. As nanoparticulas de ouro foram caracterizadas pelas técnicas de espectroscopia
UV-Visivel, e os eletrodos foram caracterizados eletroquimicamente por espectroscopia de
impedancia eletroquimica e voltametria ciclica. O biossensor forneceu maiores respostas de
corrente, € menores resisténcias a transferéncia de carga em relacdo ao GCE sem modificagao.
Sob as condigdes otimizadas de trabalho estabelecidas (solugdo tampao Britton—Robinson 0,1
mol L ™', pH 4,0 e voltametria de pulso diferencial), a curva de calibragdo apresentou uma
faixa linear de 0,2 pmol L la 10,2 ymol L 1 com limite de detecgdo de 16,6 nmol L.
Portanto, o biossensor representa uma ferramenta analitica util para a determinagdo adequada

de BHA, e podera auxiliar no controle de qualidade de alimentos.

Palavras-chave: Biossensores. Nanoparticulas de ouro. Grafeno. BHA.
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1 INTRODUCAO

Os antioxidantes sintéticos tém sido amplamente utilizados nos alimentos
processados para prevenir ou retardar a oxidagdo lipidica. O 3-terc-butil-4-hidroxianisol
(BHA) ¢ um composto fenolico que esta entre os antioxidantes sintéticos mais utilizados pela
industria alimenticia. Visto que o BHA ¢ suspeito de ser responsavel por danos hepaticos e
carcinogénese em animais de laboratorio, seus potenciais efeitos nocivos a satde tém sido
amplamente discutidos e estudados. Portanto, em varios paises, o uso desse aditivo estd
sujeito a regulamentagdes, que estabelecem niveis de uso permitidos.

No Brasil, o uso desse antioxidante ¢ regulado pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), que limita a quantidade de 200 mg kg ™'. Assim, a determinagio de BHA
em alimentos ¢ necessaria para garantir o cumprimento dos requisitos legais, bem como dos
procedimentos de controle de qualidade na industria alimenticia.

Sendo assim, o desenvolvimento de novas metodologias analiticas simples, rapidas e
reprodutiveis para o monitoramento e controle de qualidade dos teores de BHA em alimentos
consumidos pelos brasileiros ¢ de grande relevancia. Entre os métodos eletroquimicos
existentes para analises de compostos antioxidantes, os biossensores se destacam como uma
estratégia analitica extremamente importante, devido ao fato de dispensarem longos e
dispendiosos pré-tratamentos das amostras, como ocorre em outras técnicas, além de baixo
custo e facil construgao.

Neste campo, os biossensores sdo dispositivos analiticos que utilizam reagdes
bioldgicas para a detec¢do de um determinado analito. Com o objetivo de aumentar a
sensibilidade, seletividade e reatividade desse instrumento, novos materiais vém sendo
empregados na sua construgdo, possibilitando o desenvolvimento de metodologias
eletroanaliticas com excelentes desempenhos.

Dentre os materiais aplicados para melhorar o desempenho, destacam-se os
polimeros, surfactantes, nanoparticulas metalicas, como de ouro e prata, e materiais
nanoestruturados de carbono. As nanoparticulas de ouro (AuNPs) possuem propriedades
atrativas, como uma elevada razdo area superficial/volume, que aumenta a sensibilidade para
a deteccdo de moléculas alvo. Porém, seus métodos de sintese usualmente empregados
utilizam agentes redutores e estabilizantes potencialmente toxicos. Desta forma, faz-se

necessario o desenvolvimento de novas metodologias favordveis ao meio ambiente para a
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obten¢do das AuNPs. Uma alternativa ¢ a sintese verde, um método que utiliza extratos de
plantas como fonte de agentes redutores e/ou estabilizantes para a sintese de nanoparticulas
metalicas.

Além das nanoparticulas metalicas, os alotropos de carbono, como o grafeno, estao
entre os materiais mais discutidos, pesquisados e aplicados nas mais diversas areas. O grafeno
¢ composto por uma camada bidimensional de atomos de carbono organizados em estruturas
hexagonais. Devido a sua caracteristica condutora e elevada area superficial, o uso deste
material se estabeleceu como uma alternativa no desenvolvimento de novos sensores para
aplicacdo em eletroquimica e eletroanalitica.

Neste estudo, um extrato de pé€ssego (Prunus persica) foi obtido e utilizado como
agente redutor e estabilizante na sintese de AuNPs. Para melhorar o desempenho do sensor
proposto, foi adicionado grafeno. O biossensor sera utilizado para a determinagao de BHA.

Até o momento, ndo foram encontrados na literatura relatos sobre a sintese de
nanoparticulas de ouro com extrato de péssego e seu uso no desenvolvimento de um

biossensor com grafeno.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 NANOPARTICULAS DE OURO

As nanoparticulas sao aglomerados de 4&tomos com dimensdes entre 10-100 nm, que
podem possuir forma esférica, clbica, tetragonal, octagonal, placa triangular ou barra
retangular. Dentre os varios tipos de nanoparticulas metalicas existentes, as nanoparticulas de
ouro (AuNPs) e prata (AgNPs) sdo as mais estudadas'.

Em comparacdo com outras nanoparticulas metalicas, as nanoparticulas de ouro sao
conhecidas por serem as mais estaveis, possuirem propriedades optoeletronicas unicas, alta
condutividade, além de exibirem excelente biocompatibilidade e elevada rela¢do superficie-
volume, podendo essas caracteristicas ser ajustadas e potencializadas através do controle do
seu tamanho e morfologia. Essas propriedades tornam as AuNPs atrativas para o
desenvolvimento de novos dispositivos quimicos e bioldgicos, como o0s sensores
eletroquimicos™*.

A abordagem mais comum para a producdo de AuNPs ¢ a sintese quimica, baseada
na reducdo quimica de um precursor de ouro adequado, normalmente HAuCl, (4cido
tetracloroaurico) ou NaAuCly (tetracloroaurato de so6dio), por um agente redutor, como o
borohidreto de sodio, ou o citrato de sodio’. Para evitar a agregacio e controlar o tamanho das
nanoparticulas, também devem ser utilizados agentes estabilizantes, como os surfactantes,
liquidos i6nicos ou polimeros.

Apesar de ser um método frequentemente usado, a sintese quimica envolve o uso de
produtos quimicos que além de ter um valor elevado, também podem ser toxicos, limitando
sua aplicagcdo em biologia e medicina, por exemplo, e tendo um impacto significativo no meio
ambiente®,

Por essa razdo, nos ultimos anos, esforcos crescentes tém sido feitos para
desenvolver processos verdes e ambientalmente sustentaveis para a sintese de nanoparticulas
de ouro. Algumas estratégias envolvem a sintese de nanoparticulas por microrganismos
(bactérias, fungos e microalgas) ou extratos vegetais .

A sintese por meio de extratos vegetais tem sido considerada a mais atrativa, devido

a sua simplicidade, viabilidade econdmica e sustentabilidade ambiental®.
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2.1.1 Sintese Verde

Em 2002, JOSE-YACAMAN et al. relataram pela primeira vez a formagdo de
nanoparticulas de ouro e prata através de plantas de alfafa’. E desde entdo, diversos grupos
alcancaram sucesso na sintese de nanoparticulas de Ag, Au e Pd utilizando organismos
unicelulares como bactérias'® e fungos'', bem como extratos de partes de plantas, como folhas
de geréniolz, capim-liméoB, folhas de neem14, aloe Veralz, entre outros.

Em extratos vegetais de folhas, frutos, raizes ou sementes, sdo encontradas muitas
substancias, como as enzimas, proteinas, aminoacidos, polissacarideos, fenois, taninos, e
outros metabolitos. No método de sintese bioldgica por meio de plantas, esses compostos
estdo envolvidos na formacdo de nanoparticulas metalicas, onde atuam como agentes
redutores, reagindo com os ions do sal metalico para resultar na formagao de nanoparticulas
metalicas. Em algumas situacdes, os biocompostos presentes nas plantas podem formar uma
camada estabilizante em torno das nanoparticulas, evitando que se agreguem"”.

A Figura 1 representa a sintese de nanoparticulas metalicas (neste exemplo, de prata)
através da sintese verde. Nesse esquema, cascas, sementes, frutos e/ou folhas sdo adicionadas
em meio liquido com particulas de prata, e acontece o processo quimico de biorredugdo. Esse
processo, mediado por biomoléculas de extratos vegetais, promove a redugdo dos cations de
prata para prata metalica. Os dtomos de prata metdlica comegam a se agregar formando,
assim, as nanoparticulas deste elemento. Depois, ocorre a biorreducdo de outros ions
metalicos € novos dtomos de prata metalica agregam-se ao nucleo da nanoparticula formada,
etapa que pode ser controlada por temperatura, pH e/ou concentragdao dos reagentes. Parte das
moléculas do extrato vegetal se adere a superficie das nanoparticulas, formando uma camada
estabilizante, na superficie das mesmas, evitando que elas se agreguem ou cresgam demais
durante sua producdo. Esse processo ¢ semelhante para a sintese verde de todas as

’ r1: 1
nanoparticulas metalicas'.
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Figura 1. Processo de sintese biologica.

BIORREDUCAO NUCLEAGAO

Particulas de prata

eressesnnne Moléculas
dos extratos
vegetais

CRESCIMENTO DAS NANOPARTICULAS ATIVIDADE BIOLGGICA

8 Temperatura

Nanoparticula com =
propriedades

Fonte: Adaptado de ERENO, 2014*

O uso de partes de plantas inteiras na sintese de nanoparticulas ¢ uma possibilidade
interessante que ¢ relativamente pouco explorada. A sintese verde oferece um avango em
relacdo ao método fisico e quimico, pois € econdmico, amigavel ao meio ambiente, além de
dispensar o uso de alta pressdo, energia, temperatura e produtos quimicos toxicos.

Dentre os diversos bioredutores possiveis, o extrato de péssego (Prunus persica) &
uma possibilidade a ser explorada. O péssego € originario do continente asiatico, e é cultivado
em muitos paises, mas preferencialmente em regides temperadas, pois requer agua em
abundéncia'®. Essa fruta contém grande quantidade de 4gua, agucar e proteinas, juntamente
com vitaminas e minerais. Além de uma série de compostos fendlicos que poderdo atuar como
agentes redutores na sintese verde, incluindo acido clorogénico, acido cafeico, catequina,
epicatequina, rutina e cianidina-3-glicosideo. A polifenol oxidase (PPO) e a
pectinametilesterase (PME) sdo endoenzimas que também estdo presentes nessa fruta, sendo

amplamente difundidas em frutas e hortaligas '™ '®.
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2.2 GRAFENO

O grafeno ¢ um material composto por uma camada bidimensional de atomos de
carbono organizados em estruturas hexagonais, € ¢ um bloco de constru¢do basico para
materiais grafiticos de todas as outras dimensionalidades (Figura 2)". Ele foi descoberto em
2004 por dois cientistas da Universidade de Manchester, trabalho que lhes rendeu o Nobel de
Fisica em 2010, e desde entdo vem sendo considerado como um dos materiais mais

promissores descobertos na tltima década.

Figura 2. Representagdo do grafeno como um material de constru¢do 2D para materiais de
carbono de todas as outras dimensionalidades. Pode ser embrulhado para formar fulerenos

(0OD), enrolado para formar nanotubos (1D) ou empilhado para formar grafite (3D).

Fonte: Extraido de GEIM, 2007".

As ligacdes quimicas formadas entre os atomos de carbono, além da espessura do
grafeno, conferem a ele propriedades interessantes, como uma grande area superficial (2630
m? g '), que é maior que a do grafite (10 m? g ') e nanotubos de carbono (1315 m? g '); alta
resisténcia mecanica (200 vezes maior que aco), alta condutividade elétrica (100 vezes maior
que a do cobre), alta elasticidade e condutividade térmica ***'.

Devido a sua forma planar e estrutura quimica, o grafeno possui diversas vantagens em

relacdo a outros materiais para a construcdo de sensores eletroquimicos. A espessura atdmica
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da folha de grafeno e sua elevada razdo superficie-volume tornam o sensor modificado com
esse material altamente sensivel, o que ¢ importante no campo de detec¢do, uma vez que os
atomos de carbono irdo interagir com os analitos de interesse, contribuindo assim para a
fabricacdo de sensores eletroquimicos e biossensores aprimorados™ *.

Para aprimorar ainda mais suas caracteristicas, o grafeno pode ser funcionalizado com
nanoparticulas, melhorando principalmente sua sensibilidade, limite de detec¢do e
reprodutibilidade, e assim, promovendo uma maior resposta analitica de sensores®. No estudo
realizado por LUO et al.”, por exemplo, um sensor eletroquimico baseado em eletrodo de
carbono vitreo com nanoparticulas de cobre e grafeno foi proposto para a detecg¢do de glicose.
A combinagdo desses nanomateriais proporcionou melhor resposta analitica do que os mesmos
sensores sem grafeno, com propriedades eletrocataliticas muito melhores para a oxidacao da
glicose quando comparado ao sensor apenas com nanoparticulas de cobre, o que ¢ atribuido a
grande area superficial, alta condutividade e rapida transferéncia de elétrons fornecida por
folhas de grafeno.

Outra possibilidade se da pela integragao do grafeno com as nanoparticulas de ouro. A
atividade eletrocatalitica do ouro ¢ comprovadamente potencializada com a adi¢do do

grafeno, devido ao efeito sinérgico entre esses dois componentes®~’.

2.3 ELETRODOS MODIFICADOS

O conceito de um eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi concebido
inicialmente por Murray et. al. em 1975%. Nessa data, o grupo utilizou o termo para designar
eletrodos com espécies quimicamente ativas, ¢ imobilizadas em suas superficies. Em
compara¢do com outros eletrodos utilizados em eletroquimica, a caracteristica distintiva dos
eletrodos quimicamente modificados (EQM) se deve a uma pelicula fina de um produto
quimico revestindo a superficie do eletrodo base (carbono vitreo, ouro, platina) para concedé-
lo propriedades quimicas, eletroquimicas, Opticas, elétricas, de transporte, e outras
propriedades desejaveis do filme. A grande maioria das aplicagdes analiticas de EQMs
envolve técnicas voltamétricas e amperométricas, além de aplicagdes como eletrodos ion

- 2
seletivos®’.
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A modificacdo da superficie do eletrodo para aplicagdo em eletroanalise ¢ uma forma
de impor e controlar sua reatividade e/ou seletividade, possibilitando a criacdo de dispositivos
com respostas adequadas para diversas aplicagdes *°.

Previamente aos primeiros trabalhos envolvendo a preparacdo de eletrodos com
superficies modificadas, eram utilizados eletrodos de materiais “inertes”, como o carbono,
ouro, platina e mercurio. Esses continuam sendo os materiais utilizados como eletrodo base,
cuja superficie serd modificada, sendo o carbono vitreo o que mais se destaca, devido a sua
boa condutividade elétrica, estabilidade térmica e robustez. Tais caracteristicas propiciam a
utilizacao dos eletrodos de GCE como base para modificagdo e assim, o monitoramento de
processos de transferéncia de carga, suporte para polimeros eletroativos e modificadores de
superficie®’.

Os materiais responsaveis pela modificagdo dos eletrodos sdo, principalmente,
polimeros, nanoparticulas metalicas, nanocompdsitos, nanotubos de carbono e liquidos

ionicos. Dentre esses, os materiais nanoestruturados t€ém se destacado e conquistado interesse,

. . 3D
por apresentarem propriedades fisicas e quimicas Ginicas™.

2.4 BIOSSENSOR

Um biossensor ¢ um tipo especial de EQM baseado no processo de reconhecimento
bioquimico, constituido, essencialmente, do elemento bioldgico, um transdutor e uma parte
eletronica, como mostra a Figura 3. A superficie do biossensor ¢ modificada pela
incorporac¢do de um biocomponente (por exemplo, enzima, antigeno/anticorpo, certos filmes
de Langmuir-Blodgett, lipossomas, tecido vegetal ou animal, etc.) que funciona como o
quimiorreceptor, tendo a propriedade de reconhecer e interagir com o analito™.

A interagdo biossensor-analito resulta na alteracdo de uma ou mais propriedades
fisico-quimicas, como a modificacdo do pH, transferéncia de elétrons, variacdo de massa,
transferéncia de calor e liberacdo de gases ou ions, que sdo detectadas e medidas pelo
transdutor. O sinal eletronico é proporcional a concentracdo de um analito, ou grupo de

. , . . , 34
analitos especificos, que interagem com o elemento biossensivel ™.
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Figura 3. Esquema da estrutura e do principio operacional de um biossensor.

BIOSSENSOR
RECEPTOR TRANSDUTOR
polifenol ELETRONICA
: ELETROQUIMICO
enzima
antigeno = Amperométrico
célula * Potenciométrio
colesterol :> * Condutimétrico
DNA DNA CALORIMETRICO
.. anticorpo PIEZELETRICO
uréia )
OPTICO

Fonte: Extraido de BRUGNEROTTO, 2015%.

Desde a descoberta dos biossensores, ha 40 anos, as tecnologias envolvidas tiveram
um crescimento consideravel. Nos ultimos anos, principalmente, com o desenvolvimento do
campo da nanotecnologia, esse crescimento acelerou de maneira expressiva. Os biossensores
baseados em nanomateriais melhoram significativamente a sensibilidade e especificidade da
deteccao de biomoléculas, t€ém a capacidade de detectar ou manipular &tomos e moléculas e
tém grande potencial em aplicagdes como reconhecimento biomolecular, diagndstico
patogénico e monitoramento ambiental ™.

O emprego industrial dos biossensores tende a crescer principalmente nas inddstrias
quimicas e demais setores correlatos, devido ao seu baixo custo e alta eficiéncia. Na industria
alimenticia, os biossensores tém sido empregados em andlises de qualidade dos alimentos,
principalmente na deteccdo de compostos quimicos e bioldgicos, como por exemplo, 0s

antioxidantes”’.

2.5 BHA

Os antioxidantes tém sido utilizados pelas industrias alimenticias ha mais de 50 anos,
e desempenham um papel importante como aditivos alimentares para prevenir ou retardar a
oxidagdo lipidica. A oxidacao lipidica ¢ responsavel pelo desenvolvimento de sabores e

L . o 38
odores desagradaveis nos alimentos, tornando-os improprios para consumo™ .
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O uso de antioxidantes permite maior vida util desses produtos, € como os
antioxidantes naturais geralmente sdo de baixa estabilidade, os fabricantes preferem usar
antioxidantes fenolicos sintéticos (SPAs), como o hidroxianisol butilado (BHA),
propilgalato(PG), terc-butil-hidrquinona (TBHQ), e hidroxitolueno butilado (BHT),

apresentados na Figura 4%,

Figura 4. Estrutura quimica dos principais antioxidantes fenolicos sintéticos empregados em

OH OH
C(CH,), (CH,),C X~ C(CH,),

| =

CH,

alimentos.

OCH,
BHA BHT
OH OH
HO. i ~OH i ~C(CH,),
COOC,H, OH
PG TBHQ

O BHA vendido comercialmente geralmente consiste em dois isdmeros: 10% 2-terc-
butil-4-hidroxianisol (2-BHA) e 90% 3-terc-butil-4-hidroxianisol (3-BHA). Este antioxidante
pode ser adicionado isoladamente ou em combinacdo com BHT ou TBHQ em o6leos e
gorduras, temperos e condimentos, alimentacao animal, goma de mascar e outros suplementos
alimentares™.

O uso desses SPAs, no entanto, nao ¢ isento de problemas. O BHA e o BHT sdo
responsaveis por danos no figado e carcinogénese em animais de laboratério. Além disso,
estudos recentes observaram a ocorréncia de SPAs em humanos (tecidos adiposos, soro, urina,
leite materno e unhas)*'.

Assim, o uso de antioxidantes sintéticos em alimentos ¢ estritamente regulamentado
pela legislacdo especifica de cada pais. No Brasil, a legislacdo vigente permite a adicdo de
BHA em o6leos e gorduras no limite méximo de 200 mg/kg“. Assim, a determinacdo de SPAs
em alimentos € necessdria para garantir o cumprimento dos requisitos legais, bem como dos

procedimentos de controle de qualidade nas industrias alimenticias.
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Atualmente, as analises de compostos antioxidantes sdo conduzidas principalmente
por meio de métodos como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)™®, cromatografia
em camada fina (TLC)", cromatografia gasosa (GC)* e eletroforese capilar (CE)*. Porém,
estes métodos exigem tratamentos prévios das amostras (como pré-concentragdes, extracoes €
diluicdes), além disso, os métodos cromatograficos sdo muito dispendiosos e requerem longos
tempos de execucdo. Os métodos espectrofotométricos, devido a sua simplicidade,
costumavam ser uma técnica analitica popular. Entretanto, esses métodos estdo sujeitos a
severas interferéncias da matriz amostral®’.

No Brasil, os dados sobre os niveis reais de antioxidantes presentes nos alimentos
sdo escassos. Portanto, ¢ de fundamental importancia desenvolver um método analitico que
seja adequado para a determinagdo de antioxidantes sintéticos permitidos pela legislagao
brasileira. Recomenda-se que o método que seja simples, reprodutivel e rapido, permitindo
que orgdos oficiais fiscalizem e garantam que os alimentos estejam dentro de padrdes de
qualidade aceitaveis para consumo. Frente a este problema, os sensores eletroquimicos se
destacam como uma estratégia analitica importante, tendo em vista o desenvolvimento de
dispositivos de baixo custo, facil constru¢do e que ndo dispensem longos e dispendiosos pré-
tratamentos das amostras.

Alguns trabalhos envolvendo um sensor para quantificagdo de BHA sdo descritos na
literatura, como por exemplo, um eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas
de ouro para determinacdo de BHA, BHT e TBHQ. Nesse eletrodo, por meio da LSV, foi
observada uma resposta de corrente alta em comparacdo com o GCE sem modificacio™. Em
outro trabalho, foi construido um eletrodo de carbono vitreo modificado com poli L-cisteina
[poli(LCys/GCE)], para a determinagcdo de BHA em 6leos. O eletrodo modificado mostrou
boa atividade eletrocatalitica para a oxidacdo do BHA em condi¢des Otimas e exibiu um

limite de detecgio baixo™.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O trabalho tem como objetivo geral a constru¢do de um biossensor a base de grafeno e

nanoparticulas de ouro sintetizadas a partir do extrato vegetal de Prunus persica, para

deteccao de BHA.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Sintetizar as nanoparticulas de ouro através do extrato vegetal de péssego;

- Caracterizar as AuNPs usando espectrofotometria UV-Vis;

- Modificar a superficie do eletrodo de carbono vitreo com as nanoparticulas de ouro e

grafeno;

- Realizar a caracterizagdo destes filmes através de medidas de impedancia eletroquimica,

voltametria ciclica, voltametria de onda quadrada e voltametria de pulso diferencial;

- Otimizar as condi¢des experimentais de trabalho, tais como: pH do eletrolito de suporte,

bem como os pardmetros da técnica (voltametria pulso diferencial);

- Criar curva de calibragdo para determinagdo do antioxidante BHA.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 REAGENTES E SOLUCOES

Os reagentes utilizados em todos os experimentos foram de grau analitico e adquiridos
a partir de fontes comerciais. Para o preparo das solugdes foi utilizada agua ultrapura
purificada em sistema Milli-Q. Para a construc¢ao do eletrodo foi empregado um eletrodo de
carbono vitreo (GCE) obtido da Metrohm, com didgmetro de 2,0 mm. Acido cloroaurico
(Sigma-Aldrich) e grafeno (2DM) foram utilizados para modificacdo do eletrodo.
Foram utilizadas solugdes tampao Britton—Robinson - uma mistura de acido boérico, acido
fosforico e acido acético (0,1 mol L™', pH = 2,0 a 11). O ajuste do pH destas solugdes foi
realizado através da adicdo de hidroxido de sodio ou acido fosforico (Vetec), conforme
necessario.
A solucdo estoque de BHA (Sigma-Aldrich) foi preparada na concentra¢do de 1,0 mmol

L71
4.2 INSTRUMENTACAO

Para pesagem de todos os materiais e reagentes foi utilizada a balanca analitica
Shimadzu AUW220D.

O extrato vegetal foi centrifugado em uma centrifuga modelo Centrifuge5424 R. A
analise espectrofotométrica das AuNPs foi realizada em espectrometro Cary 60 UV-Vis
(Agilent Technologies, EUA) com cubeta de quartzo (caminho 6ptico de 1,0 cm).

As medidas de pH foram realizadas utilizando um pHmetro da Micronal modelo B-
475 com um eletrodo de vidro combinado. Um banho ultrassonico (Unique 1400A) foi
utilizado no preparo das solugdes e amostras.

As medidas voltamétricas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato
Autolab PGSTAT101, conectado ao software de processamento de dados (NOVA 1.8). Para
execu¢do das analises utilizou-se uma cela de vidro (capacidade maxima aproximada de 15
mL) sem compartimento divisorio e com tampa de Teflon provida de orificios circulares para
encaixe dos eletrodos e adi¢ao das solugdes. Foi utilizado um sistema de trés eletrodos: o

eletrodo desenvolvido, no laboratorio, como eletrodo de trabalho, um eletrodo de Ag/AgCl
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(KCI 3,0 mol L_l) como eletrodo de referéncia e uma placa de platina (0,5 sz) como contra-

eletrodo.
4.3 PARTE EXPERIMENTAL
4.3.1 Sintese e caracteriza¢io das nanoparticulas de ouro

Para a sintese das nanoparticulas de ouro, foi utilizada uma mistura de uma solugao
de HAuCl, 6,0 mmol L' com extrato de péssego (Prunus persica), adquirido no comércio
local.

Ap6s descascar o vegetal, pesou-se cerca de 5,0 g, e macerou-se com 20 mL de dgua
ultrapura, ¢ com o auxilio de uma gaze, a fim de obter apenas um extrato translucido.
Posteriormente, o extrato obtido foi centrifugado a 10.000 rpm por trés minutos, a uma
temperatura de 25°C, adquirindo assim, uma dispersao limpida.

Ap6s esse procedimento, 1 mL da solugdo centrifugada e 2,25 mL de adgua ultrapura
foram misturadas em um béquer com agitagdo de aproximadamente 500 rpm e temperatura
ambiente (25°C). Em seguida, 0,25 mL da solu¢ao de HAuCly, foi adicionada, rapidamente, a
dispersdo, a qual foi mantida sob agitacdo durante cerca de trés minutos, onde atingiu
coloracdo avermelhada, confirmando, desse modo, a formacgdo das nanoparticulas de ouro. A

caracterizagdo das nanoparticulas formadas foi feita por espectroscopia UV-VIS.
4.3.2 Construcao do biossensor

Para a constru¢do do biossensor, primeiramente o eletrodo de carbono vitreo (do
inglés glassy carbon electrode - GCE) foi polido, mecanicamente, em uma suspensao aquosa
de alumina (granulometria de 0,05 pm) sobre feltro, fazendo movimentos em forma de oito,
durante dois minutos. Para remover os residuos de alumina, o eletrodo foi lavado com agua
ultrapura, seco com auxilio de um papel e utilizado na construcao do eletrodo proposto.

A dispersdo grafeno-nanoparticulas de ouro estabilizadas no extrato de péssego (Gr-
AuNP-ext/GCE) foi realizada adicionando-se 100 pLL de AuNP e 0,5 mg de grafeno (Gr). A
mistura foi agitada por 1 minuto e colocada no banho de ultrassom até a homogeneizacao do

sistema.
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A modificacdo do eletrodo foi feita pelo método drop coating através do gotejamento
de uma aliquota de 2 puL da solucdo anteriormente preparada, com o auxilio de uma
micropipeta, sobre a superficie do GCE limpo.

Em seguida, ap6s a secagem do filme em dessecador a vacuo por 15 minutos, o

eletrodo foi usado como eletrodo de trabalho.

4.3.3 Medidas eletroquimicas

As medidas utilizando técnicas voltamétricas foram realizadas a temperatura
ambiente (25°C) em uma célula eletroquimica contendo 15,0 mL de eletrélito de suporte
(solugdo tampao B-R 0,1 mol L pH 4) e um determinado volume do analito BHA, de
acordo com cada analise. Os voltamogramas foram registrados apds agitagdo magnética
durante sessenta segundos, tempo necessario para a homogeneizagdo da solucao na célula.
Todas as medidas de potencial foram obtidas vs. Ag/AgCl (3,0 mol L' de KCI).

Os voltamogramas ciclicos foram realizados em intervalo de potencial de —0,3 a +0,8
V, com velocidade de varredura de 50 mV s

As medidas de DPV foram realizadas em intervalo de potencial de + 0,3 a +0,7 V,
velocidade de varredura de 10,0 a 100 mV s ', amplitude de pulso de 10 a 120 mV e tempo de

duracdo do pulso de 1,0 a 30,0 ms, ap6s adi¢des de analito com auxilio de uma micropipeta.

Os parametros foram otimizados para 60 mV s ', 100 mV e 5,0 ms.

4.4 SEGURANCA NO LABORATORIO E TRATAMENTO DE RESIDUOS

Em todos os experimentos realizados no laboratdrio, foi imprescindivel a utilizagao
de jaleco, calgas, sapato fechado, e luvas. Além da utilizacdo da capela, quando era necessaria
a manipulagdo de reagentes potencialmente toxicos.

Os residuos gerados foram armazenados, primeiramente, no laboratorio de pesquisa,
em frascos separados e devidamente identificados. Sendo apds coletados e devidamente

tratados por uma empresa contratada pela universidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA DAS AU NPS

Quanto o extrato de péssego foi misturado com o acido cloroaurico, a solugdo
comecgou a ficar com uma coloragdo avermelhada em 3 minutos, indicando que a reagdo
ocorreu e houve a redugio do ion metalico (Au’") causada pelos compostos bioativos
presentes no extrato. Estudos anteriores relataram que o péssego € rico em compostos
fendlicos como 4cido clorogénico, catequinas, epicatequinas; € antocianinas; juntamente com
uma série de outros compostos, como as enzimas polifenoloxidase, que supostamente
estariam envolvidos na biorreducdo do substrato metalico para AuNPs.

Como ¢ conhecido que as nanoparticulas de ouro exibem coloragao do vermelho ao
violeta, dependendo do tamanho das particulas, a mudanga de cor indicou a formacao de
nanoparticulas de ouro, que foi confirmada através do espectro UV-Vis, mostrado na Figura
5. Através do espectro ¢ possivel ver que as nanoparticulas de ouro preparadas absorvem luz
no comprimento de onda de 535 nm, que coincidem com as bandas plasmonicas de superficie
caracteristicas de AuNPs*’. Além disso, pela literatura sabe-se que com dimensdes entre 2 ¢
40 nm, as nanoparticulas de ouro apresentam intensa coloracdo vermelha. Entretanto, em

tamanhos maiores as nanoparticulas passam a exibir uma coloracdo tendendo ao violeta.
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Figura 5. Bandas de absorbancia UV-vis para (a) extrato puro Prunus persica € (b) AuNPs

sintetizadas a partir do extrato de Prunus persica.
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5.2 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DOS ELETRODOS MODIFICADOS

Todas as etapas de modificagdo da superficie estudada foram monitoradas por meio
das técnicas eletroquimicas de voltametria ciclica (CV) e espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS) em um eletrodo recém desenvolvido com a finalidade de avaliar o quao
promissor pode ser este novo dispositivo para aplicagdes eletroanaliticas. O sistema foi o
ferri/ferrocianeto de potassio ([Fe(CN)g]3_/[Fe(CN)6]4_), 0 qual apresenta um processo
reversivel de transferéncia de elétrons que ¢ controlado por difusdo e ja é conhecido na
literatura'.

A impedancia eletroquimica ¢ uma técnica eficaz para estudar as caracteristicas
elétricas da superficie de eletrodos modificados. A voltametria ciclica ¢ uma das formas mais
uteis para obter informagdes sobre as velocidades e os mecanismos de processos de oxidagdo
e reducdo, sendo usualmente empregada no estudo de sistemas desconhecidos.

A Figura 6 mostra o perfil voltamétrico (voltametria ciclica e espectroscopia de
impedancia eletroquimica) do sistema [Fe(CN)e]’ /[Fe(CN)s]*~ diante da superficie de
carbono vitreo. A Figura 6A apresenta os voltamogramas ciclicos para os diferentes eletrodos:
GCE, ext/GCE, AuNPs-ext/GCE, Gr-ext/GCE e Gr-AuNPs-ext/GCE. As menores

intensidades de correntes de pico anddica (Ip,) € catddica (I,,c) foram obtidas pelo eletrodo sem
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modificagdo GCE. Usando o eletrodo AuNPs-ext/GCE houve um aumento em ambas as
correntes em relagdo ao GCE. E como pode ser visto, uma maior resposta foi obtida para o
biossensor contendo grafeno e AuNPs, o que pode ser atribuido a elevada condutividade de
ambos os modificadores, e o efeito quando combinados.

A Figura 6B expde os graficos de Nyquist (—Z” vs. Z’°) para GCE, ext/GCE, AuNPs-
ext/GCE, Gr-ext/GCE e Gr-AuNPs-ext/GCE. Por meio deste grafico ¢ possivel extrair a
resisténcia de transferéncia de carga (R). O Ry corresponde ao didmetro do semicirculo no
grafico.

Apbs o recobrimento do eletrodo com o extrato vegetal (curva b) a resisténcia de
transferéncia de carga foi observada por meio do semicirculo obtido, sendo a maior
resisténcia a passagem de corrente registrada neste estudo (R = 1330 Q), ainda maior que o
GCE sem modificacdo (Ry = 669 Q). Quando o eletrodo foi preparado com AuNPs
estabilizadas no extrato vegetal (curva c) houve uma diminuigdo na resisténcia de
transferéncia de carga (R, = 586 Q), o que também ocorreu quando o eletrodo foi modificado
com grafeno e extrato vegetal (R = 515 Q). A diminuicdo ocorre devido a interface
condutiva das AuNPs e também do grafeno. Por fim, a contribuicdo mais efetiva para a
melhoria na transferéncia de elétrons no sistema foi na presenca de grafeno com
nanoparticulas de ouro estabilizadas em extrato de péssego (curva e). E possivel observar que
uma baixa resisténcia de transferéncia de carga foi observada para este eletrodo (R =219 Q),
isto demonstra uma grande vantagem da modifica¢cdo do eletrodo proposto, pois a diminui¢ao
da resisténcia no sistema facilita a transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo e,
consequentemente, a reacao de oxidacao do analito de interesse.

Podemos observar que as tendéncias vistas na voltametria ciclica s3o refor¢adas
pelos dados de espectroscopia de impedancia eletroquimica. Fornecendo menores resisténcias
a transferéncia de carga e também maiores intensidades de corrente, o eletrodo modificado
com grafeno e AuNPs se apresentara como um dispositivo com uma melhor eletroatividade

que o GCE, sendo promissor para aplicacdes eletroanaliticas.
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Figura 6. (A) Voltamogramas ciclicos para K4[Fe(CN)g] 5,0 pmol L' em KC10,1 mol L™ (v
=50 mV s ') em diferentes eletrodos. (B) Graficos de Nyquist obtidos por EIS usando uma
mistura equimolar de [Fe(CN)o]’ /[Fe(CN)s]* 5,0 mmol L' em KCI 0,1 mol L' em
diferentes eletrodos: (a) GCE, (b) ext/GCE, (c) AuNPs-ext/GCE, (d) Gr-ext/GCE e (e) Gr-
AuNPs-ext/GCE.
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5.3 COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DO BHA

O comportamento eletroquimico do BHA sobre diferentes etapas de modificacao do
eletrodo foi investigado por voltametria ciclica. Os voltamogramas ciclicos para o BHA 1,0
umol L' em solucdo tampao B-R 0,1 mol L (pH 3,0) sobre cada um dos eletrodos foi obtido
aplicando uma variacio de potencial de 0 a + 0,8 V, com v = 50 mV s ', conforme apresenta
a Figura 7.

Conforme a Figura 7, os voltamogramas ciclicos para BHA em todos os eletrodos
testados apresentam picos de oxidacao e redugao distantes entre si. A separagdo entre 0s picos
de oxidagdo e redugdo (AE, ~ 0,380 V), foi maior do que o valor de (0,0592/n) V, sendo n o
nimero de elétrons transferidos, que no caso do BHA ¢ n = 2. Sendo assim, o comportamento
eletroquimico do BHA sobre os eletrodos testados foi considerado irreversivel.

Em relagdo as intensidades de corrente, os menores valores foram obtidos com o
GCE sem modificacdo, com I,, = 0,180 pA e I, = —0,061 pA (AE, = 0,385 V). Com o

eletrodo modificado com extrato de péssego (ext/GCE) houve uma pequena diminui¢do nas
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intensidades de corrente, visto que o extrato ndo ¢ uma substincia condutora e dificultou a
reagdo de transferéncia de carga (AE, = 0,450 V). Com a inser¢do das AuNPs no eletrodo
(AuNP-ext/GCE), as intensidades de corrente aumentaram na ordem de 1,5 vezes com AE, =
0,310 V, como consequéncia das propriedades condutoras eletrocataliticas das AuNPs. O
eletrodo contendo apenas o grafeno no extrato de péssego (Gr-ext/GCE) forneceu o dobro de
respostas de corrente em relagdo ao AuNP-ext/GCE, no entanto, dificultou a transferéncia de
carga (AE, = 0,420 V). Por fim, o eletrodo Gr-AuNP-ext/GCE gerou intensidades de corrente
na ordem de 2,5 vezes superior ao GCE sem modificagdo, como resultado das propriedades
condutoras do grafeno e das AuNPs, com AE, = 0,320 V. Sendo assim, o eletrodo Gr-AuNP-
ext/GCE foi adotado para os estudos subsequentes visando desenvolver um método

eletroanalitico sensivel para o monitoramento de BHA.

Figura 7. (A) Voltamogramas ciclicos para BHA 1,0 pmol L™' em solugdo tampdo B-R 0,1
mol L™" (pH 3,0) sobre diferentes eletrodos.
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5.4 ESTUDO DO PH

O estudo do pH do eletrélito de suporte é essencial para a sensibilidade dos
biossensores, pois a acidez ou basicidade do meio pode afetar a forma como a espécie

eletroativa se encontra em solugdo (protonada ou desprotonada), alterando assim o modo
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como o analito ird reagir na superficie do eletrodo, e podendo gerar variagdes nos valores de
corrente e potencial obtido na medida voltamétrica, refletindo negativamente na sensibilidade
do método.

O potencial de pico de corrente para o0 BHA 1,0 pmol L' em solu¢o tampéo B-R 0,1
mol L' em pH 2,0 a 11,0 foi investigado por voltametria ciclica. Os voltamogramas obtidos

sdo mostrados na Figura 8.

Figura 8. Voltamogramas ciclicos para BHA 1,0 pmol L' empregando o eletrodo
modificado Gr-AuNP-ext/GCE em solugdo tampdo B-R (0,1 mol L") em diferentes valores
de pH: (A)pH2,0a5,0e (B)pH6,0a11,0.
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A relagdo entre o E,, € o pH ¢ mostrada na Figura 8C. De acordo com os resultados
mostrados, a relagdo linear tem uma inclinagdo igual a —58,3 mV pH . Isso indica que o
mecanismo de oxidagdo/redugdo associado ao BHA ¢ um processo envolvendo o mesmo
namero de protons e elétrons, que esta proximo do valor teérico de Nernst (59,2 mV pH )
para uma reagdo envolvendo o mesmo numero de mols de protons e elétrons, tal como
descrito em diversos estudos relatados na literatura®*. Outra informagdo possivel de ser
extraida da Figura 8C ¢ o valor de pKa a partir da interse¢do da reta. A intersecdo ocorre
proximo ao pH 9,0; corroborando com o valor teorico de pKa de 8,90, quando o BHA sofre
desprotonagﬁosz.

Pode-se notar o deslocamento do potencial para valores mais negativos conforme
aumenta o pH da solugdo. Este deslocamento favorece a reacdo redox. A maior intensidade da
corrente de pico foi obtida no valor de pH de 4,0. Sendo assim, buscando uma melhor

sensibilidade para determinagao do analito, adotou-se o pH 4,0 para as analises subsequentes.
5.5 EFEITO DA VELOCIDADE DE VARREDURA

A fim de estudar a natureza do processo que ocorre na superficie do eletrodo,
voltamogramas ciclicos foram registrados para o biossensor em varias velocidades de
varredura (10-300 mV s™'). Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 9. E observado que
a medida que a velocidade de varredura aumenta, a corrente dos picos anodicos e catodicos
aumentam. Além disso, os potenciais de pico se deslocam com o aumento da velocidade, e

também, a distancia entre os picos aumenta, indicando uma irreversibilidade do sistema.
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Figura 9. (A) Voltamogramas ciclicos para BHA 1,0 pmol L™' do eletrodo composto de Gr-
AuNP-ext/GCE em solu¢do tampdo Britton-Robinson 0,1 mol L (pH 4,0) em diferentes
velocidades de varredura: (a)—(i) 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250 ¢ 300 mV s (B) Relagao

entre log I, vs. log v. (C) Relagdo entre E,, vs. log v.
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Por meio destes estudos, observou-se que o grafico (Figura 9B) do logaritmo da
corrente de pico anddica (log Ip,) versus o logaritmo da velocidade de varredura de potencial
(log v) apresentou comportamento linear, obtendo-se a equagdo log I, = 0,68 log v — 4,15.
Uma maneira de saber se a etapa determinante da reagdo ¢ a difusdo ou a adsorg¢do, ¢ através
do gréafico log 1 vs. log v. Através da literatura, sabe-se que um coeficiente angular proximo de
0,5 indica que o processo redox ¢ controlado por difusdo, mas se for 1,0 o processo ¢
adsortivo’'. Como o valor do coeficiente angular obtido foi de 0,68, concluiu-se que a etapa

limitante da velocidade da reagao de oxidagdo sobre a superficie do eletrodo foi a difusao,

. -~ ~ 5
com contribui¢io da adsor¢do™.
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Na Figura 9C ¢ observado que a relagdo entre o potencial de pico (E,o) € o logaritmo
da velocidade de varredura (log v) ¢ linear (E = 0,0572 log v + 0,54). De acordo com a
equacao de Laviron™ para um processo irreversivel, a relagdo entre E,, e log v pode ser

€Xpressa Como S€ seguc:

E B+ 2,303RT ){ ( RTk® ) ( 2,303RT )I
po = ((1 —a)zF °9 (1—a)zF + (1—a)zF il

Onde: E° ¢ o potencial padrdo; k° ¢ a constante de velocidade heterogénea da reacdo;
o é o coeficiente de transferéncia de elétrons; z € o numero de elétrons transferidos no
processo; R, T e F sdo as notagdes usuais (R = 8,314 ] mol "K', T =298 K, F = 96485 C
mol ).

De acordo com as regressdes lineares de E,, versus log v, conforme mencionado
acima, os coeficientes angulares das equagdes sdo equivalentes a 2,303RT/(1—a)zF.
Comumente, atribui-se a o o valor de 0,5 para processos irreversiveis.

Deste modo, calculou-se o nimero de elétrons envolvidos (z) na oxidagdo do BHA, e
este valor foi igual a 2. Os resultados obtidos na Se¢do 5.3 mostraram que 0 mesmo numero
de mols de protons e elétrons foram envolvidos na reacdo de oxidagdo do BHA. Portanto,
pode-se afirmar que as reagdes envolveram dois protons e dois elétrons, como € observado na

reacdo da Figura 10. Essa proposta de reacio corrobora com a literatura®.

Figura 10. Esquema de reagao para a oxidagdo do BHA.

OCH3 o OH
C(CHy)s C(CHa)s
2H 2 C(CH3)s 4oH* +2¢°
_— _
-H,0, -OCH; 2H* 2¢"
OH 0 OH
BHA TBHQ

Fonte: Adaptado de Fatibello-Filho, 2010,
5.6 SELECAO DA TECNICA ELETROANALITICA
A fim de desenvolver um método sensivel para a quantificagdo de BHA, foram

investigadas trés diferentes técnicas eletroanaliticas e a magnitude do sinal analitico fornecido

por elas. Avaliou-se a desempenho da voltametria de varredura linear (LSV), pulso diferencial
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(DPV) e onda quadrada (SWV). Os parametros de cada técnica foram ajustados de modo a se
obter a mesma velocidade de varredura de potencial para as medidas. A Figura 11 apresenta

os resultados obtidos utilizando as trés técnicas voltamétricas.

Figura 11. Voltamogramas para BHA 1,0 pmol L' sobre o biossensor em solugdo tampdo
BR 0,1 mol L™ (pH 4,0), em velocidade de variagdo de potencial igual a 50 mV s”', obtidos

com diferentes técnicas eletroanaliticas: DPV, SWV e LSV.
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Por meio dos voltamogramas, é possivel perceber que a técnica de pulso diferencial
apresentou a maior resposta de corrente resposta para o analito.

Na DPV, pulsos de amplitude fixos sobrepostos a uma rampa de potencial crescente
sao aplicados ao eletrodo de trabalho. A corrente ¢ medida duas vezes, uma antes da aplicacao
do pulso e outra ao final do pulso. A primeira corrente ¢ subtraida da segunda, e a diferenca
das correntes ¢ plotada versus o potencial aplicado. O objetivo de se fazer duas medidas da
corrente e trabalhar com a diferenca entre elas ¢ a supressdo da corrente capacitiva. Dessa
forma, desvinculando o valor da primeira leitura de corrente da segunda, obtém-se uma
minimiza¢do da contribui¢do da corrente capacitiva, o que nao ocorre na LSV, por exemplo.
Em relacdo a SWV, a DPV apresenta maior eficiéncia quando operada em velocidades mais

baixas, o que possibilita acompanhar melhor reacdes de cinética lenta.
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Portanto, a voltametria de pulso diferencial foi escolhida para estudos posteriores, por
ser uma técnica eficaz e com vantagens bem estabelecidas, incluindo baixa da contribui¢do da

corrente de fundo, e baixos limites de detecc¢ao.

5.7 O0TIMIZACAO DOS PARAMETROS DA VOLTAMETRIA DE PULSO
DIFERENCIAL

Para a otimizagdo da técnica de voltametria de pulso diferencial escolhida, alguns
parametros instrumentais como a velocidade de varredura de potencial (v), amplitude de pulso
de potencial (Epuis0) € tempo de duragdo do pulso (tpuise) foram avaliados, a fim de observar os
efeitos destes parametros sobre a resposta de pico da corrente, e para se obter as melhores
condigdes experimentais para o biossensor proposto.

A velocidade de varredura de potencial foi variada de 10,0 a 100 mV s ', enquanto
manteve-se fixo os outros parametros em E,us = 50,0 mV e tyuso = 10,0 ms. A maior
intensidade de corrente foi obtida na velocidade de 60 mV s . Portanto, neste valor, a
velocidade de varredura consegue acompanhar a cinética da reagdo, e assim, € possivel fazer
um registro sensivel de todo o processo. Outro parametro avaliado foi o tpys0, cOm valores
variando na faixa de 1,0 a 30,0 ms, ¢ mantendo-se fixo a Epyso = 50,0 mV e v = 60 mV s,
Selecionou-se o tempo de 5,0 ms, pois a maior corrente de resposta para o BHA ocorreu nesse
valor. A amplitude de pulso foi investigada em uma faixa de 10 a 120 mV, fixando-se a tyyi50=
50ms,e v=60mVs'. A amplitude escolhida foi de 100 mV, pois houve um crescimento
linear da intensidade da corrente de pico até este ponto, mantendo-se constante em valores
maiores.

A Tabela 1 apresenta os parametros de pulso diferencial estudados, a faixa analisada

e os valores selecionados para a determinagdao de BHA.
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Tabela 1. Otimizacao dos parametros experimentais da voltametria de pulso diferencial para a

determina¢do de BHA.
Parametro da técnica Faixa avaliada Valor selecionado
Velocidade (mV s ) 10,0 - 100 60,0
Tempo de durag@o do pulso (ms) 1,0-30,0 5,0
Amplitude do pulso (mV) 10,0 - 120,0 100,0

5.8 CURVA DE CALIBRACAO PARA O BHA USANDO O BIOSSENSOR GR-AUNP-
EXT/GCE

Construiu-se a curva de calibragdo para o BHA utilizando as condigdes
experimentais otimizadas. Os voltamogramas de pulso diferencial sdo mostrados na Figura
12A. Foi registrado um pico definido em +0,50 V, que corresponde a oxidacdo do BHA.
Observou-se que as intensidades de corrente aumentaram proporcionalmente com o aumento
da concentragio do analito no intervalo de 0,2 a 10,2 pmol L™'. A regressdo linear (Figura
12B) pode ser expressa de acordo com: I,, = 0,36 (£0,002) [BHA] + 0,098 (+0,016), onde I,
¢ igual a corrente de pico anddico em pA, e [BHA] ¢ a concentracdo de hidroxianisol butilado

em pmol L',

Figura 12. Voltamogramas de pulso diferencial para BHA sobre o eletrodo Gr-AuNP-
ext/GCE em diferentes concentragdes: (a) 0,2; (b) 0,4; (¢) 0,8; (¢) 1,2; (d) 1,4; (e) 1,8; (f) 2,2;
(g) 2,6 (h) 3,0; (1) 3,4; (§) 3,8; (k) 4,2; (1) 4,6; (m) 5,0; (n) 5,4; (0) 5,8; (p) 6,2; (q) 6,65 () 7,0;
(s) 7,4; (t) 7.8; (u) 8,2; (v) 8,6; (W) 9,0; (x) 9.4: (v) 9.8 e (z) 10,2 pmol L' em solucio tampio

| A ‘ , 4,04 B

35| r=0998
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BR 0,1 mol L™' (pH 4,0).
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A partir dos dados obtidos nas andlises e da curva analitica para o analito, calculou-se

os parametros de validagdo (Tabela 2).

Tabela 2. Parametros analiticos obtidos a partir da curva de calibragao.

Parametros analiticos BHA
Potencial de pico (V) 0,5

Faixa linear (umol L") 0,2-10,2
Coeficiente de correlagdo - r 0,998
Coeficiente angular (WA L pmol ") 0,36
Desvio padrdo do coeficiente angular 0,002
Coeficiente linear (LA) 0,098
Desvio padrao do coeficiente linear 0,016
LOD (nmol L") 16,6
LOQ (nmol L") 55,5

Conforme mostrado na Tabela 3, o biossensor proposto exibiu um limite de detec¢ao

inferior a outros trabalhos encontrados na literatura. Sendo assim, este biossensor mostrou-se

promissor, podendo ser aplicado na determinagdo de BHA em amostras de alimentos como

um controle de qualidade.
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Tabela 3. Comparagdo geral com outros sensores para a deteccao de BHA.

Sensor Técnica pH n;(ngL/—l Referéncia

a Tampao BR

) KNO3/10%
MCCE—-Cu3(PO4)2-Poly SWV etanol (v/v) 72 57

(pH 6,7)

Tampao BR
AuNPs/GCE LSV (pH 2.0) 39 58
Gr/Ch/GCE® DPV Tam(%ag)PBs 190 48
CoHCF-grafite’ Amperometria Ta(ngﬁég (I)))B S 190 58

Gr-AuNP-ext/GCE DPV Rt 166 Este trabalho

®Eletrodo impresso em tela modificados com nanotubos de carbono de paredes multiplas.
®Eletrodo composito de carbono modificado com fosfato de cobre (II) imobilizado em

poliéster. “Carbono vitreo modificado com monocamada de colina e grafeno. YEletrodo

composito de grafite e parafina modificado com hexacianoferrato de cobalto.
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6 PERSPECTIVAS

O presente estudo mostrou uma rota simples, rdapida e econdmica para sintetizar
nanoparticulas de ouro utilizando extrato de Prunus persica, que permitiu o desenvolvimento
de um biossensor eletroquimico de AuNPs e grafeno para a determinagdo de BHA. A
integracao do grafeno com as nanoparticulas de ouro melhorou a resposta de corrente para do
biossensor para a determinacdo de BHA.

Os resultados deste estudo indicam que o péssego pode ser efetivamente utilizado
como fonte de agentes redutores e estabilizantes para a sintese de AuNPs estaveis. No
entanto, como todos os vegetais, sua composi¢do pode mudar conforme o fruto e o estagio de
desenvolvimento. Portanto, mais pesquisas sdo necessarias para avaliar até que ponto essas
mudangas podem afetar as caracteristicas das nanoparticulas resultantes.

Através dos estudos de voltametria ciclica, concluiu-se que o processo de oxidagdo
do BHA ¢ caracterizado como de difusdo, irreversivel e ¢ acompanhado por uma troca de dois
elétrons e dois protons.

Bons resultados foram alcangados pelo uso da técnica DPV. O biossensor apresentou
caracteristicas analiticas favoraveis sob as condigdes o6timas de trabalho estabelecidas (tampao
Britton—Robinson 0,1 mol L', pH 4,0) incluindo boa faixa linear (0,2 umol L 1a102 umol
L"), limite de detecgdo 16,6 nmol L' e aplicabilidade na determinagio de BHA.

Pode-se destacar que o biossensor proposto exibiu alta sensibilidade, e além disso, o
baixo custo, simplicidade e rapidez para a construgdo e aplicagao dos biossensores, tornam

esse método vantajoso em relagdo a outras técnicas utilizadas para a determinagdo de BHA.
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