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RESUMO

Este trabalho descreve o desenvolvimento de um novo eletrodo baseado
na modificacdo de um substrato de carbono vitreo com um filme de
nanoparticulas de oOxido de ferro depositado sobre um filme de
nanoparticulas de ouro com objetivo de detectar e quantificar bisfenol A
em utensilios plasticos. Para isso, as dispersdes de nanoparticulas foram
preparadas em solucdo aquosa de cloreto de 3-n-propil-4-picolina
silsesquioxano e caracterizadas por microscopia eletrnica de
transmissdo. O eletrodo modificado foi caracterizado por microscopia
eletrénica de varredura, espectroscopia de impedancia eletroquimica e
voltametria ciclica, apresentando uma maior area eletroativa e melhor
condutividade em comparacdo com o substrato de carbono vitreo sem
modificacdo. Para estudar o comportamento eletroquimico do bisfenol A
sobre a superficie do eletrodo modificado e para otimizar algumas
condi¢des experimentais (preparacdo do filme, eletrdlito, pH) foi
utilizada a voltametria ciclica. Em solucéo tampéo B-R 0,1 mol L
(pH 9,0), variando o potencial de +0,2 a +1,2 V, observou-se um sinal
analitico em +0,47 V, referente a oxidagdo do bisfenol A, que ocorreu
através da transferéncia de dois mols de prétons e dois mols de elétrons.
Nenhum sinal de reducdo foi detectado, caracterizando um processo
irreversivel. A corrente de pico de oxidacdo obtida foi cerca de quatro
vezes maior que a obtida apenas com o substrato. Além de promover o
aumento nas intensidades de corrente de pico, o eletrodo modificado
ainda favoreceu a reacdo de oxidagdo do bisfenol A, deslocando em 30
mV o sinal analitico para valores de potencial menos positivos, indicando
gue a modificagdo com os filmes de nanoparticulas melhoraram a
transferéncia de elétrons sobre a superficie do eletrodo. Para realizar a
determinacdo do bisfenol A, empregou-se a voltametria de pulso
diferencial aplicando os seguintes parametros: velocidade de varredura de
40,0 mV s1, amplitude de pulso de 80,0 mV e tempo de duracéo de pulso
de 8,0 ms. As correntes de pico variaram linearmente com a concentracéo
de bisfenol A na faixa de 20,0-1400,0 nmol L™ (R? = 0,996) obtendo o
limite de deteccéo de 7,0 nmol L e quantificacéo de 21,0 nmol L. Estes
valores permitiram a aplicacdo do eletrodo modificado para quantificacdo
de bisfenol A em diferentes amostras de plésticos obtendo ensaios de
recuperacdes no intervalo de 90 a 120% e estando de acordo com analises



realizadas por espectroscopia UV-vis. Para um nivel de confianca de
95%, aplicou-se testes estatisticos concluindo que ndo houve diferencas
significativas entre a exatiddo e a precisdo de ambos os métodos.

Palavras-chave: hisfenol A, nanoparticulas de ouro, nanoparticulas de
Oxido de ferro, voltametria



ABSTRACT

This work describes the development of a new electrode based on the
modification of a glassy carbon substrate with a film of ferroferric oxide
nanoparticles over a film of gold nanoparticles in order to detect and
quantify bisphenol A in commercial plastics samples. The dispersions of
nanoparticles were prepared in aqueous solution of 3-n-propyl-4-picoline
silsesquioxane and characterized by transmission electron microscopy.
The proposed chemically-modified electrode was characterized by
scanning electron microscopy, electrochemical impedance spectroscopy
and cyclic voltammetry, presenting higher conductivity and higher
electroactive area compared to the unmodified glassy carbon substrate.
To study bisphenol A behavior on the modified electrode surface and to
optimize some experimental conditions (preparation of the film,
electrolyte, pH) cyclic voltammetry technique was used. In B-R buffer
solution 0.1 mol L™t (pH 9.0) , by varying the potential of +0.2 to +1.2 V,
there is an analytic signal +0.47 V concerning the oxidation of bisphenol
A, that occurred due the transfer of two mols of protons and two mols of
electrons. No reduction signal was detected. The obtained oxidation
current peak was about four times greater than the one obtained with
unmodified substrate. In addition to promote the increase in the currents
intensities, the modified electrode also favored bisphenol A oxidation
reaction by shifting the analytical signal in 30 mV for less positive
potential values, indicating that the modification with the nanoparticles
films improved electron transfer over electrode surface. To perform the
determination of bisphenol A, differential pulse voltammetry was used by
applying the following parameters: scan rate of 40.0 mV s, pulse
amplitude of 80.0 mV and pulse duration time of 8.0 ms. The peak
currents vary linearly with the concentration of bisphenol A in the range
of 20.0-1400.0 nmol L* (R? = 0.996) getting the detection limit of 7.0
nmol L and the quantitation limit of 21.0 nmol L. These values
allowed the application of the modified electrode for quantification of
bisphenol A on different samples of commercial plastics, obtaining
satisfactory recoveries values in the range of 90 to 120% and being
according to analysis by UV-vis spectroscopy. Finally, for a confidence



level of 95%, statistical tests were applied to evaluate the results of both
methods and it was concluded that there were no significant differences
between the accuracy and precision of both methods.

Keywords: bisphenol A, gold nanoparticles, ferroferric oxide
nanoparticles, voltammetry.
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padrdo para a amostra de PC (a) a curva de calibracdo
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1. INTRODUCAO

A aplicacdo de técnicas eletroanaliticas na determinagdo dos
mais diversos tipos de compostos vém difundindo-se pela numerosa
guantidade de vantagens que estas técnicas podem oferecer. O baixo
custo, rapidez operacional, alta sensibilidade, e nos ultimos anos, a
miniaturizacdo e portabilidade dos equipamentos sdo fatores que
aumentaram ainda mais o interesse nesta area de pesquisa. Hoje, por
exemplo, é possivel se realizar determinac@es eletroanaliticas in loco.

Nessa area, a busca por sensores cada vez mais sensiveis e
seletivos através da modificacdo da superficie de eletrodos convencionais
apresenta um grande crescimento. Nota-se na literatura, que
modificadores contendo nanoparticulas metélicas sdo amplamente
utilizados. Isso se deve ao fato das nanoparticulas metalicas apresentarem
propriedades particularmente importantes em relagdo ao seu material em
tamanho macroscépico.

Aliando as técnicas eletroanaliticas a um bom detector
eletroquimico, diversos tipos de compostos podem ser detectados,
estudados e quantificados em diferentes tipos de amostras. Ha& um
interesse na determinagdo de compostos com a acdo de desregulagio
enddcrina, como o bisfenol A, que mesmo em niveis nanomolares pode
vir a causar problemas a satde humana.

Nesse sentido, este trabalho descreve o desenvolvimento de um
eletrodo quimicamente modificado baseado na modificacdo de um
substrato de carbono vitreo com um filme de nanoparticulas de 6xido de
ferro depositado sobre um filme de nanoparticulas de ouro, ambas
estabilizadas em cloreto de 3-n-propil-4-picolina silsesquioxano para
investigacdo do comportamento eletroquimico do bisfenol A e realizar a
determinacdo quantitativa deste composto em amostras comerciais de
embalagens de plastico.

Para fins de apresentacdo, esta dissertacdo foi dividida em seis
secBes, além desta introdutéria. E apresentada na se¢do 2 uma revisio
bibliogréfica sobre os temas em estudo. Nas se¢des 3 e 4 sdo apresentados
0s objetivos e a parte experimental, respectivamente. Os resultados para
a caracterizacdo do detector proposto e da metodologia eletroanalitica
para detec¢do do bisfenol A sdo apresentados na sec¢ao 5, juntamente com
a discussdo sobre eles. Na secdo 6 séo feitas as consideracdes finais do
trabalho e, por fim, na secdo 7 sdo exibidas as referéncias bibliograficas
que foram utilizadas.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Eletrodos quimicamente modificados

Em razo a crescente necessidade de identificacdo e
guantificacdo de analitos de maneira rapida, especifica e em
concentragGes cada vez menores, vem sendo desenvolvidos os eletrodos
guimicamente modificados (do inglés, chemically modified electrodes —
CMEs). Segundo a definicdo da IUPAC, um CME é um dispositivo feito
de um material condutor ou semicondutor que é modificado com um
componente quimico monomolecular, multimolecular, i6nico ou filme
polimérico e que apresenta propriedades quimicas, eletroquimicas e
oOpticas diferentes com relagdo a transferéncia de carga ou ao potencial de
superficie (DURST et al., 1997; CIUCU, 2014).

De maneira geral, o objetivo principal da modificac&o é controlar
as propriedades fisico-quimicas da interface eletrodo-solug¢do, como por
exemplo, melhorar a transferéncia eletrénica entre o eletrodo e o analito
em solugdo, aumentando a sensibilidade e a seletividade, diminuindo o
potencial da reagdo, entre outras propriedades. Segundo Pereira e
colaboradores (2002), a utilizacdo de um CME deve ser justificada
sempre pelo aumento da sensibilidade e/ou seletividade numa
determinacdo eletroanalitica (SOUZA, 1997; PEREIRA, SANTOS e
KUBOTA, 2002; EDWARDS, BERGREN e PORTER, 2007).

A escolha do método mais adequado para a modificacdo do
eletrodo base (substrato) deve levar em consideragdo as caracteristicas
analiticas desejadas para o CME e principalmente o substrato, cuja
superficie sofrerd a modificacdo. Além de propriedades eletroquimicas
apropriadas o substrato deve ser adequado para o tipo de imobilizacdo
escolhida. Dentre os substratos convencionais mais empregados para
modificacdo, destacam-se os eletrodos metalicos de ouro, platina e cobre;
e 0s materiais carbonéceos, como o carbono vitreo e o carbono grafite
(SOUZA, 1997; PEREIRA, SANTOS e KUBOTA, 2002; EDWARDS,
BERGREN e PORTER, 2007).

Para a incorporacdo do agente modificador sobre o substrato sdo
amplamente utilizados os métodos de: adsor¢do, ligacdo covalente,
recobrimento com filmes poliméricos e preparacdo de compoésitos
(DURST et al., 1997; PEREIRA, SANTOS e KUBOTA, 2002; ZEN,
KUMAR e TSAI, 2003):

I — Adsorc¢ao: consiste na dissolugdo do agente modificador em um
solvente apropriado seguida da exposicdo, geralmente por imersdo, do
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substrato na solucdo. Este método baseia-se nas interacdes fisicas e/ou
quimicas entre a superficie do eletrodo e a solu¢cdo modificadora. A
monocamada auto-organizada de tidis (do inglés, self-assembled
monolayer — SAM) adsorvida quimicamente sobre a superficie de
eletrodo de ouro é um exemplo bastante conhecido. O método de adsorcéo
foi o pioneiro no processo de modificacdo de superficie de eletrodos,
sendo até hoje aplicado, devido a sua simplicidade (PEREIRA, SANTOS
e KUBOTA, 2002; ZEN, KUMAR e TSAI, 2003).

Il — Ligacéo covalente: nesta classe de modificacdo, o modificador é
ligado covalentemente a superficie do substrato. Muitas vezes sdo usados
grupos funcionais especificos para tal finalidade, como reacdes de
silanizacdo e presenca de 6xidos. Os silanos podem atuar com um tipo de
ponte para imobilizar um grupo funcional especifico. A superficie de
eletrodos a base de carbono também pode ser modificada por este método
devido a presenca de grupos funcionais como &cidos carboxilicos,
cetonas, anidridos e alcoois. Dessa forma, a modificagdo da superficie do
substrato é fundamentada na manipulac&o de tais grupos funcionais frente
a compostos como aminas, organosilanos, entre outros. Apesar disto, a
limitacdo de apenas uma monocamada pode restringir a quantidade de
espécies eletroativas na superficie do eletrodo. Esta desvantagem pode ser
contornada com a utilizacdo de filmes poliméricos (PEREIRA, SANTOS
e KUBOTA, 2002; ZEN, KUMAR e TSAI, 2003).

111 — Filmes poliméricos: refere-se ao recobrimento da superficie do
substrato com filmes de polimeros condutores ou permeaveis ao eletrolito
de suporte e a espécie de interesse. Em geral, existem quatro classes de
filmes poliméricos utilizados para esta finalidade: (1) os filmes
condutores sdo muito empregados em virtude a sua caracteristica de
aumentar a velocidade de transferéncia de elétrons; (2) os filmes de troca
ibnica, onde 0 componente redox ativo é um contra ion de um filme poli-
ibnico como Nafion ou polivinilpiridina; (3) os filmes ndo condutores, 0s
guais possuem uma caracteristica permesseletiva sendo muito
empregados em biossensores para imobilizacdo de biocomponentes e
mediadores (PEREIRA, SANTOS e KUBOTA, 2002; ZEN, KUMAR e
TSAI, 2003).

IV — Formacdo de compositos: este método consiste na mistura do
agente modificador diretamente com o substrato. Nesta classe, séo
empregados materiais como argila, zeolitas, polimeros, entre outros.
ModificagcBes em eletrodos a base de carbono, como por exemplo, em
eletrodos de pasta de carbono (do inglés, carbon paste electrode — CPE).
Basicamente um CPE consiste de grafite em pd (ou outros materiais de
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carbono), um agente aglutinante (como por exemplo, um 6leo mineral) e
o0 modificador. Desta forma, o CPE tem uma preparagdo facil e barata,
pois podem ser usados materiais de facil obtencdo (DURST et al., 1997;
PEREIRA, SANTOS e KUBOTA, 2002; ZEN, KUMAR e TSAI, 2003).

Sendo assim, a modificagdo da superficie do eletrodo podera
proporcionar uma melhoria na capacidade de reconhecimento e/ou na
amplificacdo de sinais de corrente, tornando as determinacdes mais
seletivas e sensiveis. Além disso, destacam-se caracteristicas vantajosas
referentes ao uso desses detectores como a portabilidade, facilidade de
automacao e possibilidade de miniaturizacdo dos aparelhos (PEREIRA,
SANTOS e KUBOTA, 2002; LOWINSOHN e BERTOTT]I, 2006).

Uma variedade de materiais pode ser utilizada como superficie
eletroativa dependendo do tipo de substrato e da interacdo desejada, no
qual as respostas obtidas dependem diretamente das condigBes da
superficie. Neste contexto, o emprego de filmes sobre eletrodos
representa uma maneira facil e eficiente de se obter uma melhor interagéo
entre 0 analito e a superficie eletroguimicamente ativa. Dentre o0s
materiais aplicados para formacao de filmes, destacam-se 0s polimeros,
surfactantes, nanoparticulas metalicas como de ouro, platina, entre outros,
e recentemente, nanoparticulas magnéticas como as de 6xido de ferro
(ZEN, KUMAR e TSAI, 2003; ZHANG et al., 2013).

2.2 Nanoparticulas metalicas

A nanotecnologia expande a ciéncia dos materiais para a esfera
de particulas e interfaces com dimensdes extremamente pequenas, da
ordem de 1 a 100 nanémetros. Este tipo de tecnologia tem fascinado
pesquisadores nos Gltimos anos, principalmente no desenvolvimento de
novos eletrodos modificados, pela expectativa que estes compostos
nanoestruturados possam causar na melhoria da performance desses
dispositivos (sensibilidade, detectabilidade, estabilidade) (MERKOCI,
2007; ZARBIN, 2007; CAMPBELL e COMPTON, 2010).

As nanoparticulas metalicas apresentam uma grande area
superficial e, devido ao seu tamanho, frequentemente exibem
propriedades Opticas, eletrbnicas, magnéticas ou quimicas distintas de
particulas macroscopicas de seus metais de origem. Metais nobres, tais
como ouro, prata e platina estdo entre os metais mais investigados, em
particular, devido as suas propriedades eletrdnicas e eletrocataliticas
(PINGARRON, YANEZ-SEDENO e GONZALEZ-CORTES, 2008;
CAMPBELL e COMPTON, 2010; IOST e CRESPILHO, 2012).
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2.2.1 Nanoparticulas de ouro

Os registros mais antigos da existéncia de particulas de ouro em
pequenas dimensfes sdo conhecidos desde 400 a.C. com a taca de
Lycurgus. As primeiras observagOes relevantes a este artefato estdo
relacionadas com a alteracdo em sua coloracdo com diferentes formas de
incidéncia de luz, exibindo uma coloracéo esverdeada quando iluminado
por fora e vermelha quando iluminado por dentro. Este efeito 6tico deve-
se & presenca de nanoparticulas de ouro e prata, que se encontram
dispersas no vidro do célice, originando um vidro dicroico (MARTINS e
TRINDADE, 2012).

Apenas em 1857, os primeiros relatos do ponto de vista cientifico
para as nanoparticulas de ouro (Au NPs) surgiram por Michael Faraday,
que relacionou a cor vermelha com o tamanho das particulas de ouro.
Faraday sugeriu que a interacdo da luz visivel com as particulas de ouro
finamente divididas e dispersas no solvente era responsavel pela cor
observada. Quase um século depois, John Turkevich, através do uso de
um microscapio eletrénico, descobriu que o tamanho médio das particulas
de ouro com intensa coloracdo vermelha era inferior a 10 nm (TOMA,
BONIFACIO e ANAISSI, 2005; MARTINS e TRINDADE, 2012).

Atualmente, sabe-se que a dimensdo das nanoparticulas
metalicas esta diretamente relacionada com a sua coloracdo. Com
dimensfes entre 2 e 20 nm, as Au NPs apresentam uma coloracdo
vermelha, devido as transi¢des entre as bandas eletrénicas que acomodam
os elétrons superficiais (plasmons), intitulada banda plasménica. Com o
aumento do tamanho, as Au NPs exibem uma coloracdo tendendo a
violeta, em virtude do aumento na densidade de estados eletrdnicos e
consequente diminuicdo da energia de transicdo entre as bandas (TOMA,
BONIFACIO e ANAISSI, 2005).

Um pico de absorcéo especifico, atribuido a banda plasménica,
pode ser obtido em determinada regido do espectro, permitindo assim, a
caracterizacdo de nanoparticulas metéalicas por espectroscopia UV-vis.
No caso do ouro, nanoparticulas com diametros médios inferiores a 10
nm apresentam um pico de absor¢cdo maximo, em meio aquoso, em torno
de 517 nm, enquanto que didmetros médios de 48 e 99 nm apresentam
picos de absorcdo maximo em 533 e 575 nm, respectivamente (TOMA,
BONIFACIO e ANAISSI, 2005; MARTINS e TRINDADE, 2012;
MELO JR et al., 2012).

A sintese de Au NPs é um procedimento relativamente simples.
O método mais comum foi desenvolvido por John Turkevish em 1951,
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empregando o ion citrato, em meio aquoso, como agente estabilizante e
redutor do &cido tetracloroatrico (HAuUCIs) para formar Au NPs com
didmetros médios de 20 nm. Atualmente, outros métodos empregam o
boro hidreto de sddio (NaBH.) como agente redutor e assim podem ser
fornecidas Au NPs com didmetros médios inferiores a 10 nm (SAHA et
al. 2012).

As Au NPs possuem distintos atributos quimicos e fisicos.
Podem ser sintetizadas de maneira simples, podendo ser altamente
estaveis, fornecendo alta area superficial, além de possuirem uma
excelente biocompatibilidade. Propriedades como estas vem tornando as
Au NPs excelentes bases para o desenvolvimento de novos dispositivos
quimicos e biolégicos (SAHA et al., 2012).

Na Tabela 1 foram resumidos alguns trabalhos recentes que
empregaram Au NPs estabilizadas em diferentes materiais para o
desenvolvimento de eletrodos modificados. Sao apresentadas também as
técnicas eletroanaliticas aplicadas e os limites de deteccdo (do inglés,
limit of detection — LOD) obtidos nas metodologias para a determinacao
eletroanalitica das espécies investigadas.

Tabela 1. Trabalhos utilizando eletrodos modificados com Au NPs para deteccéo de
diferentes compostos.

Eletrodo LOD

et Analito Técnica Referéncia
modificado (nM)

GCE® modificado com NIU et al
composito de Au NPs e . b etal.,
nanofibras de grafeno bisfenol A LSV 35,0 2013
“empilhadas”
GCE modificado com
filme de Au NPs
estabilizadas em  vanilina swve 550 O L\éélgt al,
hidrocloreto de
polialilamina
GCE modificado com TAN |
oxido de  grafeno d etal.,
reduzido (rGO), Au NPs carbofurano DPV! 20,0 2015
e um polimero impresso
GCE modificado com L |
nanocompdsito de Au - etal.,,
NPs e quantum dots de quercetina DPV 2,0 2016a

grafeno
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CPE® modificado com TASHKHOU
silica mesoporosa e Au . Catec.OI SWv 1100,0 RIN et al.,
NPs hidroquinona 1200,0 2016

a GCE: eletrodo de carbono vitreo, ® LSV: voltametria de varredura linear, ¢ SWV:
voltametria de onda quadrada, ¢ DPV: voltametria de pulso diferencial, ¢ CPE:
eletrodo de pasta de carbono

2.3 Nanoparticulas magnéticas

As nanoparticulas magnéticas constituem uma classe de
nanomateriais que direcionam sua movimentacdo na presenca de campo
magnético. Trata-se de compostos formados por elementos metalicos, dos
guais se destacam ferro, niquel, cobalto, como também ligas metéalicas e
Oxidos metalicos nanoparticulados (ARRUEBO et al., 2007; LU,
SALABAS e SCHUTH, 2007).

Quando comparado aos materiais macroscdpicos, 0S
nanomateriais magnéticos apresentam propriedades magnéticas
diferenciadas, normalmente exibindo fendmenos como
superparamagnetismo e alta susceptibilidade magnética. Além destas
caracteristicas Unicas, as nanoparticulas magnéticas ainda apresentam
biocompatibilidade, baixa toxicidade, alta &rea superficial, facil
separacao sob campos magnéticos (XU et al., 2014).

2.3.1 Nanoparticulas de 6xido de ferro

Dentre os O0xidos metalicos nanoparticulados, as nanoparticulas
de oxido de ferro (FesOs4 NPs), de nome usual magnetita, pode ser
considerado seu principal representante. Isto acontece por este
nanomaterial apresentar uma série de caracteristicas que o tornam base
para a construcdo de sistemas mais complexos e com aplica¢fes nas mais
diferentes vertentes cientificas (HASANY et al., 2013).

As particulas de Fe3O4, que também podem ser escritas como
FeO.Fe;03, possuem uma estrutura espinélio cubico inversa, conforme
ilustra a Figura 1. A temperatura ambiente, os fons Fe?* ocupam metade
dos sitios octaédricos, enquanto que os fons Fe3* estdo igualmente
divididos entre os sitios octaédricos restantes e tetraédricos. O
posicionamento antiparalelo dos spins dos elétrons de ions Fe?* e Fe3* e
as diferentes intensidades dos momentos magnéticos, faz com que haja
um fraco momento magnético resultante, o que ocasiona um magnetismo
permanente nas particulas de FesOs4 classificando-as como
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ferrimagnéticas (MARTINS e TRINDADE, 2012; HASANY et al.,,
2013).

Figura 1. Representagdo de (A) célula unitéria espinélio de face centrada para Fe3O4
e (B) ampliacdo de um tetraedro e um octaedro adjacente compartilhando um atomo
de oxigénio. As esferas maiores representam os dtomos de ferro Fe'e e Fe°t sob sub-
redes tetraédricas e octaédricas, respectivamente. Esferas menores sdo os atomos de
oxigénio.
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Adaptado de FRIAK, SCHINDLMAYR e SCHEFFLER, 2007.

As FesOs NPs podem ser sintetizadas através da mistura de sais
de Fe?* e Fe®* em meio aquoso seguido de precipitagdo com hidréxido. O
método é relativamente simples, porém o produto formado pode resultar
num largo espectro de tamanho das particulas de 6xido formadas. O
controle de tamanho, forma e composicdo das particulas formadas
depende do tipo de sal utilizado (cloretos, sulfatos, nitratos), razao entre
os fons de ferro (Fe?*:Fe®*), pH e velocidade de agitacdo (WU et al.,
2015).

Assim como as demais nanoparticulas metalicas, as Fes04 NPs
possuem alta energia superficial o que as torna instaveis e susceptiveis a
agregacdo. Além disso podem sofrer oxidacdo na presenca de oxigénio.
Para superar tais limitacdes, métodos de estabilizacdo e modificacdo de
superficie tém sido desenvolvidos para proteger as FesOs NPs,
aperfeigoando néo s6 sua estabilidade, como também biocompatibilidade,
biodegradabilidade e dispersibilidade. Estes métodos incluem o emprego
de moléculas organicas, surfactantes, polimeros, biomoléculas, como
também revestimentos com agentes inorganicos tais como silica, carbono,
ouro, prata, entre outros (LU, SALABAS e SCHUTH, 2007; WU, HE e
JIANG, 2008; XU et al., 2014).
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Conforme apresentado, 0s meétodos de estabilizagdo e
principalmente funcionalizacdo das FesO. NPs aperfeicoam suas
propriedades o que potencializa sua aplicagdo nas mais diversas areas.
Pode-se destacar seu uso na area de biomedicina, bioengenharia,
farmacéutica, alimentos, tratamento ambiental, e recentemente, no
desenvolvimento de novos sensores eletroquimicos (XU et al., 2014).

Na Tabela 2 foram resumidos alguns trabalhos recentes que
empregaram FesO4 NPs estabilizadas em diferentes materiais, bem como
sua aplicagdo como modificadores de eletrodos para a determinagédo
eletroanalitica de diversas espécies.

Tabela 2. Trabalhos utilizando eletrodos modificados com FesO4 NPs para deteccdo
de diferentes compostos.

Eletrodo . L. LOD N

modificado Analito Técnica ("M) Referéncia
EPC modificado com
quitosana  revestida morfina DPV 3,0 DEHDASHTI
com Fes04 NPs AN et al.,2016

dopamina
GCE modificado com 126,0
folhas de grafeno e Ani
Fe:0, NPs a‘f"gf.’ DPV 740 \IN%
funcionalizadas com ascorpico etal, 2014
grupo amino 56.0
acido Urico ’
GCE modificado com
nanocompdsito de
gquantum  dots  de ARVAND e
grafeno, FesO4 NPs e  progesterona DPV 2,18 HEMMATI,
nanotubos de carbono 2017
de paredes multiplas
funcionalizado
2

GCE modificado com Hg ’ 4,0
nanocompasito
de oxido de grafeno Pb2* SWASV? 6,0 XIONG etal,
reduzido com Fe30, 2015
NPs Cd? 8,0
GCE modificado com HOU |
nanocompasito de . etal.,
Fes0: NPs suportados bisfenol A DPV 0,031 2014

em negro de fumo
@ SWASV: voltametria de redissolugdo anddica no modo onda quadrada
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2.4 Utilizagdo de nanoparticulas de ouro e 6xido de ferro no
desenvolvimento de eletrodos modificados

Séo relatados também trabalhos utilizando Au NPs e FezO4 NPs
juntas para o desenvolvimento de eletrodos modificados. A combinagéo
destas nanoparticulas gera um efeito sinérgico proporcionando maior
sensibilidade para as metodologias eletroanaliticas.

Yu, Guo e Gu (2010) modificaram um GCE com nanocompdsito
de Fe3Os NPs revestidas de Au NPs (FesOs@Au core shell) estabilizadas
em aminodcido L-cisteina (Cys). Para fabricacdo do sensor, foram
realizados dez ciclos por voltametria ciclica para imobilizar a Cys no
GCE e entdo, o substrato foi imerso na dispersdo de Fes04@Au NPs por
6 ha4 °C. O sensor foi aplicado para determinacao de nitrito em amostras
de linguica. Nas melhores condigdes experimentais, por DPV, os autores
construiram a curva de calibracdo com faixa linear de 3,6 x 10%a 1,0 x
102 mol L com limite de deteccdo de 0,82 pmol L% O sensor foi
aplicado com sucesso na quantificagdo de nitrito com ensaios de
recuperacdo variando de 95,3 a 103,2% (YU, GUO e GU, 2010).

Erogul e colaboradores (2015) desenvolveram um eletrodo
modificado a partir da eletrodeposi¢do de Au NPs sobre a superficie de
um GCE recoberto com 6xido de grafeno funcionalizado com FesO4 NPs.
Os autores relatam que a combinacéo entre as Au NPs e FesO4 NPs resulta
em um efeito sinérgico que foi possivel melhorar as intensidades de
corrente e a reversibilidade dos compostos catecol e hidroquinona. A
curva de calibracdo para o catecol foi 2,0 a 145,0 umol L™ com limite de
detecgdo de 0,8 umol L1, e para a hidroquinona a faixa obtida foi de 3,0
a 137,0 umol L ! obtendo 1,1 umol L* de limite de detecgdo. Com isto,
foi possivel realizar a determinacéo simultanea destes compostos em agua
de torneira, resultando em um intervalo de recuperagdo satisfatorio
(EROGUL et al., 2015).

Sun e co-autores (2017) desenvolveram um imunossensor para
determinacdo do horménio cortisol. Empregando um GCE recoberto com
néfion e oxido de grafeno reduzido funcionalizado com FezOs NPs e
posterior eletrodeposicdo de Au NPs, os autores justificaram o uso
combinado das nanoparticulas pela alta condutividade e
biocompatibilidade proporcionados. O imunoensaio envolveu a
imobilizacdo do cortisol na superficie do eletrodo modificado e a presenca
do anticorpo anti-cortisol marcado com enzima peroxidase (HRP), para o
monitoramento da sonda redox o-fenilenodiamina com H2O,. Assim, por
DPV, a curva de calibracdo obtida para o cortisol foi na faixa de 0,1 a
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1000 ng mL™* com limite de deteccdo de 0,05 ng mL%. Sendo possivel
determinar com sucesso cortisol em amostras de soro humano (SUN et
al., 2017).

2.5 Estabilizacéo das nanoparticulas

A presenca de agentes estabilizantes é um fator muito importante
na sintese de nanoparticulas, pois estas sdo termodinamicante instaveis e
tendem a se agregar. Isto acontece porque as nanoparticulas apresentam
uma area superficial elevada, o que ocasiona uma elevacdo da energia
total do sistema. Assim, as particulas tendem a se aglomerarem e
crescerem, para assim diminuir a energia total do sistema (KUMAR,
2005; HANG et al., 2009).

Para estabilizar as nanoparticulas, aplicam-se alteracGes que as
impecam de se aproximarem umas das outras o suficiente para se
agregarem. Basicamente ha dois métodos: repulsdo eletrostatica
(estabilizacdo eletrostatica) e impedimento estéreo (estabilizacdo estérea)
(HANG et al., 2009; MITCHNICK, 2009). A estabilizacdo eletrostatica
(Figura 2A) pode ser obtida empregando compostos idnicos, tais como,
carboxilatos, haletos ou polianions dissolvidos em agua. Estes compostos,
juntamente com seus contra-ions, podem se adsorver sobre a superficie
das nanoparticulas originando uma dupla camada elétrica ao seu redor, a
qual gera uma repulsdo Coulombica entre elas, evitando a agregacdo. Para
uma estabilizacdo estérea (Figura 2B) utilizam-se polimeros e
oligbmeros, no qual, podem recobrir as nanoparticulas diminuindo o
espaco entre elas e, assim, causar a diminui¢do da entropia do sistema.
Este tipo de estabilizacdo se baseia nas interagfes hidrofébicas que
predominam entre a cadeia polimérica e a superficie das nanoparticulas
(SILVA, 2014).
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Figura 2. Representacdo de (A) estabilizagdo eletrostatica e (B) estabilizacéo estérea
de nanoparticulas.

NP

Adaptado de MITCHNICK, 2009.

Além do mais, as estabilizacGes eletrostatica e estérea podem ser
combinadas dando origem a uma estabilizacdo do tipo eletroestérea
(Figura 3). Esta estabilizacdo pode ser obtida, por exemplo, utilizando
surfactantes idnicos, em que a cabeca polar destes compostos pode gerar
uma dupla camada elétrica, enquanto que a cadeia lipofilica pode gerar
uma repulsdo estérea (FRITZ et al., 2002).

Figura 3. Representagdo da estabilizaco eletroestérica de nanoparticulas metélicas.

Adaptado de MITCHNICK, 2009.

Recentemente, para estabilizagcdo eletroestérea, sdo relatados
trabalhos empregando os silsesquioxanos como bons estabilizantes de
nanoparticulas em meio aquoso. Além disto, estes materiais ainda
possuem a habilidade de formar filmes estaveis sob diversas superficies,
0 que desperta a atengdo para o desenvolvimento de novos dispositivos
eletroquimicos (DE MENEZES et al., 2012; SILVA, 2014).
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2.6. Silsesquioxanos

Silsesquioxanos sdo materiais hibridos organico-inorganicos
preparados a partir da combinacdo de compostos organicos e inorganicos
dispondo de propriedades diferenciadas de seus precursores. Estas
propriedades diferenciadas surgem da associacdo de caracteristicas
mecanicas e térmicas, como por exemplo, de materiais ceramicos, com a
processabilidade e a flexibilidade de compostos organicos (BANEY et
al., 1995; RO e SOLES, 2011).

O termo silsesquioxano se refere a estruturas com a formula
empirica (RSiOs12)n, em que R pode ser um hidrogénio ou um substituinte
organico como um alquil, vinil, aril, fenil ou um grupo organofuncional
derivado de algum desses grupos. Assim, ha trés ligacdes silicatos para
cada atomo de Si e um substituinte organico pendente, o que faz com que
0s silsesquioxanos sejam propensos a formar redes com ligagdes
cruzadas. As unidades RSiOs» podem se combinar formando diferentes
estruturas como aleatérias, bidimensionais e inclusive poliedros,
conforme apresenta a Figura4 (BANEY etal., 1995; CORDES, LICKISS
e RATABOUL, 2010).

Figura 4. Estruturas quimicas dos silsesquioxanos: (A) aleatéria, (B) bidimensional
e (C) poliédricas. Em que R pode ser um hidrogénio ou um substituinte organico.
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A sintese destes compostos ocorre pela incorporacédo de ligantes
organicos a rede de silica gerada in situ, através do processo sol-gel. Neste
processo, 0s geis poliméricos sdo geralmente preparados a partir de
solucbes de compostos precursores como, por exemplo, o0
tetraetilortossilicato (TEOS) e o 3-cloropropiltrimetixissilano (CPTMS)
para promover as reacdes de hidrdlise e condensacdo. O ajuste da
propor¢do desses compostos na sintese, assim como o tempo de reacao,
pode gerar silsesquioxanos sollveis ou insoliveis em dgua (GUSHIKEM,
BENVENUTTI e KHOLIN, 2008; DE MENEZES et al., 2012a).

As propriedades Unicas dos silsesquioxanos oferecem uma
grande potencialidade de aplicagdo em diversas areas. Como, por
exemplo, em dispositivos opticos, dispositivos eletrénicos, em catalise
homogénea e heterogénea, biomateriais, revestimentos, entre outras.
Além disso, silsesquioxanos que apresentam carga em sua estrutura
guimica podem atuar como excelentes adsorventes. Esta propriedade
juntamente com sua solubilidade em agua, tem tornado possivel também
0 uso destes materiais como agentes estabilizantes de nanoparticulas.
(ARGUELLO et al., 2010; MAGOSSO, LUZ e GUSHIKEM, 2010;
SILVA etal., 2014).

2.6.1 Cloreto de 3-n-propil-4-picolina silsesquioxano

O polimero cloreto de 3-n-propil-4-picolina silsesquioxano
(Si4Pic*CIY) é um tipo de silsesquioxano que possui em sua estrutura
cargas positivas devido a presenca do grupo picolina. Magosso e
colaboradores (2006) caracterizaram o polimero Si4Pic*Cl~ utilizando
analise de ressonancia magnética nuclear de '3C e de espectroscopia de
infravermelho. Eles concluiram que este silsesquioxano apresenta uma
grande rede polimérica com estrutura do tipo aleatéria, como mostrado na
Figura5 (MAGOSSO et al., 2006).
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Figura 5. Representacdo da estrutura quimica do tipo aleatéria do polimero
Si4Pic*ClI.

Reproduzida de MAGOSSO et al., 2006.

Dependendo da quantidade dos grupos catibnicos picolina, o
Si4Pic*CI pode ser sintetizado tanto na forma soltvel quanto insolGvel
em agua. A carga positiva destes grupos faz com que este composto seja
capaz de imobilizar espécies anibnicas, tais como em estudos de adsorcao
para complexos do tipo MCls>~ e MCls~ (onde M = Zn?*, Cd?*, Hg?*) em
meio aquoso. Outras caracteristicas atribuidas ao Si4Pic*CI~ incluem a
possibilidade de formar filmes em substratos sélidos e estabilizacdo de
nanoparticulas (MAGOSSO et al., 2006; DE MENEZES et al., 2012b).

Silva e colaboradores (2013) utilizaram a forma insoltvel do
Si4Pic*CI~ para modificar um eletrodo de pasta de carbono. O dispositivo
desenvolvido foi investigado na deteccdo seletiva de catecol e
hidroquinona. Comparado com substrato, uma melhora na reversibilidade
e um aumento nas correntes do processo redox envolvendo hidroguinona
e catecol foram evidenciados, permitindo a deteccdo sequencial destes
isbmeros. Os autores atribuiram este fato ao desempenho do
silsesquioxano presente na pasta de carbono. As curvas de calibracdo
obtidas por DPV foram lineares na faixa de concentracdo de 10,0 a 450,0
pumol L™ para a hidroquinona e de 10,0 a 300,0 umol L™* para o catecol,
com um LOD de 10,0 umol L™ para os dois isdmeros (SILVA et al.,
2013).
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Silva e co-autores (2014) também determinaram isdémeros de
nitrofendis empregando um GCE modificado com filme de Au NPs
estabilizadas em solugéo aquosa de Si4Pic*Cl™ (2,0 g L™). Através de
resultados de DPV, os autores obtiveram uma separagéo de 144 mV entre
0s potenciais de pico de reducdo do o-nitrofenol e do p-nitrofenol. Com
isso, puderam detectar os isdbmeros tanto individualmente, como
simultaneamente. As curvas de calibracdo obtidas foram lineares tanto
para o p-nitrofenol quanto para o o-nitrofenol na faixa de 0,1 a 1,5 umol
L™1. O LOD de ambos os isomeros foi na ordem de nmol L™* (SILVA et
al., 2014).

2.7 Desreguladores endécrinos

Os desreguladores endocrinos (do inglés, endocrine disruptor
chemicals — EDC), sdo substancias quimicas de origem natural ou
sintética capazes de desregular o sistema endocrino animal. De acordo
com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos, um EDC ¢
definido como um agente exdgeno que interfere na sintese, secrecao,
transporte, ligacdo, acdo ou eliminacdo de hormonios naturais do corpo,
0s quais sao responsaveis pela manutengao, reproducgéo, desenvolvimento
e/ou comportamento dos organismos (BILA e DEZOTTI, 2007).

Os EDC incluem substancias sintéticas e naturais, que sao
utilizadas e produzidas para diversas finalidades, podendo ser
classificados em dois grupos. O primeiro inclui substancias sintéticas
usadas na agricultura (pesticidas, herbicidas, fungicidas), nas inddstrias
(dioxinas, bifenilas  policloradas, hidrocarbonetos  aromaticos
policiclicos, ftalatos, bisfenol A, etc.), compostos farmacéuticos
(estrogénios sintéticos como dietilestilbestrol) entre outros. A segunda
classe inclui substancias naturais, como os fitoestrogénios (lignanos,
isoflavonas e coumestanos) e estrogénios naturais (como por exemplo,
17B-estradiol, estrona e estriol) (BILA e DEZOTTI, 2007; GHISELLI e
JARDIM, 2007).

As principais dificuldades encontradas na determinacéo destas
substancias estdo relacionadas a complexidade das amostras de matrizes
ambientais e nas baixas concentracdes dos EDC (na ordem de ng L),
porém fisiologicamente ativas (BILA e DEZOTTI, 2007; GHISELLI e
JARDIM, 2007).
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2.7.1 Bisfenol A

O bisfenol A (do inglés, bisphenol A — BPA) é um composto
fendlico, conforme mostrado na Figura 6, que vem despertando
preocupacdo devido a atividade de desregulacdo enddcrina. Podendo-se
tornar um sério problema toxicol6gico e de saude publica, principalmente
pela sua acdo em baixas concentragdes e pela sua grande producéo,
aplicacdo industrial e fontes de exposi¢do, 0 BPA tem recebido atencéo
da comunidade cientifica e de organizagdes relacionadas a seguranca
alimentar (BERNARDO et al., 2015).

Figura 6. Representa¢do da estrutura quimica do bisfenol A.

HO OH

O BPA é um dos produtos quimicos mais produzidos em
guantidade em todo o mundo, mais de 3,8 milhdes de toneladas
produzidos em 2014, e projecdes de mais de 5,4 milhdes de toneladas
produzidas em 2015 (STIEFEL et al., 2016). E utilizado como monémero
principalmente na sintese de policarbonato (PC) e de resinas ep6xi, sendo
também aplicado na sintese de poliacrilato, policloreto de vinila (PVC),
resinas de poliéster insaturadas e retardadores de chama (RAGAVAN,
RASTOGI e THAKUR, 2013; BERNARDO et al., 2015).

A partir do PC e PVC, uma ampla variedade de embalagens de
alimentos e utensilios pode ser produzida, tais como mamadeiras, garrafas
de &gua, utensilios de mesa, entre outros. As resinas epoxi sdo também
utilizadas como revestimento interno de latas de alimentos e bebidas, por
exemplo, na estocagem de alimentos processados. A partir disso, 0 BPA
pode lixiviar para os alimentos e agua ao longo do tempo quando este tipo
de embalagem é submetido a um aumento de temperatura (RAGAVAN,
RASTOGI e THAKUR, 2013; MUHAMAD et al., 2016).
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Muitos efeitos prejudiciais a satde tém sido atribuidos ao BPA.
Considerado um desregulador endécrino, o BPA interfere no sistema
hormonal, promovendo uma série de efeitos adversos tais como a
proliferacdo de células de cancer de mama, hiperprolactinemia, além da
diminuicdo do tamanho da proéstata, testiculos, epididimos e vesicula
seminal, e ainda, na diminuicdo dos niveis de testosterona e
espermatozoides. Estudos demonstraram que concentragdes de 0,23 ng
L* de BPA ja séo suficientes para afetar a salide humana (RAGAVAN,
RASTOGI e THAKUR, 2013; ROCHESTER, 2013).

Para garantir a sadde humana, varios paises vém tomando
medidas de seguranca e controle deste composto. Em 2006, a Unido
Europeia estabeleceu uma ingestdo diaria aceitavel para o BPA de 0,05
mg Kg* de peso corpéreo por dia. E em 2011, ainda fixou um limite
maximo de migracdo especifica de BPA de 0,6 mg Kg* de alimento em
embalagens plasticas destinadas a entrar em contato com alimentos
(BERNARDO et al., 2015).

Ja no Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
ANVISA, elaborou uma legislacdo que trata da migragcdo em materiais,
embalagens e equipamentos plasticos destinados a entrar em contato com
alimentos. Na Resolu¢do RDC n° 17/2008, a ANVISA estabelece o um
limite de migracéo especifica de BPA de 0,6 mg Kg* de alimento em
embalagens plasticas destinadas a entrar em contato com alimentos. E
posteriormente pela Resolugdo RDC n° 41/2011, a ANVISA proibiu a
fabricacdo e importacdo de mamadeiras para alimentagéo de lactentes que
contenham o BPA na sua composi¢do (BERNARDO et al., 2015).

Uma recente publicacdo relne diversos trabalhos com a
finalidade de deteccdo de BPA em alimentos, amostras bioldgicas,
amostras ambientais, entre outras matrizes. Empregando diferentes
métodos de extracdo e técnicas de deteccdo, sdo relatados trabalhos
principalmente de cromatografia liquida de alta performance e
cromatografia gasosa, geralmente acopladas a espectrometria de massa.
Também sdo mencionadas metodologias a partir da eletroforese capilar e
técnicas eletroanaliticas com uma variedade de eletrodos de trabalho
(SUN et al., 2016).

Pereira e colaboradores (2012) desenvolveram uma metodologia
para determinacdo de BPA empregando a DPV e o eletrodo de diamante
dopado com boro sem modificacdo. A sensibilidade do método foi
aumentada aplicando um pré-tratamento catédico (—250 mA cm2, 180 s)
no eletrodo, em solucéo de H,SO. 0,5 mol L™, o que ocasionou em
terminagdes de hidrogénio na superficie do eletrodo. A curva de
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calibragdo para o BPA foi construida de 0,44 a 5,2 pmol L™* com LOD de
0,21 umol L. A metodologia foi aplicada com sucesso em estudos de
adicdo e recuperacdo em diferentes amostras de dgua para determinacao
de BPA (PEREIRA et al., 2012).

Arabali e colaboradores (2016) modificaram um CPE com
nanoparticulas de oOxido de cadmio e com liquido ibnico
hexafluorofosfato de n-hexil-3-metilimidazolio. A curva de calibragdo
para o BPA apresentou comportamento linear de 0,3 a 650,0 pmol L
com LOD igual a 0,1 umol L. Os autores aplicaram o sensor
desenvolvido na quantificacdo de BPA em diferentes tipos de alimentos
enlatados: extrato de tomate, atum e milho. Em todas as amostras foi
detectada a presenca de BPA: 1,45; 4,43 e 2,22 umol L%, respectivamente
(ARABALI et al., 2016).

Alkasir e co-autores (2010) desenvolveram biossensores a base
de enzima tirosinase (Ti) e de eletrodos de carbono impresso (do inglés,
screen printed carbon electrode — SPCE). Os autores imobilizaram a
enzima Ti com trés diferentes tipos de nanoparticulas: Au NPs, Fes04 NPs
e Ni NPs e a partir disso desenvolveram trés metodologias eletroanaliticas
para o quantificacdo de BPA. Por amperometria, foram construidas as
curvas de calibragdo, os LOD obtidos foram de 7,1; 8,3; € 10,0 nmol L
para Ni NPs-Ti/SPCE; Fes04 NPs-Ti/SPCE e Au NPs-Ti/SPCE. Assim,
0s resultados indicam que as Ni NPs podem ser aplicadas com sucesso no
desenvolvimentos de biossensores, proporcionando resultados proximos
a de materiais ja promissores como Au NPs e Fe3O4 NPs (ALKASIR et
al., 2010).

Muitos trabalhos utilizam como substrato o GCE, assim s&o
relatados eletrodos modificados para deteccdo de BPA a base de
nanotubos de carbono (GOULART, MORAES e MASCARO, 2016);
oxido de grafeno (DADKHAH et al., 2016); liquidos i6nicos (ZHAN et
al., 2016); enzimas (REZA et al., 2015) e nanoparticulas metalicas e
magnéticas.

Hou e colaboradores (2014) desenvolveram um GCE modificado
com filme de FesO4 NPs suportadas em negro de fumo para determinagéo
de BPA. Os autores relatam a atividade catalitica promovida pela
modificacdo do substrato, deslocando os potenciais de oxidacdo do BPA
para valores menos positivos, além um ganho de corrente anddica na
ordem de 30 vezes em relacdo do GCE. Através da SWASV, os autores
obtiveram duas faixas lineares para o BPA, a primeira de 0,0001 a 0,5
pumol L™, e a segunda de 1,0 a 50,0 umol L™%. O LOD foi calculado em
0,031 nmol L% Por fim, o detector foi aplicado com sucesso na
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determinacdo de BPA em amostras de agua mineral com recuperagdes
entre 93,2 2 104,1 % (HOU et al., 2014).

Niu e colaboradores (2013) modificaram um GCE com
composito de nanofibras de grafeno empilhadas (stacked) e Au NPs eletro
depositadas para determinar BPA. Através da técnica de LSV, os autores
obtiveram uma faixa linear para o BPA de 0,8 a 250 umol L™ com LOD
de 35,0 nmol L™1. O detector foi aplicado com sucesso na determinagéo
de BPA em amostras de mamadeira com recupera¢fes entre 98,9 a
102,1% (NIU et al., 2013).

Outros trabalhos podem ser encontrados em uma recente revisao
elaborada por Ragavan, Rastogi e Thakur (2013) para sensores e
biosensores aplicados a deteccdo de BPA (RAGAVAN, RASTOGI e
THAKUR, 2013).

Neste contexto, o presente trabalho descreve o desenvolvimento
e a caracterizacdo de um novo eletrodo modificado a base de Au NPs e
Fes04 NPs estabilizadas em Si4Pic*Cl~ para aplicacdo na quantificagdo
de BPA.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Desenvolver um novo detector eletroquimico a partir da
modificacdo de um substrato de carbono vitreo com um filme de
nanoparticulas de oOxido de ferro depositado sobre um filme de
nanoparticulas de ouro, ambas estabilizadas em solucéo aquosa de cloreto
de 3-n-propil-4-picolina silsesquioxano, para a determinagéo de bisfenol
A em amostras de plasticos comerciais.

3.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar Au NPs em solu¢do aquosa de Si4Pic*Cl;

Preparar a dispersao de Fes04 NPs em solugdo aquosa de Si4Pic*Cl;

e Otimizar a modificacdo da superficie do GCE com as dispersdes de
nanoparticulas;

e Caracterizar as dispersGes de nanoparticulas através da técnica de
TEM,;

e Caracterizar morfologicamente e eletroquimicamente a superficie do
GCE modificado através das técnicas de SEM e EIS;

e Estudar o comportamento eletroquimico do BPA sobre a superficie do
eletrodo modificado;

e Otimizar os parametros experimentais (pH, eletrolito suporte,
concentracdo de nanoparticulas, técnica voltamétrica) de modo a se
obter a maxima resposta eletroanalitica para o BPA;

e Investigar a reacdo de oxirreducdo do BPA sobre a superficie do
eletrodo modificado;

e Obter a curva de calibracdo para o BPA;

e Determinar os parametros analiticos como faixa linear, limite de
detecgdo e limite de quantificagdo;

e Avaliar a precisdo dos dados obtidos pelo eletrodo modificado através
de ensaios de repetibilidade intradia e interdia;

e Quantificar a concentracdo de BPA em amostras de plasticos
comerciais através do método de adicdo de padrao;

e Auvaliar a exatiddo dos dados obtido pelo eletrodo modificado através
de testes de adicdo e recuperagdo e pela comparagdo dos resultados
com os obtidos pelo método comparativo.
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4, PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.1 Reagentes e solucdes

Os reagentes utilizados séo de grau analitico, obtidos da Sigma-
Aldrich. As solugbes aquosas foram preparadas com agua ultrapura,
obtidas com o sistema Milli-Q (Millipore, EUA) com resistividade de
18,2 MQ cm. A solugdo estoque de BPA foi preparada na concentragao
de 1,0 mmol L' em etanol. As solugdes de menor concentracdo foram
preparadas mediante dilui¢do. Cinco solugdes tampéo (0,1 mol L™!) foram
testadas como eletrélito suporte, sdo elas: Britton-Robinson (B-R)
(H3BO3/CH3COOH/H3P0O4),  Mcllvaine  (acido  citrico/NazPOs),
NH3/NH4CI, e HsBO3.KCI/NaOH. O pH das solugdes foi ajustado com
solucdes de HCI ou NaOH (1,0 mol L ™).

A soluces estoque de Ks[Fe(CN)s], Ks[Fe(CN)s] e KCI foram
preparadas na concentragdo de 0,1 mol L™ em agua ultrapura.

A forma sollvel do polimero Si4Pic*Cl™ foi cedida gentilmente
pelo Laboratério de Equilibrios Quimicos e Superficies (LabEqS —
UFSC), sendo a descricdo da sintese e a caracterizacdo deste material
encontradas na literatura (SILVA et al., 2014). A solucdo aquosa de
Si4Pic*Cl~ foi preparada na concentracdo de 2,0 g L' em banho
ultrassdnico por 30 min para total solubilizacdo do material.

4.2 Preparacéo da dispersao de Au NPs-Si4Pic*Cl~

A dispersdo de Au NPs estabilizadas em Si4Pic*Cl~ foi preparada
baseada no trabalho de Silva e colaboradores (2014): 5,0 uL de solugdo
de écido tetracloroatirico (HAuCl4.3H,0) 0,1 mol L™ foram adicionados
em 2,5 mL de solucdo aquosa de Si4Pic*Cl~ (2,0 g L™1). A mistura foi
agitada durante 5 min a temperatura ambiente e 200,0 puL de solugdo de
borohidreto de sédio 20,0 mmol L' recentemente preparada foi
adicionada rapidamente, sob agitagdo continua. A dispersdo obtida foi
armazenada a 4 °C (SILVA et al., 2014).

4.3 Preparacéo da disperséo de FesOs NPs-Si4Pic*Cl~
As Fe304 NPs comerciais com diametro médio de cerca de 30 nm

utilizados neste estudo foram adquiridas da Sigma-Aldrich. A disperséo
de nanoparticulas foi preparada pela adigédo de 3,75 mg de FesO4 NPs em
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2,5 mL de uma solugéo aquosa de Si4Pic*Cl~ (2,0 g L™1). A mistura foi
agitada durante 5 min a temperatura ambiente e armazenada a 4 ° C.

4.4 Preparacdo da dispersdo de Au NPs Si4Pic*Cl-Fe3Os NPs-
Si4Pic*Cl~

Para fins de comparacdo, sintetizou-se Au NPs na presenca de
FezOs NPs. Foi adotado o mesmo procedimento: 5,0 uL. de solugdo de
acido tetracloroatrico (HAuUCIl;.3H,0) 0,1 mol L™ foram adicionados em
2,5 mL de solucdo aquosa de Si4Pic*Cl™ (2,0 g L™) que ja continha 2,5
mg de Fes04 NPs. A mistura foi agitada durante 5 min a temperatura
ambiente e 200,0 puL de solugdo de borohidreto de sédio 20,0 mmol L™
foi adicionada rapidamente, sob agita¢&o continua.

4.5 Preparacdo do eletrodo modificado

O método drop coating foi utilizado para preparar o eletrodo
modificado denominado FesOs  NPs-Si4Pic*Cl/Au NPs-
Si4Pic*CI7/GCE, pelo seguinte procedimento representado na Figura 7:
em (a) um substrato de GCE (didmetro de 2 mm) foi cuidadosamente
polido com 6xido de aluminio (0,05 um), lavado e transferido a um banho
ultrassénico por 3 min em etanol. (b) Uma aliquota de 3,0 uL da dispersédo
de Au NPs-Si4Pic*Cl foi gotejada sobre a superficie do GCE e deixado
secar numa estufa a 40 °C durante 10 min. (c) Depois de seco, uma outra
aliquota de 3,0 pL, agora da dispersdo de FesOs4 NPs-Si4Pic*Cl-, foi
gotejada sobre a superficie do Au NPs-Si4Pic*CI"/GCE e novamente
levado a estufa por 10 min para a total evaporacdo da agua, formando o
(d) eletrodo Fe3Os4 NPs-Si4Pic*CI/Au NPs-Si4Pic*CI/GCE que foi
utilizado para desenvolvimento da metodologia.
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Figura 7. Representacdo do processo de modificacéo do eletrodo de carbono vitreo
em: (a) GCE limpo, (b) uma aliquota da dispersdo de Au NPs-Si4Pic*CI- é gotejada
sobre a superficie do GCE, (c) uma aliquota de 3,0 pL da dispersdao de Fe3Os NPs-
Si4Pic*Cl- é gotejada sobre a superficie do Au NPs-Si4Pic*CI/GCE e (d) o eletrodo
modificado FesOs NPs-Si4Pic*Cl/Au NPs-Si4Pic*CIl/GCE.
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Para estudos de comparacdo, também foram construidos
eletrodos modificados apenas com um filme de nanoparticulas de ouro
(Au NPs-Si4Pic*CI/GCE) ou somente com um filme de nanoparticulas
de Fe304 (FesOs NPs-Si4Pic*CI/GCE) através do gotejamento de uma
aliquota de 3,0 pL das dispersGes sobre a superficie do substrato de
carbono vitreo.

4.6 Preparacdo das amostras

A fim de avaliar a performance do eletrodo modificado
desenvolvido, adquiriu-se amostras de embalagens plasticas de diferentes
matrizes poliméricas, tais como: copo de policarbonato (PC), copo
descartavel de poliestireno (PS), embalagem de alimento de cloreto de
polivinila (PVC), garrafa de agua de tereftalato de polietileno (PET) e
embalagem pléstica de alimento com o selo BPA free. Todas as amostras
comerciais foram adquiridas de lojas em Floriandpolis, SC. O tratamento
das amostras comerciais foi baseado no trabalho publicado por Li e
colaboradores (2012).

As amostras comerciais foram cortadas em pedagos de
aproximadamente 1,0 x 1,0 cm, imersas em acetona (com exce¢do da
amostra de PS, a qual foi imersa em etanol) e levadas a um banho de
ultrassom para fazer uma limpeza prévia. Ap0s isso, lavou-se os pedagos
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sucessivamente com etanol e dgua ultrapura. Em seguida, pesou-se 1,0 g
do material limpo e seco. Em um baldo, acrescentou-se 30 mL de agua
ultrapura e o material plastico pesado e assim o sistema foi levado a
aquecimento a 70 °C em banho de 6leo por 48 h em refluxo. Apos o
resfriamento a temperatura ambiente, a solugdo foi filtrada, transferida a
um baldo volumétrico e avolumada com agua ultrapura a 100 mL para as
andlises posteriores (LI et al., 2012).

Para a analise voltamétrica, uma aliquota de 4,0 mL de amostra
foi transferida para a célula eletroquimica juntamente com 6,0 mL de
eletrolito suporte. O método de adi¢do de padrdo foi usado para avaliar o
desempenho analitico do eletrodo modificado.

4.7 Instrumentacédo
4.7.1 Medidas eletroquimicas

A caracterizacdo do eletrodo modificado FesOs NPs-
Si4Pic*CI/Au NPs-Si4Pic*CI-/GCE por espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS, do inglés, electrochemical impedance spectroscopy)
foi realizada em um potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT128N
(Eco Chemig, Holanda) com médulo FRA de impedancia, conectado a
um software GPES (versdo 4.9.007) para aquisicdo e processamento de
dados. Os espectros de EIS foram obtidos em eletrélito suporte KCI 0,1
mol L* contendo Ks[Fe(CN)s])/Ka[Fe(CN)s] 5,0 mmol L™t em circuito
aberto, amplitude de 5 mV e a faixa de frequéncia de 0,1 a 100 000 Hz.
Tais medidas foram realizadas no Laboratdrio de Biossensores (LaBios —
UFSC).

As medidas voltamétricas foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato portatil PalmSens (Palm Instruments BV,
Holanda) acoplado a um microcomputador com o software PSTrace
(versdo 4.6) para aquisicdo e processamento de dados. Para a realizagdo
das analises foi utilizada uma célula eletroquimica contendo trés
eletrodos: Fes04 NPs-Si4Pic*Cl/Au NPs-Si4Pic*CI/GCE (ou somente
GCE) como eletrodo de trabalho (area geométrica = 0,031 cm?), um
eletrodo de referéncia de Ag/AgCI (KCI saturado) e um fio de platina
como eletrodo auxiliar.



55

4.7.2 Medidas de microscopia eletronica

Para a caracterizacdo das dispersdes de Au NPs-Si4Pic*Cl™ e
Fez04 NPs-Si4Pic*Cl~ empregou-se a técnica de microscopia eletrdnica
de transmissdo (TEM, do inglés, transmission electron microscopy)
utilizando um microscdpio eletrénico de transmissao de alta resolugéo
modelo JEM-2100 (JEOL, Japao) operando a 100 kV. Para prepara¢do
das amostras, 5,0 uL das dispersdes de Au NPs-Si4Pic*Cl~ e FezO4 NPs-
Si4Pic*Cl- foram gotejadas sobre uma rede milimétrica de cobre
recoberta com carbono (300 mesh) que em seguida foi mantida sob
temperatura ambiente por 24 h, para secagem completa. Por fim, estimou-
se o tamanho médio (didmetro) das nanoparticulas, usando o software
ImageJ, pela contagem de 200 particulas aleatoriamente escolhidas nas
imagens que foram obtidas.

As caracterizaces morfoldgicas do GCE e do eletrodo
modificado foram realizadas através da técnica microscopia eletrénica de
varredura com campo de emissdo (SEM-FEG, do inglés, scanning
electron microscopy with field emission gun) utilizando um microscépio
JSM-6701F (JEOL, Japdo) com voltagem de aceleragdo em 10 kV. Para
isso, 5,0 pL das dispersGes de Au NPs-Si4Pic*Cl~ e FesOs NPs-
Si4Pic*Cl- foram gotejadas sobre uma placa de carbono vitreo com
dimensdes de 1,0 x 1,0 cm e espessura de 1,0 mm. Em seguida, as
amostras foram mantidas em temperatura ambiente por 24 h para secagem
total do solvente.

As andlises de TEM e SEM-FEG foram realizadas no
Laboratério Central de Microscopia Eletronica (LCME — UFSC).

4.7.3 Medidas de espectroscopia UV-vis

Para a caracterizacdo da dispersdo de Au NPs-Si4Pic*Cl, o
espectro foi registrado em uma faixa de comprimento de onda de 200 a
800 nm utilizando um espectrofotdmetro ultravioleta-visivel UV-1800
(Shimadzu, Japéao) conectado a um software UVProbe (versdo 2.50) para
aquisicdo e processamento de dados. Utilizou-se uma célula de quartzo
com caminho dptico de 1,0 cm.

O mesmo espectrofotdmetro foi utilizado para a realizacdo do
método comparativo aos dados obtidos pelo eletrodo modificado para a
determinacdo de BPA. Os espectros foram registrados em uma faixa de
comprimento de onda de 200 a 800 nm, e a curva de calibragdo foi
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construida em &gua ultrapura utilizando o comprimento de onda maximo
de absorbancia em 279 nm através do método de adigdo de padréo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
Publicado em: Sensor. Actuat. B-Chem., 240, 487-496, 2017

5.1 Otimizacdo do preparo das dispersdes de nanoparticulas e do
eletrodo modificado

A fim de se obter um detector que consiga gerar um bom
desempenho para a analise de BPA, foram avaliadas diferentes
possibilidades de montagem do eletrodo modificado, bem como
diferentes concentracbes de Au NPs e FesO. NPs estabilizadas em
solucdo aquosa de Si4Pic*Cl- 2,0 g L™

Primeiramente avaliou-se a preparacdo do eletrodo modificado
com a possibilidade de realizacdo de apenas um filme, como também,
dois filmes separados e qual ordem estruturéa-los. Para tal, sintetizou-se as
Au NPs (0,04 g L™) em uma dispersdo de FesO4 NPs (1,0 g L™) em
solucéo de Si4Pic*Cl~ 2,0 g L™* (Secdo 4.4). Desta dispersdo, 3,0 pL
foram gotejados sobre a superficie do substrato para se obter o Au NPs-
FesOs NPs-Si4Pic*CI-/GCE. Também foram preparadas dispersdes
separadas nas mesmas concentracdes descritas e avaliada a ordem de
preparo dos filmes, gotejando primeiro 3,0 uL de Au NPs-Si4Pic*Cl~
sobre o substrato e ap6s a secagem, gotejados 3,0 pL de FesO4 NPs-
Si4Pic*Cl~ e vice-versa. A Figura 8A apresenta 0s voltamogramas
resultantes deste estudo em que se empregou uma solucdo de BPA 10,0
umol Lt em solugéo tampéo B-R 0,1 mol L™ (pH 9,0) e em B, os gréficos
de barras obtidos a partir das correntes medidas.
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Figura 8. Estudo da preparacgéo de filmes de nanoparticulas para a modificagdo do
eletrodo. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos em solugéo tampdo B-R 0,1 mol L™
(pH 9,0) para BPA 10,0 pumol L' sobre: (a) GCE, (b) Au NPs-FesOs NPs-
Si4Pic*CI/GCE, (c) Au NPs-Si4Pic*Cl/FesOs NPs-Si4Pic*CI/GCE e (d) FesOs
NPs-Si4Pic*Cl7/Au NPs-Si4Pic*CI7/GCE, mantendo a concentragdo de Au NPs em
0,04 g L™* e FesOs NPs em 1,0 g L™X. v = 100 mV sX. Em (B) gréafico de barras
(n=23).
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De acordo com os voltamogramas apresentados na Figura 8A,
podemos destacar que os melhores resultados foram obtidos ao se optar
por gotejar uma dispersdo e ap6s a secagem do filme, gotejar a outra
dispersdo. Nota-se que ndo sO apenas as intensidades de corrente foram
superiores, como também ocorreu um deslocamento do potencial de
oxidacdo do BPA para valores menos positivos, proporcionado pelo
efeito sinérgico gerado pela presenca das nanoparticulas. Sendo assim,
optou-se por realizar dois filmes no preparo do eletrodo modificado,
primeiro gotejando a dispersdo de Au NPs-Si4Pic*Cl~ e apds a secagem
do filme, gotejando a dispersdo de FesO NPs-Si4Pic*Cl-.

Determinado o procedimento para se modificar o GCE, avaliou-
se a influéncia da concentracdo de Au NPs e Fe3O4 NPs sobre a reacdo de
oxidacdo do BPA. Primeiro avaliou-se a concentragdo de Au NPs
variando em 0,02; 0,04; 0,06 e 0,08 g L™! na solucéo aquosa de Si4Pic*CIl~
com base em dados da literatura (SILVA et al., 2014). Os resultados séo
apresentados na Figura 9. Uma intensidade maior de corrente foi obtida
ao se usar 0,04 g L™, acima desta concentracéo houve um decréscimo nos
valores de corrente. Deste modo, selecionou-se a concentragdo de 0,04 ¢
L* de Au NPs para os estudos posteriores.
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Figura 9. Estudo da influéncia da variacdo de concentracdo de Au NPs-Si4Pic*CI™.
(A) Voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo tamp&o B-R 0,1 mol L™ (pH 9,0)
para BPA 10,0 umol L™ sobre: GCE e utilizando o eletrodo modificado Fe3Os NPs-
Si4Pic*CI/Au NPs-Si4Pic*CI~/GCE variando apenas a concentracdo de Au NPs em
0,02; 0,04; 0,06 e 0,08 g L%, mantendo a concentracdo de FesOs NPsem 1,0 g L ™%
v =100 mV s1. Em (B) gréfico de barras (n = 3).
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A resposta da influéncia da concentracdo de Fe3Os NPs sobre a
oxidacdo do BPA foi estudada variando em 0,5; 1,0; 1,5e20g Lt a
concentracdo de FeszO4 NPs na solucdo polimérica e mantendo constante
a concentracdo de Au NPs em 0,04 g L™*. Os voltamogramas resultantes
sdo apresentados na Figura 10A, e as respostas de corrente de oxidacdo
do BPA estdo destacadas na Figura 10B. Nota-se uma pequena
diminuicdo na resposta de corrente para acima da concentragdo de 1,5 g
L de FesO4 NPs. Assim, selecionou-se a concentracdo de 1,5 g L de
FesO4 NPs para os estudos posteriores. Este resultado é proximo ao de
demais trabalhos reportados em que se utilizou dispersdes de 1,0 g L™ de
Fe304 NPs para modificar GCE com o mesmo propdsito de quantificar
BPA (YIN etal., 2011; HOU et al., 2014).
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Figura 10. Estudo da influéncia da variacdo de concentragdo de Fe3Os NPs-
Si4Pic*ClI™. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo tampéo B-R 0,1 mol L™
(pH 9,0) para BPA 10,0 umol L sobre: GCE e utilizando o eletrodo modificado
Fes04 NPs-Si4Pic*Cl/Au NPs-Si4Pic*CI7/GCE variando apenas a concentragdo de
Fes0sNPsem 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 g L%, mantendo a concentragdo de Au NPs em 0,04
gL v=100mV st Em (B) gréafico de barras (n = 3).
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5.2 Caracterizacdo das dispersdes de nanoparticulas e do eletrodo
modificado

5.2.1 Caracterizacéo da dispersdo de Au NPs-Si4Pic*Cl~

Conforme descrito no procedimento experimental (secéo 4.2), a
dispersdo de Au NPs estabilizada em Si4Pic*CI™ foi sintetizada utilizando
HAuCI4 e como agente redutor NaBH.. Imediatamente ap6s a adi¢éo do
agente redutor, a solugdo passou de transparente (Figura 11A) para uma
coloracdo rosa (Figura 11B). A mudanca na coloracdo inicial da solugdo
foi o primeiro indicio de que houve a formacédo de Au NPs. Esta coloracao
esta relacionada com o tamanho das Au NPs formadas. Sabe-se que com
dimensdes entre 2 e 10 nm, as Au NPs apresentam intensa coloracao
vermelha, em tamanhos maiores passam a exibir uma coloragdo tendendo
ao violeta (TOMA e BONIFACIO, 2005).
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Figura 11. Coloragdo da solucéo (A) de HAuUCl4 e (B) apds a formagdo das Au NPs

estabilizadas em Si4Pic*Cl-.
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Além do método visual, a caracterizacdo da dispersdo de Au NPs
também foi realizada por espectroscopia UV-vis, através da deteccdo de
uma banda de absorcdo caracteristica de ressonancia plasménica deste
tipo de nanoparticula metalica. A Figura 12 mostra os espectros UV-vis
da dispersdo de Au NPs-Si4Pic*Cl~ obtidos em diferentes periodos ap6s
a sintese: 1 hora (curva a); 1 dia (curva b), 15 dias (curva c) e 30 dias
(curva d), especificamente para verificar a presenca das Au NPs na matriz
polimérica e sua estabilidade. Pode se observar que uma banda com
absorcdo méxima foi obtida em 533 nm, mantendo-se estavel por pelo
menos um més, ndo ocorrendo formacdo de agregados, pois ndo houve
deslocamento da banda para maiores comprimentos de onda. Um pico de
absorcdo em 533 nm corresponde a particulas com didmetro médio em
torno de 50 nm, resultado que também corrobora com a cor da disperséo
obtida: rosa (LINK e EL-SAYED, 1999; TOMA e BONIFACIO, 2005;
ZENG etal., 2011).
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Figura 12. Espectros UV-vis da dispersdo de Au NPs-Si4Pic*Cl~ em diferentes
periodos ap6s sua sintese: (a) 1 hora, (b) 1 dia, (c) 15 dias e (d) 30 dias.
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Para alcangar um resultado mais exato em relacdo ao diametro
médio das Au NPs, foi realizada uma analise de TEM, a qual é mostrada
na Figura 13. A Figura 13A apresenta uma das imagens de TEM obtidas
para as Au NPs estabilizadas no Si4Pic*ClI~ em que mostra que as
nanoparticulas apresentaram um formato esférico, além de uma boa
distribuicdo na rede polimérica. Usando mais de uma imagem de TEM e
contabilizando o diametro de aproximadamente duzentas particulas,
construiu-se um histograma de distribuicdo do diametro das particulas
(Figura 13B) em que foi estimado um tamanho médio de
aproximadamente 50 nm. Estes resultados corroboraram com o resultado
obtido pela analise de UV-vis.
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Figura 13. (A) Imagem de TEM e (B) distribuicdo do tamanho da Au NPs
estabilizadas em Si4Pic*ClI-.
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5.2.2 Caracterizacdo da dispersdo de Fes04 NPs-Si4Pic*Cl~

Conforme relatado no procedimento experimental (secdo 4.3), a
dispersdo de FesO4 NPs estabilizada em Si4Pic*CI™ foi preparada pela
adicéo de Fe3O4 NPs obtidas comercialmente em uma solucéo aquosa do
estabilizante. Assim, a caracterizacdo da dispersdo de FezOs NPs-
Si4Pic*CI~ também foi realizada por anélise de TEM.

A Figura 14A apresenta uma das imagens de TEM geradas para
a dispersdo de Fe3O4 NPs-SisPic*Cl e a Figura 14B, o histograma com a
distribuicao de tamanho das particulas construido pela contagem de cerca
de duzentas particulas escolhidas aleatoriamente a partir de mais de uma
imagem de TEM. O didmetro médio estimado das FesOs NPs dispersas
no polimero foi de cerca de 38 nm, se aproximando do tamanho médio
certificado pelo fabricante (30 nm).
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Figura 14. (A) Imagem de TEM e (B) distribuicdo do tamanho da FesOs4 NPs
estabilizadas em Si4Pic*ClI-.

A e : 20{(B)

!7 ‘ . SNVANNAN } —
; > 20 30 40 50 60
A . Diametro / nm

5.2.3 Caracterizacgéo do eletrodo modificado Fe3O4 NPs-Si4Pic*Cl~/Au
NPs-Si4Pic*CI /GCE

Ap0s a caracterizacdo das dispersdes de Au NPs-Si4Pic*Cl e
Fe304 NPs-Si4Pic*Cl-, foram empregadas as técnicas de SEM-FEG e EIS
para caracterizar a superficie do eletrodo modificado com estas dispersdes
de nanoparticulas. A Figura 15 apresenta as imagens de SEM-FEG
geradas a partir da analise do GCE (Figura 15A) e do eletrodo modificado
Fe304 NPs-Si4Pic*Cl-/Au NPs-Si4Pic*CI-/GCE (Figura 15B), em que se
observa uma clara diferenga em termos de morfologia. A presenca de
nanoparticulas depositadas sobre o substrato GCE é evidente, e apesar da
formagdo de alguns agregados, as particulas estabilizadas no polimero
permanecem em sua maioria em escala hanométrica, possuindo também
uma boa aderéncia a superficie do substrato.
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Figura 15. Imagens de SEM-FEG para (A) GCE e (B) FesO4 NPs-Si4Pic*CI/Au
NPs-Si4Pic*CI-/GCE.

Com o objetivo de obter mais informacfes com relagdo a
interface eletrodo-solucdo e a resisténcia a transferéncia de carga (do
inglés, resistance to charge transfer — Rct) foram realizadas também
medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica, nas quais
utilizou-se Ks[Fe(CN)e]/Ks[Fe(CN)s] como espécies redox. Na EIS, o
didmetro do semicirculo fornecido pelos diagramas de Nyquist €
equivalente a Rct do par redox sobre a superficie do eletrodo (LI et al.,
2016). Sendo assim, a Figura 16 apresenta os graficos de Nyquist (—Z”
vs. Z’) para (@) GCE, (b) Si4Pic*CI/GCE, (c) FesOs NPs-
Si4Pic*CI/GCE, (d) Au NPs-Si4Pic*CI/GCE e (e) FesOs NPs-
Si4Pic*CI/Au NPs-Si4Pic*CI/GCE. Nota-se que para a andlise
empregando o GCE, um grande semicirculo foi obtido, correspondendo a
Ret =757 Q, o que indica uma forte resisténcia a transferéncia de carga.
A Rct teve um leve decréscimo quando utilizado o GCE apenas
modificado com o polimero Si4Pic*Cl- (Rct = 713 Q). Quando as
dispersbes de FesOs NPs-Si4Pic*Cl~ ou Au NPs-Si4Pic*Cl~ foram
depositadas sobre a superficie do GCE, os valores de impedancia
diminuiram para Rct = 586 Q e Rct = 606 Q, respectivamente, o que pode
ser atribuido a maior condutividade elétrica das Au NPs e Fez0s NPs. E
finalmente, quando as duas dispersdes sdo gotejadas sobre a superficie do
GCE, o valor da impedancia obtido para FezO4 NPs-Si4Pic*Cl~ /Au NPs-
Si4Pic*CI/GCE foi ainda menor, atingindo Rct = 158 Q. Indicando
assim, uma menor resisténcia de transferéncia de carga,
consequentemente, se apresentando como um dispositivo com boa
condutividade elétrica, o que demonstra o éxito da preparacdo do GCE
guimicamente modificado com FezO4 NPs combinadas com Au NPs para
aplicacdes eletroanaliticas.
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Figura 16. Gréficos de Nyquist para diferentes eletrodos em [Fe(CN)s] 374~ 5,0 mmol
L? em KCI 0,1 mol L (a) GCE, (b) Si4Pic*CI/GCE, (c) Fe3Os NPs-
Si4Pic*CI7/GCE, (d) Au NPs-Si4Pic*CI7/GCE e (e) FesOs NPs-Si4Pic*CI/Au NPs-
Si4Pic*CI/GCE.
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A éarea eletroativa do eletrodo sem modificacdo de cada etapa de
modificacdo foi estimada por voltametria ciclica empregando
Ks[Fe(CN)s] 1,0 mmol L™t em KCI 0,1 mol L. Os voltamogramas do
Ks[Fe(CN)e] para o GCE e para cada etapa de modificacdo obtidos em
diferentes velocidades de varredura sdo mostrados nas Figuras 17(A, C,
E e G) e os graficos de ipa vs. v/ sdo apresentados nas Figuras 17(B, D,
F, H). A partir disto e de acordo com a equacao de Randles-Sevcik, para
T =25°C (BARD e FAULKNER, 2001):

ip = 2,69 x 105AD/?n3/2cy?/2

Onde: ip é a corrente de pico (em amperes); A € a area eletroativa
do eletrodo (em cm?); D é o coeficiente de difusdo da espécie
Ks[Fe(CN)s] em solucdo aquosa (7,6 x 1078 cm? s™1) (LI et al., 2016b), n
é 0 nimero de mol de elétrons transferidos na reacéo redox (n = 1), céa
concentracdo da espécie Ks[Fe(CN)s] (em mol cm3) e v ¢é a velocidade
de variacdo de potencial. Desta forma, a area eletroativa do eletrodo pode
ser calculada a partir do coeficiente angular do grafico i vs. v*2.

Os valores obtidos para as areas eletroativas foram de 0,034;
0,075; 0,101 e 0,137 cm?, respectivamente para GCE, Au NPs-
Si4Pic*ClI/GCE, Fe3Os4 NPs-Si4Pic*CI/GCE, e FesOs NPs-
Si4Pic*CIl/Au NPs-Si4Pic*CI/GCE. Conforme os resultados obtidos,
conclui-se que houve um aumento da area eletroativa com a modificacdo
do substrato com as dispersdes de nanoparticulas. Comparando o valor de
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area eletroativa do detector FesOs NPs-Si4Pic*CI/Au  NPs-
Si4Pic*CI7/GCE e com o substrato GCE o aumento obtido com a
modificacdo foi de cerca de quatro vezes. Pela equacdo de Randles-
Sevcik, uma maior area eletroativa proporciona maiores valores de
corrente, o que viabiliza uma maior sensibilidade ao detector proposto.

Figura 17. Voltamogramas ciclicos para Ks[Fe(CN)e] 1,0 mmol L em diferentes
velocidades de varredura sobre (A) GCE, (C) Au NPs-Si4Pic*CI/GCE, (E) FesOas
NPs-Si4Pic*CI7/GCE e (G) FesO4 NPs-Si4Pic*Cl7/Au NPs-Si4Pic*CI/GCE em KCI
0,1 mol L™ sendo (a) branco, (b) 10, (c) 25, (d) 50, (e) 75, (f) 100, (g) 150, (h) 200,
(i) 250 e (j) 300 mV s7%. (B, D, F, H) gréficos de ipa vs. v 2,
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Além do aumento no valor da érea eletroativa, o detector Fe3O.
NPs-Si4Pic*CI7/Au  NPs-Si4Pic*CI"/GCE forneceu uma maior
reversibilidade ao sistema redox. A separacdo dos potencias de picos de
oxidacdo e redugio variou de 100 mV (v <50 mV s 1) e 70 mV (v > 50
mV s1), enquanto que para o GCE, a separacdo dos potenciais de pico
variou de 150 mV (v < 50 mV s?1) e 200 mV (v > 50 mV s7}),
demonstrando um efeito catalitico proporcionado pela presenca das
nanoparticulas de ouro e dxido de ferro.

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos neste estudo de
determinacdo da area eletroativa com os resultados da Rct retirados da
EIS.
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Tabela 3. Resultados dos estudos de caracterizagdo eletroquimica dos eletrodos
modificados.

Area Eletroativa

Eletrodo (cm?) Rct ()
GCE 0,034 757
Au NPs-Si4Pic*CI"/GCE 0,075 606
Fes04 NPs-Si4Pic*CI7/GCE 0,101 586
_Qj ict - -
Fe304 NPs-Si4Pic*Cl/Au NPs 0,137 158

Si4Pic*CI/GCE

Conforme discutido, a presenca das Au NPs e FesOs NPs
ofereceram ao novo detector eletroquimico uma maior area eletroativa e
uma maior condutividade elétrica em relacdo ao substrato GCE. Esta
combinacgdo de propriedades indica que o novo detector ira fornecer
maiores respostas de corrente e consequentemente uma maior
sensibilidade, podendo ser aplicado a determinagdes eletroanaliticas.

5.3 Comportamento eletroquimico do BPA

O comportamento eletroquimico do BPA sobre diferentes
eletrodos foi investigado por voltametria ciclica. Os voltamogramas
ciclicos para BPA 10,0 umol L™t em solucdo tampdo B-R 0,1 mol L
(pH 9,0) sobre cada um dos eletrodos foram obtidos aplicando-se uma
variacdo de potencial de 0,2 a 1,2 V seguido da varredura reversa de 1,2
a 0,2V, comv =100 mV s!, conforme apresenta a Figura 18.



70

Figura 18. Voltamogramas ciclicos em solugéo tampao B-R 0,1 mol L™ (pH 9,0) na
auséncia (a) e na presenca de BPA 10,0 umol L™ (b) GCE, (c) Si4Pic*CI7/GCE, (d)
FesOs NPs-Si4Pic*CIT/GCE, (e) Au NPs-Si4Pic*CI/GCE e (f) FesOs NPs-
Si4Pic*CI/Au NPs-Si4Pic*CI7/GCE. v = 100 mV s,
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Conforme apresentado na Figura 18, os voltamogramas ciclicos
para BPA em todos os eletrodos testados apresentam um Unico pico de
oxidacao e nenhum pico de redugdo. Isto indica que a reacdo de oxidacéo
de BPA é um processo irreversivel, comportamento este que esta de
acordo com demais trabalhos reportados na literatura (YIN et al., 2011;
YU etal., 2011; PEREIRA et al., 2012; GAO et al., 2012).

Em relag&o aos potenciais de pico de oxidacdo (Eyo) e correntes de
pico anddico (ipa), a reagdo de oxidacdo de BPA sobre a superficie do
GCE (curva b) ocorreu em 0,500 V com uma corrente anddica de 1,02
HA. Com a modificacdo do substrato, o pico de oxidagdo e as correntes
foram, respectivamente 0,500 V e 1,12 pA para o Si4Pic*CI-/GCE (curva
c); 0,495V e 2,45 YA para 0 Au NPs-Si4Pic*CI-/GCE (curva d); 0,495 V
e 3,12 pA para 0 FesOs NPs-Si4Pic*CI7/GCE (curvae) e 0,470 V e 4,47
MA para 0 FezOs NPs-Si4Pic*CIl7/Au NPs-Si4Pic*CI7/GCE (curva f).

Assim, verifica-se que a corrente de oxidacdo do BPA aumentou
em cerca de 4,4 vezes para 0 FesOs NPs-Si4Pic*ClI/Au NPs-
Si4Pic*CI/GCE em relacdo a corrente gerada pelo GCE. Este aumento
esta associado com uma maior area superficial do eletrodo modificado
como também por uma maior condutividade elétrica proporcionada pela
presenca das Fes04 NPs e Au NPs. Além disso, em relagdo aos potenciais
de pico, para os eletrodos modificados o pico de oxidacdo do BPA foi
deslocado em 30 mV para potenciais menos positivos em relacéo ao GCE,
resultante do favorecimento da reacdo de oxidacdo. Estes resultados,
entdo demonstram que a presenca das FesOs NPs e Au NPs também
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aumentou a atividade catalitica do eletrodo modificado, verificando que
este dispositivo é adequado para a determinacdo de BPA.

No entanto, observou-se que os valores de corrente anddica do
BPA diminuiram significativamente com o nimero de ciclos sucessivos,
conforme apresenta a Figura 19. 1sso acontece porque a oxidacdo do BPA
forma um produto polimérico que bloqueia a superficie do eletrodo,
produto que é eletroquimicamente inativo e impede o acesso do analito a
superficie do eletrodo para que seja oxidado (YU et al., 2011; PEREIRA
etal., 2012; ZHENG et al., 2013; Yl et al., 2015). Sendo assim, ap6s cada
medida, optou-se por uma limpeza mecénica do GCE e a preparacao de
novos filmes de nanoparticulas e o0s resultados apresentados
posteriormente sdo referentes ao primeiro ciclo.

Figura 19. Voltamogramas ciclicos sucessivos em solugédo tampao B-R 0,1 mol L™
(pH 9,0): (a) 1° ciclo, (b) 2° ciclo e (c) 3° ciclo na presenga de BPA 10,0 umol L
empregando o eletrodo modificado FesOs NPs-Si4Pic*Cl/Au NPs-Si4Pic*CI7/GCE.
v=100mV sL.
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5.3.1 Estudo do pH e natureza do eletrélito suporte

A influéncia da natureza e do pH do eletrdlito suporte sobre a
resposta eletroquimica do BPA foram também investigados.
Primeiramente, as respostas de corrente e potencial de pico foram
avaliadas no intervalo de pH de 2,0 a 12,0, utilizando solucéo tampéo B-
R 0,1 mol L%, com pH ajustado previamente. Os voltamogramas obtidos
para BPA 10,0 pmol L™ sobre o FesOs NPs-Si4Pic*ClI/Au NPs-
Si4Pic*CI"/GCE em cada um dos valores de pH sdo apresentados na
Figura 20A e 20B.
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Figura 20. Voltamogramas ciclicos para BPA 10,0 umol L™ empregando o eletrodo
modificado FesO4 NPs-Si4Pic*Cl7/Au NPs-Si4Pic*CI/GCE em solucéo tampdo B-R
0,1 mol L™ em diferentes valores de pH (A) pH 2,0 a 7,0 e (B) pH 8,0 a 12,0; v = 100
mV s, Em (C) variacéo de ipa para BPA 10,0 umol L! em diferentes valores de pH
(n=3) e (D) variagdo de Epo em funcéo do pH.
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A Figura 20C destaca como as correntes de pico anodico variam
em fungdo do pH do eletrolito suporte. Observa-se que os valores de
corrente aumentam do pH 2,0 ao 9,0 e para valores acima deste,
descressem. Sendo assim, buscando uma melhor sensibilidade para
determinacdo de BPA adotou-se o pH 9,0 para as analises posteriores.

A relacdo entre o potencial de pico de oxidag&o (Epo) € 0 pH é
mostrado na Figura 20D. Uma variacdo linear de Ep,, com valores que se
deslocam no sentido negativo de potencial com o aumento do valor de
pH, indica que ha protons diretamente envolvidos na reagéo de oxidacdo
do BPA. Esta variacdo obedeceu a seguinte equacao: Epo (V) = — 0,0552
pH + 1,039 (R? = 0,987). Uma inclinagdo de —55,2 mV pH™! foi
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encontrada, sendo um valor proximo do valor teérico de —59,2 mV pH™!
da equagdo de Nernst, indicando que hd 0 mesmo nimeros de mols de
elétrons e prétons transferidos na reacdo de oxidacdo do BPA sobre a
superficie do eletrodo modificado (YIN et al., 2011; LI et al., 2012;
WANG, COKELILER e GUNASEKARAN, 2015; LI et al., 2016).

Diferentes solucbes tampdo foram testadas como eletrélitos
suporte nos pH 7,0; 8,0 e 9,0, conforme apresenta a Figura 21. A escolha
de cada eletrélito adequado foi baseada na faixa tamponante de cada uma
das solugdes tampdo. Foram testadas as seguintes soluc@es: PBS (pH 7,0);
Mcllvaine (pH 7,0 e 8,0), B-R (pH 7,0; 8,0 € 9,0), H:BO3.KCI/NaOH (pH
8,0 e pH 9,0) e NH3s/NH4CI (pH 9,0). Todas as solugdes estavam na
concentracdo de 0,1 mol L™!. A maior intensidade de corrente foi obtida
ao se usar a solugdo tampéo B-R em pH 9,0, por este motivo esta solu¢do
foi selecionada para as analises posteriores.

Figura 21. Respostas de corrente anddica de BPA 10,0 umol Lt em fungéo do pH e
da natureza do eletrdlito suporte.
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5.3.2 Estudo da velocidade de varredura

O comportamento eletroquimico do BPA sobre a superficie do
eletrodo modificado foi estudado em diferentes velocidades de variacao
de potencial. Os voltamogramas correspondentes sdo apresentados na
Figura 22A, onde pode ser visto que as correntes de pico de oxidagdo
aumentam com a velocidade na faixa de 10 a 300 mV s™!. A partir destes
estudos, a representacdo gréfica (Figura 22B) do logaritmo da corrente de
pico (log ipa) versus o logaritmo da velocidade de variagdo de potencial
(log v) apresentou comportamento linear ~ (R? = 0,960), obedecendo a
equacao log ipa = 0,534 log v — 0,999. De acordo com a literatura, um



74

coeficiente angular igual (ou préximo) ao valor de 0,5 indica que o
processo redox € controlado por difusdo (GOSSER, 1993). Assim, com o
coeficiente obtido igual a 0,534, podemos concluir que a etapa limitante
da velocidade da reacdo de oxidacdo do BPA sobre a superficie do
eletrodo proposto é a difuséo.

Figura 22. (A) Voltamogramas ciclicos para BPA 10,0 umol L™ sobre Fe3Os NPs-
Si4Pic*Cl/Au NPs-Si4Pic*CI/GCE em solugdo tamp&o B-R 0,1 mol L™ (pH 9,0) em
diferentes velocidades de variagdo de potencial: (a) 10, (b) 25, (c) 50, (d) 75, (e) 100,
(f) 150, (g) 200, (h) 250 e (i) 300 mV s*. (B) Relagdo entre log ipa Vs. log v. (C)
Relacéo entre Epo Vs. log v.
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Ainda com os dados obtidos pelo estudo da velocidade, a
relacdo entre o potencial de pico de oxidacdo (Epo) e 0 logaritmo da
velocidade é apresentado na Figura 22C. Como pode ser visto, 0 Epo se
desloca linearmente com log v (R? = 0,986), obedecendo a regresséo
linear de log Epo = 0,621 + 0,060 log v. De acordo com a equagédo de
Laviron, para uma reacdo eletroquimica irreversivel, a relagéo entre 0 Epo
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e log v pode ser expressa como se segue (LAVIRON, 1974; HOU et al.,
2014):

2,303RT\  (RTk®\ (2,303RT
Jieo (G ) + (S e

Epo = E° + (
po anF

anF anF

Onde: E° é o potencial redox formal; k°® é a constante de velocidade
heterogénea da reagdo; a é o coeficiente de transferéncia de elétrons; n é
0 numero de mol de elétrons transferidos no processo; R, T e F séo as
notagdes usuais (R = 8,314 J mol™! K™, T =298 K, F = 96485 C mol™).

De acordo com a regressdo linear de Epo versus log v, como
mencionado acima, o coeficiente angular pela equacdo € equivalente a
2,303RT/anF, por conseguinte, com o coeficiente obtido pelos estudos,
obteve-se o valor de 0,985an. Geralmente, atribui-se a o o valor de 0,5
para processos irreversiveis (BARD e FAULKNER, 2001). Deste modo,
calculou-se o nimero de mols de elétrons transferidos n para a oxidacao
do BPA igual a 2. Em concluséo, verificou-se que a reacdo de oxidacdo
BPA sobre a superficie do eletrodo FesOs4 NPs-Si4Pic*Cl/Au NPs-
Si4Pic*CI"/GCE é um processo irreversivel, controlado por difuséo
envolvendo a participacdo de dois mols de elétrons.

Com os resultados obtidos na Se¢do 5.3.1, conclui-se que a
reacdo envolvia também a transferéncia de dois mols de prétons. Assim,
pode-se dizer que a reacdo envolve dois mols de prétons e dois mols de
elétrons, conforme apresenta a Figura 23.

Figura 23. Esquema de reagdo para a oxidagéo do BPA no FesO4 NPs-Si4Pic*Cl7/Au
NPs-Si4Pic*CI~/GCE de acordo com os dados obtidos.

— +2H' 4 28
HO OH o} [©]

Este mecanismo de reacdo esta de acordo com outros trabalhos
recentes reportados na literatura (GAO et al., 2012; LI et al., 2012;
ZHANG et al., 2013; HOU et al.,, 2014; WANG, COKELILER e
GUNASEKARAN, 2015; L1 et al., 2016).
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5.4 Selecéo da técnica eletroanalitica

Com o objetivo de desenvolver uma metodologia sensivel para a
determinacdo de BPA, foram investigadas diferentes técnicas
eletroanaliticas e a magnitude do sinal eletroquimico oferecida por elas
para a oxidagdo do BPA. Avaliou-se as respostas das voltametrias linear,
de pulso diferencial e de onda quadrada. Os pardmetros de cada técnica
foram ajustados de modo a se obter a mesma velocidade de variagéo de
potencial para as medidas.

A Figura 24 apresenta o0s voltamogramas obtidos utilizando as
trés técnicas e diferentes velocidades. Observa-se que 0s voltamogramas
obtidos em velocidade mais baixa (Figura 24A) obtiveram valores de
corrente superiores do que em velocidade maior (Figura 24B),
justificando o uso de uma velocidade de varia¢do de potencial mais baixa
para acompanhar a reacdo de oxidagdo do BPA. Assim como a SWV, a
DPV minimiza os efeitos da corrente capacitiva ao registrar a corrente em
dois momentos da aplicacdo do pulso, oferecendo uma maior
sensibilidade em relacdo as demais técnicas voltamétricas, como a LSV.
Entretanto, a DPV apresenta maior eficiéncia em relacdo a SWV quando
operada em velocidades mais baixas, 0 que possibilita acompanhar
melhor reacdes de cinética lenta (BARD, STRATMANN e URWIN,
2003).

Sendo assim, por uma maior sensibilidade, selecionou-se a
técnica de DPV para os estudos posteriores.

Figura 24. Voltamogramas de BPA 1,0 umol L™ sobre FesOs NPs-Si4Pic*Cl/Au
NPs-Si4Pic*CI"/GCE em solugdo tampao B-R 0,1 mol L™t (pH 9,0) em diferentes
técnicas eletroanaliticas e velocidades de variacédo de potencial: (A) v = 50,0 mV s
e (B)v=100,0 mV s,
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5.4.1 Otimizac&o dos parémetros da voltametria de pulso diferencial

A otimizag8o da técnica eletroanalitica selecionada garante uma
melhor resposta para a intensidade da corrente, assim como um melhor
perfil voltamétrico. Estas caracteristicas podem resultar em uma
metodologia com maior sensibilidade e seletividade.

A voltametria de pulso diferencial é caracterizada pela aplicacdo
de potenciais de mesma intensidade (mesma amplitude) sobrepostos a
uma rampa linear de potencial, medindo a corrente antes e apo6s a
aplicacdo do pulso. Estas correntes sdo subtraidas, o que resulta em uma
minimizagdo da contribuicdo da corrente capacitiva no sinal obtido,
tornando a DPV, uma técnica mais sensivel. Para o desenvolvimento da
metodologia, 0s parametros experimentais estudados desta técnica foram:
velocidade de variagdo de potencial (v), amplitude de potencial dos pulsos
(Epuiso) € tempo de duracdo do pulso (tpuso) (SOUZA, MACHADO e
AVACA, 2003).

A velocidade de variacdo de potencial € um pardmetro
importante que afeta tanto o formato quanto o registro dos picos
voltamétricos. Na DPV, este parametro assume valores baixos, se
comparada com a CV e a SWV, pois é necessario impedir que a rampa de
potencial sofra variagdes drasticas durante o tempo de aplicacédo do pulso
(WANG, 1985). Sendo assim, variou-se a velocidade de 10,0 a 70,0 mV
s ! mantendo fixos os demais parametros em Epuiso = 50,0 mV € tpuiso =
5,0 ms. Os resultados séo apresentados na Figura 25. O maior valor de
corrente foi obtido para na velocidade de 40,0 mV s™!. Com o objetivo de
conseguir a maior sensibilidade para esta metodologia, utilizou-se esta
velocidade para os demais experimentos.
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Figura 25. (A) Voltamogramas de pulso diferencial para BPA 1,0 pmol L™! em
solugdo tampédo B-R 0,1 mol L™ (pH 9,0) para diferentes velocidades de variagio de
potencial. Mantendo Epuiso = 50,0 mV € tpuiso = 5,0 ms. (B) Grafico de i vs. v.
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As intensidades das correntes de pico também sdo dependentes
da amplitude de pulso e do tempo em que o pulso é aplicado. A Figura 26
apresenta os resultados para o estudo da variacdo do tempo de duracdo do
pulso aplicado, em que foi mantido Epuiso = 50,0 mV e v = 40,0 mV s
Selecionou-se o tempo de 8,0 ms para os estudos posteriores, por ter
apresentado a melhor resposta de corrente.

Figura 26. (A) Voltamogramas de pulso diferencial para BPA 1,0 pmol L™t em
solugédo tampdo B-R 0,1 mol L™ (pH 9,0) para diferentes tempos de duragéo do pulso.
Mantendo v =40,0 mVs'e Epuiso = 50,0 mV. (B) Grafico de i vs. tpuiso.
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Por fim, otimizou-se o valor da amplitude de pulso. Um aumento
da amplitude acarreta em um aumento da corrente de pico, como também,
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em um alargamento do pico, o que é indesejavel. Sendo assim, deve haver
um compromisso entre a intensidade de corrente e o perfil voltamétrico
quando se escolhe a melhor amplitude de pulso (THOMAS e HENZE,
2001). A Figura 27 apresenta os resultados, em que se selecionou Epuso =
80,0 mV para os estudos posteriores por oferecer a maior intensidade de
corrente como também um bom perfil voltamétrico.

Figura 27. (A) Voltamogramas de pulso diferencial para BPA 1,0 pmol L™ em
solugdo tampdo B-R 0,1 mol L™ (pH 9,0) para diferentes amplitudes de pulso.
Mantendo v = 40,0 mV s7! e tpuso = 8,0 ms. (B) Grafico de i vs. Epuiso.
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5.5 Curva de calibracao para o BPA

Empregando as condi¢Bes experimentais otimizadas, construiu-
se a curva de calibragdo mediante adigdes de aliquotas de solucdo padréo
de BPA ao eletrolito suporte. A Figura 28A apresenta 0s voltamogramas
de pulso diferencial para diferentes concentragdes de BPA. E observado
um pico definido em +0,470 V, cuja intensidade da corrente aumenta
proporcionalmente com o aumento da concentracdo de BPA no intervalo
de 0,02 a 1,40 pmol L* com coeficiente de determinacédo de 0,996. Este
valor deve estar 0 mais préximo de 1,0 para mostrar que os resultados séo
realmente proporcionais & concentracdo do analito dentro de um dado
intervalo (RIBEIRO et al., 2008). Para concentragdes superiores a 1,40
umol L™ ndo foi observado um aumento significativo nas respostas de
corrente, indicando a saturagdo da superficie do eletrodo acima desta
concentracdo. A regressdo linear pode ser expressa de acordo com a
funcdo: i = 12,156 [BPA] (£ 0,139) + 0,137 (+ 0,025), onde i é a corrente
de pico em pA, e [BPA] é a concentracdo de BPA em pmol L™t sendo
apresentada na Figura 28B.
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Figura 28. (A) Voltamogramas de pulso diferencial para diferentes concentracdes de
BPA sobre o eletrodo modificado: (a) branco; (b) 0,02; (c) 0,04; (d) 0,06; (e) 0,08; (f)
0,10; (g) 0,20; (h) 0,40; (i) 0,60; (j) 0,80; (k) 1,00; (I) 1,20 e (m) 1,40 umol L™ em
solugdo tampéo B-R 0,1 mol L™t (pH 9,0); v = 40,0 mV s7%; Epuiso = 80,0 mV € tpuiso =
8,0 ms. (B) Curva de calibracéo para BPA (n = 3).
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Os limites de deteccdo (do inglés, limit of detection — LOD) e
quantificacdo (do inglés, limit of quantitation — LOQ) representam a mais
baixa concentragdo em que a substancia possa ser detectada e quantificada
com certa confiabilidade, respectivamente. Estes parametros foram
calculados a partir da curva de calibracdo e utilizando as seguintes
expressdes, que correspondem ao nivel de confianca de 95% (RIBANI et
al., 2004; RIBEIRO et al., 2008).

LOD =33 % LOQ =10 %

Onde: SD (do inglés, standard deviation) corresponde ao desvio padréo
do coeficiente linear e a se refere ao coeficiente angular da reta. Os
valores obtidos para LOD e LOQ empregando o eletrodo modificado
foram 7,0 e 21,0 nmol L2, respectivamente. As caracteristicas analiticas
extraidas da curva de calibragéo sdo mostradas na Tabela 4.
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Tabela 4. Caracteristicas analiticas obtidas a partir da curva de calibracéo para BPA
empregando o eletrodo modificado desenvolvido.

Caracteristicas Analiticas Valor
Potencial de pico (V) + 0,470
Faixa linear (umol L2) 0,02-1,40
Coeficiente de determinagio — R? 0,996
Coeficiente angular (LA L mol™) 12,156
Desvio padréo do coeficiente angular (LA L mol™?) 0,139
Coeficiente linear (LA) 0,137
Desvio padrdo do coeficiente linear (LA) 0,025
Limite de detecgdo (nmol L™?) 7,0
Limite de quantificagdo (nmol L™) 21,0
Repetibilidade da corrente (intra-dia) (%) *° 4,17
Repetibilidade da corrente (inter-dia) (%) *° 6,79
@ Desvio padrdo relativo bn=5

Para fins de comparacéo, foi construida uma curva de calibracéo
para BPA somente empregando o GCE (Figura 29) em que se obteve uma
faixa linear de 0,5 a 10,0 umol L™* (R? = 0,995) com regressdo linear de
i = 0,333 (+ 7,83 x 10°%)[BPA] + 0,0748(+ 0,0352). O LOD e LOQ
também foram calculados, resultando em 349,0 e 1075,0 nmol L%, cerca
de cinquenta vezes maior do que os limites obtidos pelo eletrodo
modificado. Com este resultado, é possivel reafirmar que o eletrodo
modificado neste trabalho é muito mais sensivel para analise de BPA do
gue o substrato de carbono vitreo.
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Figura 29. (A) Voltamogramas de pulso diferencial para diferentes concentracdes de
BPA sobre GCE: (a) branco; (b) 0,5; (c) 1,0; (d) 1,5; (e) 2,0; (f) 2,5; (g) 3,0; (h) 3,5;
(i) 4,5; (j) 5,0; (k) 6,0; (1) 7,0; (m) 8,0; (n) 9,0 e (p) 10,0 umol L~ em solug&o tamp&o
B-R 0,1 mol L? (pH 9,0); v =40,0 mV Sil; Epulso =80,0mV e tpulso = 8,0 ms. (B)
Curva de calibragdo para BPA (n = 3).
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A precisdo das medidas pode ser avaliada por meio de analises
de repetibilidade, em que se avalia o quanto duas ou mais medidas estdo
em concordéncia quando repetidas sob condi¢des definidas (RIBANI et
al., 2004). A repetibilidade da corrente medida para a oxidacdo do BPA
sobre 0 Fe3O4 NPs-Si4Pic*Cl/Au NPs-Si4Pic*CI7/GCE foi estimada a
partir de solugdo tampdo B-R 0,1 mol L* (pH 9,0) contendo BPA 0,6
pumol Lt em condigOes otimizadas. O desvio padréo relativo (RSD) das
medic¢des sucessivas no mesmo dia (intra-dia) foi de 4,17% (n = 5),
indicando boa repetibilidade dos dados fornecidos pelo eletrodo
modificado. Para a avaliacdo inter-dia, a repetibilidade foi avaliada em
cinco dias consecutivos, utilizando os mesmos parametros e um RSD de
6,79% foi obtido (n = 5).

As dispersdes de Fe3Os NPs-Si4Pic*Cl™ e Au NPs-Si4Pic*Cl™
foram armazenadas a 4 °C na geladeira durante cerca de trés meses.
Durante este tempo, os novos filmes foram preparados utilizando as
mesmas dispersfes. O RSD da resposta analitica (corrente de pico) para
BPA 0,6 umol L usando filmes diferentes foi menor que 9,0% (n = 5),
indicando boa repetibilidade para o procedimento de preparacdo do
eletrodo modificado. Assim, podemos concluir que o FesOs NPs-
Si4Pic*Cl-/  Au NPs-Si4Pic*CI"/GCE fornece dados com alta
repetibilidade e, como consequéncia, pode ser aplicado para a detec¢do
de BPA.
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Para fins comparativos, a Tabela 5 lista uma série de trabalhos
publicados recentemente relatando o desempenho analitico de eletrodos
modificados a base de nanomateriais para analise de BPA. Pode-se
averiguar que o LOD obtido pelo eletrodo modificado proposto é um dos
menores fornecidos nesta relacdo, demonstrando a capacidade deste
dispositivo para detectar BPA em niveis nanomolares.

Tabela 5. Comparagdo da performance de eletrodos modificados para determinacdo
de BPA publicados recentemente.

Faixa Linear LOD

Eletrodo modificado Técnica @mol L) (M) Referéncia
Fes04 NPs-CSY/GCE DPV 0,05-30,0 8,0 YUetal, 2011
CMK-3/nano-CILPE® LSV 0,2-150 50,0 Lletal., 2016b
FesO4 NPs-CBY/GCE DPV  0,0001-50,0 0,031 HOUetal, 2014
Au NPs/SGNFY/GCE LSV 0,08-250,0 35,0 NIU et al., 2013
Au NPs-GR*/GCE DPV 0,0001-100 50,0 ZHOUetal., 2014

FesOs NPs-PANAMYGCE ~ AMPY 0,01-3,07 50 YIN etal., 2011
rGO"/CNT'/Au NPs/SPCE DPV  0,00145-149 08 WANG et al., 2015
Fe304 NPs-Si4Pic™CI~/

Au NPs-Si4Pic*CI-/GCE DPV 0,02-1,40 7,0 Este trabalho

aCS: quitosana, "CMK-3/nano-CILPE: eletrodo de pasta de nano-carbono modificado
com liquido ibnico hexafluorofosfato de 1-butilpiridinio (BPPFs) e carbono ordenado
mesoporoso do tipo CMK-3, °CB: negro de fumo, YSGNF: nanofibras de grafeno
“empilhadas” (stacked), *Au NPs-GR: grafeno dopado com Au NPs, PANAM:
poli(amidoamina), 9AMP: amperometria, "rGO: dxido de grafeno reduzido, 'CNT:
nanotubos de carbono.

5.6 Determinacao de BPA em amostras de plasticos comerciais

Com objetivo de testar a aplicabilidade do eletrodo modificado,
empregou-se o detector FesO4 NPs-Si4Pic*Cl~/ Au NPs-Si4Pic*CI~/GCE
para a anélise de BPA em cinco amostras de plasticos comerciais: copo
de policarbonato (PC), copo descartavel de poliestireno (PS), embalagem
de alimento de cloreto de polivinila (PVVC), garrafa de agua de tereftalato
de polietileno (PET) e embalagem plastica de alimento com o selo BPA
free. O tratamento destas amostras foi descrito no procedimento
experimental (Sec¢do 4.5). E para determinacéo eletroanalitica de BPA foi
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utilizado o método de adicdo de padrdo, comumente empregado por
minimizar o efeito de matriz.

Os resultados de uma das replicatas para a determinacgédo de BPA
em amostra de copo de PC sdo apresentados na Figura 30. A Figura 30A
mostra 0s voltamogramas de pulso diferencial para: branco (curva a),
amostra (curva b), e a amostra com adigdes sucessivas de solucéo padréo
de BPA (curvas c-g). Para a amostra, 0 voltamograma exibiu um pico de
oxidacdo de BPA bem definido, em aproximadamente +0,475 V, e a
corrente de pico aumentou linearmente com as adi¢des de solucgdo padréo
de BPA na célula eletroquimica. Com isto, a curva de adi¢do de padrdo é
mostrada na Figura 30B junto com a curva de calibracdo construida
anteriormente (Secdo 5.5) para efeito de comparacgéo. Pela extrapolacéo
da curva de adicéo de padrao encontrou-se um valor de 0,102 umol L™
na célula eletroquimica o que representa uma concentragéo de 0,260 pmol
L ! de BPA na amostra.

Pode-se observar também que as inclinagbes de ambas as retas
sdo bastante semelhantes. A inclina¢do da curva de calibragdo é 12,156
WA L pmol™?, enquanto que a inclinagdo da curva adicdo de padrédo é
12,730 pA L umol ™. Isso significa que o método proposto utilizando o
eletrodo modificado apresenta auséncia de interferéncia dos componentes
da matriz na determinac&o.

Figura 30. (A) Voltamogramas de pulso diferencial para: (a) branco, (b) amostra de
PC, e (c-g) adices sucessivas (100 e 200 pL) de solugdo padréo de BPA 10,0 pmol
L% em solugdo tampdo B-R 0,1 mol L™* (pH 9,0), empregando o eletrodo modificado.
(B) Curva de adi¢do de padrdo para a amostra de PC (a) a curva de calibracéo (b).
Condigdes experimentais: v = 40,0 mV s™%; Epuiso = 80,0 mV € tpuiso = 8,0 ms.
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Para verificar a exatiddo da metodologia proposta comparou-se
os resultados com os obtidos por um segundo método, a espectroscopia
UV-vis. Inicialmente, construiu-se uma curva de calibracdo para o BPA
por meio de adi¢Bes sucessivas de solucdo padrdo em agua. Os espectros
sdo apresentados na Figura 31A em que se observa que o BPA apresentou
uma banda com um méaximo de absorcdo em 279 nm, a qual aumentou
linearmente com o aumento da concentragdo de BPA. A curva de
calibragdo exibida na Figura 31B foi linear na faixa de concentragéo de
0,1 a 10,0 pmol L (R = 0,999) com equacdo de Abs = 0,0271 (+ 1,85
x 1074)[BPA] + 2,049 x 107 (+ 8,329 x 107%) obtendo LOD e LOQ de
78,0 e 237,0 nmol L1, respectivamente.

Figura 31. (A) Espectros UV-vis para solucdo padrdo de BPA: (a) branco em agua;
(b) 0,15 (c) 0,2; (d) 0,4; () 0,6; (f) 0,8; (9) 1,0; (h) 2,0; (i) 4,0; (j) 6,0; (k) 8,0 e (I) 10,0
umol L1, (B) Curva de calibragdo (n = 3).
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Os resultados de uma das replicatas para quantificacdo de BPA
na amostra de PC pelo método UV-vis sdo mostrados na Figura 32. Pode-
se dizer que também nédo houve efeito de interferéncia de matriz, pois as
inclinacBes da curva de adicdo de padréo e da curva de calibragdo (Figura
32B) foram bastante semelhantes. Pela extrapolacdo da curva de adi¢éo
de padréo, foi encontrado uma concentracédo de 0,286 umol L™* de BPA
na amostra.
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Figura 32. (A) Espectros UV-vis para solugdo de BPA: (a) branco, (b) amostra de
PC, e (c-g) adicBes sucessivas (30 e 60 pL) de solugdo padrdo de BPA 0,1 mmol L.
(B) Curva de adicéo de padrédo para a amostra de PC (a) a curva de calibragéo (b).
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A Tabela 6 apresenta os resultados de cinco replicatas feitas na
amostra de PC pelo método voltamétrico e pelo método espectroscopico,
bem como o valor médio e o RSD das medidas.

Tabela 6. Resultados obtidos para quantificacdo de BPA na amostra de PC pelo
método voltamétrico e pelo espectroscopico.

Valor
Método encontrado
(umol L™

0,260

0,300

0,280
Voltamétrico 0,290 0,290 6,63

0,310

Média RSD
(umol L) (%)

0,286
0,275
0,270
Espectroscdpico 0,282 0,275 3,72
0,260

Sendo assim, para a amostra de PC a concentracdo de BPA
determinada pelo método voltamétrico foi de 0,290 umol L™* (n =5, RSD
= 6,63%), enquanto que de acordo com o método espectroscépico foi de
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0,275 pmol L™t (n =5, RSD = 3,72%). A analise estatistica foi aplicada
para comparar os conjuntos de dados obtidos pelos dois métodos.

Os testes t de Student e F séo bastante utilizados para se comparar
resultados obtidos com métodos diferentes com objetivo de se avaliar a
precisdo. As equacdes utilizadas para se calcular os testes t e F sédo
(LEITE, 2002; RIBEIRO et al., 2008):

X1—Xp — SDrznaiur

F

- 2
1.1 SDinenor

Onde: x,é o valor médio das amostras obtido pelo método
voltamétrico; x, € o valor médio das amostras obtido pelo método
comparativo; S, € a estimativa do desvio padrdo agregado; SD é o desvio
padrdo amostral e n é o numero de repeticoes.

O teste F foi aplicado para comparar a precisdo entre 0s
resultados obtidos pela técnica voltamétrica e pela técnica UV-vis. O
valor de F calculado foi igual a 3,68, valor inferior a0 Fresrico = 6,38 (n —
1, para quatro graus de liberdade), indicando que ndo h4 diferenca entre a
precisdo dos dados obtidos pelos dois métodos.

Assim, o teste t foi aplicado para comparar as médias fornecidas
pelos dois métodos. O valor de t tabelado é obtido a partir da tabela da
distribuicdo de Student para (n1 + n2 — 2) graus de liberdade e nivel de
confianga de 95%. Quando o valor de t calculado for menor que o t
tabelado pode-se concluir que ndo ha diferenga significativa entre as
médias (LEITE, 2002; BRITO et al., 2003). Assim, empregando x; =
0,290; x, = 0,275; S, =0,0153 e ny = np = 5, calculou-se t = 1,551. Este
valor é inferior ao twesrico = 2,306 (para oito graus de liberdade), indicando
gue ndo houve diferenca significativa entre as médias obtidas pelos dois
métodos.

Era esperado conseguir detectar certa concentragdo de BPA nas
amostras de PC, visto que os policarbonatos séo sintetizados a partir de
uma reacgdo de transesterificacdo entre 0 BPA e carbonato de difenila ou
cloreto de carbonila. Diversos estudos demonstram a migragdo de BPA
de recipientes deste tipo polimero para agua quando submetidos a um
aumento de temperatura por um certo tempo (BERNARDO et al., 2015).

Na China, Zhang e colaboradores (2013) quantificaram BPA em
embalagens feitas de PC empregando um GCE modificado com Fe3zO.
NPs decoradas com rGO estabilizados em quitosana. Em solugdo tampéo
PBS 0,1 mol L™* (pH 8,0) e empregando a técnica de DPV, os autores
detectaram uma concentracéo de 0,82 umol L™ de BPA em amostra de
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garrafa de &gua e 0,77 umol L™ de BPA em embalagem para sorvete. Em
outras amostras constituidas de PS, PP e PET, os autores ndo detectaram
BPA (ZHANG et al., 2013).

Também na China, Gao e co-autores (2012) empregaram um
GCE modificado com nanotubos de carbono de parede simples e -
ciclodextrina para andlise de BPA. As amostras permaneceram em
refluxo a 70 °C por 48 h. Assim, em solugéo tamp&o PBS 0,1 mol L™* (pH
8,0), por amperometria, 0s autores obtiveram as seguintes concentracéo
em pumol L™t de BPA: 0,026 em garrafa de PC; 0,036 em balde de PC;
0,013 em mamadeira de PC; 0,053 em embalagem de alimento de PVC e
0,029 em garrafa de PVC (GAO et al., 2012).

Deste modo, o detector FesOs NPs-Si4Pic*Cl/Au NPs-
Si4Pic*CI~/GCE também foi aplicado para a andlise de BPA nas demais
amostras selecionadas, mas assim como o método espectroscopico, nao
foi possivel detectar a presenca do BPA. Assim aplicou-se em todas as
amostras 0s ensaios de adicdo e recuperagdo. Os resultados sdo
apresentados na Tabela 7.

O ensaio de adicdo e recuperacdo constitui 0 método mais
utilizado para avaliacdo de processos analiticos. Consiste na adicdo de
solucdo padrdo a amostra, seguida pela determinacgéo desta concentragao.
A recuperacao esta relacionada com a exatidao, pois reflete a quantidade
de determinada solugdo padréo que é recuperada no processo, em relacéo
a quantidade adicionada a amostra. A exatiddo é expressa como erro
sistematico percentual, inerente ao processo. O erro sistematico ocorre
pela perda da substancia devido a baixa recuperacao da extracdo, medidas
voltamétricas imprecisas, substancias interferentes na amostra, entre
outros problemas (BRITO et al., 2003).



Tabela 7. Determinacdo de BPA em diferentes amostras.

Determinado?® Encontrado® R do (%)
‘o ecuperado (%
Amostras (umol L—l) Adicionado (umol L—l)
(umol L)

DPV® UV-vis DPVP UV-vis DPV® UV-vis
PC 0,290 0,275 1,00 1,287 1,272 99-104 97-109
PS 1,00 1,080 0,989 106—112 98-110
PVC 1,00 1,130 1,083 106—120 98-108
PET 1,00 1,010 1,021 90-110 101-104
BPA-free 1,00 1,050 1,011 97-105 93-101

& Média de cinco medidas sob as mesmas condigdes experimentais.

® DPV empregando Fe3O4 NPs-Si4Pic*Cl/Au NPs-Si4Pic*CI7/GCE.
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Os ensaios de recuperacdo foram realizados em todas amostras e
os resultados obtidos encontraram-se na faixa de 90% e 120% de
recuperacao, 0 que sao valores aceitaveis para o nivel de concentracdo
estudada, justificando assim, o bom desempenho na aplicacéo do detector
desenvolvido para a quantificacdo de BPA nas amostras de plasticos
comerciais.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Um novo detector eletroquimico foi desenvolvido através da
modificacdo de um substrato de carbono vitreo com um filme de
nanoparticulas de oOxido de ferro depositado sobre um filme de
nanoparticulas de ouro. O detector foi caracterizado e aplicado para a
guantificacdo de bisfenol A em amostras de plasticos comerciais.

As disperstes de Fes04 NPs e Au NPs foram estabilizadas em
solucdo aquosa de cloreto de 3-n-propil-4-picolina silsesquioxano, foram
caracterizadas e os diametros médios de 38 e 50 nm, respectivamente,
estimados a partir das imagens de TEM.

A superficie do eletrodo modificado foi caracterizada por SEM-
FEG, EIS e voltametria ciclica comprovando que a modificacdo do
substrato de carbono vitreo foi realizada, oferecendo ao novo detector,
uma maior &rea eletroativa bem como uma maior condutividade elétrica
em relacdo ao seu substrato.

A oxidagdo do BPA sobre a superficie do eletrodo modificado
foi estudada ocorrendo através da transferéncia de dois mols de prétons e
dois mols de elétrons. Quando comparado ao substrato, foi evidenciado
gue o novo detector aumentou os valores de corrente e deslocou o
potencial de oxidacdo do BPA para valores menos positivos,
comprovando a atividade catalitica das nanoparticulas utilizadas.

Para a quantificacdo de BPA, desenvolveu-se uma metodologia
eletroanalitica através do uso da técnica de voltametria de pulso
diferencial aplicando os parametros: v = 40,0 mV s%; Epuso = 80,0 mV e
tpuiso = 8,0 ms em solucédo tampédo B-R 0,1 mol L™ (pH 9,0). A curva de
calibracéo foi construida na faixa de concentracdo de BPA de 20,0 a
1400,0 nmol L™ (R? = 0,996) obtendo um limite de deteccéo de 7,0 nmol
L* e quantificagdo de 21,0 nmol L.

Estes valores permitiram a aplicacéo do eletrodo modificado para
guantificacdo de BPA em diferentes amostras de plasticos obtendo
ensaios de recuperaces satisfatorios no intervalo de 90 a 120% e estando
de acordo com andlises realizadas pela técnica UV-vis. Garantindo assim
uma analise com boa precisdo e exatiddo nas amostras estudadas.
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