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Resumo

Este trabalho descreve o desenvolvimento e otimizacdo de dois eletrodos quimicamente modificados
com materiais nanoestruturados aplicados na determinag¢do de carbendazim e 2,4,6-triclorofenol em
amostras de agua natural e de uso doméstico. O primeiro eletrodo foi construido a partir da modificagdo
de um eletrodo de carbono vitreo (GCE) com B-ciclodextrina (BCD) e nanoparticulas de magnetita
(Fe3sO4NPs) estabilizadas em éacido ascorbico. As nanoparticulas foram caracterizadas a partir das
técnicas de microscopia eletronica de transmissdo e espectrofotometria UV-Vis, nas quais foi possivel
constatar a formacao de particulas esféricas bem dispersas indicando que o acido ascorbico promoveu
uma excelente estabilizacdo do nanomaterial. O eletrodo quimicamente modificado (CME) foi
caracterizado eletroquimicamente através das técnicas de voltametria de varredura linear e
espectroscopia de impedancia eletroquimica, ambas as técnicas demonstraram que a inclusdo dos
modificadores aumentou significativamente o desempenho do eletrodo devido as propriedades
condutoras da magnetita e a capacidade supramolecular de reconhecimento da B-ciclodextrina. Apos a
avaliag@o de desempenho, a construcdo do eletrodo proposto (FesOsNPs-AA-BCD/GCE) e as condigdes
experimentais foram otimizadas (17,5 mg de fCD /1 mL de suspensdo Fe;O4sNPs (m/v); tampao acetato
(0,1 mol L!; pH 5,0); voltametria de onda quadrada: /=100 Hz, AE, =100 mV e AEs=6,0 mV) sendo o
CME aplicado na determinacao do pesticida carbendazim (+0,88 V). A curva de calibragdo externa para
o analito de interesse apresentou duas faixas lineares (I: 3,33 — 13,29 umol L, r=0,999; II: 16,61 —
29,82 umol L', r=0,997) com limites de detec¢do e quantificagio de 0,43 e 1,44 umol L7,
respectivamente. O Fe;OsNPs-AA-BCD/GCE também foi avaliado em termos de figuras de mérito,
obtendo valores adequados de repetibilidade intra e inter-dia (RSD: 5,37% e 5,58%), bem como
estabilidade (RSD: 5,32%) e seletividade (interferéncia <10%) frente a ions e outros pesticidas. A
determinacdo do carbendazim foi realizada em amostras fortificadas de 4aguas de lagoas usando o
eletrodo proposto, que apresentou bons valores de recuperagao (96,30% a 100,70%), e detec¢dao com
relacdo ao método espectrofotométrico UV-Vis (284 nm) utilizado como método comparativo. O
segundo eletrodo foi desenvolvido a partir da modificagdo de GCE com uma dispersao contendo grafeno
e nanoparticulas de ouro (AuNPs) obtidas a partir de uma sintese verde utilizando extrato de araca
(Psidium cattleianum) como agente redutor e estabilizante. As AuNPs foram caracterizadas com
microscopia eletronica de transmissdo e espectrofotometria UV-Vis, e os resultados demonstraram que
o extrato (Ext) foi eficaz na formacdo e estabilizacdo das particulas, além de atuar como dispersante
para o grafeno (GR). O eletrodo modificado foi caracterizado eletroquimicamente através da voltametria
ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica, e ambas as técnicas confirmaram o bom
desempenho da modificagdo devido a alta taxa de transferéncia de cargas das AuNPs e grande area
superficial do GR. A construcdo do eletrodo proposto (AuNPs-Ext-GR/GCE) e as condigdes
experimentais foram otimizadas (0,5 mg de GR /100 pL de suspensdo AuNPs (m/v); tampao fosfato
(0,1 mol L''; pH 6,0); voltametria de onda quadrada: /=30 Hz, AE, =30 mV e AEs=3,0 mV) sendo o
CME aplicado na determinagdo do pesticida 2,4,6-triclorofenol (+0,72 V). A curva de calibragdo externa
para o analito de interesse apresentou duas faixas lineares (I: 3,32 — 19,60 umol L™, r=0,999; II: 22,80
— 35,36 umol L', r=0,999) com limites de detec¢do e quantificagdo de 0,28 e 0,95 pmol L7,
respectivamente. O AuNPs-Ext-GR/GCE também apresentou bons valores de repetibilidade intra e
inter-dia (RSD: 5,85% e 3,89%), bem como estabilidade (RSD: 4,65%) e seletividade (interferéncia
<10%) frente a ions, porém pouca especificidade na presenca de clorofenois. A deteccao do 2,4,6-TCF
foi realizada em amostras fortificadas de agua de uso doméstico, resultando em valores apropriados de
recuperagdo (102,03 a 105,61%), e determinagdo com relagdo ao método espectrofotométrico (200 nm).
As metodologias desenvolvidas se mostraram adequadas e os eletrodos modificados obtiveram um bom
desempenho na determinag¢do de ambos os pesticidas, configurando-se como excelentes ferramentas
analiticas aplicadas a analise da qualidade da agua.

Palavras-chave: Eletrodo quimicamente modificado. Materiais nanoestruturados. Carbendazim. 2,4,6
Triclorofenol.



Abstract

This work describes the development and optimization of two chemically modified electrodes with
nanostructured materials applied in the determination of carbendazim and 2,4,6-tricholophenol in
natural and domestic water samples. The first electrode was constructed from the modification of a
glassy carbon electrode (GCE) with B-cyclodextrin (BCD) and magnetite nanoparticles (Fe;OsNPs)
stabilized in ascorbic acid. The nanoparticles were characterized using transmission electron microscopy
and UV-Vis spectrophotometry techniques, in which it was possible to observe the formation of well-
dispersed spherical particles, indicating that ascorbic acid promoted an excellent stabilization of the
nanomaterial. The chemically modified electrode (CME) was electrochemically characterized by linear
sweep voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy techniques, both techniques has
shown that the inclusion of modifiers significantly increased the performance of the electrode due to the
conductive properties of magnetite and supramolecular recognition ability of B-cyclodextrin. The
construction of proposed electrode (FesOsNPs-AA-BCD/GCE) and experimental conditions were
optimized (17.5 mg of BCD /1 mL of Fe;O4NPs suspension (w/v); acetate buffer solution (0.1 mol L ';
pH 5.0); square wave voltammetry: /=100 Hz, AE, =100 mV and AE=6.0 mV) and the CME was applied
in the detection of carbendazim pesticide (+0.88 V). The external calibration curve for the analyte
showed two linear ranges (I: 3.33 — 13.29 umol L', r=0.999; II: 16.61 — 29.82 pmol L, r=0.997) with
detection and quantification limits of 0.43 and 1.44 umol L™}, respectively. The CME (Fe;OsNPs -AA-
BCD/GCE) was also evaluated in terms of figures of merit, obtaining adequate values of intra and inter-
day repeatability (RSD: 5.37% and 5.58%), as well as stability (RSD: 5, 32%) and selectivity
(interference <10%) against ions and other pesticides. The detection of carbendazim was carried out in
fortified samples of pond waters, applying the proposed optimized electrode, which showed good
recovery values (96.30% to 100.70%), and detection values in relation to the UV-Vis spectrophotometric
method (284nm) used as a reference. The second electrode was developed from the modification of
GCE with a dispersion containing graphene and gold nanoparticles (AuNPs) produced from a green
synthesis using araca extract (Ext - Psidium cattleianum) as reducing agent and stabilizer. The AuNPs
were characterized with transmission electron microscopy and UV-Vis spectrophotometry, and the
results showed that the extract was effective in the formation and stabilization of particles, in addition
to acting as a dispersant for graphene (GR). The CME was electrochemically characterized by cyclic
voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy, both techniques confirmed the good
performance of the modifications, due to the high charge transfer rate of the AuNPs and the large surface
area of the GR. The construction of proposed electrode (AuNPs-Ext-GR/GCE) and experimental
conditions were optimized (0.5 mg of GR /100 pL of AuNPs suspension (w/v); phosphate buffer (0.1
mol L!; pH 6, 0); square wave voltammetry: /=30 Hz, AE,=30 mV and AE=3.0 mV) and the CME was
applied in the determination of the pesticide 2,4,6-trichlorophenol (+0.72 V). The external calibration
curve for the analyte showed two linear ranges (I: 3.32 — 19.60 pmol L, r=0.999; II: 22.80 — 35.36
umol L, 1=0.999) with detection and quantification limits of 0.28 and 0.95 umol L™!, respectively. The
CME (AuNPs-Ext-GR/GCE) also showed good intra and inter-day repeatability values (RSD: 5.85%
and 3.89%)), as well as stability (RSD: 4.65%) and selectivity (interference <10 %) against ions, but little
specificity in the presence of chlorophenols compounds. The detection of 2,4,6-TCF was performed in
fortified domestic water samples, resulting in appropriate recovery values (102.03 to 105.61%), and
detection values compared to the reference spectrophotometric method (200 nm). Both developed
methods proved to be adequate, and both modified electrodes achieved excellent performance in
detecting both pesticides, configuring them as excellent analytical tools for water quality control
analysis.

Keywords: Chemically modified electrode. Nanostructured materials. Carbendazim. 2,4,6
Trichlorophenol.
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APRESENTACAO

Neste trabalho de Tese sera apresentado o desenvolvimento de dois eletrodos
quimicamente modificados construidos a partir da modificagdo de eletrodos de carbono vitreo
(GCE) com materiais nanoestruturados a base de B-ciclodextrina, grafeno e nanoparticulas
metalicas (nanoparticulas de magnetita estabilizadas em acido ascérbico e nanoparticulas de
ouro estabilizadas em extrato vegetal). Estes eletrodos foram aplicados no desenvolvimento de
duas novas metodologias analiticas para a determinacdo dos pesticidas carbendazim e 2,4,6-
triclorofenol em amostras de 4guas naturais e de uso doméstico.

Para um melhor entendimento, esta Tese foi dividida em cinco capitulos. O capitulo 1
detalha a fundamentagao tedrica sobre os temas trabalhados na Tese (eletrodos quimicamente
modificados, nanomateriais, pesticidas, ente outros). O capitulo 2 traz a apresenta¢do do
objetivo geral deste trabalho e dos objetivos especificos, sendo dividido em duas partes, as quais
se referem aos dois eletrodos propostos. O capitulo 3 descreve a metodologia analitica,
instrumentagdao e construgdo do eletrodo quimicamente modificado com P-ciclodextrina e
nanoparticulas de magnetita estabilizadas com &cido ascorbico aplicado a deteccdo de
carbendazim em aguas naturais. Os resultados obtidos e as discussdes referentes a este trabalho
também se encontram nesta se¢do. O capitulo 4 descreve a metodologia analitica,
instrumentagdo e construgdo do eletrodo quimicamente modificado com grafeno e
nanoparticulas de ouro sintetizadas e estabilizadas em extrato de araca aplicado a deteccao de
2,4,6-triclorofenol em aguas de uso doméstico. Os resultados obtidos e as discussdes referentes
a este trabalho também se encontram nesta se¢do. O capitulo 5 apresenta as consideragdes

finais referentes aos dois trabalhos desenvolvidos.
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CAPITULO 1: FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 ELETRODOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS

O conceito de controlar as propriedades da interface eletrodo/solucao para desenvolver
sensores tem sido uma area de pesquisa ativa por muitas décadas e vem crescendo rapidamente
em muitas areas da ciéncia. Hoje, praticamente todas as interfaces de deteccdo eletroquimica
sofrem modificagdes de algum tipo como meio de induzir a seletividade, dentre estas podemos
destacar a classe dos eletrodos quimicamente modificados (EDWARDS; BERGREN;
PORTER, 2007; MORRIN, 2019). O termo “eletrodo quimicamente modificado” (do inglés,
chemically modified electrode — CME) foi descrito pela primeira vez por Murray, sendo
definido como a aplica¢do de um filme geralmente fino de um composto quimico selecionado,
ligado ou revestido na superficie do eletrodo, de modo a conferir caracteristicas desejaveis
como propriedades quimicas, eletroquimicas, Opticas, e/ou elétricas através de um processo
planejado (MURRAY, 1980). A modificacao da superficie de um eletrodo pode trazer diversas
vantagens como, por exemplo (REN, S. et al., 2021):

» Aumento da condutividade do transdutor incluindo o aumento da velocidade de
transferéncia de elétrons, sendo favoravel na melhora da sensibilidade gerando uma
rapida resposta;

» Ampliagdo da relagdo area/volume do eletrodo, promovendo o aumento da
probabilidade de colisdes moleculares e contatos entre o analito e o transdutor,
aumentando a velocidade da reagao e a sensibilidade de detecgao;

» Diminuic¢ao dos sobrepotenciais normalmente elevados observados e aumento da janela
de potencial utilizavel;

» Estabelecimento e aumento dos sitios ativos redox que conferem seletividade para o

eletrodo.

O CME compreende duas partes principais, uma ¢ o material do substrato (eletrodo) e a
outra o composto modificador, sendo que a importancia desses dois componentes depende da
natureza da investigacdo analitica. O desempenho eletroanalitico do CME ¢ amplamente
influenciado pelo material da superficie do eletrodo de trabalho, que tem impacto em
caracteristicas como a reprodutibilidade do sinal analitico obtido e a resisténcia mecanica
(CHAUHAN, 2021). Um amplo espectro de metais, incluindo platina, ouro, prata, cobre e
niquel tem sido comumente utilizado na constru¢do de CME. Eles sdo caracterizados por uma

rapida cinética de transferéncia de elétrons e janela de potencial anddico relativamente ampla.
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Outro material popular ¢ o carbono que tem sido usado como material eletrédico com ou sem
modificacdo adicional. Os eletrodos de carbono demonstram vantagens sobre outros eletrodos
solidos metalicos devido as suas propriedades mecanicas, Opticas € magnéticas, condutividade
elétrica e térmica, baixa corrente de fundo, ampla faixa de potencial anddico (positivo), baixo
custo e inércia quimica na maioria das solugdes eletroliticas (ABRAHAM et al., 2020;
PORADA et al., 2020). As formas mais utilizadas de eletrodos a base de carbono sdo o eletrodo
de pasta de carbono, eletrodo de diamante dopado com boro e eletrodo de carbono vitreo, sendo
este ultimo muito popular devido a sua baixa taxa de oxidacao e alta inércia quimica, bem como
tamanhos de poros extremamente baixos (BOUMYA et al., 2021).

Uma gama de abordagens tem sido relatada para a modificagdo da superficie de
eletrodos, podendo ser agrupadas em quatro tipos: quimissor¢do, ligagdo covalente, filme
polimérico e formacao de composito (KUMAR; ADARAKATTI, 2018). Estes procedimentos
sao descritos abaixo (DURST, 1997; SCHOLZ, 2009):

» Quimissorc¢ao: processo de adsor¢ao que ocorre através de ligagdes covalentes, no qual
o filme quimico ¢ fortemente adsorvido na superficie do eletrodo através da formagao
de uma monocamada. Um exemplo deste tipo de modificacdo sdo as monocamadas
automontadas acopladas ao substrato, nas quais moléculas ndo correlacionadas
adsorvem espontaneamente em locais especificos na superficie do eletrodo;

» Ligacao covalente: agentes de ligagdo, como organossilanos ou cloreto ciantrico, sao
usados para ligar covalentemente uma ou mais camadas monomoleculares do
modificador quimico a superficie do eletrodo;

» Filmes poliméricos: sdo preparados através da aplicagdo da solugdo do polimero na
superficie do eletrodo sélido (permitindo que o solvente evapore) ou por eletro-
polimerizacdo de um mondmero. O filme polimérico pode ser um isolante eletronico,
um condutor i6nico, ou ambos. O primeiro tipo € utilizado para a preparagcdo de
revestimentos seletivos que servem para evitar que constituintes indesejados da matriz
alcancem a superficie do eletrodo. Os filmes condutores auxiliam nas reagdes
eletroquimicas e dependem de varios processos fisico-quimicos, como a particdo de
solvente e ions entre o polimero e o eletrdlito, o transporte de ions dentro da fase
polimérica, bem como a transferéncia de carga entre o eletrodo e o filme;

» Composito: O modificador quimico é simplesmente misturado com o material
eletrédico, como no caso de um mediador de transferéncia de elétrons (eletro-
catalisador) combinado com as particulas de carbono de um eletrodo de pasta de

carbono. Alternativamente, matrizes de intercalacdo como certos filmes de Langmuir-
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Blodgett, zedlitas, argilas e peneiras moleculares podem ser usadas para conter o

modificador.

Eletrodos quimicamente modificados com nanomateriais tornaram-se uma poderosa
ferramenta analitica visto que as propriedades intrinsecas destes modificadores como alta area
superficial e propriedades elétricas e condutoras resultam na criacdo de dispositivos com
respostas mais rapidas, sobrepotencial reduzido e melhor sensibilidade e seletividade,
comparados aos sensores eletroquimicos convencionais. A proxima se¢do apresenta a defini¢ao

e classificagcdo dos materiais em nanoescala.

1.2 NANOMATERIAIS

Embora a historia do uso de nanomateriais remonte aos tempos antigos, os principais
conceitos, avancos ¢ entendimentos evoluiram apds meados do século XX. Nos ultimos anos,
a sintese de um grande nimero de nanomateriais foi alcangada com sucesso representando um
grande progresso na constru¢do e modificacdo de CME, devido a combinacdo das propriedades
eletrocataliticas Uinicas destes materiais com as técnicas eletroanaliticas modernas (JADON et
al., 2016). Um nanomaterial pode ser definido como um material natural ou sintético contendo
particulas em estado ndo ligado ou como um agregado, com ao menos uma dimensao externa
de tamanho <100 nm. Os nanomateriais diferem da sua forma bruta em algumas caracteristicas
e propriedades fisico-quimicas como, por exemplo, tamanho, forma, area de superficie e
reatividade (CURULLI, 2020).

O primeiro tipo de classificacdo proposta para os nanomateriais foi dado por Gleiter et
al, este sistema levava em considerac¢ao a forma cristalina e composicao quimica do material,
no entanto, ndo era completo pois ndo incluia a dimensionalidade das particulas (GLEITER,
2000). Em 2007, Pokropivny e Skorokhod propuseram um novo esquema de classificagdo, com
base na dimensao, que se divide em 4 grupos: 0D, 1D, 2D e 3D (Figura 1) JEEVANANDAM
etal., 2018; POKROPIVNY; SKOROKHOD, 2007). A descri¢dao de cada grupo ¢ detalhada a
seguir (ABID et al., 2022):

Zero dimensional (0D): Todas as trés dimensdes (X, y, z) estdo na faixa da nanoescala, sendo
principalmente estruturas esféricas. Esta categoria inclui NPs, pontos quanticos, nanoesferas,

nanoclusters;
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Unidimensional (1D): Duas dimensdes estdo nas proximidades da nanoescala, mas a ultima
ndo, podendo ter estrutura cristalina, amorfa ou metalica. Esta classifica¢do inclui nanobastdes,
nanotubos, nanofibras e nanofios;

Bidimensional (2D): Uma das dimensdes se encontra em nanoescala e as duas dimensoes
restantes estdo fora dela. Podem ser cristalinos, amorfos, metalicos, poliméricos e ceramicos.
Alguns exemplos sdo os nanofilmes, nanocamadas e nanofolhas;

Tridimensionais (3D): Nao possuem dimensdes na nanoescala, porém apresentam
caracteristicas de nanomateriais. Geralmente sao nanocristalinos, tendo como exemplos os

feixes de nanofios, feixes de nanotubos e multi-nanocamadas.

Figura 1. Esquema de classificacdo de nanomateriais conforme a dimensao.
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Os nanomateriais também podem ser classificados com base no tipo de material em que

Fonte: Traduzido de ABID et at., (2022)

consistem. Dentre as variedades mais conhecidas e utilizadas podemos classificar em
nanomateriais a base de carbono (grafeno, nanotubo de carbono, quantum dots) (SONI;
THOMAS; KAR, 2020; TORKAMAN-ASADI; KOUCHAKZADEH, 2022), metais
(nanoparticulas metalicas) (SAWAN et al., 2020), ceramica (nanoargilas) (YANG; GAO;
YANG, 2021), polimeros (nanoparticulas poliméricas) (SAIYAD; SHAH, 2022), e derivados
de biomoléculas (polissacarideos, DNA, ciclodextrinas) (AHMAD, A. et al., 2022; XIAO et
al., 2021).

As secdes a seguir sdo destinadas a apresenta¢do dos nanomateriais utilizados para
construgdo dos CME desenvolvidos neste trabalho de tese, bem como detalhes acerca dos

procedimentos de sintese e estabilizagdo destes componentes.
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1.2.1 Nanoparticulas metalicas

As nanoparticulas metalicas (NPs) sdo uma ampla classe de materiais que possuem ao
menos uma dimensao menor que 100 nm, e podem ser classificadas com base em suas
propriedades, formas ou tamanhos. As NPs geralmente exibem propriedades fisico-quimicas
unicas, que se diferem significativamente da sua forma em macroescala. Essas caracteristicas
especificas se refletem em suas propriedades Opticas, mecanicas, elétricas e quimicas além de
atividades bioldgicas antimicrobianas e antivirais (como, por exemplo, no caso das
nanoparticulas de prata) (MATATKOVA et al., 2022), fazendo com que sejam excelentes
candidatas a diversas aplicagdes comerciais, que incluem catilise (DOBRUCKA, 2019),
combustiveis (SEKOALI et al., 2019), tratamentos clinicos (ASGARI; NIKKAM; SANIEE,
2022; LOPEZ-CAMPOS et al., 2019), remediacdao ambiental (ABBASI KAJANI; BORDBAR,
2019) e sensores eletroquimicos (AROUA et al., 2022).

1.2.1.1 Sintese de nanoparticulas

O tamanho das nanoparticulas ¢ fundamental para determinar suas propriedades e
aplicagdes, sendo altamente dependente do método de sintese e das condi¢des de reagdo. Varias
abordagens podem ser usadas para a produ¢do de nanomateriais, sendo divididas em duas
classes principais: top-down e bottom-up. Ambos os procedimentos sao descritos abaixo

(SAJID, 2022; WANI et al., 2022) e ilustrados na Figura 2:

> Top-down: Esta abordagem envolve a divisao de materiais a granel ou a miniaturizacao
dos procedimentos de sintese para gerar as particulas nanométricas. Os exemplos tipicos desta
abordagem incluem moagem mecénica de esferas, evaporacdo térmica e ablacdo a laser. As
vantagens dos métodos top-down incluem a disponibilidade de equipamentos e procedimentos
simples tendo como grande desafio a dificuldade em obter o tamanho e a forma adequados
sendo ineficaz na fabricagdo de particulas extremamente pequenas.

> Bottom-up: Nesta abordagem, blocos de constru¢do como, por exemplo, atomos,
moléculas ou unidades ainda menores sdo usados para criar nanoestruturas. O processo de
sintese geralmente comeca a partir de uma reagdo homogénea ou fase gasosa e geralmente ¢
auxiliado por uma rea¢do quimica que d4 origem ao nanomaterial. Os exemplos deste tipo de
procedimento incluem redug¢do quimica, sintese fotoquimica, sol-gel hidrotérmica ou
solvotérmica, deposicdo quimica de vapor, co-precipitacdo, métodos bioldgicos e etc. As

principais vantagens de tais abordagens sdo o melhor controle de tamanhos das NP, menor
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defeito estrutural, composicdo quimica homogénea, baixo custo e facil escalabilidade. A

principal desvantagem esta relacionada a necessidade de superficies e moléculas compativeis.

Figura 2. Esquema de duas abordagens empregadas na sintese de nanomateriais: top-down e bottom-up
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Fonte: Adaptado de SARAVANAN et al., (2022)

Atualmente o ramo da nanotecnologia tem se dedicado ao desenvolvimento de
metodologias e materiais ecologicamente sustentaveis que visam reduzir os impactos
ambientais € econdOmicos. A maior parte dos métodos aplicados a sintese de nanomateriais
utiliza solventes toxicos, gerando residuos indesejaveis e prejudiciais a saude e ao meio
ambiente, além de demandar um alto consumo de energia, uma vez que as rotas sintéticas
geralmente sdo complexas e podem conter varias etapas. (HEINEMANN et al., 2021). Diante
deste contexto, um tema que vem ganhando grande destaque ¢ a sintese verde de nanoparticulas
metalicas.

A sintese verde de NPs ¢ uma abordagem bottom-up, onde as particulas sdo sintetizadas
através do processo de oxidagao/reducao de ions metalicos pelas por¢des organicas de materiais
biologicos. Esses sistemas bioldgicos podem incluir microrganismos como bactérias, fungos e
leveduras, além de algas e extratos vegetais de diferentes plantas (GAUTAM et al., 2022;
HUSSAIN et al., 2016). O uso de extratos de plantas para a biossintese de nanoparticulas ¢
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uma técnica vantajosa que permanece relativamente sub-explorada. Embora a capacidade do
extrato vegetal de reduzir os ions metalicos seja conhecida desde o inicio de 1900, apenas nos
ultimos 30 anos este recurso tem sido utilizado na sintese de NPs (KALIMUTHU et al., 2020;
SANTHOSHKUMAR; RAJESHKUMAR; VENKAT KUMAR, 2017). A abordagem mediada
por plantas est4d ganhando popularidade por ser simples, ecologicamente correta, estavel, rapida
e econdmica. Geralmente, a sintese envolve a adi¢do de uma solugdo aquosa de sais metalicos
ao extrato aquoso de plantas sob condigdes experimentais especificas como, por exemplo,
agitacdo continua e/ou aquecimento, conforme mostrado na Figura 3. (AHMAD, W. et al.,
2022). Os extratos podem ser derivados das diversas partes de uma planta (casca, folhas, frutos,
caules, raizes, sementes e biomassa) e contétm uma gama de biomoléculas como proteinas,
enzimas, polissacarideos, agtcares, amidas, cetonas, aldeidos e acidos carboxilicos, além de
fitoquimicos como alcaloides, flavonas, flavonoides, polifenois, terpendides, saponinas,
polidis, esterdides, taninos, entre outros que atuam como agentes redutores e estabilizantes na
sintese de NPs (JANNATHUL FIRDHOUSE; LALITHA, 2022; TAHA, 2022). Os polifendis
foram relatados como tendo o efeito mais proeminente como agente redutor e estabilizante para
precursores metalicos, uma vez que protegem as plantas contra as espécies reativas de oxigénio
produzidas durante a fotossintese € o contato com impurezas antropogénicas (NOAH;

NDANGILI, 2022).

Figura 3. Esquema da sintese de nanoparticulas metalicas utilizando extrato vegetal.
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Fonte: Adaptado de BAO et al.,, (2021)

O mecanismo da sintese de nanomateriais mediado por plantas ocorre em trés fases: a
reducao, o crescimento e as fases de terminagdo. A fase de reducdo envolve a redugao dos ions
metalicos a atomos de metal de valéncia zero, oxidando moléculas fitoativas via transferéncia
de elétrons. Posteriormente, na fase de crescimento os atomos de metal de valéncia zero
agregam-se em particulas nano-metalicas com diferentes formas (esférica, linear, triangular,

hexagonal ou cubica, entre outros) e, por ultimo, na fase de terminagdo os constituintes
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fitoativos com propriedades antioxidantes sao aderidos em torno do nanomaterial para manter
sua estabilidade (NOAH; NDANGILI, 2022).

Recentemente, inimeros trabalhos na literatura relatam o uso de extratos vegetais na
sintese de nanoparticulas metalicas aplicadas as mais diversas finalidades. O trabalho de
Divakaran ef al. (DIVAKARAN et al., 2019) utilizou extrato de pitaia como uma alternativa
ecologicamente correta na sintese de nanoparticulas de ouro aplicadas ao estudo da inibi¢ao do
crescimento de células de cancer de mama (MCF-7) e Shabaani ef al. (SHABAANI et al., 2020)
investigaram a fotodegradagao de azul de metileno usando ZnONPs sintetizadas usando extrato
de semente de néspera. Karimi e Samimi (KARIMI; SAMIMI, 2019) desenvolveram com
sucesso um sensor colorimétrico a base de AgNPs, obtidos com extrato de alga verde
(Chaetomorpha sp), para deteccdo de mercurio em uma faixa de concentracdo de 0,01 a

200 umol L' com limite de detec¢do de 4,19 nmol L.

1.2.1.1.1 Extrato de araca (Psidium cattleianum Sabine)

Psidium cattleianum Sabine, pertence a familia Myrtaceae e ¢ uma planta nativa do
Brasil, que ocorre em diferentes regides do pais, como nordeste e sul, além de outros paises
como Uruguai, Havai e algumas ilhas do Caribe, devido a sua facil adapta¢do a condigdes
extremas de humidade e temperatura. Dada a adaptabilidade da espécie a condigdes de estresse,
seus frutos sao potencialmente ricos em metabolitos secundarios e, consequentemente, possuem
propriedades funcionais de interesse. Seu fruto ¢ popularmente conhecido no Brasil como
“araca” e seu tamanho varia de 2,2 cm a 5 cm, apresentando formato oval e pesando menos de
20 g. As populagdes locais apreciam sua polpa que costuma ser consumida “in natura” ou
processadas para producdo de sucos, geleias, doces e sorvetes (LAZAROTTO et al., 2022;
MEDINA et al., 2011). A Figura 4 mostra as variedades mais comuns de frutos de P.

cattleianum apresentando epicarpo amarelo e vermelho e endocarpo creme ou branco.

Figura 4. Imagens representativas das variedades de araga amarelo e vermelho.

Fonte: DOS SANTOS PEREIRA et al.; (2018)
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Além de seu sabor agradavel e Unico, o extrato do fruto do aracd possui diversas
propriedades farmacoldgicas, como efeitos antimicrobiano, antioxidante, analgésico, anti-
hiperglicémico e antidiabético (DA COSTA AMARAL et al., 2021). Estas atividades
biologicas relatadas para o aracga estao relacionadas a sua composi¢ao quimica, principalmente
a presenc¢a de macro e micronutrientes, que incluem aminoacidos essenciais e nao essenciais,
proteinas, sais minerais, carboidratos, agucares e carotendides. Além disso, a bioatividade do
extrato da fruta também estd relacionada ao alto teor de vitamina C (em torno de 200 mg/g
fruta) e a presenca de metabolitos secundarios como os compostos fenodlicos, que possuem alta
capacidade antioxidante protegendo os sistemas bioldgicos contra o excesso de radicais livres
e espécies reativas de oxigénio (PEREIRA et al., 2020). Diferentes compostos fendlicos t€ém
sido relatados no aragéd, como os acidos elagico, p-cumarico, clorogénico e galico, flavonoides
como quercetina, miricetina e epicatequina, e antocianinas como a cianidina. Maiores
concentragdes de compostos fenodlicos foram encontradas na polpa de araca amarelo quando
comparadas com a concentragdo encontrada na casca (DE ALMEIDA LOPES; DE OLIVEIRA
SILVA, 2018; DOS SANTOS PEREIRA et al., 2018).

O extrato de araca se mostra um excelente material a ser empregado na sintese verde de
NPs devido sua composicdo quimica rica em compostos antioxidantes que podem atuar como
agentes redutores e estabilizantes. No entanto, ndo hé registro na literatura da utilizagdo do
extrato da polpa de araga amarelo para esta finalidade, fazendo deste material inexplorado uma

opcao inédita aplicada neste trabalho.

1.2.1.2 Nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) tém uma rica histoéria na quimica, que remonta a
época romana antiga, onde eram usadas para tingir vidros para fins decorativos (GILJOHANN
et al., 2010). A primeira sintese de AuNPs foi publicada por Michel Faraday em 1857, e foi
realizada a partir da reducdo da solugdo de acido clorodurico (HAuCls) por fosforo em
dissulfeto de carbono, dando origem a uma solugao de ouro de “cor rubi”. Em 1951, Turkevich
et al. propuseram um método sintético para ouro coloidal usando citrato trissddico (Na;CeHsO7)
para reduzir uma solucdo de acido clorodurico, sendo atualmente um dos métodos mais
conhecidos e utilizados para sintese de AuNPs (THIPE et al., 2022; TURKEVICH;
STEVENSON; HILLIER, 1951).

As AuNPs apresentam varios formatos como, por exemplo, esferas, bastdes, clusters,

tetraedros, entre outros (Figura 5), possuindo aplicagdes promissoras devido as suas
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propriedades mecéanicas, elétricas, térmicas, quimicas e Opticas que variam do ouro bruto

(KUMARI et al., 2019).

Figura 5. Exemplos de formatos de particulas obtidas na sintese de AuNPs
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Fonte: Traduzido de FREITAS DE FREITAS et al.; (2018)

As propriedades especificas do ouro em nanoescala sdo atribuidas a um fendmeno
peculiar chamado de ressonancia plasmonica de superficie (SPR, do inglés surface plasmon
resonance) (SANI; CAO; CUIL 2021). Os plasmons sdo explicados como uma nuvem de
elétrons carregada negativamente deslocada de sua posi¢ao de equilibrio em torno de uma rede
feita de ions carregados positivamente. Quando uma nanoparticula esférica de ouro € exposta a
luz, o campo elétrico faz com que os elétrons de condugdo oscilem gerando uma forca
restauradora da nuvem de elétrons polarizados em relacdo a rede. Esta oscilagdo coletiva de
elétrons excitados pelos fotons incidentes na frequéncia ressonante ¢ chamada de plasmon de
superficie localizado (LSP, do inglés localized surface plasmon). Quando o comprimento de
onda da luz incidente ¢ maior que a dimensao nanométrica das NPs, a oscilagdo de elétrons em
fase leva a uma absorc¢do dos comprimentos de onda em torno do verde conferindo a suspensao
de AuNPs uma coloragdo avermelhada. A agrega¢do das nanoparticulas resulta em um desvio
da frequéncia SPR, resultando em uma mudancga da cor da suspensdo de vermelho para roxo
(DARUICH DE SOUZA; RIBEIRO NOGUEIRA; ROSTELATO, 2019; SENGANI;
GRUMEZESCU; RAJESWARI, 2017).

Devido as suas caracteristicas elétricas e cataliticas superiores, as AuNPs tém recebido
consideravel atencdo em diversas dreas como producdo de fadrmacos (AHATI et al., 2022),
catalise (SONG et al., 2022), aplicacdes terapéuticas (KARMAKAR; SANKHLA; KATIYAR,
2022) e sensores (CHEN, MENGYING et al., 2022; SUN et al., 2022; WANG, N. etal., 2022).

A aplicacao de AuNPs na constru¢do de CME tem se tornado uma alternativa eficiente e possui
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diversas vantagens tais como, acelerar a taxa de transferéncia de elétrons entre o analito e a
superficie do eletrodo, reduzir o sobrepotencial necessario para a reagdo redox, promover uma
melhora na relacdo sinal-ruido e diminui¢do do limite de detec¢ao (HAN et al., 2019; LIU, X.
et al., 2022; RASTOGI et al., 2022).

Recentemente, visando evitar ou limitar o uso de solventes e produtos quimicos toxicos
e, consequentemente o impacto ambiental a sintese verde de AuNPs tém sido aplicada
utilizando materiais como bactérias, fungos e extratos vegetais (PETRUCCI et al., 2022), sendo
uma abordagem particularmente vantajosa quando aplicada ao desenvolvimento de eletrodos
modificados. Khan et al. promoveram a sintese verde de AuNPs utilizando extrato de Sueda
fruciotosa. As particulas obtidas apresentaram formato esférico e tamanho reduzido (6 a 8 nm)
sendo aplicadas como modificador em um eletrodo de pasta de carbono para degradacao
eletroquimica de corantes azo-fenolicos (KHAN et al.,, 2017). Lopes e colaboradores
desenvolveram um eletrodo de pasta de carbono modificado a base de AuNPs sintetizadas com
extrato de abacaxi. O eletrodo foi otimizado e aplicado na determinacdo voltamétrica do
farmaco cloridrato de prometazina, apresentando valores de LOD e LOQ de 1,33 e
4,44 ymol L™!, respectivamente (LOPES et al., 2021). O extrato vegetal de Rhanterium
suaveolens foi utilizado por Chelly et al. na sintese de AuNPs aplicadas em um eletrodo
impresso de carbono para determinagdo simultdnea de dopamina e riboflavina, obtendo
excelentes valores de LOD (0,2 e 0,07 umol L'!) e sensibilidade (550,4¢ 2.399 pA mM™!
cm 2), respectivamente (CHELLY et al., 2021).

1.2.1.3 Nanoparticulas de magnetita

A magnetita ¢ um tipo de 6xido ferroso (Fe3O4) encontrado na natureza na forma de
cristais cibico pretos e se comporta como material ferrimagnético em escala macroscopica, mas
como material superparamagnético em escala nanométrica (GAETE et al., 2019). E um 6xido
de ferro magnético comum e, em condi¢des ambientais, cristaliza como uma estrutura cubica
espinélica inversa contendo ions Fe** nos locais com coordenacio tetraédrica de oxigénio (A)
e mistura dos ions Fe** e Fe*" em igual propor¢io nos locais com coordenagdo octaédrica de
oxigénio (B) (DAOUSH, 2017), conforme mostrado na Figura 6. Como os ions Fe*" sdo
divididos igualmente entre as posigdes tetraédricas e octaédricas, ndo existe momento
magnético resultante da presenca destes ions. Entretanto, todos os ions Fe*" residem nos
intersticios octaédricos, sendo estes ions responsaveis pela magnetizagdo de saturacdo ou,

ainda, pelo comportamento magnético do material (OLIVEIRA; FABRIS; PEREIRA, 2013).
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Figura 6. A estrutura cristalina do espinélio inverso (esquerda) e pos-espinélio ortorrdmbico (direita) da magnetita.
Sitios de ferro com coordenacdo tetraédrica (sitio A) e coordenagdo octaédrica (sitio B) de oxigénio.

B-site
(Fe**Fe™)

Fonte: KOZLENKO et. al.,; (2019)

Outras caracteristicas vantajosas dessas nanoparticulas incluem estabilidade quimica,
biocompatibilidade, biodegradabilidade, dispersidade, baixa toxicidade comparada a metais ou
outras nanoparticulas de oxido metdlico e facilidade e baixo custo dos procedimentos
disponiveis para o seu preparo (FURLAN et al., 2019; NOVOSELOVA, 2021). Devido estas
propriedades, as FesO4NPs sao largamente empregadas na construcdo de eletrodos modificados
para determinacdo de uma gama de analitos e amostras. Ladmakhi ef al. desenvolveram um
eletrodo de pasta de carbono modificado com Fe;O4NPs e um material composito de grafeno e
carbono mesoporoso para determinagdo do farmaco allopurinol em amostras clinicas
(LADMAKHI et al., 2020). Um eletrodo de grafite modificado com Fe3O4sNPs e nanotubos de
haloisita foi aplicado por Urguk ef al. na determinag@o simultanea de 4cido cafeico e acido trico
em amostras de urina humana, obtendo excelentes valores de LOD (0,008 e 0,003 pumol L-
N(URCUK et al., 2022). Outra aplica¢io das nanoparticulas magnéticas é voltada a anélise de
poluente emergentes como, por exemplo, no trabalho desenvolvido por Santos et al. que utilizou
um eletrodo impresso a base de FesO4NPs, grafeno e quantum dots para determinacdo do
hormonio etinilestradiol em amostras de agua de rio. O sensor obteve uma adequada faixa linear
(0,01 22,50 pmol L) e baixo limite de detec¢io (2,60 nmol L!), demonstrando-se como uma
ferramenta analitica eficiente para monitoramento ambiental (SANTOS et al., 2021).

Diversos métodos foram desenvolvidos para a sintese de nanoparticulas de magnetita
como o processo sol-gel, micro emulsdo, ablagdo a laser, decomposi¢ao térmica, entre outros,
resultando na obten¢do de particulas com morfologias distintas, como esferas, hastes, fios e
tubos (COBOS CRUZ et al., 2008). Contudo, o método de co-precipitagdao ainda esta entre os
mais populares por sua simplicidade e facilidade de manipula¢do do tamanho e morfologia das

particulas. Este método ¢ uma maneira conveniente de sintetizar nanoparticulas magnéticas a
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partir de solucdes salinas aquosas pela adi¢do de uma base (NaOH ou NH4OH) como agente
precipitante em temperatura ambiente ou em temperatura elevada. A principal vantagem do
processo de co-precipitagdo ¢ que uma grande quantidade de nanoparticulas pode ser
sintetizada, além disso o curto tempo de reagdo, alto rendimento € o uso de um solvente
ecoldgico (ou seja, agua) também podem ser considerados como beneficios desta rota sintética
(AHMADI et al., 2021; TIZRO et al., 2019).

No entanto, as FesO4NPs ndo sdo estaveis no ar atmosférico pois tendem a oxidar
transformando-se em maguemita. Por este motivo, as particulas geralmente requerem protegao
e sdo funcionalizadas ou revestidas em sua superficie por polimeros, metais ou agentes
estabilizantes organicos e/ou inorganicos. Varias biomoléculas (por exemplo, proteinas,
polipeptideos, anticorpos) podem ser ligadas a superficie das FesO4NPs através de um
acoplamento quimico de grupos terminais funcionais especificos. Além disso, podem também
ser protegidas por invélucros de diferentes materiais biocompativeis, como polissacarideos
naturais (dextrano, latex, quitosana, alginato, celulose), materiais sintéticos inertes
(polietilenoglicol, polivinilpirrolidona) e acidos organicos com diferentes estruturas (acido
oleico, poli(acido aspartico), acido citrico e acido ascorbico) (NICULESCU; CHIRCOV;
GRUMEZESCU, 2022).

1.2.1.3.1 Acido ascorbico

O 4cido l-ascorbico (AA), comumente denominado vitamina C, ¢ uma cetolactona
hidrossoluvel e desempenha um papel integral no funcionamento fisioloégico geral do corpo,
possuindo efeito antioxidante periférico e também atuando como neuromodulador. E um
nutriente que nao pode ser sintetizado e deve ser retirado dos alimentos, sendo necessaria uma
dose didria de 100 mg para uma boa saude (MALIK; NARWAL; PUNDIR, 2022; WANG, Q.-
B. et al., 2020).

O AA geralmente ¢ empregado no processamento de alimentos, formacos e cosméticos.
E um 4cido diprético com um potencial redox de -0,06 V que se dissocia em duas etapas,
primeiro um ion hidrogénio ¢ liberado para formar o anion ascorbato (CsH706") com um valor
de pKa; de 4,25, e segundo um ion de hidrogénio adicional ¢ liberado para formar o 4cido
dehidroascorbico (C¢HsOs?> ) com um valor de pKaz de 11,79, conforme mostrado na Figura 7

(LIN; LIANG, 2013).
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Figura 7. Curvas de distribui¢do das espécies conforme o pH para o acido 1-ascorbico.
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Fonte: Autora

O é4cido l-ascorbico € um poderoso agente redutor devido a presenga de grupos hidroxila
que controlam a reducdo de ions metalicos, 6xidos metalicos e complexos, atuando como local
de conjugacao para posterior funcionaliza¢do das nanoparticulas sintetizadas (HASSAN, 2022;
OLUWAFEMI; SONGCA, 2012). Além disso, sua forma oxidada (acido dehidroascorbico)
pode atuar também como estabilizante devido a presenca dos grupamentos carbonilas que
podem interagir com os grupos hidroxilas geralmente presentes na superficie das NPs (SOOD
etal.,2016; UMER et al., 2014). Por exemplo, Tyagi ef al. estudaram a aplicacdo de AA como
agente estabilizante na sintese de AuNPs e a influéncia do pH do meio reacional no tamanho e
dispersdo das particulas. Os resultados obtidos demonstraram que em valores de pH mais
basicos a estabilizacdo ¢ mais efetiva produzindo particulas com didmetro médio em torno de
30240 nm (TYAGI et al., 2011). Chaudhry e coautores utilizaram o AA como estabilizante na
sintese de nanoparticulas bimetalicas de Fe/Cu aplicadas a ensaios de adsor¢do e remocao de
oxigénio dissolvido e fendis em efluentes industriais (CHAUDHRY et al., 2022). No trabalho
de Laban ef al. foram sintetizadas nanoparticulas de Ag e Cu estabilizadas com AA. Através da
analise de microscopia de for¢a atdmica constatou-se que as particulas produzidas apresentaram
tamanho reduzido (=10 nm) e através de testes bacterioldgicos (gram-positivo e gram-negativo)
foi comprovado que as NPs apresentaram atividade anti-bacteriana (LABAN et al., 2017).

No entanto, existem poucos relatos na literatura acerca do uso do acido l-ascorbico como
estabilizador na sintese de NPs aplicadas na modificacgao de eletrodos, destacando-se como uma

alternativa promissora, porém pouco explorada.
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1.2.2 Grafeno

O grafeno ¢ caracterizado como uma monocamada de carbono com estruturas
bidimensionais semelhantes a favos de mel (Figura 8). Os quatro elétrons de valéncia dos
atomos de carbono na rede ocupam trés orbitais hibridos sp? no plano, que sdo responséaveis
pela ligacdo covalente. A terminologia “grafeno” foi recomendada apds a descoberta de Boehm
et al., para as relagdes estruturais e outras propriedades de camadas de carbonos individuais.
No entanto, pouco progresso foi feito na preparacdo e compreensao do grafeno até
recentemente. Em 2004, Andre Geim e Konstantin Novoselov isolaram a monocamada de
grafeno de grafite pirolitico altamente orientado por meio de sua hébil técnica de fita adesiva
sintética denominada “clivagem micromecanica”, que rendeu a ambos o Prémio Nobel de Fisica
em 2010 (MBAYACHI et al., 2021; NOVOSELOV et al., 2004). As amostras preparadas por
esfoliacdo mecanica sdo geralmente isentas de defeitos e, portanto, preferiveis para o estudo de

suas propriedades eletronicas (XU, 2018).

Figura 8. Representagdo da estrutura quimica de uma folha de grafeno

Fonte: GOSWAMI et al.; (2021)

Algumas das caracteristicas particulares deste material incluem grande area de
superficie especifica (2630 m*> g!) que é maior que a do grafite (10 m*> g'!) e nanotubos de
carbono (1315 m? g'!), alta mobilidade eletronica, alta resisténcia mecénica (200 vezes maior
que o aco), boa condutividade térmica, alta condutividade elétrica (60 vezes maior que
nanotubos de carbono simples e 6 ordens de magnitude maior que o cobre), flexibilidade,
transmitancia optica, impermeabilidade a gases e biocompatibilidade (JUSTINO et al., 2017;
NAG et al., 2022; PATTNAIK; KUMAR SUTAR, 2019; SURESH, R. et al., 2022).

A crescente popularidade do grafeno se deve ao avanco das suas aplicacdes eletronicas
(SAFIAN; UMAR; MOHAMAD IBRAHIM, 2021). O grafeno tem sido empregado para

diversas finalidades e areas de interesse, como em materiais de armazenamento de energia
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(OLABI et al., 2021), supercapacitores (COSSUTTA et al., 2020), baterias (ZHAO, X. et al.,
2020) e como material modificador em CME. Em sensores eletroquimicos, sua grande area
superficial auxilia no carregamento das biomoléculas desejadas, resultando em uma maior
interacao entre a molécula do analito e a superficie do eletrodo. Outras vantagens do grafeno
sdo o baixo impacto ambiental, ampla faixa de potencial eletroquimico, auséncia de impurezas
no material (evitando interferéncias na deteccdo do analito) e alta taxa de transferéncia de
elétrons (NAG; MITRA; MUKHOPADHYAY, 2018). Recentemente, Meng e colaboradores
utilizaram 6xido de grafeno como modificador na superficie de um eletrodo de carbono vitreo
para determinacio de fenacetina. O sensor apresentou baixo valor de LOD (0,91 umol L 1)
além de desempenho superior em termos de corrente e baixo potencial de oxidagdo do analito,
quando comparado com eletrodos modificados com grafeno dopado com nitrogénio (MENG et
al., 2022). O desempenho de eletrodos modificados também pode ser aprimorado ao unir as
propriedades condutoras e estabilidade mecanica do grafeno com a alta area superficial e
propriedades elétricas caracteristicas das nanoparticulas metalicas. Nourbakhsh et al.
desenvolveram um eletrodo de grafite modificado com nanoparticulas de prata e grafeno para
determinagdo eletroquimica de metais em amostras de dgua. Estudos aplicando as técnicas de
voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica revelaram que o efeito
sinérgico entre as nanoparticulas e o grafeno aumentou a condutividade elétrica (aumento do
sinal de corrente e diminuigdo da resisténcia) e a atividade catalitica (separagao e deslocamento
dos potenciais de pico) do eletrodo modificado, levando a um aumento na taxa de transferéncia
de elétrons na superficie do eletrodo. O sensor também obteve boa sensibilidade e seletividade,
além de excelentes valores de LOD (5,0; 4,1 e 1,0 ng L™!) para Cd(Il), Cu(Il) e Pb(Il),
respectivamente (NOURBAKHSH et al., 2022).

1.2.3 Ciclodextrina

As ciclodextrinas (CD) s@o oligdmeros macrociclicos de a-D-glicose, em forma de
cones truncados contendo grupos hidroxila primérios e secundérios coroando a borda mais
estreita e a borda mais larga, respectivamente (Figura 9). Esta forma particular torna a parte
externa da cavidade da CD bastante polar (tornando-a soltivel em 4gua), enquanto os atomos
de oxigénio da ligacdo glicosidica conferem ao interior da cavidade um carater hidrofobico.
Diferentes tamanhos de nanocavidades sdo obtidos dependendo do ntimero de unidades de

glucopiranose que formam o macrociclo (6, 7 ou 8), sendo que os didmetros das cavidades de


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0026265X21012236#!
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CD (a-, B- ou y-) podem variar de 5 a 8 A, permitindo um peneiramento do tamanho de

moléculas que podem ser hospedadas no seu interior (MORENO, 2006; TROTTA et al., 2022).

Figura 9. Estruturas e didmetros médios das cavidades para a-CD, B-CD e y-CD.
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Fonte: Adaptado de (GOMEZ-GRANA; PEREZ-JUSTE; HERVES, 2021; VENTURINI et al., 2008)

A estrutura de cavidade unica da CD permite identificar uma variedade de moléculas
hospedes e formar complexos de inclusdo hospedeiro-hospede especificos. As moléculas
encapsuladas sdao orientadas para maximizar o contato entre suas partes hidrofobicas e a
cavidade apolar, que dependendo do tamanho pode encapsular moléculas hdspedes de
tamanhos variados com diferentes estequiometrias. Quanto mais hidrofobica for a molécula
hoéspede, mais estavel serd o complexo. Além das interagdes hidrofobicas, as interagdes de Van
der Waals predominam na formagao de complexos com relagao aos efeitos estéricos e ligagdes
de hidrogénio (CID-SAMAMED et al., 2022; REKHARSKY; INOUE, 1998).

Os fendomenos de inclusdo dentro da CD podem ocorrer na fase sélida, liquida ou gasosa.
No entanto, a maioria dos estudos € voltada para solu¢des aquosas, principalmente devido ao
papel central que a dgua desempenha neste processo de complexacdo. Como resultado,
compostos que apresentem uma complementaridade estérica com a cavidade CD podem ser
incluidos. Dessa forma, estabelece-se um equilibrio entre espécies complexadas e livres, sendo
a inclusdo um processo dindmico (LANDY et al., 2012).

As CD apresentam como vantagens boa biocompatibilidade, estabilidade quimica, baixa
toxicidade, baixo custo e facil disponibilidade. Essas caracteristicas também podem ser
potencializadas através da combinagdo sinérgica com nanoparticulas inorganicas mesclando as
propriedades hospedeiras de CDs com as propriedades inerentes das NPs. Por exemplo, tal
combinacdo pode ser utilizada como receptores moleculares sendo amplamente utilizados como

modificadores em sensores para determinagdo de metais, farmacos e poluentes organicos como,
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por exemplo, os pesticidas (ALSBAIEE et al., 2016; GOMEZ-GRANA et al., 2021; SHI et
al., 2019). Luo e colaboradores desenvolveram um eletrodo modificado a base de BCD, AuNPs
e grafeno aplicado na determinacao do inseticida imidacloprido em alimentos (banana, manga
e repolho). O estudo do comportamento eletroquimico do analito na superficie do CME revelou
que a presenca dos modificadores BCD e AuNPs promoveu a catalise e amplificagdo da corrente
de reducdo do imidacloprido. Isso se deve a excelente condutividade eletronica e grande area
superficial das nanoparticulas e o fato de que os grupos hidrofébicos do analito (como Cl)
podem ser reconhecidos pela cavidade hidrofébica da ciclodextrina sendo concentrados na
superficie do eletrodo através de mecanismos de reconhecimento supramolecular. O sensor
apresentou adequada sensibilidade e seletividade frente a outros pesticidas carbamatos, além de
um excelente limite de detec¢do (0,13 nmol L) (LUO et al., 2022). Outro sensor a base de
BCD e AuNPs foi desenvolvido por Li et al. e aplicado na determinagdo do composto benzilbutil
ftalato através da técnica de espectroscopia Raman amplificada (LI et al., 2019) A interagao
especifica entre o analito e a cavidade da ciclodextrina promoveu uma melhora significativa na

sensibilidade resultando em uma baixo valor de LOD (0,01 pmol L™).

1.3 PESTICIDAS

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saade (WHO — do inglés, Word Health
Organization), os pesticidas sdo considerados uma classe especial de compostos quimicos
usados para combater parasitas, incluindo insetos, roedores, fungos e plantas indesejaveis
(ervas daninhas). Esses produtos sdo usados na saude publica para matar vetores de doencas,
como mosquitos e, na agricultura, para destruir pragas que danificam as plantacdes
(CAMPANALE et al., 2021).

O método mais comum de classificagdo dos pesticidas ¢ baseado em sua composi¢ao
quimica e natureza dos ingredientes ativos. Esse tipo de classificagdo nos da informacdes sobre
a eficacia e as propriedades fisico-quimicas deste compostos, € € muito til para determinar as
precaucdes a serem tomadas durante a aplicacdo e a periodicidade (KAUR et al., 2019). Deste
modo, os pesticidas sdo divididos em inseticidas, fungicidas, herbicidas, produtos quimicos de
jardim, desinfetantes domésticos e rodenticidas (AKASHE; PAWADE; NIKAM, 2018). Os
pesticidas também podem ser sub-classificados em 4 grupos (HASSAAN; EL NEMR, 2020;
JATOI et al., 2021):
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» Organoclorados: podem ser separados em diclorobifenil etano, compostos de
ciclodieno e outros derivados. Operam interrompendo o equilibrio sdédio/potassio da
fibra nervosa, forcando o nervo a transmitir continuamente;

» Organofosforados ¢ Carbamatos: operam inibindo a enzima acetilcolinesterase
permitindo que a acetilcolina transfira os impulsos nervosos indefinidamente e
causando uma variedade de sintomas, como fraqueza ou paralisia. Os organofosforados
sdo bastante toxicos para os vertebrados e, em alguns casos, sdo substituidos por
carbamatos menos toxicos;

» Piretroides: sido inseticidas naturais derivados dos extratos de flores de crisantemo, €
atuam no sistema nervoso central, o que causa flutuacdes na dinamica dos canais de
cations de s6dio na membrana da célula nervosa, levando a um aumento no tempo de

abertura dos canais.

O Brasil consome cerca de 20% de todos os agrotdxicos comercializados no mundo,
cerca de 500 mil toneladas/ano, consumo este que vem aumentando significativamente nos
ultimos anos (BOMBARDI, 2019; GONCALVES; DELABONA, 2022). No ano de 2020,
foram liberados 493 compostos quimicos, 19 a mais do que em 2019. Destes produtos, segundo
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) 25 foram considerados de moderado a
extremamente toxicos para a saude humana e 251 como compostos muito ou altamente
perigosos ao meio ambiente (MATIAS et al., 2021).

A contaminagao por pesticidas em larga escala pode afetar a qualidade da agua, solo,
ar, plantas, animais, produtos alimenticios e os seres humanos. Essas substancias podem atingir
os sistemas aquaticos através do escoamento de culturas pulverizadas, reduzindo a potabilidade
da agua para consumo, além disso, a matriz do solo pode atuar como armazenamento de
agrotoxicos devido a sua alta capacidade de interagir com tais substancias (PANIS et al., 2022).
Estudos t€ém demonstrado que a exposicao persistente desses poluentes pode levar ao seu
acimulo nos tecidos e induzir efeitos prejudiciais ao crescimento, desenvolvimento e
metabolismo do corpo. Os agrotdxicos tém sido associados a diversos distirbios ao sistema
cardiovascular, nervoso central e pulmonar (CHIU et al., 2019; KALRA et al., 2016;
POURHASSAN et al.,, 2019). A exposicao a agrotoxicos pode ser aguda ou cronica: a
exposicdo aguda ¢ considerada quando os individuos sdo expostos a grandes quantidades por
um curto periodo. Este tipo de exposi¢do provoca queimaduras na pele, bolhas ou erupgdes
cutaneas, cegueira, dor abdominal, diarreia e vomitos, enquanto a exposicao cronica tem efeitos

que aparecem meses ou anos apds a exposicao aos pesticidas e incluem cancer, anormalidades,
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toxicidades em diversos niveis ¢ até a morte (PALANIYAPPAN et al., 2022; SHARMA et al.,
2020; THUNDIYIL et al., 2008).

1.3.1 Carbendazim

O fungicida benzimidazoélico metil-2-benzimidazole-carbamato (CBZ), conhecido
popularmente como carbendazim (Figura 10) ¢ um éster-amina de carbamato utilizado em
varias culturas, como por exemplo, graos, frutas, viticultura, vegetais, plantas ornamentais e
algodao, para controlar uma grande variedade de doengas fingicas, como mofo, mancha, mildio
e ferrugem. Este fungicida ¢ introduzido através de raizes, folhas ou sementes e depois se
espalha em todas as partes da planta. Além de sua presenca no meio ambiente pelo uso frequente
no setor agricola, também ¢ formado pela rapida degradagdo de outros agrotdéxicos comumente
usados como o tifanato-metil ¢ o benomil (ILAGER et al., 2021; SEBASTIAN et al., 2022;
SILVA; BARROS; PAVAO, 2014).

Figura 10. Representacdo da estrutura quimica do carbendazim
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Fonte: SILVA et al.; (2014)

infertilidade, disfuncdo hormonal e perturbacdo do sistema enddcrino, também afetando as
atividades de fosfatase e desidrogenase das plantas. O efeito adverso do CBZ em mamiferos
ocorre através da ligagdo com tubulinas que interrompem a formagao de microtibulos além da
diminui¢do da produgdo de espermatozoides testiculares em camundongos e ratos (ILAGER;
MALODE; SHETTI, 2022; SURESH, I. et al., 2021).

De acordo com o ultimo relatério da ANVISA, relativo ao Programa de Analise de
Residuos de Agrotoxicos — PARA/2017/2018, que avaliou 270 tipos de pesticidas em 14
variedades de alimentos de origem vegetal, o CBZ se destacou como o terceiro ingrediente ativo
mais detectado (em cerca de 11 % das amostras) estando em concentragdo aguda/téxica em uma
das culturas. Através dos dados obtidos, o 6rgdo em questdo incluiu o CBZ em primeiro lugar

na listagem de agrotoxicos a passarem pelo processo de reavaliagdo toxicologica, que visa
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discutir mudancas necessarias nas condi¢des de venda, uso e legislagdes pertinentes (ANVISA,
2019).

O tempo de meia vida do CBZ no meio ambiente € relativamente alto, em torno de dois
meses em condi¢des aerobias e vinte ¢ cinco meses sob condi¢des anaerobias. Por conta de sua
baixa solubilidade (8 mg/L a 25 °C) e de sua estrutura dificil de ser quebrada (contém um anel
benzimidazol altamente estavel que ¢ fracamente acido, com pKa de 4,48) sua degradagdo ¢
considerada lenta, o que torna o CBZ um composto quimicamente estavel resultando em sua
presenca substancial como residuo principalmente no ambiente aquatico. Portanto, o
desenvolvimento de métodos analiticos simples, confidveis e econdOmicos para determinagao
sensivel e rapida do carbendazim e seus subprodutos de degradacdo torna-se de extrema
importancia para a seguran¢a ambiental e protecao da saude publica. (ESCALADA etal., 2006;
SEBASTIAN et al., 2022). Atualmente, as tecnologias para determinacdo de CBZ incluem,
principalmente, métodos analiticos tradicionais como espectrofotometria (POURREZA;
RASTEGARZADEH; LARKI, 2015), cromatografia (SHEN et al., 2021) e espectroscopia de
fluorescéncia (CHEN, MENGLAN et al., 2015). No entanto, apesar de apresentarem boa
sensibilidade possuem algumas desvantagens como, por exemplo, o alto custo e tempo de
analise, operacao experimental complexa e necessidade de pré-processamento de amostras que
limitam o monitoramento em tempo real. Por outro lado, as técnicas voltamétricas sao
consideradas uma excelente alternativa devido a detec¢do rapida, ampla faixa linear de
concentracdo e custo do instrumento relativamente baixo. Além disso, tanto a seletividade
quanto a sensibilidade dos sensores eletroquimicos podem ser melhoradas com a modificacao
do eletrodo, especialmente com materiais nanoestruturados (LIU, R.; CHANG, Y .; et al., 2022;
LIU, R.; LI, B.; et al., 2022).

Dentre alguns trabalhos na literatura empregando sensores, Prya ef al. modificaram um
GCE com um material nanocomp0sito a base de 6xido de samario e 6xido de grafeno reduzido
para a deteccao de CBZ em suco de fruta, vegetais e a4guas naturais por DPV apresentando um
LOD = 0,003 umol L' (SAKTHI PRIYA et al., 2022). Um sensor foi construido por Liu et al.
a partir da modificagdo com ciclodextrina funcionalizada com nanofolhas e nanotubos de
carbono para deteccao de CBZ em suco de maga. O eletrodo apresentou uma ampla faixa linear
de 0,03-30 umol L, alta sensibilidade (30,86 pA pM ' cm2) e baixo LOD (9,4 nmol L)
(LIU, R.; CHANG, Y.; et al., 2022). Beigmoradi e coautores sintetizaram um polimero
molecularmente impresso modificado com um complexo organometalico de cobre aplicado a

um eletrodo de grafite-epdxi. Em condic¢des 6timas, o eletrodo proposto forneceu uma faixa de
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concentracdo linear de 0,01-50,00 umol L!, com um limite de detec¢do para CBZ de

2 nmol L™ (BEIGMORADI et al., 2022).

1.3.2 2,4,6-Triclorofenol

Os clorofendis sao uma classe de compostos amplamente utilizados como produtos
farmacéuticos, inseticidas e fungicidas em muitas atividades industriais (REDDY; GELPKE;
GOLD, 1998). Dentre eles, o 2,4,6-triclorofenol (Figura 11) ¢ um composto organoclorado
utilizado como antiftingico, e antimicrobiano. E utilizado também como conservante de
madeira, couro e cola, limpador de barris em vinicolas, aditivo em corantes, além de
amplamente utilizado como pesticida na agricultura. Devido a sua aplicagdo em larga escala, o
2,4,6-TCP pode estar amplamente presente no ecossistema proporcionando severos danos ao

meio ambiente (GOPI et al., 2021; HWA et al., 2021).

Figura 11. Representagéo da estrutura quimica do 2,4,6-triclofenol

OH
Cl Cl

Cl

Fonte: (ZAMBRANO et al., 2022)

0 2,4,6-TCP pode ser facilmente absorvido na pele humana por contato ou, se ingerido,
¢ absorvido pelo trato intestinal, podendo interferir na fun¢do endécrina. Pode também causar
irritagdo na pele e nos olhos, complicagdes respiratorias, danos renais, hepaticos e doengas
cardiovasculares (ARUMUGAM et al., 2022; SANTHAN; HWA; GANGULY, 2022). Devido
a sua alta toxicidade, potencial carcinogenicidade, alta estabilidade quimica e baixa
biodegradabilidade, este composto foi classificado como poluente prioritario de classe B2 (alto
grau de periculosidade) pela Agéncia de Prote¢do Ambiental dos EUA (EPA — do inglés
Environmental Protection Agency) (ZHENG et al., 2015; ZHU, X. et al., 2018).

A contaminagao por 2,4,6-TCF pode ocorrer por diversas fontes como, por exemplo: a

queima de madeiras que utilizam este tipo de conservante que pode levar a formagdo de
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dioxinas e policlorofendis de elevada toxicidade, representando um risco a satide e ao meio
ambiente (FABIAN; JANOSCHEK, 2006). O composto 2,4,6-TCF também esta presente em
agua potavel na forma de um subproduto de desinfeccao (DBPs — do inglés, Disinfection
byproducts), que se origina através da interagdo da matéria organica com o cloro adicionado
durante o processo de tratamento da agua. A formacao de DBPs e seus efeitos colaterais tem
causado grande preocupa¢do na comunidade cientifica desde a primeira descoberta destes
compostos em agua clorada, relatada em dois estudos independentes na década de 1970
(BELLAR; LICHTENBERG; KRONER, 1974; ROOK; EXAMINATION, 1972). O 2.,4,6-
TCF pertencente a classe dos compostos denominados halofendlicos, estes residuos apresentam
maior toxicidade do que os residuos de compostos halogenados alifaticos em 4gua potavel
clorada. Dentre os DBPs halofenoélicos, os 2,4,6-trihalofenois foram relatados como sendo de
dezenas a centenas de vezes mais citotoxicos e toxicos para o desenvolvimento e inibidores do
crescimento do que muitos DBPs halogenados alifaticos e alguns DBPs halofenolicos, como
halohidroxibenzaldeidos e 4cidos halohidroxibenzdicos (JIANG et al., 2022; ZHU, Z. et al.,
2021). Pesquisas revelam que a exposicao prolongada a dgua potavel contaminada com 2,4,6-
TCF contribuiu para o risco de infec¢des do trato digestivo, asma, depressdo e morbidade
(TANG et al., 2020).

Portanto, para fins de prote¢do ambiental e segurangca humana torna-se significativo
explorar novas metodologias e materiais para detec¢do deste poluente de forma sensivel, rapida
e precisa em amostras ambientais e 4guas de uso doméstico. Da mesma forma que o CBZ, as
metodologias analiticas padrdo para analise de 2,4,6-TCP incluem cromatografia,
espectrometria de massa, e fluorescéncia (BAI et al., 2016; HUANG et al., 2012; REN, B. et
al., 2018), entre outras, que necessitam de manipulacdo complexa, altos custos e tempos de
andlise e necessidade de preparo de amostras. Neste sentido, novamente as técnicas
eletroquimicas se mostram como uma ferramenta simples que possui varios beneficios como
conveniéncia, sensibilidade, seletividade e custo-beneficio, sendo amplamente utilizadas para
a analise de amostras de interesse ambiental (BULEDI et al., 2021; ZHANG et al., 2018).

Alguns exemplos de sensores aplicados a detec¢ao de 2,4,6-TCF incluem o eletrodo de
carbono vitreo modificado com poli(rodamina B)/6xido de grafeno/nanocompdsito de
nanotubos de carbono de paredes multiplas desenvolvido por Zhu et al. para a determinagao
simultanea de 2,4,6-triclorofenol e pentaclorofenol em amostras de 4gua, apresentando valores
de LOD de 80,0 e 50,0 nmol L respectivamente (ZHU, X. et al., 2016). Santhan e
colaboradores modificaram um eletrodo de carbono vitreo com um material nanohibrido de

oxido de cadmio-estanho integrado a o0xido de grafeno reduzido. O sensor apresentou boa
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sensibilidade (14,01 pA uM ™! cm2) e baixo LOD (3,05 nmol L) sendo aplicado com sucesso
na determinacdo de 2,4,6-TCF em amostras reais de peixe, mag¢d, vinho e agua de rio

(SANTHAN et al., 2022).

1.3.3 Contextualizacio com o trabalho proposto

Com base nas informagdes reportadas, em especial nas segdes 1.3, 1.3.1 e 1.3.2, ¢
possivel observar uma crescente preocupacdo com relacdo ao uso excessivo e indiscriminado
de pesticidas e os riscos de contaminagao, que podem causar impactos nocivos a saide humana
e ao meio ambiente. Portanto, ¢ de fundamental importancia o desenvolvimento de técnicas
modernas, simples, rapidas e de baixo custo que possibilitem uma analise precisa destas
substancias toxicas em diferentes matrizes de amostras.

Desta forma, este trabalho visa unir as propriedades Unicas dos nanomateriais com a
simplicidade e eficiéncia das técnicas eletroanaliticas, através do desenvolvimento de eletrodos
quimicamente modificados com materiais nanoestruturados aplicados na determinagao dos

pesticidas carbendazim e 2,4,6-triclorofenol em amostras de dguas naturais e de uso doméstico.
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CAPITULO 2: OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver eletrodos quimicamente modificados para determinacdo de carbendazim e
2,4,6-triclorofenol em dguas naturais e de uso doméstico, utilizando materiais nanoestruturados

(nanoparticulas metalicas, grafeno e B-ciclodextrina).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Deteccao de carbendazim em Aguas naturais usando um eletrodo quimicamente
modificado com B-ciclodextrina e nanoparticulas de magnetita estabilizadas em acido

ascorbico.

¢ Sintetizar as nanoparticulas de magnetita (Fe3O4NPs) estabilizadas em 4cido ascorbico
(AA);

e Preparar a dispersdo modificadora a partir da mistura de FesO4NPs e -ciclodextrina;

e (Caracterizar os nanomateriais através das técnicas de microscopia eletronica de
transmissdo (TEM) e espectroscopia UV-Vis;

e Construir eletrodos quimicamente modificados (CME) a partir da modificacdo da
superficie do eletrodo de carbono vitreo (GCE) com os seguintes nanomateriais:
Fe3sO4NPs, FesOsNPs-AA e FesOsNPs-AA-BCD e comparar as respostas analiticas
obtidas com o eletrodo sem modificacao;

e (aracterizar eletroquimicamente o GCE modificado (Fe3;O4NPs-AA-BCD/GCE)
através das técnicas de voltametria ciclica, voltametria linear e espectroscopia de
impedancia eletroquimica;

e Estudar o comportamento eletroquimico do pesticida carbendazim (CBZ) usando o
CME proposto;

e Otimizar os parametros experimentais do método: natureza e pH do eletrdlito suporte,
propor¢ao dos modificadores, e os parametros da voltametria de onda quadrada;

e Obter a curva de calibracdo externa para CBZ;

e Avaliar o método proposto através dos seguintes pardmetros: sensibilidade (célculo do
limite de deteccdo e limite de quantificacdo), seletividade (estudo de possiveis
interferentes), precisdo (repetibilidade intra-dia e inter-dia) e exatiddo (estudo de

recuperagao);
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e Aplicar o Fes04NPs-AA-BCD/GCE na determinacdo de CBZ em amostras de aguas de
lagoa através de curvas de calibragdao por adicdo de padrdo e comparar os resultados
obtidos com um método comparativo (espectrofotometria UV-Vis) a partir dos testes

estatisticos “t-Student” e “F”.

2.2.2 Desenvolvimento de um eletrodo quimicamente modificado com grafeno e
nanoparticulas de ouro sintetizadas em extrato de araca (Psidium cattleianum), aplicado

na determinacio de 2,4,6-triclorofenol em aguas de uso doméstico.

e Sintetizar as nanoparticulas de ouro estabilizadas em extrato de Psidium cattleianum
(AuNPs-Ext);

e Preparar a dispersdo modificadora a partir da mistura de AuNPs-Ext e grafeno;

e (Caracterizar os nanomateriais através das técnicas de microscopia eletronica de
transmissdo (TEM), e espectroscopia UV-Vis;

e Construir eletrodos quimicamente modificados a partir da modifica¢do da superficie do
GCE com os seguintes nanomateriais: Ext, AuNPs-Ext e AuNPs-Ext-GR e comparar as
respostas analiticas obtidas com o eletrodo sem modificagao;

e C(Caracterizar eletroquimicamente a superficie do GCE modificado (AuNPs-Ext-
GR/GCE) através das técnicas de voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia
eletroquimica;

e Estudar o comportamento eletroquimico do pesticida 2,4,6-triclorofenol (2,4,6-TCF)
usando o CME proposto;

e Otimizar os parametros experimentais do método: natureza e pH do eletrolito suporte,
propor¢ao dos modificadores e os parametros da voltametria de onda quadrada;

e Obter uma curva de calibragdo externa para 2,4,6-TCF;

e Avaliar o método proposto através dos seguintes parametros: sensibilidade (calculo do
limite de detec¢do e limite de quantificacdo), seletividade (estudo de interferentes),
precisdo (repetibilidade intra-dia e inter-dia) e exatidao (estudo de recuperacgdo);

e Aplicar o AuNPs-Ext-GR/GCE na determinagdo de 2,4,6-TCF em amostras de aguas
de uso doméstico a partir de curvas de calibragdo por adi¢do de padrdo e comparar os
resultados obtidos com um método comparativo por espectrofotometria UV-Vis, através

dos testes estatisticos “t-Student” e “F™.
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CAPITULO 3: DETECCAO DE CARBENDAZIM EM AGUAS NATURAIS USANDO
UM ELETRODO QUIMICAMENTE MODIFICADO COM B-CICLODEXTRINA E
NANOPARTICULAS DE MAGNETITA ESTABILIZADAS EM ACIDO ASCORBICO.

Publicado em: Electroanalysis, 2022 (ALVES FREITAS; CRUZ VIEIRA).

3.1 INTRODUCAO

Esta secdo relata a sintese de um novo nanomaterial a base de B-ciclodextrina e
Fe;OsNPs estabilizadas em dacido ascorbico empregado na construgdo de um eletrodo
quimicamente modificado. O CME proposto foi desenvolvido e aplicado na determinacdo do
fungicida carbendazim em amostras de aguas de lagoas. Este capitulo estd dividido em duas
partes: parte experimental referente aos reagentes, instrumentacdo, técnicas analiticas e
demais condi¢des de otimizagdo e caracterizacdo da metodologia proposta; e resultados e

discussao dos dados experimentais obtidos neste trabalho.

3.2 PARTE EXPERIMENTAL

3.2.1 Regentes e solugoes

Todos os reagentes de grau analitico foram utilizados sem purificagdo adicional e todas
as solucdes aquosas foram preparadas em 4gua ultrapura obtida em sistema Milli - Q (Millipore,
EUA), com resistividade de 18,2 MQcm™ !. As solu¢des padrio de carbendazim (CoHoN302)
foram preparadas em dimetilformamida (DMF). Para os estudos da escolha do eletrdlito suporte
foram utilizadas as seguintes solugdes tampao: acetato, Britton-Robinson (B-R) e Mcllvaine.
Para a obtencdo destas solucdes foram usados os seguintes reagentes: acido acético
(CH3COOHR), acido citrico (CgHgO7), acetato de sodio (CH3COONa), acido borico (H3BO3),
acido fosforico (H3POs4), hidrogenofosfato de sddio (NaxHPO4) e hidréxido de sodio (NaOH)
obtidos da Sigma-Aldrich, VETEC e LAFAN. Todas as solugdes tampao utilizadas foram
preparadas na concentragdo de 0,1 mol L™!, sendo a solugiio tampao acetato (pH 5,0) utilizada
como eletrolito de suporte na otimizagdo do método. Solucdes de ferricianeto de potassio
(K3[Fe(CN)s]) e ferrocianeto de potassio (K4[Fe(CN)s]) 0,5 mmol L' em KCI1 0,1 mol L™

foram preparadas com o objetivo de caracterizar o eletrodo proposto.
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Para a sintese das nanoparticulas de magnetita foram utilizados como precursores
metalicos os sais cloreto de ferro (III) (FeCls) e sulfato de ferro (II) (FeSO4). O composto
hidréxido de amonio (NH4OH) foi utilizado como agente redutor, o acido L-ascorbico (CeHgOg)
como estabilizante e a B-ciclodextrina (C42H70035) como material modificador no preparo da
dispersao, todos os reagentes foram obtidos da Sigma-Aldrich. Solugdes de cloreto de potassio
(KCl), cloreto de sodio (NaCl), nitrato de sédio (NaNOs3), sulfato de sodio (NaxSOs),
hidrogenofosfato de sodio (NaxHPOs4), aldicarbe (C7H14N20,S), ¢ metomil (CsHioN202S)

66,5 umol L™ ! foram utilizadas no estudo de interferentes.

3.2.2 Instrumentacao

A morfologia das nanoparticulas de magnetita foi caracterizada usando microscopia
eletronica de transmissdo (TEM) e a andlise foi realizada com um microscopio eletronico de
transmissdo JEOL JEM - 1011 operando a 100 keV. As micrografias foram obtidas no
Laboratorio Central de Microscopia Eletronica (LCME) da Universidade Federal de Santa
Catarina (Florianopolis, Brasil). As medi¢cdes de pH foram realizadas usando um pHmetro
Micronal (modelo B - 475) contendo um eletrodo de vidro combinado. Um banho ultrassonico
(Unique 1400A) e um agitador magnético HI 190M (instrumentos HANNA) foram utilizados
para auxiliar na preparacdo e homogeneizacdo das solugdes e amostras e na realizacdo das
analises.

Estudos eletroquimicos, empregando voltametria ciclica, linear, pulso diferencial e de
onda quadrada foram realizados em um potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT101 (Eco
Chemie, Holanda) e a espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) foi realizada em um
potenciostato/galvanostato AUTOLABI128N (Eco Chemie, Holanda), ambos operando com um
software de aquisi¢ao e processamento de dados (NOVA, versao 1.8). Os experimentos foram
realizados usando um sistema convencional de trés eletrodos: o sensor Fe;O4NPs-AA-
BCD/GCE proposto como eletrodo de trabalho, uma placa de platina como eletrodo auxiliar e

o eletrodo Ag/AgCl (KCI; 3,0 mol L) como eletrodo de referéncia.

3.2.3 Sintese e caracterizacio das nanoparticulas de magnetita

As nanoparticulas foram sintetizadas de acordo com o seguinte procedimento:
inicialmente, 0,21 g de FeClz e 0,11 g de FeSO4 foram dissolvidos com 40 mL de agua em um
baldo de fundo redondo sob agitagdo magnética por 10 min em atmosfera de nitrogénio. Em

seguida, 2 mL de hidréxido de amdnio foram adicionados como agente redutor e a mistura foi
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deixada sob agitacdo por 5 min. A sintese de nanoparticulas de magnetita (Fe3O4sNPs) foi
considerada completa ap6s a coloracdo da suspensdo passar de amarelo para preto. A
estabilizacao das Fe;O4NPs foi realizada posteriormente pela adicao de 10 mL de solugdo de
acido ascorbico (AA) (0,2 mol L) ao baldo, mantendo-se a agitagdo por mais 30 min.
Finalmente, a suspensao foi transferida para um tubo Falcon de 50 mL e armazenada a 4°C em
um refrigerador.

A dispersao modificadora do eletrodo foi preparada misturando-se 1 mL da suspensao
Fe3O4NPs-AA e 1 mL de solugao aquosa contendo 17,5 mg de B-ciclodextrina em um tubo
Eppendorf. A dispersdo foi sonicada continuamente por 3 min em banho-maria a 25°C
resultando na dispersdo modificada (Fe;O4sNPs-AA-BCD). O esquema de sintese das NPs e

preparo da dispersdo modificadora ¢ descrito na Figura 12.

Figura 12. Esquema ilustrativo da sintese das Fe;O4sNPs-AA e do preparo da dispersdo Fe;O4sNPs-AA-BCD.
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A formacao das Fe3O4NPs foi comprovada pelo monitoramento da banda de absorgao
caracteristica destas nanoparticulas (=255 nm), através de medidas obtidas em um
espectrofotometro UV-Vis Cary 60 (Agilent Technologies, EUA), utilizando uma cubeta de
quartzo com 1,0 cm de caminho Optico. A morfologia das nanoparticulas de magnetita foi
observada por microscopia eletronica de transmissao (TEM, 1011-JEM, JEOL) e as amostras
foram preparadas depositando a dispersdao em uma grade de cobre revestida com carbono

disposta sobre um papel filtro para remover o excesso de material.

3.2.4 Preparo do eletrodo quimicamente modificado

Primeiramente, a superficie do eletrodo de carbono vitreo (diametro de 2 mm) foi polida
com uma suspensdo de alumina (0,05 pm), por meio de friccdo em tecido feltro, e
posteriormente lavada com dgua deionizada. A modificagdo do eletrodo foi feita pelo método

“drop coating”, no qual uma aliquota (2 pL) da dispersdo de FesO4NPs-AA-BCD foi gotejada
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na superficie de um GCE (do inglés, glassy carbono electrode). O eletrodo entdo foi deixado
em dessecador sob vacuo por 15 min para evaporacao do solvente. Apos o periodo de secagem,
o eletrodo de trabalho proposto (FesO4sNPs-AA-BCD/GCE) estava pronto para uso. Um GCE
nao modificado ¢ GCE modificados com Fe3OsNPs e Fe;OsNPs-AA foram preparados e
testados de forma semelhante para avaliar a contribui¢do de cada modificador separadamente.
As proporcdes dos modificadores utilizados na construcao dos eletrodos foram estudadas a fim

de se obter a melhor resposta analitica para o analito de interesse.

3.2.5 Coleta e preparo das amostras

As amostras de dguas naturais foram coletadas de duas lagoas localizadas na cidade de
Florianopolis-SC: Lagoa da Conceigdo, localizada proxima a parte central da cidade e a Lagoa
do Peri localizada o sul da ilha. A coleta foi realizada utilizando-se frascos previamente
esterilizados em autoclave e a amostragem foi feita proxima a superficie do corpo d’agua, sendo
as amostras posteriormente acondicionadas a 4°C em refrigerador no laboratério. Aliquotas de
1 mL de cada amostra, sem tratamento prévio, foram fortificadas com uma concentracao
conhecida de CBZ e adicionadas a célula eletroquimica contendo 15 mL de eletrélito suporte.
A concentracao de CBZ em cada amostra foi quantificada a partir das correntes de pico obtidas

com curvas de calibragdo por adi¢do de padrao.

3.2.6 Medidas eletroquimicas

Os estudos voltamétricos foram realizados a temperatura ambiente (=25°C), sem a
necessidade de controle de temperatura, em uma célula eletroquimica contendo 15,0 mL de
eletrdlito suporte (solugdo tampdo acetato 0,1 mol L™, pH 5,0) e uma aliquota da solugio padrio
do analito (CBZ). Os voltamogramas foram registrados apos agitacdo magnética da solugdo por
60 segundos para homogeneizacdo e as correntes de pico obtidas para CBZ usando o sensor
proposto foram utilizadas para quantificar este analito. Todas as medidas de potencial foram
obtidas vs. Ag/AgCl (KCI, 3,0 mol L). Os experimentos de SWV foram realizados através de
uma varredura de potencial de +0,6 a +1,2 V, na frequéncia de 100 Hz, amplitude de pulso de
100 mV e incremento de varredura de 6 mV. Voltamogramas ciclicos foram obtidos através de
uma varredura de potencial de -0,8 a +1,2 V, com uma taxa de velocidade de varredura de 50
mV s!. Os dados utilizados para otimizar as condi¢des experimentais, obter a curva de

calibracao e determinar as concentragdes em amostras reais foram obtidos através da média de
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trés medigdes sendo o desvio padrao dessa média representado pela barra de erro expressa nos
graficos correspondentes.

As medi¢des de EIS, usadas para caracterizacdo do sensor, foram realizadas em um
sistema de trés eletrodos (como descrito na se¢do 3.2.2), utilizando uma célula eletroquimica
contendo 15,0 mL de solugdo [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* (5,0 mmol L' em KCI, 0,1 mol L!). Os
graficos de Nyquist foram obtidos no modo de circuito aberto, com amplitude de 10 mV e

frequéncia na faixa de 0,1 a 100.000 Hz.

3.2.7 Método comparativo

A técnica de espectrometria UV-Vis foi aplicada para determinar o teor de CBZ em
amostras fortificadas de 4guas de lagoas. As andlises foram feitas na faixa de comprimento de
onda de 250 a 325 nm. A absorvancia maxima para o CBZ foi encontrada em torno de 284 nm.
As medidas espectrofotométricas foram obtidas com um espectrofotdmetro UV-Vis Cary 60

(Agilent Technologies, EUA), utilizando uma cubeta de quartzo com 1,0 cm de caminho Optico.

3.2.8 Avaliaciao do método eletroanalitico

A avaliacao de um método eletroanalitico € o processo utilizado para confirmar que o
procedimento de determina¢do empregado em um teste especifico ¢ adequado para o uso
pretendido, comparativamente a outros métodos analiticos. Os resultados podem ser usados
para julgar a qualidade, aplicabilidade, precisdo, confiabilidade e consisténcia dos resultados
analiticos. Os parametros de desempenho utilizados neste trabalho sdo descritos a seguir

(GUMUSTAS; OZKAN, 2011; RIBANTI et al., 2004):

3.2.8.1 Limite de detec¢do e quantificagdo

O limite de deteccao (LOD, do inglés, limit of detection) ¢ a menor quantidade do
composto investigado em uma amostra que pode ser detectada, mas ndao necessariamente
quantificada com uma incerteza aceitavel. O LOD de um método eletroanalitico ¢ um parametro
importante se medi¢des quantitativas necessitam ser feitas em concentragdes proximo a isso. O
limite de quantificagdo (LOQ, do inglés, limit of quantification) € a concentracao mais baixa de
composto que pode ser medido na matriz de amostra em um nivel aceitdvel de exatidao e

precisio. E usado especialmente para a determinagdo de impurezas e/ou produtos de degradacio
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ou baixos niveis do composto ativo em um produto e ¢ relevante apenas em métodos analiticos
de rastreamento quando as medi¢des sdo feitas em concentragdes proximas a esse limite. Neste
trabalho os valores de LOD e LOQ foram calculados a partir do método baseado nos parametros

da curva analitica, através das Equagdes 1 e 2 descritas a seguir:

LOD—ﬂl LOQ = 2
=== Q=—"> ©

Nos quais s ¢ o desvio padrao do intercepto (coeficiente linear) e m € o coeficiente angular da

regressao linear correspondente a curva de calibragao do analito.

3.2.8.2 Repetibilidade intra e inter-dia

A repetibilidade de um método esté diretamente relacionada a sua precisao, sendo obtida
através de medidas utilizando-se as mesmas condi¢des, como o mesmo analista, mesmo
equipamento, mesmo laboratério € no mesmo intervalo de tempo. Portanto, € essencial aplicar
todo o procedimento eletroanalitico na mesma solucao de amostra com grande ntimero de dados
(pelo menos 6 vezes). A repetibilidade ¢, algumas vezes, denominada precisdo intra-dia ou
inter-dia e pode ser expressa através da estimativa do desvio padrdo relativo (RSD) das
medidas.

Neste trabalho, o estudo de repetibilidade intra-dia foi obtido através das medidas de
corrente utilizando-se 6 eletrodos construidos com a mesma dispersdo modificadora. Os testes
foram realizados no mesmo dia em triplicata para cada eletrodo modificado em uma cela
eletroquimica contendo 15 mL de solucao tampao e aliquotas de solucao padrao do analito. O
valor de repetibilidade inter-dia foi obtido através de medidas de corrente (em dias distintos)
usando-se 6 eletrodos modificados construidos com a mesma dispersao modificadora. Os testes
foram realizados em triplicata em uma cela eletroquimica contendo 15 mL de solu¢do tampao

e aliquotas de solugdo padrao do analito.

3.2.8.3 Estudo de recuperagdo

A precisdo € o principal requisito de uma analise eletroanalitica e pode ser descrito como
a proximidade do acordo entre o valor real de concentragcdo da amostra, seja como um valor
convencional, de referéncia ou aceito e o valor encontrado. A precisdo de um método ¢ afetada
por métodos sistematicos € componentes de erro aleatdrio e normalmente ¢ representada e

determinada por ensaios de adi¢ao e recuperacao. A medida do valor de adi¢do e recuperagdo
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(%) do método proposto foi obtida através da relagdo (Equagao 3) entre o valor de concentragdo
do analito medido com o eletrodo modificado (Equagdo 4), e o valor real de concentragdo

adicionado, conforme descrito a seguir:

[analito]lcmE

Recuperagio (%) = «100  (3) [analito]cys == (4)

[analito],eqr

No qual /analito],.a ¢ a concentragao adicionada na amostra e [analitojcur € a
concentracdo medida com o eletrodo modificado, calculada a partir do coeficiente linear (b) e
angular (a) da equagdo de reta da curva de calibragdo por adicdo de padrdo, através da

extrapolagdo quando y = 0.

3.2.8.4 Teste de interferentes

A seletividade ¢ geralmente aplicavel a todas as analises técnicas, como os métodos
eletroanaliticos, e refere-se a medida em que um método pode ser usado para determinar
analitos em misturas ou matrizes livres de interferéncias e também distinguir um determinado
analito de outras substancias. A seletividade de um método eletroanalitico ¢ normalmente
avaliada demonstrando que a separagao ¢ determinagdo de analitos ¢ livre de interferéncias. A
fonte de interferéncias pode ser impurezas, compostos de degradacdo, excipientes, substancias
endogenas e componentes da propria matriz da amostra. Como regra geral, a seletividade do
método deve ser suficientemente boa para que ndo tenha interferéncias significativas no
resultado obtido. Procedimentos de teste variados e método de calculo estatistico podem ser
utilizados para estudar a seletividade, dependendo da disponibilidade do analito, amostras de
referéncia adequadas, € a concentracdo de interesse. Neste trabalho, avaliou-se a possivel
interferéncia causada por ions comumente encontrados em amostras de agua, além de outros
pesticidas da mesma classe do composto de interesse. O teste foi realizado em uma cela
eletroquimica contendo 15 mL de solu¢do tampao utilizando-se o eletrodo modificado proposto
para monitorar o sinal de corrente do analito na auséncia e na presenga dos interferentes em
concentra¢do 10 vezes maior. A interferéncia foi considerada pouco significativa quando o sinal
de corrente mensurado apds a adicdo dos compostos apresentou uma variacdo maxima de 10%

para valores maiores ou menores do que a corrente inicialmente medida.
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3.2.8.5 Comparagdo de métodos

Consiste na comparagao entre os resultados obtidos empregando-se o método proposto
e de um método de referéncia, avaliando o grau de proximidade entre os resultados, ou seja, o
grau de exatiddo do método testado em relagdo ao de referéncia. As analises sdo efetuadas em
replicata, utilizando os dois métodos individualmente sobre as mesmas amostras, na faixa de
concentracdo em que se pretende validar o método.

Se os dados obtidos utilizando o método proposto e o método de referéncia concordam,
esta ¢ uma evidéncia de que ambos sdo adequados para a determinagdo do analito de interesse.
Neste trabalho, para avaliar a aplicabilidade e o desempenho da metodologia proposta foi
empregada como comparativo a técnica de espectrometria UV-Vis. Para obter a exatiddo e
precisdo, respectivamente, desses resultados os testes ¢ de Student e F sdo geralmente usados
para comparagdo estatistica. A precisdo deve ser relatada como porcentagem de recuperacao
pelo ensaio de adi¢do de padrio na amostra ou como a diferenca entre a média e o valor
verdadeiro aceito juntamente com os intervalos de confianga e os resultados calculados (teste t
de Student e F).

O teste F estd baseado na hipdtese nula de que as variancias das duas populagdes
consideradas sejam iguais sob a condi¢do de que as populagdes sigam uma distribui¢do normal
(gaussiana). Este teste ¢ definido como a razdo entre as duas variancias (desvio padrdo) das
amostras (metodologias avaliadas) e ¢ calculado comparando-se com o valor critico em um
determinado nivel de confianca. Caso seja comprovado que ambas as variancias avaliadas sao
iguais € possivel entdo aplicar o teste t de student para verificar se ha ou ndo uma diferenca
significativa entre os valores obtidos para ambos os métodos, em um nivel de confianca de
95%. As equagoes referentes aos célculos dos parametros F' (Equagdo 5) e ¢ (Equagdes 6a e 6b)

sdo apresentadas abaixo:

_ st
F - S% (5)
_ (x1=xp)
teq = ——+/(ny/ng + ny) (6a)

Sagrupado

Sagrupado = \/512 (nl - 1) + 522 (nz - 1)/nl +n; — 2 (6b)
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No qual x1 e n; representam a média dos valores e o nimero de replicatas obtidas com o
método espectrofotométrico, e X2 e n2 representam a média dos valores e o nimero de replicatas
obtidas com o método eletroanalitico proposto. Os simbolos si! e s2? representam os valores de
desvio padrao obtidos para ambas as metodologias, sendo o maior valor localizado no

numerador e o menor valor no denominador.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O CME proposto foi construido a partir da modificacdo de um eletrodo de carbono vitreo
com uma dispersao a base de B-ciclodextrina (BCD) e nanoparticulas de magnetita (Fe3OsNPs).
As Fe3O4NPs foram sintetizadas a partir de uma adaptacdo do método de co-precipitagdao
proposto por Mallakpour et al. (MALLAKPOUR; JAVADPOUR, 2017), sendo a suspensdo de
Fe304NPs posteriormente estabilizada a partir da adi¢ao de acido ascorbico (AA), conforme o
protocolo descrito na se¢do 3.2.3. As nanoparticulas de magnetita foram aplicadas como
material modificador neste trabalho devido suas propriedades elétricas que podem favorecer a
transferéncia de carga na superficie do eletrodo, bem como fatores como o baixo custo de
aquisi¢ao dos reagentes precursores e facil metodologia de preparo. De modo a aprimorar ainda
mais o desempenho do eletrodo modificado proposto avaliou-se a adicdo de BCD a suspensao
das Fe304NPs-AA, com o intuito de unir as propriedades condutoras das NPs com a habilidade
de reconhecimento supramolecular desta biomolécula. A otimizagao das propor¢des de preparo
da dispersdo modificadora e da constru¢do do Fe;O4NPs-AA-BCD/GCE sdo descritos nessa

secao.

3.3.1 Otimizacao da proporcao de BCD

Primeiramente, avaliou-se a influéncia da concentragdo de BCD adicionada a suspensao
de NPs na resposta analitica obtida com o CME. Para o preparo da dispersao Fe;O4NPs-AA-
BCD adicionou-se em um tubo Eppendorf 1 mL de suspensdo FesO4sNPs-AA e 1 mL de solugao
de BCD com as seguintes concentracdes: (a) 10, 15 e 17,5 mg/mL. O teste foi feito em uma cela
contendo 15 mL de solucdo [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* (5,0 mmol L' em KCI 0,1 mol L),
utilizando a técnica de voltametria ciclica (CV — do inglés, cyclic voltammetry) e um sistema
de trés eletrodos, no qual o eletrodo de trabalho aplicado foi 0 GCE modificado com dispersdes
nas concentragdes mencionadas acima. A Figura 13 mostra os voltamogramas registrados, nos
quais € possivel observar que a resposta de corrente obtida para o analito aumentou
proporcionalmente ao aumento da concentracdo de BCD presente na dispersdo. Quanto maior
o numero de moléculas de BCD presentes no material modificador, maior o numero de sitios
ativos disponiveis para reconhecimento e interacdo com o analito resultando em uma melhora
do sinal analitico obtido. E possivel observar também que o aumento da corrente obtida passa
a ser menos pronunciado com a aproximacao do limite de solubilidade do composto em meio
aquoso (18,2 mg/mL). Isto indica que, ao atingir o ponto de saturacdo de concentracdo na

superficie do eletrodo a adicdo de quantidades maiores de BCD nao afeta significativamente o
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desempenho do CME. Portanto, a concentracdo de BCD de 17,5 mg/mL (que apresentou o
maior sinal de corrente na determinagdo do analito) foi fixada para o preparo da dispersao
modificadora aplicada na construcao do eletrodo proposto.

Figura 13. Voltamogramas ciclicos obtidos para os eletrodos modificados com dispersdes contendo Fe;O4NPs-

AA e diferentes concentragdes de BCD (a) 10,0, (b) 15,0 e (c) 17,5 mg/L, em solucdo [Fe(CN)¢]*/[Fe(CN)s]*
(5,0 mmol L' em KC1 0,1 mol L!). Inserido: Respostas relativas (%).
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—— (b) 15,0 mg BCD/mL
(c) 17,5 mg BCD/mL
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3.3.2 Caracterizacio do nanomaterial

Com o intuito de avaliar o nanomaterial obtido a partir do processo de sintese descrito
anteriormente, as nanoparticulas estabilizadas (Fe3;OsNPs-AA) foram caracterizadas através da
técnica de espectroscopia UV-Vis. A Figura 14 mostra o espectro de absorc¢do, no qual ¢
possivel observar a presenga de uma banda de transi¢ao ligante-metal no comprimento de onda
de 255 nm na regido do espectro caracteristica de formacdo das Fe3O4sNPs (AKPOMIE et al.,
2021; BASAVEGOWDA et al., 2014). A faixa de absor¢do e a forma da banda plasmon das
nanoparticulas metalicas dependem em grande parte de caracteristicas como tamanho, forma e
polidispersidade das particulas (AGUILAR-MENDEZ et al., 2020). Nesse contexto, quanto
menores € mais homogéneas forem as particulas, as bandas de plasmon de superficie serdo mais
estreitas e tenderdo a estar localizadas em comprimentos de onda mais baixos. Sendo assim, a
forma e localizacao da banda de absor¢ao obtida para Fe3;OsNPs-AA indicam que as particulas
possivelmente apresentam tamanho reduzido e encontram-se dispersas no meio devido a

presenca do estabilizante AA.
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Figura 14. Espectro de absor¢do UV-Vis para a suspensao de Fe;O4sNPs-AA.
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As morfologias das nanoparticulas de magnetita (com e sem estabilizante) e da
dispersdo Fe3;O4NPs-AA-BCD foram caracterizadas a partir da técnica de microscopia
eletronica de transmissdo — TEM (do inglés, transmission electron microscopy). Na Figura 15
sdo mostradas trés micrografias referentes aos seguintes nanomateriais: (A) FesOsNPs, (B)
Fe;04NPs-AA ¢ (C) Fe;0sNPs-AA-BCD. E possivel observar na Figura 15A que as Fe;OsNPs
possuem particulas pequenas de aspecto esférico, porém com baixa dispersdo encontrando-se
agrupadas em grandes aglomerados. Isto se deve a grande energia superficial que as
nanoparticulas apresentam, causada pela alta razao area/volume fazendo com que, na auséncia
de um agente estabilizante, ocorra o processo de coalescéncia orientada onde as particulas
tendem a se aproximar formando estruturas maiores com o intuito de promover a estabilizagao
das mesmas.

A Figura 15B mostra a existéncia de particulas de tamanho reduzido e bem dispersas no
meio, esta configuragdo ¢ causada pela presenca do acido ascérbico que é capaz de promover
uma estabilizagdo estérica através do volume de sua estrutura devido a presenga do anel lactona.
No caso das Fe3O4NPs-AA-BCD (Figura 15C), hd a presenga de alguns aglomerados que podem
ser explicados devido a possivel adsor¢do de nanoparticulas no exterior da B-ciclodextrina.
Podemos concluir que, de acordo com o espectro UV-Vis e as imagens de TEM obtidas as

particulas sintetizadas possuem tamanho reduzido e boa dispersidade.

Figura 15. Imagens de TEM para: (A) Fe;04NPs, (B) FesO4sNPs-AA, e (C) Fe;O4NPs-AA-BCD.
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A interagdo do 4acido ascorbico com as nanoparticulas de magnetita também foi
evidenciada através de mudancas na propriedade magnética do material. As FesO4NPs na
auséncia de estabilizante apresentam magnetismo, sendo atraidas para a parede do baldo ao ser
expostas ao campo magnético de um ima de neodimio (Figura 16A), por outro lado as
nanoparticulas estabilizadas com AA passaram a ndo sofrer mais atracao pelo campo magnético
do ima (Figura 16B). Um comportamento similar foi observado por Sood e colaboradores para
Fe3O4NPs estabilizadas em citrato (SOOD et al., 2016), indicando que o AA promove o

recobrimento efetivo das particulas.

Figura 16. Comportamento das Fe3;O4NPs em contato com um ima de neodimio, na auséncia (A) e presenga (B)
do estabilizante acido ascérbico.

(A)

3.3.3 Caracterizacao eletroquimica dos CME

A caracterizagdo eletroquimica do CME foi realizada através das técnicas de voltametria
de varredura linear (LSV — do inglés, linear sweep voltammetry) e espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS— do inglés, electrochemical impedance spectroscopy), de modo a comprovar
seu desempenho em medidas eletroquimicas. Os testes foram realizados através da analise do
padrio analitico par redox [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)e]* (5,0 mmol L' em KCI 0,1 mol L)
utilizando o CME proposto para avaliar o seu desepenho e estudar a contribuicdo de cada
modificador individualmente. A Figura 17A mostra os voltamogramas resultantes das medidas
feitas com os seguintes eletrodos: (a) GCE, (b) Fe3O4NPs/GCE, (c) Fes04sNPs-AA/GCE, e (d)
Fe3sO4NPs-AA-BCD/GCE. Nao foi possivel analisar eletrodos modificados apenas com AA e
apenas com BCD, pois ambos os compostos sdo soluveis em meio aquoso (nas concentragdes
utilizadas neste trabalho) e ndo formam filmes estaveis na superficie do GCE. A Figura 17A
mostra que o eletrodo sem modificagdo ((a) Ipa = 0,11 mA) obteve o menor valor de corrente
para o analito, seguido do eletrodo (b) que apresentou um aumento da corrente de pico (Ipa =

0,13 mA) devido a grande area superficial e propriedades elétricas das nanoparticulas metalicas
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que favorecem a interacdo entre o analito e a superficie do eletrodo, contribuindo para uma
melhor trasferéncia de carga. Com relagdo ao eletrodo (¢), comparativamente ao demais, pode-
se observar um pequeno aumento na corrente de pico (Ipa = 0,15 mA) obtido provavelmente
devido a estabilizacao das nanoparticulas. A presenca de um estabilizante na suspensao impede
a aglomeragdo das particulas (como mencionado na se¢do 3.2.2) fazendo com que a sintese
resulte em nanoparticulas dispersas e de tamanho mais reduzido e, consequentemente com
grande area superficial que pode atuar como sitios ativos para a rea¢do do analito de interesse.
Por ultimo, o eletrodo (d) apresentou o maior valor de corrente (I, = 0,20 mA) representando
um sinal quase duas vezes maior que o GCE, este ganho expressivo de sinal esta relacionado a
presenca do modificador BCD. A molécula de BCD possui varios grupos hidroxilas primarias e
secundarias em sua superficie externa que podem fornecer sitios de coordenacao para quelar
ions metalicos, como por exemplo o ferro, e formar ligagdes covalentes em pH neutro a basico,
no qual os grupos OH podem ser desprotonados e atuar como nucleéfilos (PROCHOWICZ;
KORNOWICZ; LEWINSKI, 2017).

Figura 17. (A) Voltamogramas de varredura linear. Inserido: Respostas relativas (%). (B) Espectros de EIS
obtidos para os seguintes eletrodos: (a) GCE; (b) FesOsNPs/GCE; (c) FesOsNPs-AA/GCE e (d) FesOsNPs-AA-
BCD/GCE em solugdo de [Fe(CN)g]>/[Fe(CN)6]* (5,0 mmol L' em KCI1 0,1 mol L') em modo de circuito aberto
com amplitude de 10 mV e faixa de frequéncia de 0,1-100.000 Hz.
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Os CME também foram avaliados eletroquimicamente através da técnica de EIS. Os
fendmenos localizados na interface eletrodo/solugdo sdo representados pelo circuito
equivalente de Randles-Ershler, sendo este frequentemente usado para modelar os fenomenos
interfaciais e para caracterizar, por exemplo, baterias de litio, sistemas seletivos de ions, e
sensores. Através desse circuito € possivel obter valores para a resisténcia 6hmica do eletrolito
suporte (Rs), impedancia de Warburg resultante da difusao linear de ions da solucdo bulk para
a interface do eletrodo (W), capacitancia da dupla camada e resisténcia a transferéncia de carga

(Rct - do inglés, resistance to charge transfer), que existe se uma sonda redox estiver presente
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em uma solucao eletrolitica (DHILLON; KANT, 2017). Nos diagramas de Nyquist (-Z"vs.Z'),
a Rct corresponde a parte semicircular e pode ser calculada a partir do diametro do semicirculo,
enquanto a parte linear representa os processos de difusao.

A Figura 17B mostra as curvas para cada modificador aplicado na superficie do eletrodo.
O GCE apresentou o maior valor de impedancia (0,757 kQ) pois ¢ composto de um material
pouco condutor. A presenga de FesO4NPs diminuiu a resisténcia medida (0,604 kQ) devido
suas propriedades elétricas e condutoras que contribuem com a transferéncia de elétrons do
analito e que sdo favorecidas com a presenca do estabilizante AA na suspensao (0,435 kQ). O
eletrodo FesO4NPs-AA-BCD/GCE apresentou o menor valor de Ret (0,391 kQ), que pode ser
explicado pela combinagdo das propriedades cataliticas das nanoparticulas estabilizadas e a
forte interacdo do analito com a -ciclodextrina que favorece o acimulo de cargas na superficie
do CME.

O desempenho superior do Fe;O4sNPs-AA-BCD/GCE, comparativamente ao GCE, em
termos de sinal de corrente obtido e menor resisténcia a passagem de corrente (transferéncia de
carga) faz do CME proposto uma excelente ferramenta de reconhecimento para aplicacdo em
metodologias eletroanaliticas. Sendo assim, o CME foi aplicado como eletrodo de trabalho no
desenvolvimento e otimiza¢ao de um método para a determinacdo do pesticida carbendazim
(CBZ) em amostras de aguas naturais. Os resultados desta aplicagao serdo mostrados nas se¢oes

a seguir.

3.3.4 Comportamento eletroquimico do CBZ na superficie do CME

A voltametria ciclica € uma técnica eletroanalitica comumente utilizada para avaliar
qualitativamente um analito, pois através dela € possivel obter informagdes sobre as reagdes
eletrddicas tais como a cinética de tranferéncia eletronica e a existéncia de reacdes acopladas
ou processos de adsor¢do. Sendo assim, o comportamento eletroativo do pesticida foi avaliado
utilizando-se o eletrodo proposto (FesOsNPs-AA-BCD/GCE) em uma célula eletroquimica
contendo 15 mL de solugio tampao B-R 0,1 mol L (pH 5,0) e CBZ 25,0 pmol L™ através de
um voltamograma ciclico aplicando uma velocidade de varredura de v = 50 mV s™! e variando
o potencial de aplicagdo na faixa de + 0,5 a +1,2 V. O voltamograma referente a reagao de
oxirredug¢do do analito (Figura 18) apresentou dois picos: a varredura direta resultou em um
pico de corrente anddica Ipa= 0,68 pA em um potencial de oxidacdo Ep, = 0,88 V, e a varredura
inversa resultou em um pico de corrente catédica de menor intensidade (Ipc = 0,33 pA) em

potencial de reducdo Ep = 0,84 V. A reacdo eletroquimica do CBZ ocorre através da
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desprotonacao dos atomos de nitrogénio do anel benzimidazol e do grupo carbamato, formando
uma imina como produto redox. Evidéncias obtidas a partir do perfil voltamétrico (separacao
dos picos) juntamente com outros estudos da literatura (OZCAN; HAMID; OZCAN, 2021;
WONG et al., 2021) sugerem que a reagdo de oxidacao do CBZ (Figura 18) ocorre através de

um mecanismo quase-reversivel.

Figura 18. Representagdo esquematica da composi¢do do Fe;04NPs-AA-BCD/GCE, voltamograma ciclico e
esquema proposto da reagdo redox do CBZ em solugdo tampdo B-R (0,1 mol L', pH 5,0).
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3.3.5 Contribuicao dos modificadores na resposta analitica de CBZ

A contribuicdo de cada modificador na resposta analitica obtida com CME também foi
avaliada para o pesticida carbendazim, de modo a verificar o desempenho do eletrodo proposto
na determinagdo do analito de interesse deste trabalho. Os eletrodos investigados foram: (a)
GCE, (b) FesO4NPs/GCE, (c) Fes04NPs-AA/GCE e (d) Fes04NPs-AA-BCD/GCE e a resposta
analitica foi monitorada por meio da voltametria de onda quadrada (SWV — do inglés, square-
wave voltammetry) em solugio tampao acetato 0,1 mol L' (pH 5,0) contendo solugdo padrio
de CBZ 25,0 umol L', A Figura 19 mostra os voltamogramas obtidos para cada eletrodo, o
GCE novamente obteve o menor sinal de corrente (I,a = 3,57 pA), seguido do eletrodo
modificado com as Fe3O4NPs que apresentou um sinal de corrente de pico Ipa = 15,55 pA. Este
aumento de aproximadamente 4,5 vezes o sinal obtido com o GCE est4 relacionado as
propriedades especificas das nanoparticulas como alta razdo area/volume e boa condutividade
elétrica que favorecem a transferéncia de carga na superficie do eletrodo. O eletrodo FesO4NPs-
AA/GCE apresentou um pequeno aumento do sinal de corrente do CBZ (Ipa = 17,16 pA)
comparado ao sinal obtido com as Fe3O4NPs, relativo a estabilizacdo das nanoparticulas que
garante uma melhor dispersdo e tamanhos reduzidos de particulas, favorecendo o aumento da

area eletroativa do CME. O eletrodo proposto neste trabalho (Fe3OsNPs-AA-BCD/GCE)
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apresentou um corrente de pico (Ipa) = 27,92 pA, que representa um ganho de sinal cerca de 7,8
vezes maior que o sinal obtido com o GCE devido a interagdo do analito com a cavidade interna
da ciclodextrina. A BCD ¢ composta por 7 anéis D-glicose na forma de uma estrutura conica, e
possui uma cavidade com cardter hidrofobico que interage fortemente com compostos
lipofilicos, como o CBZ, formando um complexo de inclusdo hospedeiro-hospede. Esse tipo de
associacdo favorece a interagdo do analito na superficie do eletrodo e, consequentemente,
favorece a reacio de oxirreducio. E possivel também observar a partir dos voltamogramas que
a adi¢do dos modificadores nao resultou em um deslocamento do potencial de pico de oxidagao
(Epox) do CBZ. Sendo assim a modificagdo proposta ndo promove um efeito catalitico, porém
atua na pré-concentracao do analito na superficie do eletrodo.

Figura 19. Voltamogramas de SWV usando diferentes eletrodos: (a) GCE; (b) Fe;04NPs/GCE; (c) Fe;04NPs-

AA/GCE e (d) Fe;04NPs-AA-BCD/GCE, em solugdo tampdo acetato (0,1 mol L, pH 5,0), contendo CBZ
25,0 umol L. Inserido: Respostas relativas (%).

<2
3
=10
o
Tos o8 10 12 06 08 10 12 T o8 08 10 12 o o8 10 12
E (V) vs. Ag/AGC], KCl,0p) E (V) vs. Ag/AgC], KClgy, E (V) vs. Ag/AGCI, KCliyy E (V) vs. AG/AQCI, KClyuy
GCE Fe,0,NPsIGCE Fe,0,NPs-AAIGCE  Fe,O,NPs-AA-BCDIGCE
100 100
£ g g g
o 80 ] g 80 H
S g & ' g
£ a0 H H i
-4 S g g
g 2 3 & &
0 (A) (B} (C) o) A) B) {é) Eh) (A) (B) {C) {D} (A) B) {C) ()]

Eletrodos Eletrodos Eletrodos Eletrodos

Como pode ser observado, a maior resposta voltamétrica para solu¢do de CBZ foi obtida
usando o eletrodo proposto (Fe3OsNPs-AA/GCE), indicando que o CME ¢é uma ferramenta
adequada para aplicagdo da determinagdo deste pesticida. Sendo assim, prosseguiu-se com a
otimizacdo dos pardmetros experimentais com o objetivo de aprimorar sua reposta analitica e

sensibilidade.

3.3.6 Estudo do pH e otimiza¢do do eletrolito de suporte

O pH do eletrolito suporte influencia de diversas formas o sinal analitico obtido com o

CME, pois a mudanca do pH do meio pode interferir na forma como o analito estara dissociado
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em solu¢do (protonado ou desprotonoda), impactando diretamente a sua reacao redox. O pH do
meio reacional também pode interferir diretamente na modificagdo do eletrodo, pois qualquer
mudancga estrutural causada pela protonagdo ou desprotonagao de possiveis sitios ativos na
superficie do CME pode favorecer ou interferir negativamente na aproximagao e interagao do
analito com a superficie do eletrodo.

Para avaliar a influéncia do pH do eletrdlito de suporte na reagdo de oxidagcdo do CBZ
o eletrodo Fe3O4NPs-AA-BCD/GCE foi aplicado em uma cela contendo 15 mL de solugdo
tampdo B-R 0,1 mol L! nos seguintes valores de pH: (a) 3,0, (b) 4,0, (c) 5,0, (d) 6,0, (e) 7,0, (f)
8,0, e (g) 9,0, contendo CBZ 25,0 umol L', O sinal eletroquimico do analito foi monitorado
através das correntes de pico resultantes de voltamogramas utilizando a técnica de SWV. Os
voltamogramas (Figura 20A) bem como o grafico de barras (Figura 20B) indicam que hd uma
mudanga da corrente de pico obtida para o analito conforme modificamos o pH do meio. O
aumento do sinal de corrente que ocorre entre os valores de pH 3,0 a 5,0 esté relacionado com
a constante de dissociagdo do CBZ (pKa = 4,3), que faz com que este analito se encontre
majoritariamente em sua forma protonada em valores de pH mais acidos, e portanto mais
favoravel a ser oxidada (Figura 20C). Para valores de pH acima do pKa, o equilibrio da
disssociacao da molécula em solucao passa a ser deslocado para a sua forma desprotonada, o
que diminui os sitio de oxidagdo do composto e justifica a queda de sinal de corrente observada
em pH 6,0. Contudo, nota-se um novo aumento da corrente mesmo em valores de pH mais
basicos (entre 7 e 8), isto pode estar relacionado ao aumento da interagdo entre o analito e a p-
ciclodextrina. Estudos indicam que algumas moléculas ligam-se melhor a BCD quando tém
uma carga positiva mais baixa, pois a ocorréncia da transferéncia de carga entre o hospede e o
hospedeiro ajuda na estabilizacio do complexo supramolecular (LIU, L. et al., 2001;
POULSON et al., 2022). A corrente novamente decai em pH alcalino (9,0), valor este proximo
a regido de pKa basico da molécula (=9,7) no qual o composto encontra-se majoritariamente
em sua forma desprotonada e portanto menos propensa a sofrer reagdes de oxidia¢do. O maior
valor de corrente foi obtido em pH 5,0, indicando que neste valor a determinagdo do analito €
mais efetiva e o0 CME apresenta maior sensibilidade de resposta. Sendo assim, conforme os
dados obtidos de corrente, juntamente com bom perfil voltamétrico apresentado, o pH 5,0 foi

escolhido e fixado para os demais testes de otimizagao.
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Figura 20. Voltamogramas de onda quadrada em solugdo tampao B-R (0,1 mol L") em diferentes valores de pH:
(a) 3,0, (b) 4,0, (¢) 5,0, (d) 6,0, (e) 7,0, (f) 8,0, e (g) 9,0 contendo CBZ 5,0 mmol L! utilizando o Fe;O4NPs-AA-
BCD/GCE. (B) Graficos da relacdo entre Isw vs. pH e E (V) vs. pH (n = 3). (C) Curva de distribuicdo das espécies
(%) de CBZ em fungdo do pH.
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A Figura 20B mostra a relacao linear (E =-0,060 pH + 1,19; r = 0,998) entre o potencial
de pico anoddico do CBZ e os diferentes valores de pH, no qual o potencial ¢ deslocado para
valores mais negativos conforme aumentamos o pH do meio. Este deslocamento indica o
envolvimento direto de prdotons na reacdo de oxidagdo e o valor obtido para o coeficiente
angular da reta (- 60,0 mV) é muito proximo do valor tedrico predito pela equacdo de Nernst (-
59,2 mV) indicando que a rea¢do envolve o mesmo nimero de mols de protons e elétrons.
Ambos os dados obtidos estdo em concordancia com outros trabalhos encontrados na literatura
(OZCAN et al., 2021; WEI et al., 2022). Sendo assim, de acordo com os dados apresentados
neste estudo e na se¢do 3.3.4, e também dados da literatura (ILAGER et al., 2022; OZCAN et
al., 2021), a Figura 21 abaixo propde um esquema da reagdo de oxirredugdo quase-reversivel

do CBZ na superficie do eletrodo, envolvendo 2 prétons e 2 elétrons.
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Figura 21. Esquema proposto da reacdo de oxidagdo do CBZ na superficie do eletrodo
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Apos a escolha do pH mais adequado para a analise de CBZ, foram feitos estudos para
avaliar a composicao do eletrélito suporte. Foram testados trés solugdes de eletrélitos (0,1 mol
L', pH 5,0): solugdo tampdo B-R, solu¢io tampdo Mcllvaine e solu¢io tampdo acetato. A
Figura 22A apresenta os voltamogramas obtidos, nos quais observa-se que a solugdo tampao
acetato obteve a melhor resposta em termos de perfil voltamétrico e corrente de pico (Figura
22B), sendo entdo escolhida para aplicagdo na otimizacdo do método proposto, com o objetivo
de aprimorar a sensibilidade na deteccdo do analito de interesse.

Figura 22. (A) Voltamogramas de onda quadrada para CBZ (25,0 pmol L) utilizando diferentes solugdes de

eletrolito de suporte (0,1 mol L', pH 5,0): (a) solugdo tampdo B-R, (b) solu¢do tampdo Mcllvaine ¢ (c) solugdo
tampdo acetato. (B) Respostas relativas (%).
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3.3.7 Estudo da velocidade de varredura

O estudo da velocidade de varredura de um sistema eletroquimico fornece informagdes
fundamentais acerca do mecanismo de reacao do analito como, por exemplo, o transporte de
massa da etapa determinante da reagdo de oxirreducgdo. E desejavel que a corrente mensurada
seja proveniente majoritariamente do processo de difusdo do analito em solug¢do, sem a
influéncia de outros transportes de massa ou de correntes oriundas de processos redox de
compostos interferentes. A avaliagdo do efeito da velocidade de varredura foi feita através da
técnica de voltametria ciclica, utilizando uma cela com 15 mL de solucdo tampao acetato (0,1

mol L', pH 5,0) contendo soluco padrio CBZ 5 mmol L™, variando-se a velocidade aplicada
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na faixa de 10 a 100 mV s'. Os voltamogramas resultantes do estudo sdo mostrados na Figura
23A.

O comportamento da corrente de pico obtida em fung¢do da raiz quadrada da velocidade
esta relacionado com o transporte de massa no sistema. A relacdo de linearidade entre estes
parametros indica que a etapa determinante da reacdo ¢ a difusdo, e qualquer desvio dessa
linearidade pode indicar alguma contribui¢do de adsor¢do ou que a reagdo ocorre em mais de
uma etapa (BARD, 1980). Através do grafico de Ipa vs. v'? (Figura 23B) ¢ possivel observar
que a equacao de reta obtida foi linear, sendo assim podemos considerar que o transporte de
massa predominante na reagdo de oxirreducdo do CBZ ¢ a difusdo. A Figura 23C mostra o
grafico da equacao de reta entre o logaritmo da corrente de pico anddica (log Ipa) € o logaritmo
dos valores de velocidade de varredura (log v). Segundo Gosser, valores de coeficiente angular
proximos de 0,5 indicam que o mecanismo de reagdo redox ¢ regido pelo transporte de massa
de difusdo, enquanto que valores proximos de 1,0 indicam que o sistema ¢ regido pelo processo
de adsor¢do (GOSSER, 1994). O valor experimental obtido foi de 0,55 e indica que a etapa
determinante da reacdo redox do analito ¢ regida pela difusdo, estando em acordo com o dado

obtido na Figura 23B.

Figura 23. (A) Voltamogramas ciclicos em solugdo tampdo acetato (0,1 mol L™!, pH 5,0) em diferentes
velocidades de varredura de potencial: (a) 10, (b) 20, (¢) 30, (d) 40, (e) 50, (f) 60, (g) 70, (h) 80 (i) 90 ¢ (j) 100 mV
s ! para CBZ 25,0 umol L ™! utilizando Fe;04sNPs-AA-BCD/GCE. (B) Relagio entre Ipa vs. v’ (n = 3). (C) Relagio
entre log Ipa vs. log v (n = 3).
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3.3.8 Escolha e otimiza¢ao da técnica voltamétrica

Seguindo com a otimiza¢do da metodologia proposta, foi avaliada qual técnica
voltamétrica resulta em um melhor sinal analitico para o analito CBZ, em termos de corrente
de pico e sensibilidade. Foram testadas trés técnicas: LSV, DPV (do inglé€s, differential pulse
voltammetry) e SWV. A corrente de pico foi avaliada através de medidas do sinal analitico
obtido com cada técnica, individualmente, utilizando a mesma velocidade de varredura (50,0
mV s!) e a sensibilidade foi avaliada através da construgio de curvas de calibracio para cada
técnica. Ambos os testes foram realizados em triplicata utilizando o eletrodo Fe;OsNPs-AA-
BCD/GCE em uma cela contendo 15 mL de solucgdo tampdo acetato (0,1 mol L, pH 5,0) e uma
aliquota de CBZ 25 umol L.

A Figura 24 A mostra as correntes de pico obtidas na qual a técnica de LSV apresentou
um valor de corrente de Ipa = 0,20 pA, bem abaixo do valor obtido pelas técnicas de pulso. Isto
se deve ao fato da técnica de LSV, assim como a CV, ser mais utilizada para analises
qualitativas e ndo quantitativas de analitos, devido as suas limitagdes como, por exemplo, a
baixa velocidade de varredura que podem gerar ruidos de fundo e apresentar interferéncia da
corrente capacitiva, resultando em uma menor sensibilidade. As técnicas pulsadas obtiveram
um melhor desempenho, a técnica de DPV apresentou valor de corrente de Ipa = 3,59 pA e a
SWYV um valor igual a Ipa = 26,07 pA, que corresponde a uma corrente aproximadamente 7 €
129 vezes maior do que o valor obtido com as técnicas de LSV e DPV, respectivamente.
Embora ambas as técnicas (DPV e SVW) possuam uma aplicacdo de potencial pulsada, este
ganho expressivo em sinal pela SWV pode ser atribuido ao fato da medida do sinal
eletroquimico nesta técnica ser uma fun¢ao do tempo entre a aplicagao do pulso e a medigdo da
corrente, no qual a relagdo sinal-ruido aumenta com a raiz quadrada da velocidade de varredura.
Mais especificamente, o tempo da medi¢do da SWV ¢ dependente da frequéncia, de modo que
amedida que a frequéncia aumenta, a constante de tempo diminui e a corrente faradaica medida
¢ maior, resultando em picos mais nitidos e claros no voltamograma. Além disso, a corrente ¢
amostrada tanto no lado positivo quanto no negativo, obtendo picos correspondentes a oxidagao
ou reducdo das espécies eletroativas na superficie do eletrodo no mesmo experimento (BRETT;
BRETT, 1993). Desta forma, o sinal de corrente ¢ o resultado da diferenca entre as correntes
medidas experimentalmente, sendo que a primeira corrente ¢ medida no final do pulso direto e
a segunda corrente ¢ medida no final do pulso inverso. A diferenga resulta em um pico maior
porque as duas correntes tém sinais opostos, favorecendo a medida de sistemas cujas reagdes
sdo reversiveis ou quase-reversiveis (presen¢a de dois picos de corrente), como € o caso da

oxidacao do CBZ.
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Figura 24. (A) Voltamogramas de CBZ (25 pumol L") em solugdo tampdo acetato (0,1 mol L', pH 5,0) em
FesO4NPs-AA-BCD/GCE aplicando as seguintes técnicas voltamétricas: (a) LSV; (b) DPV e (c) SWV. Inserido:
Respostas relativas (%). (B) Curvas de calibragdo para a CBZ (25 umol L!) empregando SWV, DPV e LSV com
velocidades de varredura de 50 mV s™'.
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Tabela 1. Resumo dos pardmetros das curvas de calibragdo externa para cada técnica voltamétrica.
Técnica 5

voltamétrica Equacio de reta r LOD (umol L)
SWV I,=4,762x 10°+ 1,839 x 107 + 0,714 [CBZ] 0,996 0,85
DPV I,=-2,744x 107 £ 1,371 x 107 + 0,146 [CBZ] 0,998 3,11
LSV I,=-3,148 x 10° £ 1,094 x 10®° + 0,006 [CBZ] 0,999 5,54

[CBZ] = concentragdo de carbendazim

Para avaliar as técnicas voltamétricas, em termos de sensibilidade, foram analisadas
curvas de calibragdo externa para cada técnica separadamente, utilizando o CME proposto em
solugdo tampio acetato (0,1 mol L', pH 5,0) adicionando a cela aliquotas de CBZ na faixa de
concentragio de 6,65 a 33,11 mol L'. Como é possivel observar na Figura 24B, a técnica de
SWYV obteve um resultado superior apresentando uma curva com valor de sensibilidade (a =
coeficiente angular da reta) igual a 0,714, sendo este valor cerca de 119,0 e 4,9 vezes maior que
as técnicas de LSV (a=0,006) e DPV (a =0,146), respectivamente. A SWV também apresentou
valor de limite de detec¢iio (LOD = 0,85 umol L) aproximadamente 6,5 e 3,6 vezes menor
que as técnicas de LSV (LOD = 5,54 umol L") e DPV (LOD = 3,11 umol L), conforme
mostra a Tabela 1. Desta forma, considerando a sensibilidade, perfil voltamétrico e sinal de
corrente de pido obtido para o CBZ, a técnica de voltametria de onda quadrada demonstrou ter
um melhor desempenho na determinacdo do analito sendo entdo foi escolhida para ser
empregada na metodologia proposta. Apds a escolha da técnica, os parametros da SWV foram
otimizados com o intuito e obter as melhores condicdes de operacdo que favorecam a

determinagao analitica do CBZ.
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A técnica de onda quadrada apresenta trés pardmetros principais: a altura de pulso
(amplitude de pulso = AE,) medida em relacdo ao degrau correspondente da escada de
potencial, a largura de pulso 7p que pode ser expressa em termos de frequéncia da onda quadrada
(f=1/21p) e o incremento de potencial (AEs) que € acrescentado no inicio de cada ciclo (BARD,
1980). A otimizagao foi realizada fixando dois parametros em valores intermediarios e variando
um terceiro. Os estudos foram realizados em solugio tampdo acetato (0,1 mol L', pH 5,0)
contendo CBZ 25,0 pmol L "', O valor de AE; foi variado na faixa de 1 a 10 mV e o resultado
¢ mostrado na Figura 25A. Para escolha do valor mais adequado, levou-se em consideragao os
seguintes critérios: apresentar o maior valor de sinal de corrente que mantivesse uma relagdo
de linearidade com o parametro estudado de modo a garantir o transporte de massa por difusdo,
além de optar por valores que mantivessem um bom perfil voltamétrico. O valor de incremento
de 6 mV atendeu aos critérios mencionados acima e entdo foi fixado para os demais testes.
Geralmente valores baixos de incremento favorecem um melhor sinal analitico, pois valores
altos podem gerar perda de resolugdo do pico. O valor de AE, foi variado na faixa de 10 a
100 mV e o gréfico resultante (Figura 25B) mostra que o valor de 100 mV apresentou o maior
sinal, mantendo a linearidade da resposta, sendo entdo fixado para os demais testes. Valores
mais altos de amplitude ndo foram considerados devido ao alargamento do perfil do pico que
influencia negativamente na determinag@o do analito. Por tltimo, otimizou-se o pardmetro da
/, variando os valores na faixa de 10 a 100 Hz. O valor de 100 Hz apresentou o melhor sinal de
corrente (Figura 25C) indicando que nesta frequéncia a técnica consegue acompanhar a cinética
de oxirreducao do analito de forma eficiente, sendo este valor entdo fixado para realiza¢do dos
testes posteriores. A técnica de SWV possui a vantagem de trabalhar em altas velocidades de
varredura, diferentemente de outras técnicas pulsadas como a DPV. Sendo assim, considerando
que a frequéncia ¢ diretamente proporcional a velocidade de varredura o valor obtido esta
condizente com o fato desta técnica ter demonstrado um desempenho superior
comparativamente a DPV, como mostrado no inicio desta secdo (Figura 24A e 24B). Os

parametros avaliados, a faixa estudada e os valores otimizados encontram-se resumidos na

Tabela 2.

Figura 25. Gréficos referentes a otimiza¢do dos parametros da SWV: (A) incremento de potencial (mV), (B)
amplitude de pulso (mV), e (C) frequéncia (Hz), empregando o CME proposto em solucido tampao acetato (0,1
mol L', pH 5,0) contendo CBZ 25,0 umol L' (n = 3).
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Tabela 2. Resumo dos parametros experimentais da técnica de SWV, faixa de estudo e valores otimizados para

CBZ.

Parametro Faixa estudada Valor selecionado
Incremento (mV) 1-10 6
Amplitude (mV) 10 - 100 100
Frequéncia (Hz) 10 - 100 100

3.3.9 Curva de calibragio para o CBZ

A fim de se avaliar o desempenho da metodologia proposta na determinacao do analito,
construiu-se uma curva de calibracdo externa utilizando o CME (Fe3;OsNPs-AA-BCD/GCE),
nas condi¢des otimizadas anteriormente, aplicando SWV em uma faixa de potencial de +0,6 -
1,2 V vs. Ag/AgCl. As Figuras 26A e 26B mostram os voltamogramas de onda quadrada e a
curva de calibragdo obtidos para CBZ em uma faixa de concentracio de 3,33 a 29,82 pmol L.

A curva de calibragao apresentou duas faixas lineares:

(I) faixa linear de 3,33 — 13,29 pmol L! expressa pela equacdo de reta igual a Ipa = 0,84 = 0,01
[CBZ] + 3,90 £ 0,12 (r = 0,999), e valores de LOD e LOQ igual a 0,43 umol L' e 1,44 pmol

L! (n = 3), respectivamente.

(IT) faixa linear de 16,61 — 29,82 pmol L™, expressa pela equacgio de reta igual a Ipa = 0,33 +
0,009[CBZ] + 1,12+ 0,26 (r=0,997).

Figura 26. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos com Fe;O4sNPs-AA-BCD/GCE em solugdo tampdo de
acetato (0,1 mol L', pH 5,0) contendo diferentes concentragdes de CBZ (umol L™): (a) branco, (b) 3,33, (c) 6,65,
(d) 9,98, (e) 13,29, (f) 16,61, (g) 19,92, (h) 23,22, (i) 26,52 ¢ (j) 29,82. (B) Curva de calibragdo externa para CBZ
(média =+ desvio padrio; n=3).
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Os parametros analiticos da curva de calibragdo externa para CBZ estdo resumidos na

Tabela 3:
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Tabela 3. Dados obtidos a partir da curva de calibragdo externa para CBZ utilizando Fe;O4NPs-AA-BCD/GCE.

Parametros Analiticos 1* faixa linear 2% faixa linear
Potencial de pico (V) + 0,88

Faixa linear (umol L") 3,33 -13,29 16,61 — 29,82
Coeficiente de correlagdo - r 0,999 0,997
Coeficiente angular (uA L pmol™) 0,84 0,33
Desvio padrdo do coeficiente angular (uA L pmol ™) 0,01 0,009
Coeficiente linear (LA) 3,90 11,2
Desvio padrdo do coeficiente linear (nA) 0,12 0,26
LOD (umol L") 0,43

LOQ (umol L") 1,44

Para avaliar o desempenho da modificagdo do CME proposto, construiu-se uma curva
de calibragdo externa (Figura 27) utilizando um eletrodo sem modificagdo (GCE) na faixa de
menor concentra¢do (3,33 — 13,29 pmol L) obtida para o CBZ. A curva obteve a seguinte
equacao de reta: Ipa=0,44 + 0,13 [CBZ] + 0,94 £ 0,9 (r = 0,998), com valores de LOD e LOQ
de 2,93 ¢ 9,77 umol L™!, respectivamente (n = 3). Comparando com os valores expressos na
Tabela 3 € possivel observar que o FesO4sNPs-AA-BCD/GCE obteve valores de LOD ¢ LOQ
6,8 ¢ 6,7 vezes menor, respectivamente, demonstrando que a modificagao proposta melhora
significativamente a resposta analitica do eletrodo na determinagdo de CBZ.

Figura 27. Curvas de calibrag¢do externa para CBZ (média =+ desvio padrdo; n=3) usando CME e GCE em solugédo
tampao acetato (0,1 mol L', pH 5,0).
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Os resultados obtidos com o Fe3OsNPs-AA-BCD/GCE também foram comparados com
dados reportados na literatura utilizando eletrodos na determinagdo eletroquimica de CBZ
(Tabela 4). O CME proposto apresentou uma faixa linear similar a outros eletrodos modificados
(GME e MBC@CTS/GCE) e um valor de limite de deteccio menor do que eletrodos sem
modifica¢dao, como no caso do BDDE. De modo geral, o Fe304NPs-AA-BCD/GCE apresentou
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um bom desempenho devido a diversas vantagens como possuir um processo de modificacao
simples e em uma Unica etapa, utilizagdo de materiais de baixo custo, baixa toxicidade e facil
aquisicdo como a magnetita e B-ciclodextrina, além de apresentar boa sensibilidade e rapida
resposta de reconhecimento para o CBZ.

Tabela 4. Comparacdo entre o CME proposto e eletrodos reportados na literatura, utilizados na determinacao
eletroquimica de CBZ.

LOD

. . -1
Eletrodo Faixa linear (umol L) (umol L) Ref.
. (LIMA et al.,
BDDE 4,9 -69,0 1,60 2016)
b B (NOYROD et
GME 0,0026 — 52,3 0,57 al., 2014)
(LIU, R.;
MBC@CTS/GCE* 0,1 -20,0 0,02 CHANG, Y.;
et al., 2022)
d B (GAO et al.,
NPG/GCE 3,0-120,0 0,24 2019)
3,3-13,3
Fe304NPs-AA-BCD/GCE 16.6-29.8 0,43 Este trabalho

BDDE? eletrodo de diamante dopado com boro; GME?: eletrodo modificado com grafeno; MBC@CTS/GCE®:
eletrodo de carbono vitreo modificado com compoésito de carbono poroso e quitosana; NPG/GCE?: eletrodo de
carbono vitreo modificado com ouro nanoporoso.

3.3.10 Parametros de avaliacao do método: repetibilidade (intra e inter-dia), estabilidade

e teste de interferentes

Foi realizado o estudo de repetibilidade do CME com o intuito de avaliar a precisdo das
medidas obtidas. O estudo foi realizado através da técnica de SWV, utilizando o eletrodo
proposto em tampdo acetato (0,1 mol L''; pH 5,0) contendo CBZ 25 pmol L. A repetibilidade
intra-dia foi investigada realizando-se no mesmo dia 6 medidas, sendo a superficie do eletrodo
renovada a cada nova medida. O desvio padrdo relativo (RSD, do inglés, relative standard
deviation) obtido para as correntes de pico foi de 5,37% e indica uma boa precisao do eletrodo
proposto. A repetibilidade inter-dia foi testada a partir de medidas em triplicata feitas em 6 dias
diferentes utilizando o Fe304NPs-AA-BCD/GC, sendo a superficie do eletrodo renovada a cada
nova medida. O RSD obtido para as correntes de pico foi de 5,58% e indica uma boa
reprodutibilidade do sensor.

Para avaliar a estabilidade do nanomaterial, a suspensao Fe;OsNPs-AA foi armazenada
em um tubo falcon sob refrigerac¢do (4°C) e utilizada no preparo de CMEs, avaliando os sinais

de corrente obtidos para o CBZ durante aproximadamente 4 semanas. Os valores de corrente
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do CBZ para 4 medidas (1 medida/semana, em triplicata) obtiveram um valor de RSD de 5,32%,
o que indica uma boa repetibilidade do material e, consequentemente, um bom desempenho na
determinagdo do analito de interesse. Apos este periodo, o sinal de corrente apresentou uma
queda o sinal obtido e a suspensao comecou a adquirir uma coloragdo marrom, provavelmente
associada a oxidagdo do material. Sendo assim, para garantir o bom funcionamento do CME
foram realizadas novas sinteses apos este tempo limite de utilizagdo do nanomaterial.
Também foram avaliadas possiveis interferéncias a partir da medida de corrente do
analito obtida com o CME devido a presenga de alguns ions comuns encontrados em altas
concentracdes em aguas naturais (Cl,, Na®, NO3, PO4>, SO4>), além de outros pesticidas da
classe carbamato (aldicarbe e metomil) aplicados aos mesmos tipos de culturas que o CBZ. As
medidas foram feitas em SWYV, utilizando o Fe3O4sNPs-AA-BCD/GCE em solu¢do tampao
acetato (0,1 mol L™, pH 5,0) contendo CBZ (6,65 umol L") no qual foram adicionadas aliquotas
das solugdes dos ions e pesticidas estudados em concentragio 10 vezes maior (66,5 pmol L)
que o analito. A Figura 28 indica que, na presenc¢a destes compostos o valor de corrente de pico
para CBZ apresentou pouca alteracdo (< 10%), comprovando que o CME possui boa

seletividade para a deteccdo eletroquimica de CBZ em amostras de 4guas naturais.

Figura 28. Estudo de interferentes utilizando o Fe3OsNPs-AA-BCD/GCE em solugdo tampao acetato (0,1 mol L
!, pH 5,0). Medidas de SWV expressas em resposta relativa (%), avaliando a corrente de pico de CBZ registrada
na auséncia (100 %) e na presenca de outras espécies i0nicas e pesticidas em concentragdo 10 vezes maior que o
analito de interesse.
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3.3.11 Determinag¢io de CBZ em aguas naturais

Sob as condi¢des experimentais previamente otimizadas, foram analisadas amostras de
aguas de lagoas fortificadas com o intuito de avaliar o desempenho do Fe;O4sNPs-AA-
BCD/GCE na determinagdo de CBZ presente em matrizes naturais complexas. As amostras
foram coletadas em duas lagoas localizadas da cidade de Florianopolis/SC: Lagoa do Peri (LP)

e Lagoa da Conceicdo (LC). Para andlise do pesticida, as amostras previamente sem
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contaminantes foram fortificadas adicionando-se uma aliquota de solugdo padrdo de CBZ 1,0
mmol L' e 1 mL de cada amostra foi adicionado na celinha (obtendo uma concentracio final
na cela eletroquimica de 6,24 pmol L), e quantificado através de curvas de calibragdo por
adi¢do padrio por SWV utilizando o CME em solug¢io tampao de acetato (0,1 mol L}, pH 5,0).
A Figura 29A mostra os voltamogramas de onda quadrada obtidos em triplicata a partir da
analise da amostra de agua fortificada coletada da Lagoa do Peri (a), e das adi¢cdes sucessivas
de aliquotas de solugdo padrao de CBZ nas concentragdes: (b) 1,56, (c) 3,12, (d) 4,68, ¢ (e) 6,24
umol L. A curva de calibragio por adi¢io padrio (Figura 29B) apresentou a seguinte equagio
linear: Ipa = 0,99 +0,05[CBZ] + 6,22 + 2,28x1077 (r=0,995). A Figura 29C mostra 0s
voltamogramas de onda quadrada obtidos em triplicata a partir da analise da amostra de dgua
fortificada coletada da Lagoa da Conceicdo (a), e das adi¢des sucessivas de aliquotas de solugao
padrdo de CBZ nas concentragdes: (b) 1,56, (c) 3,12, (d) 4,68, e (e) 6,24 pumol L!. A curva de
calibragdo por adi¢ao padrio (Figura 29D) apresentou a seguinte equacao linear: Ipa = 1,17
+0,06[CBZ] + 7,04 £ 1,47x1077 (r=10,995). A partir das equacdes de reta das curvas de
calibracdo de ambas as amostras € possivel observar que os coeficientes angulares (0,99 ¢ 1,17)
sao diferentes daquele obtido com a curva de calibragdo externa (0,84) na mesma faixa de
concentragdo, o que indica que a matriz da amostra gera uma pequena interferéncia, fazendo
com que o método de adi¢do de padrao seja o mais indicado para a analise de CBZ em matrizes

aquosas reais.

Figura 29. (A) Voltamogramas de SWV obtidos usando o sensor Fe;04NPs-AA-BCD/GCE, em solugdo tampao
de acetato (0,1 mol L', pH 5,0), para (a) amostra LP fortificada e adigdes sucessivas de aliquotas de solugdo padrio
CBZ nas seguintes concentragdes de (b) 1,56, (c) 3,12, (d) 4,68 € (e) 6,24 umol L-!. (B) Curva de calibrag¢ido por
adi¢do de padrdo para LP. (C) Voltamogramas SWV obtidos para (a) amostra de LC fortificada e adigdes
sucessivas de aliquotas de solucdo padrdo CBZ nas seguintes concentragdes: (b) 1,56, (c) 3,12, (d) 4,68 e (e) 6,24
umol L1, (D) Curva de calibragio por adigdo de padrio para LC.
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A Tabela 5 mostra as concentragdes de CBZ medidas com o Fe;04NPs-AA-BCD/GCE
nas amostras fortificadas (LP e LC) de aguas de lagoas. O parametro de recuperagdo foi
avaliado para ambas as amostras, comparando a concentracdo adicionada (6,24 pmol L!) e
recuperada da solugdo padrao de CBZ, calculada a partir da equagdo de reta. A concentragao
quantificada com o CME foi semelhante a concentragdo inicialmente adicionada a amostra,
resultando em excelentes taxas de recuperacdo que variaram de 96,30 a 100,70% e baixos
valores de RSD (0,35 e 1,88%) para as amostras LP e LC, respectivamente. Isso indica que a
metodologia proposta fornece boa precisdo, exatidao e eficicia na determinacao de CBZ em

amostras reais.

Tabela 5. Estudo de recuperagido para o CBZ em amostras de aguas de lagoas usando Fe;O4sNPs-AA-BCD/GCE.

CBZ (umol L)
Amostra Adicionado Medido Recuperacio (%) RSD (%)
LP 6,24 6,28 0,022 100,70 0,35
LC 6,24 6,01 £0,15% 96,30 1,88

‘média + desvio padrao; n=3

3.3.12 Método comparativo

De modo a avaliar a exatiddo do método eletroanalitico proposto, realizou-se a
quantificagdo das amostras de 4aguas de lagoas fortificadas também pelo método
espectrofotométrico. Construiu-se uma curva de calibracdo externa a partir da medida de seis
aliquotas de solucao padrdo CBZ em diferentes concentragdes (1,66; 3,32; 4,97; 6,62; 8,26 e
9,90 pmol L!) em espectrofotdmetro na regido UV-Vis, utilizando uma cubeta de quartzo de
1 cm de caminho Optico. As bandas de absorcao foram registradas no comprimento de onda
maximo (Amax) 284 nm, como mostra a Figura 30A. O célculo da concentragdo de CBZ foi feito
substituindo-se na equagao de reta da curva de calibra¢do os valores de absorvancia obtidos

para as amostras fortificadas LP e LC (Figura 30B).

Figura 30. (A) Espectros de absorvancia obtidos para CBZ, nas seguintes concentragdes: (a) 1,66; (b) 3,32; (c)
4,97; (d) 6,62; (e) 8,26; € 9,90 umol L' por espectrofotometria UV-Vis, em comprimento de onda 284 nm. (B)
Curva de calibragdo externa para CBZ.
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A Tabela 6 apresenta a comparagdo dos resultados obtidos para o teor de CBZ (expresso
em pmol L) nas amostras de 4guas de lagoas fortificadas, usando o método

espectrofotométrico e o0 método eletroanalitico proposto.

Tabela 6. Determinagdo de CBZ em amostras de aguas naturais usando o CME proposto ¢ 0 método comparativo

UV-Vis.
CBZ (umol L)
- Método FesONPs- ppie ERy
Amostra® Adicao UV-Vis AA- (%) (%) te F.
BCD/GCE ’ ’
LP 6,24 6,40+ 0,05 6,28+0.02 |3,38] |0,64] 2,03 6,25
LC 6,24 6,38+ 0,21 6,01 £0.15 |579] 13,68 143 1,96

*Amostras de aguas de lagoas coletadas em Florian6polis-SC e fortificadas com CBZ.
"Média + desvio padrdo, n=3

tc = valor de ¢ calculado e ¢r valor tedrico (2,77), nivel de confianca de 95%

Fc =valor de F calculado e Ft = valor tedrico (19,00), nivel de confianca de 95%.
°Erro Relativo (ER): ER; = CME vs. Método UV-Vis; ER, = CME vs. Adicionado.

Os resultados obtidos com o Fe304NPs-AA-BCD/GCE foram comparados aos valores
medidos com o método comparativo aplicando-se os testes ¢ e /' (SKOOG et al., 2013), através
dos calculos descritos na se¢do 3.2.8. Os valores calculados para o pardmetro F (Fc) foram
menores que o F teorico (F; - 19,00) (Tabela 6) para a populagdao amostrada, indicando que nao
ha diferenca significativa entre as variancias de ambos os métodos. Deste modo, o CME
proposto possui uma precisdo similar ao método espectrofotométrico comparativo, com um
nivel de confianga de 95%. Os valores de ¢ calculado (z.) também foram inferiores ao valor
teorico (# - 2,92), o que indica que as concentragdes de CBZ, na mesma amostra de dgua
fortificada, quantificada por ambos os métodos (Fe;O4Ps-AA-BCD/GCE e método
espectrofotométrico) ndo possuem diferenga significativa em um nivel de confianga de 95%,
comprovando também que nao houve incidéncia de erros sistematicos. O CME proposto
também apresentou baixos erros relativos, quanto ao valor quantificado, comparado ao valor de
concentragdo adicionado (<10%). Desta forma, pode-se concluir que o Fe3;O4Ps-AA-BCD/GCE
bem como o método eletroanalitico desenvolvido apresentam adequada precisdo e exatidao na

determinagdo de CBZ em amostras de aguas naturais.
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CAPITULO 4: DESENVOLVIMENTO DE UM ELETRODO QUIMICAMENTE
MODIFICADO COM GRAFENO E NANOPARTICULAS DE OURO SINTETIZADAS
EM EXTRATO DE ARACA, APLICADO NA DETERMINACAO DE 24.6-
TRICLOROFENOL EM AGUAS DE USO DOMESTICO.

4.1 INTRODUCAO

Esta se¢do relata o desenvolvimento de um eletrodo quimicamente modificado com
material nanoestruturado a base de grafeno e AuNPs sintetizadas em extrato de araga - Psidium
cattleianum (utilizado como agente redutor e estabilizante). O CME proposto foi aplicado na
quantificagdo do pesticida 2,4,6-triclorofenol em aguas de uso doméstico. Este capitulo estad
dividido em duas partes: parte experimental referente aos reagentes, instrumentagdo, técnicas
analiticas e demais condi¢des de otimizag¢do e caracterizagdo da metodologia proposta; e

resultados e discussao dos dados experimentais obtidos neste trabalho.

4.2 PARTE EXPERIMENTAL

4.2.1 Regentes e soluc¢des

Todos os reagentes de grau analitico foram utilizados sem purificagdo adicional e todas
as solugdes aquosas foram preparadas em agua ultrapura obtida em sistema Milli - Q (Millipore,
EUA), com resistividade de 182 MQcm!. As solugdes padrio de 2,4,6-triclorofenol
(C6H2Cl30H) foram preparadas em dgua/etanol (Co:HeO) 1:1. Para os estudos da escolha do
eletrolito suporte foram utilizadas as seguintes solu¢des tampao: fosfato, Britton-Robinson (B-
R) e Mcllvaine. Para a obten¢do destas solucdes foram usados os seguintes reagentes: acido
acético (CH3COOQOH), acido citrico (CsHsO7), acido borico (H3BO3), acido fosforico (H3PO4),
hidrogenofosfato de s6dio (Na;HPO4), dihidrogenofosfato de s6dio (NaH2POys) e hidréxido de
sodio (NaOH) obtidos da Sigma-Aldrich, VETEC e LAFAN. Todas as solucdes tampao
utilizadas foram preparadas na concentragdo de 0,1 mol L™ !, sendo a solu¢do tampdo fosfato
(pH 6,0) utilizada como eletrolito de suporte na otimizacdo do método. Solugdes de ferricianeto
de potassio (K3[Fe(CN)g]) e ferrocianeto de potassio (K4[Fe(CN)s]) 0,5 mmol L™ ! em KC1 0,1
mol L™ ! foram feitas com o propdsito de caracterizar o eletrodo eletroquimicamente.

Para a sintese das nanoparticulas de ouro foi utilizado como precursor metalico o acido

clorodurico (HAuCls) da marca Sigma-Aldrich, e para o preparo da dispersao foi utilizado pd
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de grafeno XP da marca 2DM. Solugdes de cloreto de potassio (KCl), cloreto de célcio (CaCly),
nitrato de soédio (NaNOs), sulfato de sdédio (NaxSOs), 2-clorofenol (Ce¢HsClO), e 2.4-

diclorofenol (C¢H4C120) 66,5 umol L™ ! foram utilizadas no estudo de interferentes.

4.2.2 Instrumentacio

A morfologia das nanoparticulas de ouro foi caracterizada usando microscopia
eletronica de transmissdo (TEM) e a andlise foi realizada com um microscopio eletronico de
transmissdo JEOL JEM - 1011 operando a 100 keV. As micrografias foram obtidas no
Laboratério Central de Microscopia Eletronica da Universidade Federal de Santa Catarina
(Florianopolis, Brasil). As medi¢des de pH foram realizadas usando um pHmetro Micronal
(modelo B - 475) contendo um eletrodo de vidro combinado. Um banho ultrassonico (Unique
1400A) e um agitador magnético HI 190M (instrumentos HANNA) foram utilizados para
auxiliar no preparo e homogeneizagdo das solugdes e amostras e na realizagao das analises.

Estudos eletroquimicos, empregando voltametria ciclica, linear, pulso diferencial e de
onda quadrada foram realizados em um potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT101 (Eco
Chemie, Holanda), e a espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) foi realizada em um
potenciostato/galvanostato AUTOLAB128N (Eco Chemie, Holanda) ambos operando com um
software de aquisi¢do e processamento de dados (NOVA, versdo 1.8). Os experimentos foram
realizados usando um sistema convencional de trés eletrodos: o sensor proposto AuNPs-Ext-
GR/GCE como eletrodo de trabalho, uma placa de platina como eletrodo auxiliar e o eletrodo

Ag/AgCl (KCI, 3,0 mol L") como eletrodo de referéncia.

4.2.3 Sintese e caracterizacio das nanoparticulas de ouro

Foram testados diferentes extratos vegetais para aplicacdo como agente redutor e
estabilizante na sintese de NPs. Os extratos foram preparados a partir de solugdes aquosas da
polpa de frutas (acerola, ameixa, aragd e macd), de acordo com o seguinte protocolo:
inicialmente, a fruta foi lavada e descascada e sua polpa sem sementes foi entdo cortada e pesada
(em balanca de precisdao) uma massa de 5,0 g. Essa massa foi entdo transferida para um
almofariz e macerada com auxilio de um pistilo, apés a formagao de uma pasta adicionou-se
20,0 mL de dgua ultrapura sendo a mistura homogeneizada e transferida para tubos Eppendorf.
Os tubos foram centrifugados em centrifuga a temperatura ambiente (25°C) com rotagdo de

10.000 RPM por 3 min, sendo o sobrenadante dos tubos separado e transferido para um tubo
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falcon armazenado em refrigerador (4°C) ao abrigo da luz. Os extratos mencionados foram
testados obtendo-se um melhor resultado com a polpa de aragd, sendo esta utilizada na sintese
de nanoparticulas de ouro (AuNPs) como descrito abaixo:

Para a sintese das AuNPs transferiu-se 1,25 mL do extrato de araca e 2,0 mL de 4agua
ultrapura para um béquer de 15 mL deixando sob agitacdo magnética por cerca de 2 min. Apods
este tempo, foi adicionado 0,25 mL de uma solu¢io de HAuCls 6 mmol L deixando sob
agitacdo magnética por cerca de 5 min. A sintese das nanoparticulas de ouro em extrato de araca
(AuNPs-Ext) foi considerada completa ap6s a coloragao da suspensao passar de amarelo escuro
para vermelho (Figura 31). Neste procedimento, o extrato vegetal atuou como agente redutor e
estabilizante das particulas e a reacdo foi conduzida em condi¢des brandas, sem a necessidade
de aquecimento. A dispersdao modificadora do eletrodo foi preparada misturando-se 100 pL da
suspensdo AuNPs-Ext e 0,5 mg de p6 de grafeno em um tubo Eppendorf. A mistura foi
homogeneizada por 1 min em vortex e sonicada continuamente por 3 min em banho-maria a

25°C, resultando na dispersao modificada (AuNPs-Ext-GR).

Figura 31. Esquema ilustrativo do preparo do extrato de araga, sintese das AuNPs-Ext e do preparo da dispersdo
AuNPs-Ext-GR.
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x
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A formagao das AuNPs-Ext foi comprovada pelo monitoramento da banda de absorgao
caracteristica do ouro (2530 nm), através de medidas obtidas em um espectrofotometro UV-Vis
Cary 60 (Agilent Technologies, EUA), utilizando uma cubeta de quartzo com 1,0 cm de

caminho optico. A morfologia das AuNPs-Ext foi observada por microscopia eletronica de
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transmissdo (TEM, 1011-JEM, JEOL) e as amostras foram preparadas depositando a dispersao
em uma grade de cobre revestida com carbono disposta sobre um papel filtro para remover o
excesso de material. A distribuicdo do diametro médio das AuNPs-Ext foi avaliada através da
contagem de 100 particulas (escolhidas aleatoriamente) a partir das micrografias de TEM
analisadas utilizando o software ImagelJ, sendo o tratamento dos dados realizado através do

software Origin Pro 8.5 (OriginLab Corporation).

4.2.4 Preparo do eletrodo quimicamente modificado

Primeiramente, a superficie do eletrodo de carbono vitreo (didmetro =2 mm) foi polida
com uma suspensdo de alumina (0,05 pm), por meio de friccdo em tecido feltro, e
posteriormente lavada com agua deionizada. A modificacdo do eletrodo foi feita pelo método
“drop coating”, no qual uma aliquota (2 uL) da dispersao de AuNPs-Ext-GR foi gotejada na
superficie de um GCE. O eletrodo foi entdo deixado em dessecador sob vacuo por 15 min para
evaporacao do solvente. Apds o periodo de secagem, o eletrodo de trabalho proposto (AuNPs-
Ext-GR/GCE) estava pronto para uso. Um GCE nao modificado e GCE modificados com Ext
e AuNPs-Ext foram preparados e testados de forma semelhante para avaliar a contribuicdo de
cada modificador separadamente. As propor¢des dos modificadores utilizados na construgao
dos eletrodos foram estudadas a fim de obter a melhor resposta analitica para o analito de

estudo.

4.2.5 Coleta e preparo das amostras

As amostras de aguas de uso doméstico foram coletadas em residéncias localizadas em
dois bairros (Trindade e Itacorubi) da cidade de Florianopolis-SC. A coleta foi realizada
utilizando-se frascos previamente esterilizados em autoclave, sendo a dagua coletada
diretamente de torneiras de uso residencial e posteriormente acondicionadas a 4°C em
refrigerador no laboratdrio. Aliquotas de 0,5 mL de cada amostra, sem tratamento prévio, foram
fortificadas com uma concentragao conhecida de 2,4,6-TCF e adicionadas a celinha contendo
15 mL de eletrélito suporte. A concentragio de 2,4,6-TCF em cada amostra foi quantificada a

partir das correntes de pico obtidas com curvas de calibragdo por adi¢do de padrao.

4.2.6 Medidas eletroquimicas

Os estudos voltamétricos foram realizados a temperatura ambiente (<25°C), sem a

necessidade de controle de temperatura, em uma célula eletroquimica contendo 15,0 mL de
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eletrolito suporte (solugio tampdo fosfato 0,1 mol L™, pH 6,0) e uma aliquota da solugdo padrio
do analito (2,4,6-TCF). Os voltamogramas foram registrados ap6s agitacdo magnética da célula
eletroquimica por 60 segundos para homogeneizagao da solugdo e as correntes de pico obtidas
para 2,4,6-TCF na superficie do sensor proposto foram utilizadas para quantificar este analito.
Todas as medidas de potencial foram obtidas vs. Ag/AgCl (KCl, 3,0 mol L!). Os experimentos
de SWV foram realizados através de uma varredura de potencial de +0,3 a+1,1 V, na frequéncia
de 30 Hz, amplitude de pulso de 30 mV e incremento de varredura de 3 mV. Voltamogramas
ciclicos foram obtidos através de uma varredura de potencial de -0,2 a +1,2 V, com uma
velocidade de varredura de 50 mV s?'. Os dados utilizados para otimizar as condi¢des
experimentais, obter a curva de calibracdo e determinar as concentragdes em amostras reais
foram obtidos através da média de trés medigdes, sendo o desvio padrao dessa média
representado pela barra de erro expressa nos graficos correspondentes.

As medic¢des de EIS, usadas para caracterizacdo do sensor, foram realizadas em um
sistema de trés eletrodos (como descrito na se¢do 4.2.2), em uma célula eletroquimica contendo
15,0 mL de solucio [Fe(CN)e]*/[Fe(CN)s]* (5,0 mmol L' em KC10,1 mol L!). Os graficos de
Nyquist foram obtidos no modo de circuito aberto, com amplitude de 10 mV e frequéncia na

faixa de 0,1 a 100.000 Hz.

4.2.7 Método comparativo

A técnica de espectrometria UV-Vis foi aplicada para determinar o teor de 2,4,6-TCF
em amostras fortificadas de dgua de torneira. As analises foram feitas na faixa de comprimento
de onda de 190 a 250 nm. A absorvancia maxima para o 2,4,6-TCF foi encontrada em torno de
200 nm. As medidas espectrofotométricas foram obtidas com um espectrofotometro UV-Vis
Cary 60 (Agilent Technologies, EUA), utilizando uma cubeta de quartzo com 1,0 cm de

caminho Optico.

4.2.8 Avaliacdo do método eletroanalitico

Para avaliacdo do desempenho da metodologia proposta foram utilizados os testes de
repetibilidade (intra e inter-dia), estabilidade, ensaio de adicdo e recuperacdo, método
comparativo (espectrometria UV-Vis) e testes estatisticos (¢ e F), descritos em detalhes no

capitulo 3, se¢do 3.2.8
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O CME proposto foi construido a partir da modificacdo de um GCE com uma dispersao
a base de grafeno (GR) e nanoparticulas de ouro sintetizadas em extrato vegetal (AuNPs-Ext).
O protocolo de sintese verde foi baseado em trabalho desenvolvido no grupo (ZAMARCHI;
VIEIRA, 2021), e ¢ descrito em detalhes na se¢do 4.2.3. O emprego de extrato vegetal na sintese
de NPs foi proposto com o intuito de estudar a aplicagdo de materiais menos tdxicos € mais
ecologicamente sustentaveis, além de condigdes reacionais brandas (condi¢des normais de
temperatura e pressao — CNTP) em acordo com os principios da quimica verde. Neste trabalho,
avaliou-se a utilizag¢do da polpa de frutas como precursor no preparo do extrato devido a facil
aquisi¢ao destes alimentos comercialmente e sua composi¢do quimica rica em agucares €
compostos fendlicos que auxiliam no processo de reducdo e estabilizacdo das particulas. Os
estudos dos pardmetros experimentais da sintese (escolha do extrato vegetal e proporcao

ouro:agua:extrato) estdo descritos abaixo.

4.3.1 Otimizacdo da sintese de nanoparticulas

Com o objetivo de desenvolver um método de sintese mais ecoldgico, de baixo custo e
com baixa toxicidade, foram testados extratos de frutas aplicados a sintese de AuNPs, de modo
a atuarem como agentes redutores e estabilizantes das particulas. Primeiramente, sintetizou-se
as AuNPs a partir da mistura de 0,25 mL de solucio de 4cido cloroaurico (HAuCls) 6 mmol L™!
em 2,0 mL de agua ultrapura, adicionando-se 1,25 mL de extrato vegetal preparado a partir das
seguintes frutas: (a) acerola, (b) ameixa, (c) aragcd e (d) mag¢a. Posteriormente, realizou-se a
modificacdo de eletrodos de carbono vitreo, com as suspensdes sintetizadas com os extratos
mencionados acima, aplicados na determinacdo do analito de interesse (2,4,6-TCF). Os
resultados foram obtidos utilizando uma cela eletroquimica com 15 mL de solu¢dao tampao B-
R (0,1 mol L', pH 6,0), contendo 2,4,6-TCF 16,5 umol L!. Os voltamogramas da Figura 32A
mostram que o eletrodo modificado com as AuNPs sintetizadas em extrato de araga apresentou
um sinal de corrente superior aos outros extratos testados (cerca de 1,2 vezes maior) sendo o
unico a apresentar sinal de corrente maior do que o obtido com o eletrodo sem modificacdo
(Figura 32B). Dentre as nanoparticulas sintetizadas, a suspensdao de AuNPs em extrato de araca
apresentou uma coloragdo avermelhada, em oposi¢do aos demais extratos que resultaram em
suspensdes arroxeadas (Figura 32C). A coloracdo proxima ao vermelho em suspensdes de
AuNPs indica a formag¢do de particulas de tamanho reduzido (SZTANDERA;
GORZKIEWICZ; KLAINERT-MACULEWICZ, 2019), que aumentam a area eletroativa do
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CME, e justifica o aumento do sinal de corrente observado. Sendo assim, € possivel concluir
que os extratos de acerola, ameixa ¢ mag¢d ndo devem possuir em sua composi¢cdo um teor
suficiente de compostos organicos capazes de promover uma estabilizacao efetiva das AuNPs.
Outro dado interessante estd relacionado ao tempo de sintese das NPs, no qual os demais
extratos testados tiveram um tempo médio de sintese entre 15 a 25 min, enquanto o extrato de
araga levou apenas 5 min para promover a mudanga de coloragdo (de amarelo para vermelho)
caracteristica da formagao das particulas. Isto demonstra que o extrato de araca ¢ capaz de atuar
como um agente redutor eficiente, além de promover uma estabilizagdo adequada das
nanoparticulas formadas fazendo deste extrato um material promissor na sintese verde de

nanoparticulas metalicas.

Figura 32. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos para (a) GCE e eletrodos modificados com nanoparticulas de ouro
sintetizadas com diferentes extratos de frutas: (b) acerola, (c) ameixa, (d) ara¢d, e (e) magd, em solugao tampao B-
R (0,1 mol L', pH 6,0) contendo 2,4,6-TCF 16,5 pmol L. (B) Respostas de corrente de pico (I;a) para 2,4,6 TCF
utilizando GCE e GCE modificado com AuNPs sintetizadas nos extratos de frutas mencionados acima. (C)
Imagens das suspensdes obtidas a partir dos diferentes extratos testados: (1) aragd, (2) acerola, (3) ameixa e (4)
maga.
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Em processos de sintese verde que utilizam extratos vegetais, a concentragao de
polifendis € critica na preparagdo de nanoparticulas, especialmente AuNPs, devido a
competicao sinérgica entre os grupos hidroxila e carbonila, causando a oxidagao dos polifendis
e afetando o tamanho e a morfologia das NPs (NOAH; NDANGILI, 2022). Sendo assim, o

volume de extrato utilizado na sintese das AuNPs foi otimizado. A Tabela 7 mostra as
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proporcdes utilizadas, fixando o volume de solu¢do HAuCls 6 mmol L' (0,25 mL) e variando

o volume de agua ultrapura e extrato:

Tabela 7. Propor¢des de ouro:agua:extrato usadas na sintese de AuNPs-Ext.

Suspensio AuNPs-Ext A B C D

Volume (mL) de HAuCls 6 mmol L™! 0,25 0,25 0,25 0,25
Volume (mL) de HO 2,00 1,00 0,50 0,00
Volume (mL) de extrato de araca 1,25 2,25 2,75 3,25
Volume (mL) total da suspensao 3,50 3,50 3,50 3,50

A Figura 33 A mostra os voltamogramas ciclicos resultantes da modificagdo de eletrodos
com as suspensdes sintetizadas nas propor¢des acima, nos quais as correntes de pico foram
registradas em uma cela contendo 15 mL de solugdo [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* (5,0 mmol L' em
KC10,1 mol L!). A propor¢io A obteve a melhor resposta em termos de corrente de pico (33,9
umol L), que representou um ganho de sinal variando de 1,1 a 1,7 vezes maior que as outras
proporgdes testadas (Figura 33B). E possivel verificar que o sinal de corrente diminui a medida
que ha um aumento do volume de extrato na composi¢ao da suspensdo de AuNPs-Ext, isto pode
ser atribuido a grande concentragdo de compostos organicos presentes no extrato de fruta, tais
como, compostos fenodlicos, polissacarideos e flavondides, que podem influenciar dois
parametros:

(I) As interacdes inter-moleculares entre os compostos organicos em alta concentragdo podem
dificultar o processo de estabilizacdo das nanoparticulas, favorecendo o processo de
aglomeragao que diminui a area superficial ativa das AuNPs, afetando negativamente o sinal
obtido para o analito. Isto pdde ser confirmado pela coloracdo das suspensdes obtidas que
apresentaram coloracdo mais avermelhada para a propor¢do com menos extrato (A) e mais
arroxeada para as propor¢des com maior quantidade de extrato (B, C e D);

(II) A alta concentragdo de compostos organicos, proveniente do extrato, presente no filme
modificador do eletrodo pode gerar um bloqueio parcial da superficie do CME impedindo a
aproximacao do analito e dificultando sua reagdo redox.

Foram testados volumes menores de extrato (0,5 e 0,75 mL), porém nao foi constatada
a formag¢ao de nanoparticulas. Portanto, a propor¢ao A (1,25 mL de extrato: 2,00 de agua: 0,25
de HAuCls (6 mmol L)) foi fixada para a sintese de AuNPs-Ext e a suspensio resultante foi

aplicada como modificador da superficie do GCE nos estudos posteriores.
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Figura 33. Estudo da proporcao do extrato de araga utilizado na sintese de AuNPs. (A) Voltamogramas ciclicos
obtidos em solugdo do par redox [Fe(CN)6]*** (5,0 mmol L', KC1 0,1 mol L!) aplicando o GCE sem modificagio
(A) e modificado com suspensdes de AuNPs sintetizadas com os seguintes volumes de extrato: (B) 1,25, (C) 2,25,
(D) 2,75 e (E) 3,25 mL. (B) Respostas relativas (%).
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4.3.2 Otimizacao da proporc¢io de grafeno como modificador

A dispersao usada para modificagdo da superficie do GCE foi preparada adicionando-
se GR a suspensao de AuNPs-Ext, sendo a quantidade de grafeno otimizada com o objetivo de
melhorar o desempenho analitico do eletrodo proposto. O grafeno foi escolhido como material
modificador devido suas caracteristicas elétricas e condutoras, além de apresentar grande area
superficial favorecendo a transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo principalmente
quando associado a nanoparticulas metalicas. A dispersdo modificadora foi preparada
adicionando-se 100 pL da suspensdo AuNPs-Ext em um tubo Eppendorf e as seguintes
quantidades de po de grafeno: (a) 0,5, (b) 0,75 e (c) 1,0 mg. A Figura 34 mostra os
voltamogramas resultantes obtidos com o CME proposto em uma cela eletroquimica contendo
15,0 mL de solu¢do tamp3o B-R (0,1 mol L, pH 6,0) e 2,4,6-TCF 5,0 mmol L. Dentre as
proporcdes de grafeno testadas, a dispersdao contendo 0,5 mg (a) apresentou o melhor resultado
com uma corrente de pico de 2,09 pA, valor este que representa um ganho de sinal de 2,2 vezes
maior que o GCE e 1,5 vezes maior que o eletrodo modificado com a suspensao contendo 0,75
mg de grafeno (b). Podemos observar que o sinal de corrente diminui a medida que aumentamos
a propor¢ao de grafeno na dispersdo, e esse comportamento se torna mais evidente na propor¢ao
1 mg/100 pL (c), que resultou no alargamento significativo do perfil do voltamograma gerando
uma perda do sinal obtido. Concentragdes maiores de grafeno tendem a formar filmes
modificadores mais espessos, o que pode gerar um bloqueio do sinal analitico na superficie do
eletrodo, justificando a tendéncia observada. Avaliou-se também a propor¢ao 0,5 mg/100 pL-
Ext (auséncia de AuNPs), porém a dispersao obtida ndo foi homogénea resultando em um perfil

de pico voltamétrico distorcido (d). Este resultado ¢ uma evidéncia de que a interacdo entre as
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nanoparticulas de ouro e o extrato de araca formam um material modificador com propriedades

unicas capaz de atuar como dispersante para o grafeno em meio aquoso.

Figura 34. Estudo da massa de grafeno utilizada no preparo da dispersdo AuNPs-Ext-GR. Voltamogramas ciclicos
obtidos com solugdo padrdo 2,4,6-TCF 5,00 mmol L' em solugdo tampdo B-R (0,1 mol L', pH 6,0) aplicando
GCE e eletrodos modificados com dispersdes contendo grafeno nas seguintes proporgdes: (a) 0,5, (b) 0,75, (¢)
1,0 mg/100 pL AuNPs-Ext (Inserido) e (d) 0,5 mg/100 pL Ext (Inserido).
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Como comparativo, também foi avaliada uma propor¢do menor de grafeno (0,25
mg/100 pL AuNPs-Ext), porém a dispersao obtida ndo foi homogénea resultando na formacao
de um filme modificador irregular e instavel que se desprendeu da superficie do eletrodo ao ser
mergulhado em solucdo. Sendo assim, a propor¢do 0,5 mg grafeno/100 pL. AuNPs-Ext foi

fixada para o preparo da dispersao modificadora. O eletrodo modificado com a dispersdo acima

foi entdo denominado AuNPs-Ext-GR/GCE (CME proposto).

4.3.3 Caracterizacao do nanomaterial

A sintese das AuNPs foi avaliada através da espectroscopia UV-Vis, esta técnica ¢ uma
abordagem amplamente utilizada para comprovar a formacdo das nanoparticulas metalicas
através de suas propriedades Opticas, dependentes de seu tamanho e forma. Conforme postulado
pela teoria de Mie (MIE, 1908), as nanoparticulas esféricas resultam em uma tnica banda de
ressonancia plasmonica de superficie nos espectros de absor¢ao. O espectro de absor¢ao obtido
(Figura 35) mostra a presenca de uma banda plasmonica caracteristica do ouro, em torno de
530 nm, indicando que a sintese das AuNPs foi bem-sucedida e que as particulas formadas

possivelmente apresentam um formato esférico. Este valor de comprimento de onda também
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estd proximo aos valores encontrados em outros trabalhos da literatura para a sintese de AuNPs
em extratos vegetais (SUSAN PUNNOOSE; BIJIMOL; MATHEW, 2021; ZHAO, W. et al.,
2022).

Figura 35. Espectro UV-Vis para a suspensdo de AuNPs-Ext.
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As morfologias das nanoparticulas de ouro estabilizadas, bem como da dispersdo de
AuNPs-Ext-GR e o grafeno individualmente (como comparativo) foram caracterizadas a partir
da técnica de TEM. Na Figura 36 sdo mostradas trés micrografias referentes aos seguintes
nanomateriais: (A) AuNPs-Ext, (B) GR e (C) AuNPs-Ext-GR. E possivel observar na Figura
36A que as AuNPs-Ext possuem particulas pequenas e de aspecto esférico, apresentando boa
dispersdao no meio e sem a presenca de aglomerados. A partir deste dado também ¢ possivel
afirmar que o extrato de araca desempenha duas fungdes:

(I) Agente redutor: atua como agente redutor através dos grupos hidroxilas presentes nos
polifendis derivados de plantas, que participam do processo de redugdo de ions de ouro.

(IT) Estabilizante: a presenga de compostos fendlicos, polissacarideos, metabolitos, entre
outros, em extratos vegetais também podem contribuir na estabilizacdo das nanoparticulas,
devido a presenca de anéis aromaticos e substituintes volumosos que promovem um efeito
estérico.

A Figura 36B mostra a imagem de uma folha lamelar de grafeno e a Figura 36C mostra
a dispersdo composta pelas AuNPs-Ext e o grafeno. A adicdo de grafeno a suspensdo das
nanoparticulas ndo interferiu significativamente na dispersidade das particulas no meio,
mostrando que nao houve a formagdo de aglomerados e que as AuNPs-Ext se encontram bem
distribuidas sobre as laminas do material. Isto indica que o grafeno além de agregar
caracteristicas vantajosas ao eletrodo modificado, através de suas propriedades elétricas e

condutoras, também atua como uma plataforma de imobilizagdo das nanoparticulas. Em
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contrapartida, a suspensdo AuNPs-Ext atua como um dispersante para o grafeno que, embora
apresente um carater fortemente hidrofobico foi completamente dissolvido em meio aquoso
resultando em uma mistura homogénea. A Figura 36D mostra o grafico de histograma referente
a distribui¢do do tamanho médio dos diametros das particulas de AuNPs-Ext, no qual € possivel
observar que a maior parte das nanoparticulas possuem didmetro médio de 35 nm. Este tamanho
reduzido indica que as AuNPs-Ext sintetizadas apresentam grande area superficial e,
juntamente com o grafeno, formam um material nanoestruturado promissor para aplicacao

como modificador em eletrodos.

Figura 36. Imagens de TEM para: (A) AuNPs-Ext, (B) GR, e (C) AuNPs-Ext-GR. (D) Histograma de distribuigdo
do tamanho médio das AuNPs-Ext (contagem de = 100 particulas).
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4.3.4 Caracterizacio eletroquimica dos CME

O CME foi caracterizado eletroquimicamente através das técnicas de CV e EIS, de modo
a avaliar o comportamento das modificagdes do eletrodo frente ao par redox [Fe(CN)s]*"*
(5,0 mmol L', KCI 0,1 mol L) utilizado como padrdo analitico. A Figura 37A apresenta os
voltamogramas resultantes do estudo da contribuicao de cada modificador na resposta analitica
do eletrodo proposto. Comparativamente ao sinal de corrente anddica obtido pelo (a) GCE (I,
=27,46 pA), o eletrodo modificado apenas com o extrato ((b) Ext/GCE) apresentou uma queda
no valor de corrente (I, = 25,07 pA) e também resultou em um voltamograma com um perfil

de pico um pouco distorcido. Isto se deve a grande concentragdo de compostos organicos (por



88

exemplo, compostos fenolicos e polissacarideos) oriundos do extrato que podem promover um
bloqueio parcial da superficie do eletrodo, impedindo a aproximagdo do analito e
consequentemente dificultando a reagao redox. O eletrodo modificado com as nanoparticulas
de ouro estabilizadas no extrato ((c) AuNPs-Ext/GCE) apresentou um aumento de 1,2 vezes no
sinal de corrente obtido (I, = 33,00 pA), comparativamente ao eletrodo sem modificacdo. Este
ganho de resposta esta relacionado as propriedades condutoras das nanoparticulas que facilitam
a transferéncia de carga na superficie do eletrodo. Por ultimo, o eletrodo proposto (d) AuNPs-
Ext-GR/GCE apresentou a maior resposta de corrente (I, = 58,46 pA) representando um
aumento de sinal cerca de 1,7 a 2,3 vezes comparado aos outros eletrodos testados. O CME
exibiu um bom desempenho devido a unido das propriedades condutoras das NPs e a presenga
do grafeno como modificador, que possui caracteristicas vantajosas como grande area
superficial e propriedades elétricas e condutoras, além de possuir varios sitios quimicamente
ativos capazes de interagir com o analito de interesse favorecendo a reacdo de oxirreducao na

superficie do eletrodo (BENJAMIN; MIRANDA RIBEIRO JUNIOR, 2022).

Figura 37. (A) Voltamogramas ciclicos e (B) Espectros de EIS obtidos para os seguintes eletrodos: (a) GCE; (b)
Ext/GCE; (c) AuNPs-Ext/GCE e (d) AuNPs-Ext-GR/GCE em solucio de [Fe(CN)]** (5,0 mmol L' em KC1 0,1
mol L") em modo de circuito aberto com amplitude de 10 mV e faixa de frequéncia de 0,1-100.000 Hz.
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A técnica de EIS foi empregada para investigar as propriedades de interface
eletrodo/solucdo do CME proposto. Os espectros de impedancia apresentados no grafico de
Nyquist incluem duas partes: uma regido de semicirculo em frequéncias mais altas
correspondendo a um processo limitado pela transferéncia de elétrons e uma regido linear em
frequéncias mais baixas relacionada a processos limitados por difusdo. A resisténcia a
transferéncia de carga (R¢i) pode ser avaliada medindo o didmetro do semicirculo. A Figura
37B exibe os graficos de Nyquist observados para os seguintes eletrodos testados

anteriormente: (a) GCE, (b) Ext/GCE, (c¢) AuNPs-Ext/GCE e (d) AuNPs-Ext-GR/GCE em
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solucdo par redox [Fe(CN)s]*”* (5,0 mmol L', KCI 0,1 mol L!). O eletrodo sem modificagio
(GCE) apresentou um valor de R igual a 3,78 kQ, indicando que o material confere uma certa
resisténcia a transferéncia de carga na sua superficie. Com relagdo ao eletrodo Ext/GCE, este
apresentou um valor de resisténcia mais alto (R¢t = 6,18 kQ) sendo praticamente o dobro da
resisténcia obtida com o GCE. Este aumento ja era esperado e esta de acordo com os
voltamogramas expressos na Figura 37A, indicando que a presenca dos compostos organicos
do extrato geram um bloqueio parcial da superficie do eletrodo aumentando a resisténcia a
passagem de corrente e dificultando a reagao redox do analito. O eletrodo AuNPs-Ext/GCE
apresentou uma diminuicao do valor da resisténcia (Ret = 2,62 k) em comparagdo ao GCE,
isto se deve as propriedades elétricas e condutoras das nanoparticulas e também esta de acordo
com os dados expressos na Figura 37A. O CME proposto obteve uma queda expressiva do valor
de Rt (0,65 kQ), de aproximadamente dez vezes o valor obtido com o GCE, demonstrando que
a presenga do grafeno contribui para a melhora significativa do sinal analitico através de suas

propriedades condutoras que favorecem a transferéncia de carga na superficie do eletrodo.

4.3.5 Comportamento eletroquimico do 2,4,6-TCF na superficie do CME

O comportamento eletroativo do analito foi avaliado utilizando-se o eletrodo proposto
(AuNPs-Ext-GR/GCE) em uma cela contendo 15 mL de soluc¢o tamp3o B-R 0,1 mol L! (pH
6,0) e 2,4,6-TCF 16,5 umol L', através da voltametria ciclica em uma velocidade de varredura
de v =50 mV s! e faixa de potencial de - 0,2 a+1,2 V. O voltamograma referente a reagio de
oxirreduagdo do analito (Figura 38) apresentou dois picos: a varredura direta resultou em um
pico de corrente anddica igual a Ipa = 2,00 pA em um potencial de oxidagdo (Epo = 0,69 V), e
a varredura inversa resultou em um pico de corrente catédica de menor intensidade (Ipc = 0,90
nA) em potencial de redugdo E,r = 0,07 V. A reagdo eletroquimica do 2,4,6-TCF ocorre através
da abstracdo do cloro do anel aromatico, presumivelmente pelo mecanismo de substitui¢cdo
nucleofilica, seguido da oxidagdo do grupo fendlico que ¢ convertido em um produto quinona,
devido ao processo de transferéncia de protons de carga rapida. Registros na literatura
confirmam que o mecanismo de oxidagdo do 2,4,6-TCF ¢ irreversivel (ARUMUGAM et al.,
2022; VINOTH; WANG, 2022), tendo como subproduto a forma¢ao do composto 2,6-dicloro-
1,4-benzoquinona que pode ser reduzido a forma 2,6-dicloro-1,4-benzenodiol (SANTHAN et

al., 2022), justificando entao a presenga do pico catddico observado em potencial mais negativo.
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Figura 38. Representagao esquematica da composi¢do do AuNPs-Ext-GR/GCE, voltamograma ciclico e esquema
proposto da reagdo redox do 2,4,6-TCF em solugio tampdo B-R (0,1 mol L', pH 6,0).
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4.3.6 Contribuicao dos modificadores na resposta analitica do 2,4,6-TCF

Avaliou-se a contribui¢do de cada modificador, separadamente, na resposta obtida para
0 2,4,6-TCF afim de comprovar o bom desempenho do CME proposto na determinagdo do
analito. Foram testados quatro eletrodos (Figura 39), sendo um eletrodo sem modificacio (a)
GCE, e trés eletrodos modificados: (b) Ext/GCE, (¢) AuNPs-Ext/GCE ¢ (d) AuNPs-Ext-
GR/GCE, monitorando o sinal de corrente do 2,4,6-TCF em solugdio tampdo B-R 0,1 mol L™
(pH 6,0) através da técnica de voltametria ciclica. O eletrodo (b) Ext-GCE apresentou um valor
de corrente de pico (Ipa = 0,73 pA) muito proximo ao valor obtido com o GCE (Ipa = 0,70 pA),
indicando que o extrato de ara¢d ndo contribui diretamente para a melhora do sinal do analito,
mas contribui indiretamente com o desempenho do CME atuando como agente redutor
ecologicamente sustentadvel e um material ndo toxico para estabilizacdo das nanoparticulas.
Neste trabalho, o extrato vegetal em conjunto com as AuNPs também atuaram como dispersante
para o grafeno através da interacdo entre os grupamentos hidroxila dos compostos organicos
presentes no extrato e os oxigénios residuais presentes na estrutura do grafeno. O sinal obtido
para o eletrodo (c) AuNPs-Ext/GCE foi de Ip. = 0,86 pA , representando um aumento de 1,2
vezes maior que o sinal do GCE. Este acréscimo de corrente esta relacionado as propriedades
condutoras das nanoparticulas que favorecem a transferéncia de carga, além da grande area
superficial das particulas que atuam como sitios ativos de interagdo do analito com a superficie
do eletrodo. O eletrodo proposto (d) AuNPs-Ext-GR/GCE apresentou o maior sinal de corrente
(Ipa = 1,44 pA), cerca de 2,0 vezes maior que o sinal obtido com o GCE. Este ganho em

desempenho do CME esté relacionado a adigdo do grafeno que possui caracteristicas especificas
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como, por exemplo, sua estrutura de monocamadas de folhas de carbono (semelhantes a favos
de mel) com atomos ligados por ligagdes sp?, que faz com que o material apresente grande
condutividade e fornega um local para a facil transferéncia de carga. O GR também possui
grande area superficial fornecendo sitios eletroativos para o eletrodo que melhoram a adsor¢ao
do analito, apresentando também uma resisténcia muito mais baixa do que o GCE (SURESH,
R. etal., 2022). Os dados apresentados acima estdo de acordo com os dados mostrados na se¢ao
4.3.4, indicando que o CME proposto possui um bom desempenho para o analito de interesse
bem como para o padrio analitico de referéncia (par redox [Fe(CN)s]*"#).

Figura 39. Voltamogramas ciclicos usando diferentes eletrodos: (a) GCE; (b) Ext/GCE; (c) AuNPs-Ext/GCE e

(d) AuNPs-Ext-GR/GCE, em solugdo tampido B-R (0,1 mol L, pH 6,0), contendo 2,4,6-TCF 16,5 pmol L.
Inserido: Respostas relativas (%)

(a) (d)

A

[TEN
Iy I

1, /uA

I, Iy

L - I

e

() ©)
el

3
2
B
1
% 04

2
3 1
0 : of
4 E 1
-2 - 2

B 10 GO Ey
- -
GCE Ext/GCE AuNPs-ExtIGCE AUNPs-Ext-GRIGCE

"

@ B @ @ @ ® © @ @ b @ @ @ B ©
Eletrodos Eletrodos Eletrodos Eletrodos

S 2 E
4 0.0 04 08 12 0.0 04 08 1.2 04 0.4 0 04 08 12
E (V) vs. A/AGC, KCl oy E (V) vs. AGIAGC!, KCl g, E (V) vs. AG/AGC], KCl oy,

[ o o

B
S
5]
=
>

® 2
S &

Resposta relativa (%)
3

Resposta relativa (%)
s @
s 8

n
=3

Resposta relativa (%)
N B @ @ D
o 8 53 &8 8 8
Resposta relativa (%)

o

4.3.7 Estudo do pH e otimizacio do eletrodlito de suporte

Com o intuito de aprimorar o desempenho da metodologia proposta foi realizado o
estudo da influéncia do pH do eletrdlito suporte na reacdo redox do 2,4,6-TCF, aplicando o
AuNPs-Ext-GR/GCE em uma cela contendo 15 mL de solugdo tampio B-R 0,1 mol L' nos
seguintes valores de pH: (a) 3,0, (b) 4,0, (¢) 5,0, (d) 6,0, (e) 7,0, (f) 8,0, e (g) 9,0. O sinal
eletroquimico do analito foi monitorado através das correntes de pico resultantes de
voltamogramas de varredura linear. Os voltamogramas da Figura 40A mostram que ha uma
relagdo de dependéncia entre a corrente de pico obtida e o pH do eletrélito suporte. No grafico
de barras (Figura 40B) ¢ possivel observar que ha um acréscimo da corrente de pico entre os
valores de pH de 3,0 a 6,0, seguido de um decréscimo acentuado em valores de pH mais bésicos

(acima de 7,0). Isto ocorre devido o equilibrio de dissociacdo do composto 2,4,6-TCF em
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valores de pH mais acidos estar deslocado em prol da forma protonada da molécula (pKa =
6,4), fazendo com que a reagao de oxidacao seja favorecida. Além disso, em valores de pH mais
alcalinos a forma desprotonada do 2,4,6-TCF, que encontra-se presente em grande quantidade,
compete pelos sitios ativos na superficie do eletrodo dificultando a reagdo redox (ZHU, X. et
al., 2016). Os maiores valores de corrente de pico obtidos com o CME para o analito (Ipa= 8,97
e Ipa= 8,78 nA) foram medidos empregando a solu¢ao tampao B-R nos valores de pH 3,0 ¢ 6,0,
respectivamente. Estas médias de corrente foram comparadas por meio do teste de Tukey para
avaliar se ha diferenca significativa entre os valores. O calculo foi realizado através da

Equacdo 7 descrita a seguir:

JOME

n

(7)

No qual ¢ ¢ um valor tabelado considerando o numero de graus de liberdade e o niimero de

Atesrico = q *

variaveis, OME ¢ o quadrada médio do residuo obtido através da analise dos parametros por
ANOVA e n € o nimero de repetigdes das medidas. Considerando o valor de g tabelado para a
amostra (3,93), a diferenca entre as médias das correntes (1,96 x 10~ 7) foi menor do que o valor
tedrico (A = 6,11 x 10”7), indicando que nio ha diferenca significativa entre os dados. Desta
forma, para proceder com a escolha do pH do eletrolito levou-se em consideragdo os seguintes
critérios de otimizagdo: em solugdo tampao de pH = 3,0 o potencial de oxirredugdo ¢ deslocado
para valores mais positivos (desfavorecendo energeticamente a rea¢do do analito), € o meio
fortemente acido promove o desprendimento do filme da superficie do eletrodo. Por outro lado,
o potencial redox em pH 6,0 apresentou um deslocamento para valores mais negativos € menos
energéticos (comparativamente ao pH 3,0) contribuindo eletrocataliticamente para a reagao de
oxidag¢do do analito, além de favorecer a estabilidade do filme modificador. Portanto, de acordo
com os dados obtidos e as consideragdes acima o pH 6,0 foi escolhido e fixado para os demais
testes de otimizagao.

A Figura 40B mostra a relagao linear (E =-0,069 pH + 1,07; r=0,999) entre o potencial
de pico anddico do 2,4,6-TCF e os diferentes valores de pH do eletrélito, no qual o potencial é
deslocado para valores mais negativos conforme aumentamos o pH do meio. Este deslocamento
indica o envolvimento direto de protons na reacao de oxidacdo, e o valor obtido para o
coeficiente angular da reta (-69,0 mV) se aproxima do valor teorico predito pela equacao de
Nernst (-59,2 mV) indicando que a reagdo envolve o mesmo numero de mols de protons e
elétrons. Ambos os dados estdo em acordo com outros trabalhos descritos na literatura para a

determinagao voltamétrica do 2,4,6-TCF (HWA et al., 2021; ZHU, X. et al., 2016).
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Figura 40. Voltamogramas lineares em solugio tampdo B-R (0,1 mol L") em diferentes valores de pH: (a) 3,0,
(b) 4,0, (c) 5,0, (d) 6,0, () 7,0, (f) 8,0, e (g) 9,0 para 2,4,6-TCF 5,0 mmol L ™! utilizando AuNPs-Ext-GR/GCE. (B)
Grafico da relagdo entre Ipa vs. pH e E (V) vs. pH (n = 3).
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Considerando o pH 6timo como 6,0 prosseguiu-se com a otimizagdo dos parametros
através da avaliacdo da composicdo do eletrélito suporte. Foram testadas trés solugdes de
eletrolitos (0,1 mol L', pH 6,0): solu¢do tampdo B-R, solugdo tampio Mcllvaine e solucio
tampao fosfato. A Figura 41 representa os voltamogramas obtidos, nos quais observa-se que a
solucao tampao fosfato obteve a melhor resposta em termos de corrente de pico (Ipa= 11,5 pA),
além de promover um pequeno efeito catalitico deslocando o potencial de oxidagao para valores
mais negativos e menos energéticos, comparativamente a solugdo tampao B-R, favorecendo a
reacdo de oxidagdo do 2,4,6-TCF. Sendo assim, a solu¢ao tampao fosfato foi escolhida para ser
utilizada como eletrdlito suporte nos demais testes de otimizacdo do método proposto.

Figura 41. (A) Voltamogramas de onda quadrada para 2,4,6-TCF (25,0 umol L) utilizando diferentes solugdes

de eletrolito de suporte (0,1 mol L', pH 6,0): (a) solugdo tampdo B-R, (b) solugdo tampdo fosfato e (c) solugdo
tampdo Mcllvaine. (B) Respostas relativas (%).
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4.3.8 Estudo da velocidade de varredura

A avaliacdo do efeito da velocidade de varredura no comportamento eletroquimico do

analito e sinal de corrente obtido foi feita através da técnica de voltametria ciclica, utilizando
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uma cela contendo 15 mL de solugdo tampdo fosfato (0,1 mol L', pH 6,0) e solu¢do padrio
2,4,6-TCF 1 mmol L, variando a velocidade aplicada na faixa de 10 a 90 mV. Os
voltamogramas resultantes do estudo sdo mostrados na Figura 42A, na qual € possivel observar
uma relagdo diretamente proporcional entre o aumento da corrente de pico anddica € o aumento
da velocidade de varredura. Também ¢ possivel observar que o aumento da velocidade contribui
para o surgimento de um novo pico anoddico relativo a rea¢do redox reversivel do produto de
oxidagdo (2,6-dicloro-1,4-benzoquinona) do 2,4,6-TCF. Este dado pode indicar que a reagdo
do analito de interesse ¢ favorecida em velocidades mais lentas pois, em velocidades maiores a
reacdo do subproduto pode gerar uma competicao pelos sitios ativos na superficie do eletrodo.
A Figura 42B mostra o grafico de Ipa vs. v!2, cujos pardmetros apresentaram uma relagio linear
que, segundo a literatura (ELGRISHI et al., 2018), indica que a reacdo de oxidacdo ¢ regida
predominantemente pelo processo de difusao. O grafico da Figura 42C apresenta a equagdo de
reta da relacdo entre o logaritmo da corrente de pico anddica (log I,a) e o logaritmo das
velocidades de varredura (log v) para o 2,4,6-TCF. O valor experimental obtido foi de 0,65
indicando que a etapa determinante da reacdo ¢ regida pela difusdo com uma pequena
contribuicdo da adsor¢do (GOSSER, 1994), e esta de acordo com o dado obtido na Figura 42B.

Segundo a regressao linear “Eyo vs. log v descrita por Laviron (LAVIRON, 1979), o
coeficiente angular da equacdo ¢ equivalente a 2,303RT/(1—a)zF, no qual a € o coeficiente de
transferéncia de elétrons; z é o numero de elétrons transferidos no processo; R, T ¢ F sao as
notagdes usuais (R = 8,314 Jmol ' K ™!, T=298 K, F = 96485 C mol ). Considerando o valor
de aigual a 0,5 para sistemas irreversiveis (BARD; FAULKNER, 2001) e o coeficiente angular
expresso na Figura 42D (a = 0,049), calculou-se o pardmetro z para a reacdo de oxidacdo do
2,4,6-TCF, obtendo um valor aproximado igual a 2,0 elétrons. Levando em consideragdo estes
dados e os resultados apresentados na se¢do 4.3.7, que comprovam que a reacao de oxidagao
envolve o mesmo niimero de protons e elétrons, a Figura 43 abaixo expressa um esquema de

reagdo de oxidagdo proposto para o analito de interesse, envolvendo dois protons e dois elétrons.
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Figura 42. (A) Voltamogramas ciclicos em solugio tampdo fosfato (0,1 mol L™!, pH 6,0) em diferentes velocidades
de varredura de potencial: (a) 10, (b) 20, (c) 30, (d) 40, (¢) 50, (f) 60, (g) 70, (h) 80 e (i) 90 mV s ! para 2,4,6-TCF
16,5 pmol L™ utilizando AuNPs-Ext-GR/GCE. (B) Relagdo entre log Ipa vs. v'? (n = 3). (C) Relagio entre log Ipa
vs. log v (n = 3). (D) Relagdo entre Epo vs. log v (n = 3).
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Figura 43. Esquema proposto da reagdo de oxidagdo do 2,4,6 triclorofenol na superficie do eletrodo.
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4.3.9 Escolha e otimizacao da técnica voltamétrica

Para otimizar a metodologia proposta foram testadas trés técnicas voltamétricas (LSV,
DPV e SWV) com o objetivo de verificar qual apresenta o melhor sinal em termos de corrente
de pico, perfil voltamétrico e sensibilidade na detec¢do do analito de interesse. A corrente de
pico foi avaliada através de medidas utilizando cada técnica individualmente aplicando a
mesma velocidade de varredura (50,0 mV s'), e a sensibilidade foi avaliada através da

construgdo de curvas de calibracdo externa para cada técnica. Ambos os testes foram realizados
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em triplicata utilizando o eletrodo AuNPs-Ext-GR/GCE em uma cela contendo 15 mL de
solucdo tampao fosfato (0,1 mol L', pH 6,0) e 2,4,6-TCF 16,5 pmol L'

A Figura 44A mostra os voltamogramas obtidos nos quais ¢ possivel observar que as
técnicas LSV e DPV apresentaram valores de corrente muito proximos (Ip. = 0,81 pA e 0,65
LA, respectivamente), porém a medida feita com LSV resultou em um voltamograma com perfil
mais alargado, provavelmente devido a presenga de interferéncia de correntes capacitivas que
influenciam negativamente na deteccdo do sinal de corrente do analito (corrente faradaica). A
técnica SWV apresentou um sinal de corrente igual a Ipa = 1,51 pA, cerca de 1,8 e 2,3 vezes
maior que as técnicas de LSV e DPV, respectivamente. Embora a SWV geralmente apresente
vantagens para sistemas reversiveis (devido sua aplicagdo de potencial em dois sentidos), neste
caso ela obteve o melhor resultado mesmo em comparagao com outra técnica pulsada (DPV) e
considerando o fato de que o 2,4,6-TCF possui um mecanismo de reagdo irreversivel. Isto pode
ser explicado devido a outras caracteristicas vantajosas da técnica SWV como, por exemplo,
oferecer supressdo de ruido de fundo com a mesma eficicia que a DPV, possuir uma
sensibilidade ligeiramente maior do que a DPV, apresentar tempos de varredura muito mais

rapidos e ser aplicavel a uma gama de materiais eletrodicos e sistemas (BARD, 1980).

Figura 44. (A) Voltamogramas de 2,4,6-TCF (16,5 pmol L") em solug¢do tampao fosfato (0,1 mol L', pH 6,0)
obtidos com AuNPs-Ext-GR/GCE aplicando as seguintes técnicas voltamétricas: (a) LSV; (b) DPV e (c) SWV.
Inserido: Respostas relativas (%). (B) Curvas de calibragdo externa para a 2,4,6-TCF (16,5 pmol L!) empregando
SWV, DPV e LSV com velocidades de varredura de 50 mV s..
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Tabela 8. Resumo dos parAmetros das curvas de calibragdo externa para cada técnica voltamétrica.

Técnica E ~ ) LOD
voltamétrica quacdo de reta r (umol L)
SWV I, =4,229 x 107 + 8,488 x 10” + 0,035 [2,4,6-TCF] 0,999 0,73
DPV I,=3,115x 107+ 6,079 x 10° + 0,010 [2,4,6-TCF] 0,998 1,68
LSV I, = 9,647 x 10% + 8,390 x 10° + 0,022 [2,4,6-TCF] 0,998 1,13

[2,4,6-TCF] = concentragdo de 2,4,6 triclorofenol
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As técnicas também foram avaliadas em termos de sensibilidade, utilizando o CME
proposto em solu¢do tampdo fosfato (0,1 mol L', pH 6,0) para construgdo de curvas de
calibracao externa adicionando a cela aliquotas de 2,4,6-TCF na faixa de concentragdo de 6,65
a 33,11 mol L'!. Como é possivel observar na Figura 44B, a técnica de SWV obteve um
resultado superior em termos de sensibilidade através dos parametros de coeficiente angular
(o= 0,035) e também do valor de limite de detec¢iio (LOD = 0,73 umol L), aproximadamente
2,3 e 1,5 vezes menor que as técnicas de LSV (LOD = 1,13 pmol L) e DPV (LOD = 1,68
pumol L), conforme mostra a Tabela 8. Desta forma, a voltametria de onda quadrada foi
escolhida como a técnica voltamétrica a ser empregada neste trabalho. Apos esta escolha, os
parametros internos da técnica também foram otimizados para que a metodologia possa
expressar seu maximo desepenho frente ao analito de estudo.

Os parametros AE,, AEs e f da técnica SWV foram otimizados fixando-se dois
pardmetros em valores intermedidrios e variando um terceiro, utilizando como critério de
escolha o melhor sinal de corrente obtido mantendo-se a linearidade com o valor do parametro
avaliado. Os estudos foram realizados em solucdo tampdo fosfato (0,1 mol L, pH 6,0)
contendo 2,4,6-TCF 16,5 pmol L . O valor de AE; foi variado da faixade 1 a 10 mV e o
resultado ¢ mostrado na Figura 45A. O incremento escolhido foi de 3 mV, pois esta de acordo
com o critério de escolha da linearidade. Além disso, baixos valores de incremento favorecem
uma boa resolucdo de pico, sendo assim o valor 3 mV foi fixado para os demais estudos de
otimizacdo. O valor de AE; foi variado na faixa de 10 a 100 mV, e o grafico da Figura 45B
mostra que o valor de 30 mV esta de acordo com os critérios de escolha sendo entdo fixado
para os demais testes. Por ltimo, otimizou-se o parametro da frequéncia variando os valores
na faixa de 10 a 100 Hz. O valor que apresentou o melhor sinal de corrente seguindo a
linearidade foi 30 Hz (Figura 45C), indicando que € necessaria uma velocidade de analise um
pouco mais lenta para o melhor acompanhamento da cinética da reagdo redox, e estd de acordo
com os dados obtidos na se¢do 4.3.8. Os parametros avaliados, a faixa estudada e os valores

otimizados encontram-se resumidos na Tabela 9.

Figura 45. Graficos referentes a otimizagdo dos parametros da SWV: (A) incremento de potencial (mV), (B)
amplitude de pulso (mV), e (C) frequéncia (Hz), empregando o CME proposto em solucio tampao fosfato (0,1
mol L', pH 6,0) contendo 2,4,6-TCF 16,5 pmol L (n = 3).
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Tabela 9. Resumo dos parametros experimentais da técnica de SWV, faixa de estudo e valores otimizados para

2,4,6-TCF.

Parametro Faixa estudada Valor otimizado
Incremento (mV) 1-10 3
Amplitude (mV) 10 - 100 30
Frequéncia (Hz) 10 - 100 30

4.3.10 Curva de calibrac¢ao para o 2,4,6-TCF

O desempenho da metodologia proposta foi avaliado através da determinagao do analito
de interesse a partir de uma curva de calibragdo externa, utilizando o CME (AuNPs-Ext-
GR/GCE) nas condi¢des otimizadas anteriormente, em uma faixa de potencial de +0,3 —
+ 1,0 V vs. Ag/AgCl. As curvas foram construidas por SWV, em triplicata, e a sensibilidade do
método foi avaliada por meio dos calculos de LOD e LOQ através das equagdes apresentadas
no capitulo 3, se¢do 3.3.9. As Figuras 46A e 46B mostram os voltamogramas de SWV obtidos
para 2,4,6-TCF e a curva de calibragao externa relacionada a faixa de concentragdo de 3,32 a

35,36 umol L. A curva de calibragdo apresentou duas faixas lineares:

(I) faixa linear de 3,32 — 19,60 umol L'}, expressa pela equagio de reta igual a Ipa = 0,04 + 0,05
[2,4,6-TCF] + 0,33 £ 0,004 (r=0,999), e valores de LOD e LOQ de 0,28 e 0,95 umol L™

(n = 3), respectivamente;

(I1) faixa linear de 22,80 — 35,36 umol L'}, expressa pela equagdo de reta igual a Ipa = 0,02
+0,06 [2,4,6-TCF] + 0,72 + 0,02 (r = 0,999).

Figura 46. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos com AuNPs-Ext-GR/GCE em solug@o tampao de fosfato
(0,1 mol L', pH 6,0) contendo diferentes concentragdes de 2,4,6-TCF (umol L): (a) branco, (b) 3,32, (¢) 6,62,
(d) 9,90, (e) 13,15, (f) 16,39, (g) 19,60, (h) 22,80, (i) 25,97, (j) 29,12, (k) 32,25 e (1) 35,36. (B) Curva de calibragio
externa para 2,4,6-TCF (média =+ desvio padrao; n=3).
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Os parametros analiticos da curva de calibragdo externa para 2,4,6-TCF estao resumidos

na Tabela 10:
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Tabela 10. Dados obtidos a partir da curva de calibra¢do externa para 2,4,6-TCF utilizando AuNPs-Ext-GR/GCE.

Parametros Analiticos

1? faixa linear

2? faixa linear

Potencial de pico (V)
Faixa linear (umol L")

Coeficiente de correlagdo - r

Coeficiente angular (pA L pmol ™)

Desvio padrdo do coeficiente angular (uA L pmol ')

Coeficiente linear (LA)

Desvio padrio do coeficiente linear (LA)

LOD (umol L")
LOQ (umol L")

+ 0,69
3,32 -19,60

0,999

0,04

0,05

0,33

0,004
0,28
0,95

+ 0,69
22,80 —-35,36

0,999
0,02
0,06
0,72
0,02

Para avaliar o desempenho da modificagdo do CME proposto construiu-se uma curva

de calibracdo externa (Figura 47), utilizando um eletrodo sem modificagdo (GCE) na faixa de

menor concentragio (3,32 — 19,60 umol L) obtida para 0 2,4,6-TCF. A curva obteve a seguinte
equagao de reta: Ipa=0,01 £0,03 [2,4,6-TCF] + 0,19 £+ 0,006 (r = 0,999), com valores de LOD

e LOQ de 1,08 e 3,62 umol L}, respectivamente (n = 3). Comparando com os valores expressos

na tabela 10 € possivel observar que o AuNPs-Ext-GR/GCE obteve valores de LOD e LOQ 3,9

e 3,8 vezes menor, respectivamente, demonstrando que a modificagdo proposta melhora

significativamente a resposta analitica do eletrodo na determinacao de 2,4,6-TCF.

Figura 47. Curvas de calibragdo externa para 2,4,6-TCF (média + desvio padrdo; n=3) usando GCE ¢ CME em
solugdo tampao fosfato (0,1 mol L', pH 6,0).
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Os resultados obtidos com o AuNPs-Ext-GR/GCE também foram comparados com os

dados descritos na literatura para eletrodos aplicados na determinagdo voltamétrica de 2.,4,6-

TCF (Tabela 11). O CME proposto apresentou uma faixa linear similar a de outros eletrodos
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(PVA/F108/AuNPs/Lac/GCE e BDDE) além de um limite de deteccdo relativamente menor se
comparado a outros eletrodos modificados com nanoparticulas metélicas (por exemplo, CNTs-
OH/PtNPs/RhB/GCE). Outras vantagens do AuNPs-Ext-GR/GCE com relacdo aos trabalhos
citados incluem a utilizagdo de matéria-prima natural ndo toxica e sustentavel (extrato vegetal)
para a sintese de NPs e uso de condi¢des reacionais brandas (sem a necessidade de agentes
redutores fortes e aquecimento), processo de modificacdo facil e rapido em uma unica etapa,

além de adequada sensibilidade na determinacao do analito de interesse.

Tabela 11. Comparagdo entre o desempenho do CME proposto e outros eletrodos reportados na literatura,
empregados na determinagao eletroquimica de 2,4,6-TCF.

LOD
. . -1
Eletrodo Faixa linear (umol L) (umol L) Ref.

ZHU, X. et al.
CNTs-OH/PtNPs/RhB/GCE? 5,0-175.0 1,55 ( go 1 8)6 -

LIU, J. et al.
PV A/F108/AuNPs/Lac/GCE 1,0 25,0 9,33 ( o, le) -
CuO/Nafion/GCE* 1,0-120,0 0,04 (JAMIL, 2021)
d B (SCHWAB et al.,

BDD 1,93 - 21,30 0,15 2020)
AuNPs-Ext-GR/GCE 232,38_ 1395’63 0.28 Este trabalho

CNTs-OH/PtNPs/RhB/GCE®: eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono
hidroxilado/nanoparticulas de platina/filme composto de rodamina B; PVA/F108/AuNPs/Lac/GCE®:
eletrodo de carbono vitreo modificado com polivinil alcool/lacase/nanoparticulas de ouro e estabilizador
enzimatico F108; CuO/Nafion/GCE®: eletrodo de carbono vitreo modificado com material nanoestruturado de
6xido de cobre e Nafion; BDD!: eletrodo de diamante dopado com boro.

4.3.11 Parametros de avaliacao do método: repetibilidade (intra e inter-dia), estabilidade

e possiveis interferentes

Foi realizado o estudo de repetibilidade do CME com o intuito de avaliar a precisdo das
medidas obtidas. O estudo foi realizado através da técnica de SWV, utilizando o eletrodo
proposto em tampdo fosfato (0,1 mol L!; pH 6,0) contendo 2,4,6-TCF 33,1 umol L. A
repetibilidade intra-dia foi investigada realizando-se no mesmo dia 6 medidas, sendo a
superficie do eletrodo renovada a cada nova medida. O RSD obtido para as correntes de pico
foi de 5,85% e indica uma boa precisdao do sensor. A repetibilidade inter-dia foi testada a partir
de medidas em triplicata feitas em 6 dias diferentes utilizando o AuNPs-Ext-GCE/GCE, sendo
a superficie do eletrodo renovada a cada nova medida. O RSD obtido para as correntes de pico

foi de 3,89% indicando uma boa reprodutibilidade do sensor.
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Para avaliar a estabilidade do nanomaterial, a suspensdo de AuNPs-Ext foi armazenada
em um tubo falcon sob refrigeragdo (4°C) e utilizada no preparo de CME avaliando os sinais
de corrente obtidos para o 2,4,6-TCF durante aproximadamente 3 semanas. Os valores de
corrente de 2,4,6-TCF para 3 medidas (1 medida/semana em triplicata) obtiveram um valor de
RSD de 4,65%, o que indica uma boa repetibilidade do material e, consequentemente, um bom
desempenho na determinagdo do analito de interesse. Apds este periodo, o sinal de corrente
obtido comecou a diminuir significativamente e a suspensdo adquiriu uma coloragdo arroxeada
devido a oxidagdo e degradacdo do extrato vegetal, resultando na aglomeragdo das particulas.
Sendo assim, para garantir o bom funcionamento do CME foram realizadas novas sinteses apos
este tempo limite de utilizagdo do material.

Também foi avaliada a possivel interferéncia de alguns ions comuns presentes em
grande quantidade nas dguas de uso doméstico (Ca?, CI', Na*, NOs, SO4%), segundo as
portarias do Ministério da Satide (Portarias n® 888/2021 e n® 2.914/2011) que legislam sobre
controle e vigilancia dos parametros de potabilidade da dgua para consumo humano, além de
outros pesticidas da mesma familia de clorofendis (2-clorofenol (2-CF) e 2,4-diclorofenol (2,4
DCF)) na determinagdo do analito de interesse. As medidas foram feitas em SWV, utilizando o
AuNPs-Ext-GR/GCE em soluc¢do tampdo fosfato (0,1 mol L, pH 6,0) contendo 2,4,6-TCF
(6,65 umol L") no qual foram adicionadas aliquotas das solu¢des dos ions e pesticidas
estudados em concentragdo 10 vezes maior (66,5 umol L!). A Figura 48 indica que na presenca
dos ions o valor de corrente de pico para 2,4,6-TCF apresentou pouca variacdo (<10%),
comprovando que o CME possui boa seletividade para a detecc¢do eletroquimica do analito.
Figura 48. Estudo de interferentes utilizando o AuNPs-Ext-GR/GCE em solugdo tampao fosfato (0,1 mol L™, pH

6,0). Medidas de SWV expressas em resposta relativa (%), avaliando a corrente de pico de 2,4,6-TCF registrada
na auséncia (100 %) e na presenca de outras espécies i0nicas em concentragdo 10 vezes maior que o analito.
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Com relagdo a interferéncia de pesticidas da classe de clorofenois, € possivel observar
que ao aplicar o CME na analise individual de cada pesticida o 2,4,6-TCF obteve uma melhor
resposta de corrente comparativamente ao demais (Figura 49A), indicando que o AuNPs-Ext-
GR/GCE apresenta melhor sensibilidade na detec¢ao do analito de interesse. Porém, ao analisar
0 2,4,6-TCF na presenga dos demais pesticidas em concentra¢ao 10 vezes maior (Figura 49B)
o CME nao conseguiu diferenciar os compostos devido o potencial de oxidagao do 2,4,6-TCF
(Epo= 0,69 V) ser muito proximo dos potenciais de oxidacdo do 2-CF (Epo= 0,72 V) e 2,4-DCF
(Epo= 0,71 V), fazendo com o que os picos fossem sobrepostos no momento da andlise € o
eletrodo identificasse um unico pico de alta concentracdo. Sendo assim, ¢ possivel afirmar que
o CME proposto na presenca de pesticidas clorofendis ndo € especifico para o analito de

interesse, mas ¢ seletivo a esta classe de compostos.

Figura 49. (A) Voltamogramas ciclicos usando o0 CME em tampdo fosfato (0,1 mol L, pH 6,0) para os seguintes
pesticidas: (a) 2-CF, (b) 2,4-DCF ¢ (¢) 2,4,6-TCF. (B) Medidas de SWV expressas em resposta relativa (%),
avaliando a corrente de pico de 2,4,6-TCF registrada na auséncia (100 %) e na presencga de outros pesticidas
clorofenodis em concentragdo 10 vezes maior que o analito.
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4.3.12 Determinaciao de 2,4,6-TCF em aguas de uso doméstico

Avaliou-se o desempenho da metodologia proposta utilizando o eletrodo AuNPs-Ext-
GR/GCE aplicado a andlise de 2,4,6-TCF em amostras de aguas de uso doméstico (dgua de
torneira), devido este tipo de matriz ser um possivel alvo de contaminagdo por subprodutos de
desinfeccdo. As amostras foram coletadas em dois bairros (Trindade (A) e Itacorubi (B))
localizados na cidade de Florianopolis/SC, sendo posteriormente fortificadas adicionando-se
uma aliquota de solucdo padrio de 2,4,6-TCF 1,0 mmol L. A concentra¢do do analito foi
quantificada utilizando o CME em solug¢do tampdo de fosfato (0,1 mol L™}, pH 6,0) por SWV a
partir de curvas de calibracao por adi¢do padrao. A Figura S0A mostra os voltamogramas de
SWYV em triplicata a partir da analise da amostra de agua de torneira fortificada (0,5 mL)

coletada no bairro A (a), e das adi¢des sucessivas de aliquotas de uma solucao padrao de 2,4,6-
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TCF nas concentragdes de: (b) 7,63, (c) 8,89, e (d) 1,02 umol L', A curva de calibragio por
adi¢do padrao (Figura 50B) apresentou a seguinte equacao linear: Ipa= 0,06 +0,003[2,4,6-TCF]
+ 0,44 + 0,02 (r=0,997). A Figura 50C mostra os voltamogramas de onda quadrada obtidos
em triplicata a partir da analise da amostra de agua de torneira fortificada (0,5 mL) coletada no
bairro B (a), e das adi¢des sucessivas de aliquotas de uma solucdo padrao de 2,4,6-TCF nas
concentragdes de: (b) 7,63, (c) 8,89, e (d) 1,02 umol L!. A curva de calibragdo por adi¢io
padrao (Figura 50D) apresentou a seguinte equagao linear: Ipa=0,07 =0,001[2,4,6-TCF] + 0,46
+0,009 (r = 0,999). A partir das equacdes de reta das curvas de calibragdo de ambas as amostras
¢ possivel observar que os coeficientes angulares (0,06 e 0,07) sdo diferentes daquele obtido
com a curva de calibracdo externa (0,28) na mesma faixa de concentragdo, o que indica que a
matriz da amostra causa uma certa interferéncia fazendo com que o método de adigao de padrao

seja o mais indicado para a andlise de 2,4,6-TCF em amostras reais.

Figura 50. (A) Voltamogramas de SWV obtidos usando AuNPs-Ext-GR/GCE, em solugdo tampao de fosfato (0,1
mol L', pH 6,0), para a amostra fortificada do bairro A (a) e adi¢des sucessivas de aliquotas de solugdo padrdo
2,4,6-TCF nas seguintes concentragdes de (b) 7,63, (c) 8,89 e (d) 1,02 pmol L', (B) Curva de calibragdo por adi¢do
de padrao para amostra A. (C) Voltamogramas SWYV obtidos para amostra fortificada do bairro B (a) e adigdes
sucessivas de aliquotas de solug@o padrdo 2,4,6-TCF nas seguintes concentracgdes: (b) 7,63, (¢) 8,89 ¢ (d) 1,02
umol L1, (D) Curva de calibragdo por adi¢do de padrdo para amostra B.
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A Tabela 12 mostra as concentragdes de 2,4,6-TCF medidas com o AuNPs-Ext-
GR/GCE nas amostras fortificadas (A e B) de dguas de torneira. O parametro de recuperagao
foi avaliado para ambas as amostras, comparando a concentragio adicionada (6,41 pmol L") e
recuperada da solu¢do padrao de 2,4,6-TCF calculada a partir da equagdo de reta. A
concentragdo quantificada com o CME foi semelhante a concentragao inicialmente adicionada
a amostra resultando em excelentes taxas de recuperacdo (102,03 a 105,61%), além de
apresentar baixos valores de RSD (3,86% e 1,42) para as amostras A e B, respectivamente. Isto
indica que a metodologia proposta fornece boa precisao e exatiddo na determinagao de 2,4,6-

TCF em amostras reais.

Tabela 12. Estudo de recuperacdo para o 2,4,6-TCF em amostras de aguas de torneira usando AuNPs-Ext-
GR/GCE.

CBZ (umol L)
Amostra Adicionada Medida Recuperacio (%) RSD (%)
A 6,41 6,77 £ 0,08* 105,61 3,86
B 6,41 6,54 + 0,042 102,03 1,42

*média + desvio padrdo; n=3

A portaria do Ministério da Saude n° 888 de 04 de maio de 2021 dispde sobre o
procedimento de controle e vigilancia da qualidade da 4gua para consumo humano e classifica
o composto 2,4,6-TCF como um subproduto de desinfec¢do que representa risco a saude,
possuindo um valor maximo permitido de 0,2 mg/L para adgua potavel. O menor limite de
deteccao para o 2,4,6-TCF obtido com o CME proposto foi de 0,18 mg/L, sendo assim a
metodologia proposta se mostra adequada para a detec¢do deste analito em amostras reais de
agua de abastecimento residencial, podendo ser utilizada como uma ferramenta de

monitoramento deste parametro de potabilidade da agua.

4.3.13 Método comparativo

Para comprovar a exatiddo do CME proposto, as amostras de 4guas de torneira
fortificadas foram avaliadas por um método comparativo espectrofotométrico. A curva de
calibracao externa foi construida a partir da medida de seis aliquotas de solug¢ao padrao 2,4,6-
TCF em diferentes concentragdes (3,32; 6,62; 9,90; 13,20; 16,40 e 19,60 umol L) em
espectrofotometro na regido UV-Vis, utilizando uma cubeta de quartzo de 1 cm de caminho

optico. As bandas de absor¢dao forma registradas no comprimento de onda maximo (Amax) de
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200 nm, como mostra a Figura 51A. O célculo da concentracdo de 2,4,6-TCF foi feito
substituindo-se na equacdo de reta da curva de calibracdo (Figura 51B) os valores de

absorvancia obtidos para as amostras fortificadas A e B.

Figura 51. (A) Espectros de absorvancia obtidos para 2,4,6-TCF, nas seguintes concentracdes: (a) 3,32; (b) 6,62;
(c) 9,90; (d) 13,20; (e) 16,40; € 19,60 pmol L™! por espectrofotometria UV-Vis, em comprimento de onda 200 nm.
(B) Curva de calibracdo externa para 2,4,6-TCF.
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A Tabela 13 apresenta a comparacao dos resultados obtidos para o teor de 2,4,6-TCF
(expresso em umol L) nas amostras de 4guas de uso doméstico fortificadas, usando o método

espectrofotométrico e o método eletroanalitico proposto.

Tabela 13. Determinacdo de 2,4,6-TCF em amostras de dguas de uso doméstico aplicando o CME proposto e o
método comparativo UV-Vis.

2,4,6-TCF (umol L)

. Método AuUNPS-  pRe  ERy
Amostra* Adicao UV-Visb Ext- (%) (%) te F,
GR/GCE ° °
A 6,41 6,52+ 0,05 6,77+ 0,08  |3,83| |5,61] 2,58 2,56
B 6,41 6,50+ 0,06 6,54+0,04 ]0,61| |2,03] 0,69 0,44

2Amostras de aguas de torneira coletadas em Florian6polis-SC e fortificadas com 2,4,6-TCF.
"Média + desvio padrio, n=3

tc = valor de ¢ calculado e ¢7 valor tedrico (2,92), nivel de confianga de 95%

Fc =valor de F calculado e Ft = valor teérico (19,0), nivel de confianga de 95%.

°Erro Relativo (ER): ER;= CME vs. Método UV-Vis; ER, = CME vs. Adicionado.

Os resultados obtidos com o AuNPs-Ext-GR/GCE foram comparados aos dados obtidos
com o método comparativo (UV-Vis) aplicando-se os testes ¢ e F' (SKOOG et al., 2013). Os
valores de F calculado (Fc) foram menores que o F teorico (£ -19,00) (Tabela 13), indicando
que nao ha diferenga significativa entre as variancias obtidas para ambos os métodos, com um

nivel de confianga de 95%. Os valores de ¢ calculado (z.) também foram inferiores ao valor
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teorico (¢ - 2,92) demonstrando que as concentracdes de 2,4,6-TCF quantificadas por ambos os
métodos (AuNPs-Ext-GR/GCE e método espectrofotométrico), utilizando a mesma amostra de
agua fortificada, ndo possuem diferenca significativa em um nivel de confianca de 95%. O
CME proposto também apresentou baixos erros relativos entre os valores quantificados e o
valor de concentragdo inicialmente adicionado (<10%). Desta forma, pode-se concluir que o
método eletroanalitico desenvolvido utilizando o AuNPs-Ext-GR/GCE possui adequada

precisdo e exatidao na determinagao de 2,4,6-TCF em agua de uso residencial.
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CAPITULO 5. CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho, foi descrito o desenvolvimento de dois eletrodos quimicamente
modificados com materiais nanoestruturados, aplicados na determinacao de carbendazim e
2,4,6-triclorofenol em amostras de aguas naturais e de uso doméstico. O primeiro eletrodo foi
desenvolvido a partir da modificagdo com PB-ciclodextrina e nanoparticulas de magnetita
estabilizadas em acido ascorbico (FesOsNPs-AA-CD/GCE), sendo aplicado na determinagao
do pesticida carbendazim em amostras de aguas de lagoa. O segundo eletrodo foi construido a
partir da modificagdo da superficie de um eletrodo de carbono vitreo com grafeno e
nanoparticulas de ouro sintetizadas em extrato de araca (Psidium cattleianum) (AuNPs-Ext-
GR/GCE) e aplicado na determinagao do pesticida 2,4,6-TCF. Os materiais nanoestruturados e
os eletrodos modificados foram devidamente caracterizados através de técnicas
espectrofotométricas, voltamétricas e de microscopia eletronica, e todas as condigdes
experimentais foram otimizadas comprovando o bom desempenho das modificagdes propostas
e adequada precisdo e exatiddo das metodologias desenvolvidas.

E importante ressaltar as vantagens especificas de cada eletrodo proposto: o Fe;04NPs-
AA-CD/GCE apresentou excelentes resultados em termos de sensibilidade, seletividade e
tempo de andlise, devido a unido das propriedades elétricas e condutoras das nanoparticulas de
magnetita com a capacidade de reconhecimento supramolecular do B-ciclodextrina. Este
eletrodo modificado € o primeiro na literatura a utilizar BCD e nanoparticulas de magnetita
estabilizadas em acido ascorbico aplicadas a determinagdo de pesticidas. O segundo eletrodo
(AuNPs-Ext-GR/GCE) teve como foco a utilizagdo de materiais mais ecologicamente
sustentaveis e em concordincia com os principios da quimica verde, no qual o uso de extratos
vegetais em sintese se mostra vantajoso pois substitui a necessidade de utilizagdo de compostos
toxicos, além de ser uma opg¢ao de baixo custo e de facil acesso. Deste modo, o segundo trabalho
relatou pela primeira vez a sintese de nanoparticulas de ouro produzidas em extrato de polpa de
aragd e sua aplicacdo no desenvolvimento de um eletrodo quimicamente modificado.

As modifica¢des propostas apresentaram um aumento significativo no sinal de corrente
obtido para os analitos demonstrando um excelente desempenho dos CME nas aplicacdes
propostas, além dos valores adequados de repetibilidade, seletividade, estabilidade e
sensibilidade através de valores de limite de deteccdo na ordem de micromolar. Os CME foram
aplicados na determinagdo dos pesticidas CBZ e 2,4,6-TCF em amostras reais de adguas de
lagoas e aguas de uso doméstico, obtendo excelentes valores de recuperacdo e estando de
acordo com o método comparativo espectrofotométrico. As duas metodologias desenvolvidas

apresentaram vantagens significativas como baixo custo, rapido tempo de resposta e a
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possibilidade de anélise de amostras reais sem a necessidade de tratamento prévio. O AuNPs-
Ext-GR/GCE também se mostrou eficaz em detectar o 2,4,6-TCF em niveis de concentragao
abaixo do limite maximo permitido pelo Ministério da Satide em 4aguas para consumo humano,
demonstrando ser uma ferramenta analitica promissora para monitoramento deste parametro de

qualidade da 4gua.
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