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RESUMO

Este trabalho relata o desenvolvimento de dois diferentes eletrodos quimicamente
modificados a base de pontos quanticos de grafeno (dopados ou nao) imobilizados em
quitosana para a aplicacdo no monitoramento de desreguladores enddcrinos em produtos de
higiene. Os pontos quanticos de grafeno foram sintetizados pelo método de pirdlise utilizando
o0 acido citrico como precursor, na presenca ou nao de dopantes, e caracterizados por técnicas
microscopicas € espectroscopicas. Os eletrodos modificados foram caracterizados por
voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica, constatando que a presenga
dos pontos quanticos de grafeno proporcionou maiores respostas de corrente e facilitou a
transferéncia de carga entre a superficie do eletrodo ¢ a do analito, quando comparado a
resposta do substrato de carbono vitreo. Nesse processo, a quitosana foi fundamental para a
formagao de um filme estavel contendo os pontos quanticos de grafeno sobre o substrato,
contribuindo também para a adsor¢do dos analitos, o que também proporcionou aumento nas
intensidades de corrente. O primeiro eletrodo foi modificado com pontos quanticos de grafeno
(diametro médio de 5,8 nm) e quitosana para a determinagdo simultdnea de triclosan e
metilparabeno. Com o método eletroanalitico otimizado utilizando solu¢do tampao fosfato de
sodio 0,1 mol L™ (pH 7,0) e voltametria de pulso diferencial, construiu-se as curvas de
calibracdo na faixa de 0,10 a 10,0 umol L™!, obtendo simultaneamente os limites de detecco
de 30,0 e 39,0 nmol L}, respectivamente para triclosan (+0,60 V) e metilparabeno (+0,81 V).
Os limites obtidos de forma simultdnea foram semelhantes aos valores obtidos
individualmente, indicando que a presenca de um composto nao interferiu na analise do outro
composto. Além disso, o eletrodo modificado demonstrou excelente repetibilidade e
sensibilidade adequada para ser aplicado com sucesso na determinacdo simultinea de
triclosan e metilparabeno em produtos de higiene como sabonete, xampu, creme dental e
desodorante. O eletrodo modificado apresentou boa exatiddo com resultados de recuperagao
de 92-110%, e concordancia com resultados do método comparativo. Em relacdo a esse
método, foi empregado a espectrometria UV-vis com procedimento matematico de
deconvolucdo nao-linear de espectros para solucionar a sobreposicao das bandas de absor¢ao
do triclosan (282 nm) e metilparabeno (257 nm). O segundo eletrodo modificado
desenvolvido foi construido com pontos quénticos de grafeno dopados com nitrogénio
(diametro médio de 4,5 nm) e quitosana para a analise de triclocarban em sabonetes (em barra
e liquido). A curva de calibrag¢do foi construida por voltametria de pulso diferencial na faixa
de 0,05 a 8,0 umol L ™! utilizando como eletrolito de suporte uma mistura de solugio tampio
fosfato de sédio 0,1 mol L™ (pH 7,0) com etanol (95:5 v/v). O eletrodo modificado forneceu
um limite de detec¢do de 17,0 nmol L™! para o triclocarban (+0,96 V) e uma excelente
repetibilidade entre as medidas. Os dados fornecidos pelo método eletroanalitico mostraram
adequada exatidao, com resultados de recuperagdo de 90-109%, e em conformidade com o
método comparativo por espectrometria UV-vis (265 nm). Por fim, todas as concentracdes de
triclosan, metilparabeno e triclocarban quantificadas nas amostras de produtos de higiene e
cuidado pessoal encontraram-se dentro dos limites permitidos pela legislagao brasileira.

Palavras-chave: Pontos quanticos de grafeno. Quitosana. Triclosan. Metilparabeno.

Triclocarban.



ABSTRACT

This study reports the development of two different chemically modified electrodes based on
graphene quantum dots (doped or not) immobilized in chitosan for application in the
monitoring of endocrine disrupters in personal care products. The graphene quantum dots
were synthesized by the pyrolysis method using citric acid as precursor agent, in the presence
or not of dopants, and were characterized by microscopic and spectroscopic techniques. The
modified electrodes were characterized by cyclic voltammetry and electrochemical impedance
spectroscopy, noticing that the presence of the graphene quantum dots immobilized on the
electrode surface provided greater current responses and facilitated the charge transfer
between the electrode surface and analyte, when compared to the response of the glassy
carbon substrate. In this process, the chitosan was essential for the formation of a stable film
containing the graphene quantum dots on the substrate, also contributing to the adsorption of
analytes, which also provided an increase in current intensities. The first electrode was
modified with graphene quantum dots (mean diameter of 5.8 nm) and chitosan for the
simultaneous determination of triclosan and methylparaben. With the optimized
electroanalytical method using 0.1 mol L™! sodium phosphate buffer (pH 7.0) and differential
pulse voltammetry, the calibration plots were constructed in the range of 0.10 to 10.0 umol
L™!, obtaining simultaneously the detection limits of 30.0 and 39.0 nmol L', respectively for
triclosan (+0.60 V) and methylparaben (+0.81 V). The limits obtained simultaneously were
similar to the values obtained individually, indicating that the presence of one compound did
not interfere in the analysis of the other compound. In addition, the modified electrode
demonstrated excellent repeatability and adequate sensitivity to be successfully applied in the
simultaneous determination of triclosan and methylparaben in personal care products such as
soap bar, shampoo, toothpaste and deodorant. The modified electrode showed good accuracy
with recovery results of 92-110%, and agreement with the results of the comparative method.
In relation to this method, UV-vis spectrometry was used with a mathematical procedure of
non-linear deconvolution of spectra to solve the overlapping absorption bands of the triclosan
(282 nm) and methylparaben (257 nm). The second modified electrode developed was built
based on nitrogen-doped graphene quantum dots (average diameter of 4.5 nm) and chitosan
for the analysis of triclocarban in soaps (in bar and liquid). The calibration plot was
constructed by differential pulse voltammetry in the range of 0.05 to 8.0 pmol L ™! using as a
supporting electrolyte a mixture of 0.1 mol L' sodium phosphate buffer (pH 7.0) with
ethanol (95:5 v/v). The modified electrode provided a detection limit of 17.0 nmol L™! for
triclocarban (+0.96 V) and excellent repeatability between measurements. The data provided
by the electroanalytical method showed adequate accuracy, with recovery results of 90-109%,
and in accordance with the comparative method by UV-vis spectrometry (265 nm). Finally,
all concentrations of triclosan, methylparaben and triclocarban quantified in the samples of
personal care products were within the limits allowed by Brazilian legislation.

Keywords: Graphene quantum dots. Chitosan. Triclosan. Methylparaben. Triclocarban.
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APRESENTACAO

Neste trabalho de Tese sdo apresentados dois eletrodos quimicamente modificados
desenvolvidos a partir da utilizagdo de pontos quanticos de grafeno e pontos quanticos de
grafeno dopados com nitrogénio, ambos imobilizados em quitosana, visando contribuir com o
desenvolvimento de métodos eletroanaliticos para a determinagdo de desreguladores
endocrinos. Esta tese ¢ composta de seis capitulos, sendo o Capitulo 1, uma fundamentagao
teorica sobre eletrodos quimicamente modificados, pontos quanticos de grafeno (sintese,
funcionalizacdo e aplicagdo), quitosana e desreguladores enddcrinos (triclosan, metilparabeno
e triclocarban). O Capitulo 2 trata dos objetivos do trabalho e o Capitulo 3 descreve o
procedimento experimental. O Capitulo 4 apresenta os resultados dos estudos de
caracterizagdo dos pontos quanticos de grafeno sintetizados e dos eletrodos modificados. O
Capitulo 5 descreve o desenvolvimento de um método eletroanalitico para a determinagao
simultanea de triclosan e metilparabeno em produtos de higiene e cuidado pessoal usando um
eletrodo modificado com pontos quanticos de grafeno imobilizados em quitosana. No
Capitulo 6 ¢ descrito o desenvolvimento de um método eletroanalitico para a determinagao
de triclocarban em produtos de higiene e cuidado pessoal usando um eletrodo modificado com
pontos quanticos de grafeno dopados com nitrogénio imobilizados em quitosana. Por ultimo,

sdo apresentadas as conclusdes e as referéncias citadas neste trabalho.
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CAPITULO 1 - FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 ELETRODOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS

Os eletrodos quimicamente modificados continuam atraindo a aten¢do devido as suas
potenciais aplicagdes, relativa facilidade de fabricagdo e regeneracdao. A composi¢ao de um
eletrodo quimicamente modificado se da a partir de um substrato condutor que ¢ modificado
com filmes finos eletroativos, monocamadas ou revestimentos espessos. Esta modificacao
pode aprimorar as propriedades termodindmicas e cinéticas da superficie do eletrodo
potencializando sua seletividade e sensibilidade em aplicacdes eletroanaliticas (BAIG;
SAJID; SALEH, 2019; JADON et al., 2016; KAYA et al., 2020b; SAJID et al., 2016).

A modificacdo da superficie do eletrodo pode aprimorar o desempenho do eletrodo
quimicamente modificado de algumas maneiras:

» melhorando a seletividade da analise, ao limitar o acesso de interferentes, como resultado de
interacdes especificas entre o material modificador e o analito;

» apresentando atividade eletrocatalitica, quando o material modificador atua como um
mediador para uma rapida transferéncia de elétrons entre o analito e o eletrodo, facilitando a
reagao redox;

» melhorando a sensibilidade da andlise, quando o material modificador possuir uma grande e
reativa area superficial;

» permitindo pré-concentracdo do analito na superficie do eletrodo (JADON et al., 2016;
SAJID et al., 2016; SHARMA et al., 2018).

O desempenho dos eletrodos modificados depende de varios fatores tais como:
natureza do agente modificador, método de revestimento ou imobiliza¢cdo do modificador no
substrato, e também a escolha do substrato. Dentre os substratos convencionais mais
empregados para modificagcdo, destacam-se os eletrodos metélicos (eletrodo de platina, ouro,
cobre) e eletrodos a base de carbono (carbono vitreo, grafite, fibra de carbono e diamante
dopado com boro) (CHAUHAN, 2021; SAJID, 2018; SHARMA et al., 2018).

Eletrodos quimicamente modificados a partir de substratos de carbono sdo
amplamente desenvolvidos, devido as propriedades do carbono, como boa cinética de
transferéncia de elétrons, ampla janela de potencial, baixas correntes de fundo, estabilidade e

biocompatibilidade, além do seu relativo baixo custo (SHARMA et al., 2018).



23

Para a incorporagdo do agente modificador sobre o substrato sdo amplamente
utilizados os métodos de: adsor¢do, ligacdo covalente, recobrimento com filmes poliméricos e
preparacao de compositos (KAYA et al., 2020b; SRIVASTAVA et al., 2019).

I — Adsorc¢io: consiste na dissolucdo do agente modificador em um solvente
apropriado seguida da exposi¢do, geralmente por imersdo, do substrato na solugdo. Este
método baseia-se nas interacdes fisicas e/ou quimicas entre a superficie do eletrodo e o
modificador. A adsor¢do fisica (fisissor¢ao) ¢ um tipo de adsor¢ao que ocorre com forcas
intermoleculares (Forgas de van der Waals), enquanto que a adsor¢ao quimica (quimissor¢ao)
surge das ligacdes quimicas entre o adsorvente e o adsorbato na superficie. S3o consideradas
técnicas faceis de modificacdo, pois permitem a transferéncia do agente modificador para a
superficie do eletrodo sem quaisquer reagentes especiais. Apesar desta caracteristica
vantajosa, o agente modificador pode nido permanecer por muito tempo adsorvido e ser
lixiviado para a solugdo. Como exemplo, agentes modificadores, como nanomateriais, €
polimeros podem ser adsorvidos a superficies de eletrodos de carbono vitreo (do inglés,
glassy carbon electrode — GCE) e eletrodos impressos de carbono (do inglés, screen-printed
carbon electrode — SPCE). Outro exemplo conhecido sdo as monocamadas auto-organizadas
(do inglés, self-assembled monolayer — SAM) de tiois adsorvidas quimicamente sobre a
superficie de um eletrodo de ouro (KAYA et al., 2020b; SRIVASTAVA et al., 2019).

IT — Ligacio covalente: nesta classe, o agente modificador ¢ ligado covalentemente a
superficie do substrato. Muitas vezes sdo usados grupos funcionais especificos. 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 4lcoois. Dessa
forma, a modificagdo da superficie do substrato ¢ fundamentada na manipulacdo de tais
grupos funcionais frente a compostos como aminas, organosilanos, entre outros. Apesar disto,
a limitacao de apenas uma monocamada pode restringir a quantidade de espécies eletroativas
na superficie do eletrodo. Esta desvantagem pode ser contornada com a utilizagdo de filmes
poliméricos (KAYA et al., 2020b).

III — Filmes poliméricos: refere-se ao recobrimento da superficie do substrato com
filmes de polimeros condutores, ndo condutores ou permeaveis ao eletrolito de suporte e a
espécie de interesse. Em geral, existem trés classes de filmes poliméricos utilizados para esta
finalidade: (1) os filmes condutores sdo muito empregados em virtude de sua caracteristica de
facilitar a transferéncia de elétrons; (2) os filmes de troca i6nica, onde o componente redox

ativo ¢ um contra-ion de um filme poli-idbnico como Nafion® ou polivinilpiridina; (3) os
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filmes ndo condutores, os quais possuem uma caracteristica permesseletiva, sendo muito
empregados em biossensores para imobilizacdo de biocomponentes ¢ mediadores (KAYA et
al., 2020b).

IV — Formacgao de compdsitos: este método consiste na mistura do agente
modificador diretamente no substrato. Por exemplo, modificagdes em eletrodos a base de
carbono, como os eletrodos de pasta de carbono que basicamente consistem em grafite em po
(ou outros materiais de carbono), um agente aglutinante (como por exemplo, um 6leo mineral)
e o modificador. Desta forma, o eletrodo de pasta de carbono tem uma preparacio facil e
barata, pois podem ser usados materiais de facil obtencdo (KARIMI-MALEH et al., 2019).

Uma variedade de materiais pode ser utilizada como agentes modificadores
dependendo do tipo de substrato e da interacdo desejada, no qual as respostas obtidas
dependem diretamente das condi¢des da superficie. Neste contexto, o emprego de filmes
sobre eletrodos representa uma maneira facil e eficiente de se obter uma melhor interagao
entre o analito ¢ a superficie eletroquimicamente ativa. Dentre os materiais aplicados para
formacgao de filmes, destacam-se os polimeros, surfactantes, nanoparticulas metalicas como de
ouro e platina, entre outras, e materiais nanoestruturados de carbono (KAYA et al., 2020b;
SRIVASTAVA etal., 2019).

Os nanomateriais de carbono estdo entre os materiais mais discutidos, pesquisados e
aplicados nas mais diversas areas. Isso se deve as suas diversas propriedades eletronicas,
magnéticas e Opticas, versatilidade quimica, facilidade de manipulaciao, biocompatibilidade,
bem como seu desempenho como uma plataforma quimicamente robusta. Esta ultima
propriedade os diferencia de muitos outros nanomateriais cuja estabilidade pode ser
comprometida por fatores como temperatura, alta for¢a idnica e estabilidade no solvente. Os
nanomateriais de carbono exibem enorme diversidade na estrutura, tais como: nanodiamantes,
nanotubos de carbono de paredes simples e paredes multiplas, grafeno e recentemente, os

pontos quanticos de grafeno (SRIVASTAVA et al., 2019).

1.2 PONTOS QUANTICOS DE GRAFENO

Pontos quanticos de grafeno (do inglés, graphene quantum dots — GQDs) consistem
em folhas de grafeno menores que 100 nm, as quais apresentam excelentes propriedades
opticas e eletronicas devido aos seus confinamentos quanticos e efeitos de borda. O

confinamento quantico acontece quando o diametro da particula ¢ menor que o raio de
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excitacdo de Bohr, e assim a movimentacdo dos elétrons fica restrita a regides muito
pequenas, influenciando as propriedades dos pontos quanticos, diferenciando-se dos materiais
macroscopicos (SHEN et al., 2021; TIAN et al., 2018).

GQDs sao considerados materiais semicondutores que possuem band gap diferente de
zero, € assim, apOs uma excitagdo, no qual um elétron é promovido da banda de valéncia para
a banda de condu¢dao deixando um buraco, e retornando a banda de valéncia, emitindo
fotoluminescéncia. O par elétron-buraco formado apos a excitagdo permanece atraido por
meio de uma atracdo coulombica, e essa quase-particula (éxciton), pode ser considerado um
sistema semelhante ao atomo de hidrogénio, podendo a distancia entre o elétron e o buraco ser
chamado de raio de excitacdo de Bohr. Efeitos quanticos ocorrem quando materiais sdo
reduzidos a escala nanométrica, menor que o raio de excitagao de Bohr, o qual ¢ inferior a 100
nm. Quando atendida essa condi¢do, o material fica sujeito ao regime de confinamento
quantico. A maioria dos GQDs sintetizados reportados na literatura estd dentro de uma faixa
de 3-25 nm, todos sob regime de confinamento quantico. Nos GQDs, o confinamento ocorre
nas trés dimensdes do espago, assim sdo, também, conhecidos como estruturas 0-D
(MURPHY, 2002; TIAN et al., 2018; WALTHER et al., 2020).

Além do confinamento quantico, grupos funcionais hidroxilicos, carboxilicos,
carbonilas e epoxis presentes nas extremidades dos GQDs sdo responsaveis pelos chamados
efeitos de borda que contribuem para suas propriedades. Em geral, os GQDs s@o considerados
quimicamente e fisicamente estdveis. Propriedades como elevada area superficial, baixa
citotoxicidade, excelente solubilidade em agua, inércia quimica, fotoluminescéncia estavel e
condutividade apropriada sdo conhecidas. Além disso, quando comparado aos pontos
quanticos inorganicos, tais como dissulfeto de molibdénio (MoS>), seleneto de cadmio (CdSe)
e telureto de cadmio (CdTe), os GQDs apresentam a grande vantagem de serem
biocompativeis (BACON; BRADLEY; NANN, 2014; HAQUE et al., 2018; KAUR; KAUR;
SHARMA, 2018; LI; CHEN; XING, 2017; TIAN et al., 2018).

No entanto, as propriedades eletronicas e opticas de GQDs, como por exemplo a
fluorescéncia, sdo dependentes de seus tamanhos e formas. Por exemplo, sob regime de
confinamento quantico, quanto menor o ponto quantico, maior sera seu band gap, em termos
de energia em elétrons volts. Assim um ponto quantico com band gap muito pequeno, ird
emitir fluorescéncia na regido do vermelho ou infravermelho, enquanto que um ponto
quantico com um maior band gap, ira emitir na regiao do azul ou verde do espectro

eletromagnético (MURPHY, 2002; TIAN et al., 2018).
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Para o campo do desenvolvimento de eletrodos modificados, as propriedades atrativas
dos GQDs sdo: a sua elevada area superficial, a qual fornecera mais sitios ativos para a
reacdo, ¢ a sua boa condutividade, o que os torna um material transdutor relevante para
facilitar ou controlar a transferéncia heterogénea de elétrons durante o processo
eletroquimico. Além disso, as possibilidades de funcionalizagdo com outros materiais
organicos, inorganicos ou biologicos podem aperfeicoar suas propriedades. Contudo, ha
também entraves, como por exemplo, a excelente solubilidade destes materiais em meio
aquoso, decorrente de seus grupos funcionais de borda, dificulta a formagao de filmes estaveis
sobre substratos s6lidos. Para contornar essa dificuldade, os GQDs podem ser imobilizados
em polimeros como quitosana e polipirrol, que atuardo para a formacao de um filme estavel.
Outra alternativa ¢ através do procedimento de eletrodeposicao dos GQDs através da reducao
dos grupos oxigenados de borda, acarretando na formacdo de um filme fino sobre um
substrato so6lido (CAMPUZANO; YANEZ-SEDENO; PINGARRON, 2019; FARIDBOD;
SANATI, 2018; GEVAERD et al., 2019).

1.2.1 Métodos sintéticos para preparaciao de GQDs

As propriedades eletronicas e Opticas de GQDs, como por exemplo a fluorescéncia,
sdo dependentes de seus tamanhos e formas. Em razao disto, sdo reportados GQDs capazes de
emitir luz que variam do azul-verde até laranja-vermelho, como consequéncia de diametros de
que variam de 1,65 até¢ 60 nm. Assim, mostra-se importante a escolha da rota sintética que
melhor atenda as finalidades do tipo de GQDs desejado (LI et al., 2013; TIAN et al., 2018).

Os métodos sintéticos para produgdo dos GQDs podem ser divididos em dois grupos:
top down e bottom up. Os métodos top down envolvem a decomposicao e esfoliacdo de
materiais base para grafeno, como por exemplo, grafite, fibras de carbono e negro de fumo.
Assim, destaca-se as vantagens destes métodos: a abundancia de matéria-prima, a
possibilidade de producdo em larga escala e a facilidade de sua solubilizagdo e
funcionalizagcdo devido aos grupos oxigenados gerados nas bordas das folhas. No entanto,
estes métodos geralmente envolvem multiplas etapas requerendo acidos concentrados, agentes
oxidantes fortes e altas temperaturas. Além de ndo serem precisas, ndo oferecem um controle
da morfologia e uma boa distribuicdo de tamanho das particulas produzidas (BACON;

BRADLEY; NANN, 2014; LI et al., 2013; TIAN et al., 2018).
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Como exemplo de um destes métodos, Luo e colaboradores (2016) sintetizaram GQDs
de 2,5 nm de diametro para aplicacdo em diodos de emissdo de luz branca a partir de grafite
esfoliado em meio acido sob ultrassonicagao (HNO3:H2SO4 1:3 por 2 h) e posterior irradiagdo
de microondas a 100 °C por 4 h (LUO et al., 2016).

Por outro lado, os métodos do tipo bottom up oferecem oportunidades para controlar o
tamanho, forma e assim, as propriedades dos GQDs produzidos. Estes métodos inserem
menos defeitos na estrutura dos GQDs em relagdo aos métodos fop down, e assim
proporcionam uma composi¢do quimica mais uniforme e um melhor controle de tamanho ao
produto final. S3o empregados precursores moleculares, tais como o acido citrico, acido
htmico, acido ascorbico, dcido L-glutamico e glicose por processos de pirdlise e carbonizacao
(pirolise lenta) (BENITEZ-MARTINEZ; VALCARCEL, 2015; LI et al., 2013).

O processo de pirdlise para producdo de GQDs ndo necessita de equipamentos
sofisticados e, portanto, tem sido amplamente explorado. Neste processo, as moléculas sdo
aquecidas a uma alta temperatura causando sua degradacdo, com posterior condensacio e
nucleacdo para a formacdo das folhas de grafeno. Por exemplo, o acido citrico quando
aquecido acima do seu ponto de fusdo (153 °C) ¢ degradado e se condensa formando ntcleos
com dominios sp?, com posteriores reacdes de reticulagio que ocasionam o crescimento dos
GQDs (WANG et al., 2015b; YOUNIS et al., 2020).

Neste sentido, Dong et al. (2012) prepararam 6xido de grafeno (do inglés, graphene
oxide — GO) e GQDs luminescentes azuis ajustando o grau de carbonizacao de acido citrico,
conforme ¢ apresentado na Figura 1. O produto da carbonizagdo incompleta (200 °C por 30
min) do 4cido citrico foi lentamente gotejado em solugdo de NaOH 10 mg mL ™' obtendo
assim, os GQDs. Através de andlises de microscopia de forca atdmica e microscopia
eletronica de transmissdo (do inglés, transmission electron microscopy — TEM), os GQDs
analisados possuiam 15,0 nm de largura e 0,5-2,0 nm de espessura. Ja para a carbonizagdo
completa do 4cido citrico (200 °C por 2 h) o produto final foi o GO, caracterizado pelos
autores como folhas de centenas de nandmetros de dimensdo. Tanto os GQDs como o GO
possuiam abundantes estruturas sp> e grupos funcionais contendo oxigénio em suas bordas e,
em solucdo, emitiram luz azul (460 nm) quando excitados com feixe UV (365 nm). No
entanto, diferiram na intensidade da emissdo e no fato de que o comprimento de onda de
emissdo dos GQDs ser quase independente da excitacdo, devido a uma estrutura com menos
defeitos e uma distribuicdo de tamanho mais uniforme quando comparada ao GO (DONG et

al., 2012).
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Figura 1. Diagrama para a sintese dos GQDs e GO a partir da reagdo de pirdlise do acido citrico. Os pontos

pretos na representagdo do GO sdo atomos de oxigénio.

Carbonizacgao Carbonizacéo
incompleta completa

GQDs

Fonte: Adaptado de DONG et al., 2012. Copyright 2021, Elsevier.

Para a sintese de GQDs, Tang e colaboradores (2012) utilizaram como Unico precursor
a glicose. No processo de aquecimento por microondas, a solugdo aquosa de glicose mudou
de cor de transparente a amarelo palido, como resultado da formagao de GQDs. No primeiro
estagio, as moléculas de glicose foram desidratadas formando o ntcleo dos GQDs com
ligagdes C=C. Devido a alta pressdo, as ligacdes C=C ficaram ordenadas, o que auxiliou o
crescimento dos GQDs. Os grupos funcionais (O—H e C—O—R) localizados na superficie
ajudaram a solubilidade de GQDs em agua. Os autores mostraram que o didmetro dos GQDs
aumentou de 1,5 para 3,9 nm com o aumento do tempo de aquecimento (TANG et al., 2012).

Em um exemplo mais recente, Liu et al. (2021) sintetizaram GQDs por método
hidrotermal usando como Unico precursor acido himico derivado da rocha sedimentar linhito.
O preparo foi realizado dissolvendo o 4cido hiimico em solugdo alcalina de hidroxido de
amoénio e submetendo a 200 °C por 12 h em autoclave. Os GQDs apresentaram formato
esférico com diametros na faixa de 3 a 10 nm. Analises de espectroscopia no infravermelho e

de raio-X indicaram a presenca de grupos hidroxilas, carbonilas e carboxilas nas estruturas
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formadas. Quando excitados em luz UV (365 nm), a dispersdo de GQDs emitiu uma forte luz
ciano (470 nm). Os autores destacaram o fato de que foi utilizado um precursor obtido a partir
de um material de baixo custo, abundante e ecologicamente correto como a linhito, e que

poderia permitir uma producao em alta escala de GQDs (LIU et al., 2021).

1.2.2 Funcionalizaciao dos pontos quanticos de grafeno

A funcionaliza¢do pode modificar as propriedades Opticas, quimicas e eletronicas dos
GQDs. Assim, para expandir suas aplicagdes, diversos métodos de funcionalizagdo estdo
sendo desenvolvidos a fim de personalizar suas propriedades para determinado campo de
aplicag¢do. A funcionalizacdo pode ocorrer durante a sintese de GQDs usando precursores que
contenham grupos funcionais desejados ou pds-sintese com os GQDs ja preparados
(KADIAN; SETHI; MANIK, 2021; TIAN et al., 2018).

Me¢étodos de funcionalizagdo para GQDs através da insercdo de pequenas moléculas
organicas, como alcoois, tiois, glutationa e amidas a partir de reagdes com 0s grupos
funcionais nas bordas dos pontos quanticos tém sido relatados. Dada a abundancia de grupos
carboxilicos que decoram as bordas dos GQDs, reagdes de condensacdo com aminas para
formacao de amidas sdo um dos exemplos mais reportados para a funcionaliza¢do do material
(SWEETMAN et al., 2019; TIAN et al., 2018).

Também sdo relatados trabalhos submetendo os grupos funcionais presentes nas
bordas dos GQDs a reagdes de oxidagao ou redugao. O borohidreto de sédio tem sido usado
para reduzir grupos carboxilicos e epoxi dos GQDs a grupos hidroxilicos. Por outro lado,
reacdes de oxidacdo utilizando persulfato de potdssio foram descritas para gerar grupos
carboxilicos extras na superficie de GQDs (SWEETMAN et al., 2019).

A funcionaliza¢ao dos GQDs através de sua imobilizagdo em polimeros com base nas
interagdes intermoleculares tem expandido seus campos de aplicacdo. Por exemplo, a natureza
negativa dos GQDs, devido a presenca de grupos carboxilicos, permite interagdes idnicas com
polimeros carregados positivamente. Este tipo de funcionalizagdo pode contornar a
dificuldade de se formar um filme estavel de GQDs em substratos solidos. Neste sentido, sao
encontrados trabalhos utilizando polipirrol, polianilina e quitosana (SWEETMAN et al., 2019;
TIAN et al., 2018).

Neste contexto, Chen e colaboradores (2013) funcionalizaram GQDs com polipirrol

para ser usado como contra eletrodo em células solares sensibilizadas por corante, a fim de
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aperfeicoar seu funcionamento. O filme formado por GQDs e polipirrol através da
eletrodeposi¢ao em uma placa de vidro de 6xido de estanho dopado com flaor (do inglés,
fluorine-doped tin oxide — FTO) possuia uma estrutura porosa, com mais sitios ativos,
resultando em uma maior taxa de transferéncia de carga para a reacdo redox (CHEN et al.,
2013).

Recentemente, Sun e coautores (2020) desenvolveram um imunossensor a base de
GQDs imobilizados em polianilina para a determinagdo do biomarcador de depressao HSP70.
A interagdo entre os grupos —OH e —COOH dos GQDs com a amina secundaria (—-NH-) foi
responsavel para a formacdo do material condutor, imobilizando os GQDs na estrutura da
polianilina e evitando sua aglomerag¢do. Sob condi¢des otimizados, o imunossensor forneceu
um limite de detecgdo (do inglés, limit of detection — LOD) de 0,05 ng mL ™, sendo aplicado
na determinagdo de HSP70 em amostras de plasma sanguineo (SUN et al., 2020).

A dopagem com heteroatomos ¢ um processo essencial na industria de
semicondutores, sendo também uma importante estratégia para modular as propriedades
quimicas, fisicas e eletronicas dos GQDs. Para materiais de carbono, a dopagem também ¢ um
dos principais recursos para enriquecer a densidade eletronica e melhorar a condutividade do
material. Assim, a funcionalizacdo dos GQDs por meio de dopagem pode modificar seus
recursos Opticos, eletronicos e quimicos, viabilizando novas aplicagdes. Sdo relatados
trabalhos incluindo como dopantes: potéssio, sddio, boro, nitrogénio, fosforo, oxigénio,

enxofre, selénio, fluor e cloro (DU; GUO, 2016; TIAN et al., 2018).

1.2.2.1 Pontos quanticos de grafeno dopados com nitrogénio

Dentre os elementos citados na literatura para a dopagem de GQDs, o nitrogénio ¢ o
mais reportado. O nitrogénio ¢ adjacente ao carbono na tabela periddica, portanto, possui
similaridade no raio atémico (0,70 A) com o carbono (0,77 A) e maior eletronegatividade (yx
= 3,04; xc = 2,55), o que facilita sua incorporagdo na rede de carbono. Assim, os estados
eletronicos da matriz de grafeno podem ser intrinsecamente alterados com a adicdo do
nitrogénio, o que reflete nas propriedades Opticas e eletronicas do material, como uma
melhoria na atividade catalitica ¢ mudangas na fotoluminescéncia (DU; GUO, 2016; KAUR;
KAUR; SHARMA, 2018; TIAN et al., 2018).

Quando um atomo de nitrogénio ¢ inserido na matriz de grafeno, ele geralmente forma

trés configuracoes de ligagdes dentro da rede de carbono: N quaternario (ou N grafitico), N
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piridinico e N pirrélico (Figura 2). A configuracdo de N quaternério (hibridizagdo sp?) refere-
se a atomos de nitrogénio que substituem atomos de carbono no anel hexagonal, formando
trés ligagdes 6 com os carbonos vizinhos, possuindo um elétron do par isolado envolvido em
uma ligacdo 7, € o outro, parcialmente envolvido no estado ©* da banda de condugao. Por este
motivo, cada N quaterndrio pode contribuir inserindo elétrons no sistema m da rede de
carbono. Em contrapartida, os N pirrdlico (hibridiza¢do sp?) e piridinico (hibridizagdo sp?) se
formam nos locais de defeitos das folhas, permanecendo com um par de elétrons ndo-ligantes,
e impondo um efeito de dopagem através da retirada de elétrons da rede de carbono. Assim, a
maior eletronegatividade do nitrogénio em relagdo ao carbono cria uma polarizagdo na rede de
carbono, somado com as diferentes naturezas de doacdo ou retirada de eclétrons de cada

configuracdo de nitrogénio inseridos nesta rede, influenciam as propriedades eletronicas e

opticas dos N-GQDs (WANG; MATYALAGAN; WANG, 2012; WANG et al., 2014).

Figura 2. Configuracdes de ligagdo para atomos de nitrogénio na matriz de grafeno.

piridinico
IN—O .
N-O N quaternario
piridinico

N pirrdlico

Fonte: Adaptado de WANG; MAIYALAGAN; WANG, 2012. Copyright 2021, American Chemical Society.

Assim como nos GQDs, as rotas sintéticas para preparar pontos quanticos de grafeno
dopados com nitrogénio (do inglé€s, nitrogen-doped graphene quantum dots — N-GQDs)
podem ser divididas em métodos fop down e bottom up, usando precursores a base de carbono
e agentes dopantes. As rotas sintéticas via fop down utilizam materiais maci¢os a base de
carbono, seguido por processos de dopagem de nitrogénio por métodos eletroquimicos,

hidrotérmicos ou plasma de nitrogénio. Essas abordagens também enfrentam as desvantagens
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de fornecer pontos quanticos com ma distribuicio de tamanho e composi¢do
(KARIMZADEH et al., 2018a, 2018b).

O primeiro relato de um processo de dopagem de nitrogénio em GQDs foi realizado
por Li et al. em 2012, no qual foi usada uma abordagem fop down por método eletroquimico.
Os autores utilizaram como eletrodo de trabalho um filme de grafeno, e acetonitrila contendo
perclorato de tetrabutilamonio como eletrolito de suporte. Os N-GQDs foram produzidos
continuamente por voltametria ciclica (do inglés, cyclic voltammetry — CV) em uma janela de
potencial de —3,0 a +3,0 V (vs. Ag/AgCl). Durante os sucessivos ciclos por CV, os N-GQDs
produzidos na superficie do eletrodo de trabalho foram dissolvendo para o eletrdlito de
suporte, alterando a cor da solucdo de incolor para amarelo. O potencial aplicado foi
suficiente para conduzir os ions presentes no eletrdlito para as camadas de grafeno e oxidar as
ligagdes C—C da matriz de grafeno, levando a quebra da matriz em pontos de grafeno. A
presenga de acetonitrila e perclorato de tetrabutilamonio no eletrdlito de suporte serviram
como fontes de nitrogénio para a dopagem dos GQDs (LI et al., 2012).

Os métodos bottom up para a sintese de N-GQDs consistem em usar precursores
moleculares, tais como acido citrico e glicose, como fontes de carbono e adicionar ao
processo, compostos que contenham nitrogénio em sua composi¢ao para efetivar a dopagem.
Nestas abordagens diversas substancias contendo nitrogénio como amonia, sais de amonio e
aminodacidos podem ser usadas como fontes de nitrogénio em um procedimento hidrotérmico,
por exemplo. A amoénia ¢ um dopante de nitrogénio amplamente utilizado devido a sua alta
reatividade a temperaturas relativamente baixas (80 °C). Ureia, hexametilenotetramina,
dicianodiamida e hidroxilamina também sdo empregados como dopantes, pois suas
decomposi¢des levam a liberagdo gradual de NH3 durante o processo hidrotérmico. Nesse
processo, ¢ desejavel uma liberagdo lenta de NH3 para atingir altos niveis de dopagem no
produto final (KAUR; KAUR; SHARMA, 2018; WANG et al., 2014).

Tam et al. (2014) sintetizaram tanto GQDs como também N-GQDs por método
hidrotérmico, no qual o sistema trabalha em alta pressdo, mantendo o solvente em estado
liquido em temperaturas superiores ao seu ponto de ebuli¢do. Como mostra a Figura 3, a
sintese ocorreu a partir da mistura de solugdes aquosas de acido citrico € amonia em autoclave
a 200 °C por 3 h. GQDs também foram produzidos pelo mesmo método, mas na auséncia de
amonia. Quanto aos didmetros médios estimados por TEM, os N-GQDs possuiram uma média
de 3,5 nm, enquanto os GQDs, 4,6 nm. No entanto, os N-GQDs emitiram luz azul com mais

intensidade que os GQDs, cerca de 1,5 vezes mais intenso em razao da dopagem com
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nitrogénio, que alterou a matriz de grafeno e consequentemente, mudou suas propriedades

opticas (TAM et al., 2014).

Figura 3. Diagrama para a sintese de GQDs e N-GQDs a partir de acido citrico e amonia.
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Fonte: Adaptado de TAM et al., 2014. Copyright 2021, Elsevier.

Lin e colaboradores (2015) sintetizaram N-GQDs a partir de uma reacdo de pirdlise de
acido citrico com tris(hidroximetil)aminometano (do inglés, tris(hydroxymethyl)amino-
methane — tris-HMA) em apenas uma etapa. Os autores misturaram 2,0 g de 4cido citrico com
0,5 g de tris-HMA em um frasco de fundo redondo e aqueceram a 225 °C por 15 min.
Segundo os autores, a tecnologia utilizada foi de baixo custo, com o acido citrico servindo
como fonte de carbono e o trissHMA, como fonte de nitrogénio. Os N-GQDs preparados
emitiram forte fluorescéncia azul sob excitagdo a luz UV (365 nm) com distribui¢ao de

tamanho de 0,5 a 4,0 nm (LIN et al., 2015).
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1.2.3 Aplicacio dos pontos quanticos de grafeno

Como ja foi descrito, ao assumir novas propriedades quimicas e fisicas, os GQDs
funcionalizados (ou ndo) chamaram a aten¢do da comunidade cientifica. Destaca-se ainda o
fato dos GQDs serem materiais a base de carbono, e portanto, abundantemente disponiveis e
de baixo custo. Recentes trabalhos de revisdo da literatura abordam a aplicacdo dos GQDs
como dispositivos optoeletronicos e eletroquimicos, capacitores, células solares e a
combustivel e aplicagcdes na bioimagem (KADIAN; SETHI; MANIK, 2021; TIAN et al.,
2018).

A bioimagem ¢ uma avangada técnica de monitoramento de eventos bioldgicos, como
o rastreamento de células e a entrega direcionada de farmacos no organismo. Os GQDs tém
sido aplicados neste campo devido a sua combinacdo excepcional de propriedades como
controle de tamanho, boa fotoestabilidade, fotoluminescéncia ajustavel e biocompatibilidade.
Por exemplo, Peng et al. (2012) aplicaram GQDs verdes luminescentes preparados a partir de
fibras de carbono para obter imagens de células de cancer de mama. Em outra aplica¢do, Al-
Nahain et al. (2013) usaram GQDs funcionalizados com acido hialurénico como carregador
de doxorubicina, um farmaco utilizado habitualmente no tratamento de uma grande variedade
de formas de cancro, em camundongos (AL-NAHAIN et al., 2013; KADIAN; SETHI;
MANIK, 2021; PENG et al., 2012).

Outro campo no qual os GQDs tém sido aplicados ¢ no desenvolvimento de sensores
optoeletronicos. A interagdo entre os GQDs com ions inorginicos € pequenas substancias
orgéanicas e biomoleculares pode extinguir a intensidade fluorescente dos GQDs e servir como
base para o desenvolvimento de um sensor optoeletronico. Um exemplo de trabalho nesta area
¢ a pesquisa de Sun et al. (2013), no qual foi desenvolvido um sensor a base de GQDs amino
funcionalizados para a determinagido de ions Cu?" em células vivas de adenocarcinoma de
pulmdo humano. Um outro exemplo, ¢ a pesquisa de Shen e coautores (2017) para
determinagdo de ions Fe**, Cu?** e Ag" em soro humano e em amostras de dgua de rio usando
um sensor a base de pontos quanticos de grafeno co-dopados com nitrogénio e enxofre, a qual
teve sua fluorescéncia fortemente extinta ao interagir com estes ions (KADIAN; SETHI;
MANIK, 2021; SHEN et al., 2017; SUN et al., 2013).

A transferéncia eletronica eficiente dos GQDs ¢ beneficiada em virtude de uma grande
area superficial e grupos de borda abundantes na matriz de grafeno. A grande area de

superficie significa que mais atomos sdo expostos para as interagdes e atomos da superficie
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normalmente exibem mais reatividade em comparagdo com os atomos interiores. Estas
propriedades justificam a crescente aplicacdo dos GQDs na area de dispositivos
eletroquimicos (CAMPUZANO; YANEZ-SEDENO; PINGARRON, 2019; TIAN et al.,
2018).

Neste contexto, Ou e colaboradores (2015) desenvolveram um eletrodo modificado
através da eletrodeposicao sucessiva de GQDs e quitosana sobre a superficie de um GCE. Os
autores explicaram que as fortes interacdes entre a quitosana ¢ os GQDs resultaram na
formag¢do de um filme regular e uniforme, que pode ser aplicado no reconhecimento
eletroquimico quiral de enantiomeros de triptofano. O filme de quitosana proporcionou um
microambiente quiral, enquanto que os GQDs amplificaram os sinais eletroquimicos,
melhorando a eficiéncia do reconhecimento. Assim, os autores concluiram que com o efeito
sinérgico destes dois materiais foi possivel realizar o reconhecimento quiral de enantidmeros
de triptofano (OU et al., 2015).

Gondim e colaboradores (2018) desenvolveram um dispositivo eletroquimico a base
de GQDs e Nafion® para detectar residuos de sulfonamidas totais no leite. Para o preparo do
dispositivo, 8,0 uL. de uma dispersdao contendo GQDs e 0,5% de Nafion®117 foi gotejada
sobre a superficie de um GCE. O Nafion® foi utilizado para garantir a fixacdo dos GQDs na
superficie do GCE na forma de um filme. Os GQDs proporcionaram uma melhora na
sensibilidade do dispositivo para a reacdo de oxidacdo da sulfametazina, molécula
representativa que os autores utilizaram para otimizar o método eletroanalitico. O LOD obtido
para sulfametazina utilizando a voltametria de pulso diferencial (do inglés, differential pulse
voltammetry — DPV) foi de 0,28 pmol L. O dispositivo foi utilizado para realizar um
controle de qualidade em amostras de leite quantificando residuos de sulfonamida totais

(GONDIM et al., 2018).

1.3 QUITOSANA

A quitosana (do inglés, chitosan — CS) € um biopolimero derivado da quitina. Na
natureza, a quitina ¢ conhecida como um dos polimeros mais abundantes, atrds apenas da
celulose, j4 que constitui uma grande por¢do de exoesqueleto de insetos e crusticeos. A
quitosana apresenta uma série de propriedades que justificam sua extensa gama de aplicagdes,
como biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo-toxicidade, antioxidante e antimicrobiana,

além de ser um material de baixo custo (MUJTABA et al., 2019; ZOUAOUI et al., 2020).
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O método mais utilizado para obtencdo da quitosana ¢ a partir da reagdo de
desacetilacdo da quitina por hidrdlise alcalina usando solug¢ao de hidroxido de sédio. Tanto a
quitina, quanto a quitosana apresentam em suas estruturas quimicas unidades 2-acetamida-2-
desoxi-D-glicose (GlcNAc) e 2-amino-2-desoxi-D-glicose (GLcN) unidas por ligagdes
glicosideas B(1—4). O processo de desacetilagdo da quitina para quitosana envolve a remog¢ao
do grupo acetila —COCH3, resultando na formagdao do grupo amino —NH> das unidades
GIcNAc. Em geral, o produto desacetilado da quitina passa a ser considerado quitosana
quando o grau de desacetilagdao ¢ maior que 50%, valor a partir do qual o biopolimero se torna
solivel em solugdes acidas diluidas (GUERRERO et al., 2019; KOU; PETERS; MUCALO,
2021; MITTAL et al., 2018).

A Figura 4 apresenta as estruturas da quitina e da quitosana.

Figura 4. Representagdo das estruturas quimicas da quitina e da quitosana.
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Fonte: Adaptado de PILLAI; PAUL; SHARMA, 2009. Copyright 2021, Elsevier.

Em relagdo a solubilidade, a quitosana ¢ prontamente solivel em solucdes acidas
diluidas em pH abaixo de 6,0. Isto porque a quitosana possui grupos amino primarios com um

valor de pKa de 6,5. A presenca dos grupos amino livres indica que o pH substancialmente
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altera o estado carregado e as propriedades da quitosana. Assim, em pH acido, essas aminas
sdo protonadas (—NH3") e se tornam positivamente carregadas, o que faz a quitosana um
polieletrolito cationico soluvel em agua. Por outro lado, a medida que o pH aumenta acima de
6,0, as aminas da estrutura da quitosana tornam-se desprotonadas e o polimero torna-se neutro
e insoluvel. A transi¢do de soluvel para insolivel ocorre préximo ao seu pKa entre os valores
de pH 6,0 ¢ 6,5 (ZOUAOUI et al., 2020).

A quitosana, além de possuir boa biocompatibilidade, tem o potencial para formar
filmes e hidrogéis uniformes, podendo ainda ser quimicamente modificada a partir dos
multiplos grupos funcionais contendo oxigénio e nitrogénio presentes em sua estrutura.
Assim, a quitosana apresenta uma ampla gama de aplicacdes nas mais diversas areas. Sao
relatadas aplicagdes nas dreas de agricultura, medicina, engenharia industrial, alimenticia,
farmacéutica e desenvolvimento de sensores e biossensores (MUJTABA et al., 2019;
SUGINTA; KHUNKAEWLA; SCHULTE, 2013).

Para a construcdo de sensores e biossensores, o uso da quitosana ndo ¢ justificado
somente como um bom formador de filme sobre um substrato solido, ela também pode atuar
como estabilizante de ions metalicos e nanoparticulas metalicas, imobilizando enzimas e
como agente redutor fraco na sintese de nanoparticulas metalicas. Estas aplicagdes partem da
presenca de grupos amino livres e hidroxilas em toda a cadeia de quitosana (SUGINTA;
KHUNKAEWLA; SCHULTE, 2013; WEIL; QIAN, 2008).

Neste sentido, Shadjou e coautores (2016) desenvolveram um eletrodo modificado a
partir da eletrodeposicao sequencial de GQDs e quitosana sobre um GCE para ser aplicado na
determinagdo de vitamina C. Inicialmente, foi realizada a eletrodeposi¢ao dos GQDs (2,0 g
L") através de 60 ciclos na faixa de potencial de 0,0 a +1,0 V por CV a 100 mV s, Em
seguida, os autores realizaram uma eletrodeposi¢do de quitosana (2,0 g L™!) através de 60
ciclos de —0,1 a +1,5 V a 100 mV s '. O eletrodo modificado forneceu as maiores
intensidades de corrente para a oxidagdo da vitamina C em relagdo ao GCE nao modificado,
devido as propriedades dos GQDs como a condutividade elétrica e a elevada area superficial.
A quitosana serviu para a formacao de um filme estavel sobre o GCE, ja que os GQDs sao
soluveis em meio aquoso (SHADJOU et al., 2016).

A combinacdo de GQDs com quitosana também apresenta vantagens para o uso em
liberacao controlada de farmacos. Neste sentido, Justin e colaboradores (2015) desenvolveram
microagulhas biodegradaveis a partir de um composito de quitosana ¢ GQDs para

administracdo transdérmica do anestésico cloridrato de lidocaina. O anestésico foi



38

imobilizado na superficie dos GQDs através de ligacdes de hidrogénio com os grupos
funcionais presentes nas bordas dos pontos quanticos. A inser¢do dos GQDs na matriz de
quitosana aumentou a condutividade do sistema. Por fim, as microagulhas resistiram a forca
de inser¢do no corpo e liberaram o anestésico via estimulagdo elétrica mais substancialmente
do que microagulhas de quitosana (JUSTIN et al., 2015).

O uso combinado de GQDs e quitosana também foi utilizado em outros trabalhos
como no desenvolvimento de um sensor de umidade (QI et al., 2019), na reducao catalitica de
4-nitrofenol (WEI et al., 2019) e em um estudo de encapsulacdo de GQDs (REN et al., 2020).
Com isso, ¢ de grande interesse explorar o uso combinado de GQDs ¢ quitosana em novas

aplicagdes, como o desenvolvimento de eletrodos quimicamente modificados.

1.4 DESREGULADORES ENDOCRINOS

Os desreguladores enddcrinos (do inglés, endocrine disruptor chemicals — EDCs) sdo
substancias quimicas de origem natural ou sintética capazes de desregular o sistema
endocrino. De acordo com a Agéncia de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos, um EDC ¢
definido como um agente exogeno que interfere na sintese, secre¢do, transporte, ligagao, acao
ou elimina¢do de hormdnios naturais do corpo, os quais sdo responsaveis pela manutengao,
reproducdo, desenvolvimento e/ou comportamento dos organismos (AZZOUZ et al., 2019;
VIEIRA et al., 2021).

Um EDC pode imitar total ou parcialmente hormonios naturais do corpo, como
estrogenos ou androgenos, e hormonios da tireoide. Pode bloquear a interagdo de hormonios
naturais com o seu receptor alterando seu metabolismo in vivo. Pode também se ligar a um
receptor dentro de uma célula e bloquear o hormonio endogeno de ligacao. Ao interferir com
o sistema endocrino, produz efeitos adversos nos sistemas reprodutivo e neuroldgico em
humanos e animais (KAYA et al., 2020a; MONNERET, 2017).

Atualmente, estima-se que mais de 1000 diferentes compostos sdo considerados
potenciais EDCs, podendo ser encontrados no ar, terra, agua potavel, alimentos de origem
vegetal e animal, produtos de higiene e cuidado pessoal, combustiveis e produtos
farmacéuticos. (PRADHAN et al., 2021; SCOGNAMIGLIO et al., 2016; VIEIRA et al.,
2021).

Os EDCs incluem substancias sintéticas e naturais, que sao utilizadas e produzidas

para diversas finalidades, podendo ser classificados em dois grupos. O primeiro inclui
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substancias sintéticas usadas na agricultura (pesticidas, herbicidas, fungicidas), nas industrias
(dioxinas, bifenilas policloradas, hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos, ftalatos, bisfenol
A), retardantes de chama bromados, antimicrobianos (parabenos, triclosan e triclocarban) e
em compostos farmacéuticos (estrogénios sintéticos como dietilestilbestrol) entre outros. A
segunda classe inclui substancias naturais, como os fitoestrogénios (lignanos, isoflavonas e
coumestanos) e estrogénios naturais (17p-estradiol, estrona e estriol) (BILA; DEZOTT]I,
2007; KABIR; RAHMAN; RAHMAN, 2015).

Os EDCs podem entrar no corpo humano por uma variedade de rotas, como por
exemplo, por meio do consumo de alimentos e bebidas contaminadas. Nestes casos, a
contaminagdo pode ser com bifenilas policloradas (PCBs), dioxinas, perfluorados,
diclorodifeniltricloroetano (DDT), provenientes de residuos industriais ou pesticidas, ou com
bisfenol A e ftalatos, em decorréncia do processo de lixiviagdo em embalagens plasticas
(KABIR; RAHMAN; RAHMAN, 2015; VIEIRA et al., 2021).

Outras possibilidades de contaminagdo sdo a partir do contato com a pele e por
inalacdo. Pesticidas comumente usados na agricultura, em casas, ou controle de doencas
publicas (DDT, clorpirifos, vinclozolin, piretrdides), assim como retardadores de chama
bromados presentes em equipamentos eletronicos, téxteis, € moéveis de espuma sao exemplos
de EDCs que podem ser inalados ou absorvidos pela pele. Além de produtos de higiene e
cuidado pessoal em que estdo presentes parabenos, triclosan e triclocarban. Por fim, a
contaminag¢do também pode ocorrer a partir da placenta e da amamentacao como nos casos de

ftalatos e bisfenol A (GIULIVO et al., 2016; KABIR; RAHMAN; RAHMAN, 2015).

1.4.1 Triclosan

O triclosan (TCS) (Figura 5) ¢ um agente antibacteriano de amplo espectro,
comumente adicionado a uma variedade de produtos de higiene e cuidado pessoal, incluindo
sabonetes, xampus, cremes dental e desodorantes. Para efetuar sua a atividade antibacteriana,
o TCS penetra nas células bacterianas, atinge a membrana citoplasmatica e afeta a sintese do
acido ribonucléico (RNA), proteinas e acidos graxos das bactérias. Mais especificamente, o
TCS se liga a proteina carreadora enoil acil-redutase, contribuindo para deixar as células
bacterianas sem capacidade de sintetizar os 4cidos graxos fundamentais para a renovagado das
membranas celulares e, portanto, causando o rompimento celular (MARQUES et al., 2017;

WANG; LIANG, 2021).
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Figura 5. Representagdo da estrutura quimica do triclosan (5-cloro-[2,4-diclorofenoxi] fenol).
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Nos Estados Unidos, a Agéncia de Controle de Alimentos e Medicamentos (do inglés,
Food and Drug Administration — FDA) baniu, em 2016, o uso de TCS em sabdes (liquido,
gel, espuma e barra), mas o agente continua sendo encontrado em produtos como creme
dental, enxaguante bucal, creme para acne e desodorante. Ja na Europa, o TCS foi banido em
2017 em produtos antibacterianos para humanos. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria (ANVISA) através da RDC n° 29/2012 permite um maximo de 0,3% (m/m) de TCS
em produtos de higiene e cuidado pessoal (BERGER et al., 2019; BRASIL, 2012a; LU et al.,
2019; WANG; LIANG, 2021).

Devido ao uso generalizado dos produtos de higiene e cuidado pessoal, nos ultimos 40
anos, o TCS tem sido cada vez mais detectado em amostras humanas, como plasma, urina e
leite materno. Além disso, a degradagdao incompleta do TCS nas estacdes de tratamento de
esgoto e o destino de dguas residuais tratadas levam a contaminagao do ecossistema terrestre e
aquatico. Assim, o TCS também tem sido detectado em matrizes hidricas como rios e riachos,
e ambientes maritimos como aguas subterraneas (BILAL; BARCELO; IQBAL, 2020;
JAGINI et al., 2019).

Esta preocupacdo foi motivada por varios estudos que permitiram verificar que o TCS
¢ capaz de apresentar toxicidade a reprodugdo e ao desenvolvimento humano sendo
reconhecido como um EDC, agindo especificamente na perturbacdo da homeostase dos
hormdnios produzidos na tireoide. Entre as consequéncias da exposi¢ao ao TCS, destaca-se a
diminui¢ao dos niveis de estrogénio na placenta durante a gestacdo e mudangas nos niveis de
testosterona, causando uma redug¢do na producdo de esperma, além da diminuicdo da
viabilidade e sobrevivéncia das células-tronco neurais (MARQUES et al., 2017;

MONTASERI; FORBES, 2016; WANG; LIANG, 2021).
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Assim, o desenvolvimento de métodos rapidos e sensiveis para detectar TCS sdo
importantes para garantir a saide humana e a seguranca ambiental. Nos tltimos anos, muitos
trabalhos tém sido desenvolvidos neste sentido.

Teixeira e coautores (2020) modificaram a superficie de um substrato de 6xido de
estanho dopado com indio (do inglés, indium-doped tin oxide — ITO) com nanocompdsito de
nanoparticulas de ouro e poli(liquido i6nico) poli(cloreto de 1-vinil-3-carboximetil
imidazolio) para a determinacao voltamétrica de TCS em amostras de creme dental e de agua
do Lago Paranoa, Brasilia. A deposicdo dos filmes foi realizada pela técnica de
automontagem camada por camada (do inglés, layer by layer — LbL), no qual, o substrato de
ITO, negativamente carregado, foi imerso € uma solu¢do de um policétion (cloridrato de poli
(dialil dimetilaménio)). Em seguida, ele foi imerso na solu¢do contendo o nanocomposito de
nanoparticulas de ouro com o poli(liquido i6nico), repetindo o processo até se formarem 5
bicamadas. Em condi¢des otimizadas, a curva de calibracdo para o TCS foi construida na
faixa de concentracdo de 10,0 a 60,0 umol L™' com um LOD de 98,0 nmol L!. A
determinag¢do de TCS foi realizada em amostras fortificadas de agua de lago apresentando
uma faixa de recuperacao de 91 a 103%, e em amostra de pasta de dente, fornecendo um teor
de 0,28% (m/m) de TCS, muito préximo ao indicado na embalagem do produto (0,3% m/m)
(TEIXEIRA et al., 2020).

Saljooqi e colaboradores (2020) determinaram TCS usando um GCE modificado com
um nanocompoOsito composto por nanoparticulas de ouro e nanoparticulas de magnetita
(Fe3O4) com polipirrol imobilizado em nanofolhas de GO. O nanocomposito forneceu uma
melhor resposta para a reacdo de oxida¢do do TCS, possibilitando construir a curva de
calibragdo por DPV na faixa de 0,01 a 1,0 umol L™! com um LOD de 2,5 nmol L!. O
eletrodo modificado foi aplicado na determinacao de TCS em amostras de urina, pasta de
dente, xampu e sabonete liquido, ndo sendo detectado em nenhuma delas (SALJOOQI;

SHAMSPUR; MOSTAFAVI, 2020).

1.4.2 Metilparabeno

Os parabenos sdo um grupo de ésteres formados por &cido p-hidroxibenzoico
amplamente utilizados como conservantes em cosméticos, medicamentos, alimentos e
produtos de higiene devido ao seu amplo espectro antimicrobiano, estabilidade e baixo custo.

Dependendo do comprimento da cadeia de ésteres, parabenos sdao divididos: em parabenos de
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cadeia curta, incluindo metilparabeno (MePa) e etilparabeno (EtPa), e parabenos de cadeia
longa, compreendendo propilparabeno (PrPa), butilparabeno (BuPa) e benzilparabeno (BePa)
(LU et al., 2019; NOWAK et al., 2018).

Os parabenos sdo mais eficientes como conservantes contra fungos do que contra
bactérias. Sua acdo ¢ através da inibi¢do do crescimento de microrganismos destruindo a
membrana celular dos microbios, o que causa a desnaturagdo da proteina intracelular e inibe a
atividade de enzimas de células microbiais. As atividades antimicrobianas de parabenos
aumentam com o comprimento da cadeia, que, no entanto, diminui sua solubilidade em éagua.
Como a capacidade conservante de um parabeno ¢ determinada a quantidade do produto
quimico dissolvido em agua, o MePa ¢ o mais utilizado pela indastria (CHEN; CHIOU;
CHANG, 2017; LINCHO; MARTINS; GOMES, 2021; NOWAK; JABLONSKA;
RATAJCZAK-WRONA, 2021).

Os parabenos foram considerados conservantes seguros por anos, no entanto, estudos
demonstraram que a exposi¢do a estes compostos pode alterar ou perturbar o sistema
endocrino, causando efeitos adversos a salide humana. Os parabenos podem afetar o sistema
enddcrino por varios mecanismos, como (i) alterando o peso das glandulas hormonais, (i1)
alterando os niveis de hormonios sexuais, (iii) ligando-se a receptores nucleares para
hormdnios naturais e (iv) modulando a atividade de enzimas que metabolizar hormonios
naturais (aromatase, sulfotransferases). Neste sentido, pesquisas mostram que um alto nivel de
exposicao a parabenos pode causar uma diminui¢do da qualidade do sémen, desenvolvimento
de obesidade e distarbios imunoldgicos (JAKOPIN, 2021; NOWAK; JABLONSKA;
RATAJCZAK-WRONA, 2021).

A presenga de parabenos foi relatada em tecidos mamarios de pacientes com cancer de
mama por Barr et al. (2012), confirmando e expandindo o trabalho publicado pelo mesmo
grupo que, em 2004, relacionou a exposi¢do a parabenos com o cancer de mama pela
utilizagdo de desodorantes antitranspirantes que, além de inibirem as glandulas sudoriparas,
inibem também as glandulas mamarias, resultando na geragdo de cistos mamarios. Em outro
estudo, Majewska et al. (2017) observam uma diminui¢do na biossintese do coldgeno em
células humanas expostas a doses de MePa. Recentemente, o estudo de Baker et al. (2020)
associou o MePa a parto prematuro, diminui¢do da idade gestacional e de peso ao nascer,
disfungdo do hormonio tireoidiano materno e Transtorno do Déficit de Aten¢do com
Hiperatividade infantil (BAKER et al., 2020; BARR et al., 2012; DARBRE et al., 2004;
MAJEWSKA et al., 2017).
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Os parabenos também s3o um risco ao meio ambiente. A presenca desses compostos
nos ecossistemas esta principalmente relacionada ao descarte de aguas residuais. Parabenos
foram detectados em amostras de efluentes de estacdes de esgoto, lodo de esgoto, sedimentos,
aguas superficiais, dgua de torneira e de rios. Como consequéncia, ha um aumento da
exposi¢do humana a estes compostos e também a contaminacdo em animais. Parabenos
podem ter impactos negativos nos sistemas reprodutivos dos animais, causando
desenvolvimentos anormais e diminui¢do na fecundidade das espécies (LINCHO; MARTINS;
GOMES, 2021; WEI et al., 2021).

Considerado o menos téxico entre os analogos da série, o MePa (Figura 6) ¢ o
parabeno mais encontrado em cosméticos e produtos de higiene. Pode ser adicionado sozinho
ou como parte de uma mistura com PrPa, para aumentar o poder de conservagao dos produtos.
E assim como os demais parabenos, em virtude de sua alta estabilidade quimica, o MePa
permanece no meio ambiente por um longo periodo de tempo, contaminando solos e rios

(CHEN; CHIOU; CHANG, 2017; NOWAK; JABLONSKA; RATAJCZAK-WRONA, 2021).

Figura 6. Representagdo da estrutura quimica do metilparabeno (4-hidroxibenzoato de metila).
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Assim, a fim de diminuir o perigo destes compostos a saide humana, o uso de
parabenos na composi¢do de produtos comerciais € regulado em varios paises. No Brasil, a
ANVISA (RDC n° 29/2012) permite um maximo de 0,4% (m/m) para um tipo de parabeno e
0,8% (m/m) para mais de um tipo de parabeno na composi¢do final de produtos de higiene e
cuidado pessoal. Os mesmos limites e condi¢des sdo também dados pela FDA, nos Estados
Unidos e pela Unido Europeia (BRASIL, 2012a; NOWAK et al., 2018).

Como o uso de parabenos continua sendo controverso e estando regulamentado para

baixas concentragdes em varios paises, o desenvolvimento de métodos rapidos e sensiveis
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para detecta-los, principalmente o MePa, por ser o mais comum, sdo importantes para garantir
a saude humana e a segurancga ambiental.

Em nosso grupo de pesquisa, Piovesan e coautores (2018) desenvolveram um eletrodo
modificado para a quantificagdo de MePa em amostras de produtos de higiene e cuidado
pessoal. O eletrodo foi construido a partir de um compo6sito com nanoparticulas de ouro e
oxido de grafeno reduzido estabilizados em quitosana. A quitosana foi empregada para a
estabilizacao e redugdo das nanoparticulas de ouro e para a formagdo de um filme sobre o
GCE. Sob as melhores condi¢des experimentais, a curva de calibracdo para a oxidagdo do
MePa foi de 0,03 a 1,30 pmol L™! com LOD de 13,77 nmol L™!. O eletrodo foi aplicado na
determinagdo de MePa em amostras de sabonete liquido, logdo de limpeza de pele, repelente
de insetos e enxaguante bucal (PIOVESAN; SANTANA; SPINELLI, 2018).

Recentemente, Javaid e coautores (2021) determinaram MePa em 4gua de torneira
usando um GCE modificado com nanofios de ZnO, negro de fumo ¢ Nafion®. Os nanofios de
ZnO proporcionaram maiores intensidades de corrente para a reacdo de oxidagao do MePa em
virtude de suas propriedades como a alta condutividade e elevada area superficial. Em
condig¢des otimizadas, por voltametria de onda quadrada (do inglé€s, square wave voltammetry
— SWYV), a curva de calibragao para o MePa foi construida na faixa de concentracao de 20,0 a

80,0 umol L™ com LOD de 7,25 pmol L™! (JAVAID et al., 2021).

1.4.2.1 Determinacdo simultanea de TCS e MePa

Triclosan e os parabenos receberam consideravel aten¢do nos ultimos anos devido as
acoes de desregulacdo enddcrina e grande exposicdo em produtos do dia a dia até o meio
ambiente. Os métodos desenvolvidos para detecta-los e quantifica-los baseiam-se nas técnicas
de cromatografia e normalmente envolvem a analise de outros contaminantes de diversas
classes.

Canosa et al. (2007) desenvolveram um método simples de preparacdo de amostras
para a determinagdo de quatro parabenos (MePa, EtPa, PrPa e BuPa) e TCS em poeira interna
de dez casas no noroeste da Espanha. Os analitos foram extraidos da amostra e isolados de
espécies interferentes usando a técnica de dispersdo de matriz em fase solida. Depois disso,
foram analisados e determinados por cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de

massa tandem (GC/MS/MS). As concentragdes encontradas para os parabenos foram de 468,
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108, 406 e 76 ng g ' para MePa, EtPa, PrPa e BuPa e de 702 ng g ! para o TCS (CANOSA et
al., 2007).

Wang et al. (2017) construiram um sistema para preparo de amostras por
microextragdo por fase sélida com uma impressora 3D contendo um canal com polianilina
modificada com nanoparticulas de 6xido de ferro (Fe3Os). Amostras de saliva e urina
contendo parabenos (MePa, EtPa, PrPa, BuPa e BePa) e TCS passaram por esse sistema para
pré-concentragdo dos analitos e eliminagdo da matriz antes da analise por HPLC com detector
UV-vis. As amostras foram coletadas de voluntirios que haviam usado creme dental e
enxaguante bucal e, no caso da saliva, foram analisadas imediatamente. Na primeira amostra
de saliva foram encontradas TCS, MePa e PrPa nas respectivas concentragdes de 506, 134 ¢
79 ng mL™!; ja na segunda amostra somente MePa e TCS com concentragdes de 221 e 27 ng
mL!, respectivamente. Nas amostras de urina nada foi detectado (WANG et al., 2017).

Lu et al. (2019) determinaram a concentragcdo de parabenos e TCS em moluscos de
aguas costeiras na cidade de Shenzhen, no sul da China. Para isso, desenvolveram um método
de diluicdo isotopica para HPLC acoplado com espectrometria de massa tandem
(HPLC/MS/MS). Foram analisadas 186 amostras de moluscos abrangendo oito espécies em
busca de MePa, EtPa, PrPa, BuPa, BePa e TCS. As concentragdes encontradas foram de 0,13
a 25,5 ng g ! para os parabenos totais e 6,51 ng g ! para TCS, indicando a contaminagdo das
aguas costeiras. Entre os parabenos, a maior concentragdo obtida foi de MePa, seguido de
EtPa e PrPa, somando 95% da concentracao total de parabenos. Mas os autores indicaram nao
haver riscos significativos a saide humana pelo consumo destes moluscos, visto que as
concentragdes encontradas estavam abaixo do consumo didrio permitido estimado pelos
proprios autores que ¢ de 1x107 ng por quilo de massa corporal por dia (LU et al., 2019).

Nota-se que, nos trabalhos acima citados, as concentracdes majoritarias determinadas
sdo TCS e MePa. No entanto, ndo sdo encontrados trabalhos de eletroanalitica focados em

uma determinacao simultanea de TCS e MePa.

1.4.3 Triclocarban

Triclocarban (TCC) (Figura 7) ¢ um agente antimicrobiano de amplo espectro usado
em produtos de higiene e cuidado pessoal principalmente sabonetes liquidos e em barras, mas
também em creme dental, desodorantes e cosméticos. O TCC age através da perturbacao da

sintese de acidos graxos e formacdo da membrana celular das bactérias impedindo a infecc¢ao
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e a deterioragdo do produto. Embora o TCC e o TCS sejam frequentemente discutidos e
estudados em conjunto, o TCC ¢ uma carbanilida (os dois anéis aromaticos sao ligados pela
ureia) (Figura 7), enquanto o TCS ¢ um éter difenilico (com oxigénio ligando os anéis
aromaticos) (Figura 5). Assim, eles podem ter diferentes atividades biologicas (IACOPETTA
etal., 2021; ROCHESTER et al., 2017; YUN et al., 2020).

Figura 7. Representagdo da estrutura quimica do triclocarban (3,4,4'-triclorocarbanilida).
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Embora o TCC tenha sido amplamente utilizado por mais de 50 anos, foi apenas em
2008, que se abordou pela primeira vez seu potencial de agir como um EDC. Chen et al.
(2008) verificaram que a acdo da testosterona ¢ amplificada pelo TCC e produziu um aumento
significativo no 6rgdo sexual em ratos machos. Estudos em humanos por Wei et al. (2017) e
Geer et al. (2017) mostraram que o TCC pode causar disfun¢do imunoldgica e influenciar os
resultados reprodutivos humanos provocando ma-formacdo fetal e diminuicdo da idade
gestacional (CHEN et al., 2008; GEER et al., 2017; WANG et al., 2021; WEI et al., 2017).

O amplo uso de produtos de higiene e a remocdo incompleta em estagdes de
tratamento de esgoto ou descarga direta de dguas residuais sem tratamento, fizeram com que o
TCC fosse detectado em niveis nanomolares em ambientes aquaticos e terrestres,
classificando-o entre os principais contaminantes emergentes de preocupacao no mundo. Na
China e nos Estados Unidos, o TCC foi detectado em amostras de 4guas superficiais e potavel
em concentragdes que variam de 0,05 a 6,750 ng L', Devido & sua lipofilicidade e
estabilidade, o TCC pode se acumular em plantas e animais, como caramujos e peixes. Neste
sentido, estudos mostram que o TCC também impacta na vida animal, como por exemplo,
Dong et al. (2018) relataram que a exposi¢do de peixes-zebra ao TCC resultou na diminui¢ao
da frequéncia cardiaca e atraso no desenvolvimento da bexiga natatoria, sendo essas
alteracdes acompanhadas por distirbio endoécrino da tireoide (DONG et al., 2018;
IACOPETTA et al., 2021; ROCHESTER et al., 2017, VIMALKUMAR; SEETHAPPAN;
PUGAZHENDHI, 2019; YUN et al., 2020).
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Os riscos do TCC a saude humana e ao meio ambiente mostram a necessidade do
desenvolvimento de ferramentas analiticas capazes de monitorar este composto em diversas
matrizes, como também capaz de realizar um controle de qualidade na fonte deste composto,
os produtos de higiene e cuidado pessoal, no cumprimento da legislagdo.

Nos Estados Unidos, o FDA baniu em 2016 o uso do TCC em sabdes (liquido, gel,
espuma e barra), assim como o TCS. No Brasil, a ANVISA através da RDC n° 29/2012
permite um maximo de 0,2% (m/m) de TCC na composicao final de produtos de higiene e
cuidados pessoais e permite uma concentragdo maxima de 1,5% (m/m) de TCC em produtos
destinados ao enxague (RDC n°® 3/2012) (BRASIL, 2012a, 2012b; BROSE et al., 2019).

Muitos estudos tém sido realizados empregando métodos cromatograficos para
quantificar o TCC em diferentes matrizes, carecendo, no entanto, de estudos que utilizem
outros métodos analiticos. Neste sentido, apenas dois estudos foram encontrados na literatura
ndo usando métodos cromatograficos, o de Anh e colaboradores (2012) visando quantificar o
TCC por ensaio de imuno-adsor¢cdo enzimatica (do inglés, enzyme-linked immunosorbent
assay — ELISA) e a pesquisa de Lucio e coautores (2015) usando um método eletroquimico
(AHN et al., 2012; LI et al., 2020; LUCIO et al., 2015).

Lucio et al. (2015) apresentaram o primeiro relato da determinagdo de TCC por um
método eletroquimico. Usando um GCE sem modificagdo, os autores determinaram TCC em
produtos de higiene e amostras de dgua potavel, utilizando a SWV e a voltametria adsortiva
de redissolucao (do inglés, adsorptive stripping voltammetry — AdSV). Devido a baixa
solubilidade do TCC em 4gua (~3,5 x 107" mol L' a 20 °C), os autores utilizaram uma
mistura de metanol e solugio tampao acetato de sédio 0,1 mol L™! (pH 5,4) como eletrélito de
suporte. No entanto, ndo foi informada a porcentagem de cada componente. Foi recomendado
que as medidas voltamétricas fossem realizadas em até 20 min, tempo o qual a mistura
permanece estavel. A solubilidade do TCC ¢ prejudicada com a evaporacao do metanol e,
consequentemente a solugdo pode ficar turva e bloquear a resposta do GCE. Sob condig¢des
otimizadas, a curva de calibragdo do TCC por SWV foi obtida na faixa de concentracdo de 0,7
a 8,3 umol L' com LOD de 180 nmol L™!. Usando a AdSV no modo onda quadrada, com um
tempo de deposi¢ao de 120 s (circuito aberto) para a adsor¢cao do TCC ao GCE, a curva de
calibracdo foi obtida em 1,8 a 21,0 nmol L' com LOD de 0,32 nmol L'. Os autores
aplicaram o método em amostras de sabonete liquido e em barra, determinando o TCC em
niveis de concentra¢do que variaram entre 0,21 e 0,49% (m/m), estando de acordo com a

regulamentacdo da ANVISA (RDC n°® 8/2012), que estabelece um valor maximo de 1,5%
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m/m de TCC em produtos de higiene destinados ao enxague (BRASIL, 2012b). E por fim, nas
amostras de 4gua potavel, ndo foi detectada a presenga de TCC (LUCIO et al., 2015).

Nesta revisdo, mostrou-se que TCS, MePa e TCC s3ao agentes antimicrobianos
adicionados a uma variedade de produtos de higiene e cuidado pessoal e, portanto,
amplamente presentes em nosso cotidiano. No entanto, estudos mostram que os trés
compostos apresentam atividade de desregulagdo enddcrina, sendo prejudiciais ndo so a saude
humana, mas também uma ameaga ao meio ambiente. Mesmo sendo importante o
monitoramento dessas substancias, nota-se na literatura, uma caréncia de ferramentas
analiticas simples e rdpidas para tal finalidade, sendo encontrado majoritariamente métodos
cromatograficos. Assim, esse trabalho descreve o desenvolvimento de dois novos eletrodos
quimicamente modificados para a determinag¢do destes EDCs em produtos de higiene e
cuidado pessoal. O primeiro eletrodo foi desenvolvido a base de GQDs para a determinagao
simultanea de TCS e MePa, e o segundo construido com N-GQDs para a determinacao de
TCC. A quitosana foi utilizada em ambos os eletrodos, imobilizando os pontos quanticos em

sua matriz e formando um filme estavel sobre a superficie do GCE.
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CAPITULO 2 - OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver novos eletrodos quimicamente modificados a base de pontos quanticos de
grafeno imobilizados em quitosana para serem empregados na quantificagdo dos
desreguladores enddcrinos triclosan, metilparabeno e triclocarban em produtos de higiene e

cuidado pessoal através de métodos eletroanaliticos sensiveis e de baixo custo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Sintese e caracterizacio dos eletrodos modificados com GQDs e N-GQDs

e Sintetizar GQDs usando como precursor o acido citrico;

e Sintetizar N-GQDs usando como precursores o acido citrico e o tris-HMA;

e (Caracterizar morfologicamente os GQDs e N-GQDs por microscopia eletronica de
transmissao;

e (Caracterizar os GQDs e N-GQDs por espectroscopia no UV-vis e de fluorescéncia;

e  Preparar eletrodos modificados com GQDs e N-GQDs imobilizados em quitosana;

e Caracterizar eletroquimicamente a superficie do GCE modificado com GQDs e N-GQDs

através da voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica.

2.2.2 Determinacio simultinea de TCS e MePa usando um eletrodo a base de GQDs

e Avaliar o comportamento eletroquimico do TCS e MePa sobre a superficie do eletrodo
modificado GQDs-CS/GCE;

e Otimizar os parametros experimentais (pH, eletrélito de suporte, técnica voltamétrica) de
modo a se obter a méxima resposta eletroanalitica para a andlise simultanea de TCS e
MePa;

e Obter a curva de calibragdo para a determinagao simultanea de TCS e MePa;

e Determinar os parametros analiticos como faixa linear, limite de deteccdo e limite de

quantificagdo para a determinacdo simultanea de TCS e MePa;
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e Avaliar a precisao dos dados obtidos pelo eletrodo modificado GQDs-CS/GCE através de
ensaios de repetibilidade intradia e interdia;

e Quantificar o teor de TCS e MePa em amostras de produtos de higiene e cuidado pessoal
através do método de adigao de padrio;

e Avaliar a exatidao dos dados obtido pelo eletrodo modificado através de testes de adigdo
e recuperagdo ¢ pela comparacdo dos resultados com os obtidos pelo método

comparativo.

2.2.3 Determinacio de TCC usando um eletrodo a base de N-GQDs

e Avaliar o comportamento eletroquimico do TCC sobre a superficie do eletrodo
modificado N-GQDs-CS/GCE;

e Otimizar os parametros experimentais (pH, eletrdlito de suporte, técnica voltamétrica) de
modo a se obter a maxima resposta eletroanalitica para a analise do TCC;

e Obter a curva de calibragdo para a determinagao de TCC;

e Determinar os pardmetros analiticos como faixa linear, limite de deteccdo e limite de
quantificagdo para a determinagdo de TCC;

e Avaliar a precisdo dos dados obtidos pelo eletrodo N-GQDs-CS/GCE através de ensaios
de repetibilidade intradia e interdia;

e Determinar o teor de TCC em amostras de produtos de higiene e cuidado pessoal através
do método de adicao de padrao;

e Avaliar a exatiddo dos dados obtido pelo eletrodo modificado através de testes de adicao
e recuperagdo e pela comparacdo dos resultados com os obtidos pelo método

comparativo.
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CAPITULO 3 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 REAGENTES E SOLUCOES

Os reagentes utilizados eram de grau analitico, obtidos da Sigma-Aldrich/Merck
(Alemanha). Foram utilizados 4cido citrico anidro (>99,5%), tris-HMA (=99,8%) e quitosana
de baixa massa molar (75-85% desacetilada). As solucdes estoque de TCS, MePa e TCC
foram preparadas em etanol na concentragdio de 1,0 mmol L', e as de concentragdo inferior,
mediante diluigao.

As solugdes aquosas foram preparadas com agua ultrapura, obtida com o sistema
Milli-Q (Millipore, Estados Unidos) com resistividade de 18,2 MQ cm. A solucdo de
quitosana foi preparada no teor de 0,25% (m/v) em solu¢do tampao de &cido acético/acetato
de sodio 0,1 mol L™ (pH 4,5). As solugdes estoque de Ki[Fe(CN)s], Ka[Fe(CN)s] e KCI
foram preparadas na concentragio de 0,1 mol L' em 4gua ultrapura. Cinco solugdes tampio
(0,1 mol L") foram testadas como eletrélito de suporte, sdo elas: Britton-Robinson (B-R)
(H3BO3/CH3COOH/H3POy), Mcllvaine (4cido citrico/Na;HPOy), NH3/NH4Cl,
H3BO;-KCI/NaOH e solugdo tampao fosfato de sédio (NaH,PO4/Na;HPO4). O pH destas
solugdes foi ajustado com HC1 ou NaOH (6,0 mol L™).

3.2 SINTESE DE GQDS

Os GQDs foram sintetizados a partir da reagdo de pirdlise do 4cido citrico seguindo o
método desenvolvido por Dong e colaboradores (2012). Em um béquer de 5,0 mL; 2,0 g de
acido citrico foram submetidos a um aquecimento de 200 °C por 30 min. Cerca de 5 min
depois, o acido citrico foi fundido. Posteriormente, a cor do liquido foi alterada de incolor
para amarelo palido, e laranja em 30 min, indicando a formagao de GQDs. Apds este tempo, o
4cido citrico pirolisado foi gotejado lentamente em 100 mL de solugiio de NaOH 0,25 mol L™!
sob vigorosa agitacdo, com posterior neutralizagdo para pH 7,0 com HCI 1,0 mol L. Por fim,
aliquotas foram deixadas em um saco de didlise (3 500 Da) por 12h, para completa remogao

de sais restantes (DONG et al., 2012).
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3.3 SINTESE DOS N-GQDS

Os N-GQDs foram obtidos seguindo os trabalhos de Lin et al. (2015) e Kashani et al.
(2017). O procedimento de uma etapa envolveu a pirdlise com acido citrico como fonte de
carbono e tris-HMA como dopante de nitrogénio. Em um béquer de 5,0 mL, 1,0 g de acido
citrico e 0,25 g de tris-HMA foram misturados e aquecidos a 160 °C por 15 min usando uma
chapa de aquecimento. O acido citrico fundido foi observado apos aproximadamente 3 min de
aquecimento sendo transparente. A cor da substancia fundida mudou para laranja, indicando a
formagao dos N-GQDs. Apos resfriamento a temperatura ambiente, 5,0 mL de agua ultrapura
foram adicionados para dissolver o s6lido laranja obtido. Para a neutralizagdo, foi adicionado
NaOH 1,0 mol L™! gota a gota, e posteriormente diluida para 50,0 mL com 4gua ultrapura.
Por fim, aliquotas foram entdo deixadas em um saco de didlise (3 500 Da) por 12h, para
remover completamente os sais restantes (KASHANI; MADRAKIAN; AFKHAMI, 2017;
LIN et al., 2015).

3.4 PREPARACAO DOS ELETRODOS MODIFICADOS

Para a preparacdo dos eletrodos modificados GQDs-CS/GCE e N-GQDs-CS/GCE foi
adotado o método drop coating. Uma aliquota de 200 uL de GQDs (ou N-GQDs) foi
adicionada sob agitacdo a 9,8 mL de solucdo de quitosana 0,25% (m/v) (pH 4,5). A dispersdo
foi aquecida a 60 °C por 30 min sob agitagdo continua (MOLLARASOULI et al., 2017).
Ap6s isso, 2,0 uL da dispersdo GQDs-CS (ou N-GQDs-CS) foram gotejados sob a superficie
de um GCE previamente polido com 6xido de aluminio (0,05 um), lavado e submetido a um
banho ultrassonico por 3 min em etanol. O eletrodo modificado foi deixado secar em uma

estufa a 40 °C.

3.5 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

A fim de avaliar a performance dos eletrodos modificados desenvolvidos, adquiriu-se
comercialmente amostras de produtos de higiene e cuidado pessoal em lojas em Florianopolis,
SC. Para a analise simultinea de TCS e MePa foram adquiridos: desodorante, sabonete

antibacteriano em barra, xampu e creme dental. Para a andlise de TCC, foram utilizados
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sabonetes em barra e liquidos de duas companhias (A e B). O tratamento das amostras foi
baseado no trabalho publicado por Zheng e colaboradores (2018).

Para o preparo, 0,5 g de amostra foi pesado e submetido a um banho ultrassonico em
10,0 mL de etanol por 40 min. Depois disso, a suspensdo foi filtrada (25 um) e diluida em
etanol em um baldo volumétrico de 25,0 mL para as analises posteriores (ZHENG et al.,
2018).

Para a determinacao simultanea de TCS e MePa foi preparada uma amostra extra
através da juncdo de 0,5 g de sabonete antibacteriano e 0,5 g de xampu, totalizando 1,0 de

amostra, € submetido ao mesmo tratamento.

3.6 CARACTERIZACAO DAS DISPERSOES DE GQDS E N-GQDS

As dispersdes de GQDs e N-GQDs foram caracterizadas por TEM, e pelas
Espectroscopias de Fluorescéncia, no Infravermelho e no UV-vis. Para estes estudos, foi
utilizada uma dispersdo cem vezes diluida de GQDs (ou N-GQDs) em dgua ultrapura.

Para a caracterizagdo das dispersdes por espectroscopia UV-vis, os espectros foram
registrados em uma faixa de comprimento de onda de 200 a 600 nm utilizando um
espectrofotometro ultravioleta-visivel UV-1800 (Shimadzu, Japao) conectado a um sofiware
UVProbe (versdao 2.50). Uma aliquota de 25,0 puL de dispersdo diluida de GQDs (ou N-
GQDs) foi adicionada a 3,0 mL de 4gua ultrapura presentes em uma cubeta de quartzo com
caminho 6ptico de 1,0 cm.

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos em um fluorimetro Infinite M200 (Tecan,
Austria), com os dados sendo processados no software Magellan (versio 7.0). Os
experimentos foram realizados adicionando 25,0 uL de dispersao diluida de GQDs (ou N-
GQDs) a 3,0 mL de 4gua ultrapura presentes em uma cubeta de quartzo com caminho optico
de 1,0 cm. Os espectros de emissdo e excitacdo foram registrados na faixa de 330 a 600 nm.
Primeiramente fixou-se o comprimento de onda de excitagdo para medir a emissdo; e depois,
fixou-se a emissdo para medir a excitacdo. Variou-se também os comprimentos de onda da
excitacdo de 300 a 400 nm para medir a variacao dos espectros de emissdao. Os experimentos
foram realizados no Laboratorio de Catalise Biomimética (Lacbio — UFSC).

O 4cido citrico, os GQDs e os N-GQDs foram caracterizados por espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier com reflectancia total atenuada (do inglés,

attenuated total reflectance Fourier transform infrared — ATR FT-IR) usando um
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espectrometro Spectrum-100 (Perkin-Elmer, Estados Unidos) na faixa de 550 a 4000 cm ™.
Para as andlises, as dispersoes de GQDs ¢ N-GQDs foram congeladas e subsequentemente
liofilizadas. Estes experimentos foram realizados no Laboratério de Bioinorganica e
Cristalografia (LABINC — UFSC).

Para a caracterizagdo morfologica das dispersdes de GQDs e N-GQDs, empregou-se a
técnica de microscopia eletronica de transmissdo utilizando um microscopio eletronico de
transmissdo de alta resolugdo modelo JEM-2100 (JEOL, Japao) operando a 100 kV. Para
preparacdo das amostras, 5,0 pL das dispersdes diluidas de GQDs (ou N-GQDs) foram
gotejadas sobre uma rede milimétrica de cobre recoberta com carbono (300 mesh) que, em
seguida, foi mantida sob temperatura ambiente por 24h para secagem completa. Por fim,
estimou-se o didmetro médio dos pontos, usando o software ImageJ (National Institutes of
Health, Estados Unidos) pela contagem de 200 particulas aleatoriamente escolhidas nas
imagens que foram obtidas. As analises foram realizadas no Laboratério Central de

Microscopia Eletronica (LCME — UFSC).

3.7 MEDIDAS ELETROQUIMICAS

3.7.1 Célula eletroquimica e instrumentag¢io

As medidas eletroquimicas para a determinagdo de TCS, MePa e TCC e caracterizagao
eletroquimica dos eletrodos modificados GQDs-CS/GCE e N-GQDs-CS/GCE foram
realizadas utilizando um potenciostato portatil PalmSens 4 (Palm Instruments BV, Holanda)
acoplado a um microcomputador com o software PSTrace (versdo 5.8) para aquisi¢do e
processamento de dados. Para a realizagdo das andlises, foi utilizada uma célula eletroquimica
contendo trés eletrodos: GQDs-CS/GCE (ou N-GQDs-CS/GCE) como eletrodo de trabalho
(4rea geométrica = 0,031 cm?), um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (KCI saturado) e um fio

de platina como eletrodo auxiliar.
3.7.2 Caracterizacio eletroquimica dos eletrodos modificados
A caracterizagdo eletroquimica dos eletrodos modificados (e das diferentes etapas de

modificagdio) por voltametria ciclica foi executada utilizando KC1 0,1 mol L™! como eletrélito

de suporte contendo Ka[Fe(CN)s] 5,0 pmol L' como sonda redox. A caracterizagio por
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espectroscopia de impedancia eletroquimica (do inglés, electrochemical impedance
spectroscopy — EIS) foi realizada no mesmo equipamento. Os espectros de EIS foram obtidos
em eletrolito de suporte KCl 0,1 mol L' contendo uma mistura equimolar de
K3[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] 5,0 mmol L™! em circuito aberto, amplitude de 5,0 mV e a faixa de
frequéncia de 0,1 a 50 000 Hz.

3.7.3 Método eletroquimico para as analises de TCS, MePa e TCC

As medidas eletroquimicas para as analises de TCS e MePa foram realizadas a
temperatura ambiente numa célula eletroquimica contendo 10,0 mL de eletrolito de suporte e
aliquotas conhecidas de uma solu¢ao padrao do analito transferidas com auxilio de um
micropipetador. Para as andlises de TCC foi adotado um sistema eletrolito de suporte/etanol
(95:5 v/v) para melhorar a solubilidade do TCC no meio aquoso. Foi selecionado um tempo
de agitacdo de 20 segundos para homogeneizar o meio apds a adi¢do da aliquota de solugcdo
padrdo, e mais 30 segundos sem agitacdo para a estabilizacdo do sistema. Todas as medidas
foram realizadas em triplicata, sendo o desvio padrao da média aritmética representado por
barras de erro nos graficos das analises.

Apods cada medida eletroquimica, foi necessario limpar a superficie do eletrodo e
preparar um novo filme. Este procedimento foi executado devido ao bloqueio parcial da
superficie do eletrodo causado pelos produtos de oxida¢do dos analitos. Assim, todos os
voltamogramas, tanto para as andlises simultaneas de TCS e MePa, quanto para o TCC, sao

referentes ao primeiro ciclo.

3.8 METODO COMPARATIVO

A espectrometria UV-vis foi utilizada como método comparativo para fornecer dados
para a avaliacdo da exatiddo na determinacdo de TCS, MePa e TCC obtida através do método
eletroquimico usando os eletrodos modificados. O mesmo espectrofotometro UV-1800
(Shimadzu, Japao) foi utilizado para as analises.

Curvas de calibragao foram construidas individualmente para TCS e MePa em etanol.
Os espectros foram registrados em uma faixa de comprimento de onda de 200 a 800 nm, e as

curvas construidas utilizando os comprimentos de onda maximo de absorbancia em 257 nm
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para MePa e 282 nm para TCS (PIOVESAN; SANTANA; SPINELLI, 2018; WYLLIE,
2015).

Para a determinacdo simultanea de TCS e MePa por espectrometria UV-vis, a
sobreposi¢do das bandas de absor¢do exigiu o uso de um processo matematico de
deconvolugdo ndo-linear. Os célculos foram realizados automaticamente com o software
comercial Origin Pro 8.5 (Originlab, Estados Unidos). Para a determinagdo da linha de base,
dez pontos foram marcados ao longo do espectro, permitindo que o software calculasse
automaticamente a linha de base. Os picos foram fornecidos ajustando o valor do
comprimento de onda individual de cada espécie e usando um procedimento de regressao nio-
linear para ajustar os dados experimentais em uma resposta gaussiana.

Por fim, a curva de calibracdo para o TCC foi construida em etanol registrando os
espectros na faixa de comprimento de onda de 220 a 320 nm. O grafico de calibragdo para o

TCC foi construido usando o comprimento de onda de absorbancia méxima de 265 nm.
3.9 AVALIACAO DO METODO ANALITICO

O objetivo da avaliacdo de um método analitico ¢ certificar que este ¢ adequado para
tal propdsito. Os parametros analiticos normalmente requeridos para a validacdo de métodos
sdo: seletividade, sensibilidade, precisdo, exatiddao, limites de deteccdo e quantificagdo

(MARSON et al., 2020).
3.9.1 Limites de detec¢cao e quantificacio

Os limites de deteccao (do inglés, limit of detection — LOD) e quantificacao (do inglés,
limit of quantification — LOQ) representam, respectivamente, a mais baixa concentragao em
que a substancia possa ser detectada e quantificada com certa confiabilidade. Estes parametros
foram calculados a partir de dados extraidos das curvas de calibracdo e utilizando as seguintes

expressoes (1) e (2) (GUMUSTAS; OZKAN, 2011):
LoD =32 (1) LOQ=102 (2

Onde: SD (do inglés, standard deviation) corresponde ao desvio padrao do coeficiente

linear e a se refere ao coeficiente angular da reta.
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3.9.2 Seletividade e efeitos dos componentes da matriz

A seletividade demonstra a capacidade de um método analitico para identificar ou
quantificar inequivocamente o analito na presenca de outros componentes, tais como
impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz, bem como outros compostos de
propriedades similares que possam estar por acaso, presentes. Em geral, a seletividade ¢
avaliada comparando uma amostra contendo apenas o analito com uma amostra contendo os
possiveis interferentes, que podem ser adicionados em quantidades adequadas (MARSON et
al., 2020).

Neste sentido, a seletividade fornecida pelo GQDs-CS/GCE em relagdo a
determinagdo simultanea de TCS e MePa foi avaliada com a possivel interferéncia de algumas
moléculas organicas e ions inorganicos usando DPV em solucdo tampao fosfato de sodio 0,1
mol L™! (pH 7,0) contendo TCS 1,0 umol L' ¢ MePa 4,0 pumol L™!. A concentragio das
moléculas organicos (4cido fulvico, acido ascorbico, acido urico, dopamina, acido cafeico,
rutina, quercetina, catequina, acido tanico e bisfenol A) foi 50 vezes maior do que a
concentragio de TCS e MePa. Os ions inorganicos: Na*, Ca?’, A", Zn?" Cu?", CI", SO+,
PO4* e NO;™ foram avaliados como interferentes usando uma concentracdo 100 vezes maior
que a dos analitos.

Com um procedimento semelhante, a avaliagdo da seletividade fornecida pelo eletrodo
N-GQDs-CS/GCE sobre a determinacao de TCC, foi realizada por DPV em solucdo tampao
fosfato de sodio 0,1 mol L™! (pH 7,0):etanol (95:5 v/v) contendo TCC 1,0 umol L', A
concentracdo de compostos organicos foi 50 vezes maior do que a do TCC, sendo avaliada a
possivel interferéncia da cumarina, 4cido ascorbico, 4cido urico, dopamina, rutina, catequina e
do 4cido tanico. Além disso, os fons inorganicos: Na*, K*, Ca*", Mg?*, Cl, NOs~ e SO4>~
foram avaliados em uma concentragao 100 vezes maior que a do TCC.

Outro estudo realizado para avaliar a performance dos eletrodos modificados foi sobre
o efeito dos componentes da matriz das amostras. O efeito de matriz ocorre quando hd um
aumento ou diminuicdo na resposta do analito devido a interferéncia de um ou mais
componentes da amostra. A avaliagdo dos efeitos da matriz envolve a comparacdo das
inclinagdes da curva de adi¢do de padrao, a qual ¢ realizada sobre a amostra, com a inclinagao
da curva de calibragdo, obtida com o eletrolito de suporte. Se ambas as inclinagdes
apresentarem um paralelismo significa que ha auséncia do efeito dos componentes da matriz

na analise (GUMUSTAS; OZKAN, 2011; MARSON et al., 2020).
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3.9.3 Precisao

A precisao de um método analitico representa o grau de concordancia mutua entre as
medidas individuais, ou seja, a repetibilidade da medida. Quanto maior a dispersdo dos dados
obtidos, menor ¢ a precisdo. Este parametro ¢ geralmente expresso em desvio padrao relativo
(do inglés, relative standard deviation — RSD), que € a razao entre o desvio padrao e a média,
multiplicado por cem (GONZALEZ; HERRADOR, 2007; MARSON et al., 2020).

Neste trabalho, a precisdo foi avaliada por repetibilidade intra-dia e inter-dia. Para a
repetibilidade intra-dia, analisou-se cinco medidas de corrente no mesmo dia usando filmes
feitos com a mesma dispersdo do agente modificador. Para os estudos inter-dia, foram
registradas respostas de corrente em cinco dias consecutivos, construindo filmes com
diferentes dispersdes do agente modificador preparadas no mesmo dia. Os estudos
empregaram solugdes contendo TCS 1,0 umol L™! e MePa 4,0 pmol L' sendo avaliada a
precisao do GQDs-CS/GCE. Neste caso, os experimentos foram realizados ambos os analitos
presentes (determinacdo simultanea) quanto para analitos separados (determinagao
individual). Para avaliar a precisdo das medidas do N-GQDs-CS/GCE, foi utilizada uma
solugdo contendo TCC 1,0 umol L.

3.9.4 Exatidao

A exatiddao ¢ o parametro responsavel por avaliar a concordancia entre o resultado
encontrado pelo método analitico em avaliagdo e o valor que ¢ aceito como verdadeiro ou de
referéncia. Entre os procedimentos que podem ser usados para demonstrar a exatiddo estdo o
ensaio de adi¢do e recuperagdo e um método comparativo (MARSON et al., 2020).

O ensaio de adicao e recuperacdo tem como resposta o percentual de recuperacao do
analito adicionado em uma amostra. Para amostras, nas quais ndo esta disponivel a matriz sem
o analito, pode-se fortificar esta amostra com uma quantidade conhecida de analito e entdo,
determiné-la através do método que estd sendo avaliado. O percentual de recuperacdo deve
ser idealmente 100%, e pode ser calculado seguindo a equacdo (3) (MARSON et al., 2020,
PERIS-VICENTE; ESTEVE-ROMERO; CARDA-BROCH, 2015):



59

conc.determinada — conc. amostra
) x 100 (3)

% Rec = (
/0 valor adicionado

O outro método para avaliar a exatiddo ¢ através da comparac¢ao de dados obtidos por
um método independente. Neste trabalho, a espectrometria UV-vis foi selecionada para
avaliar a exatiddo dos dados gerados pelo GQDs-CS/GCE para a determinacao simultanea de
TCS e MePa e dos dados obtidos com o N-GQDs-CS/GCE para a quantificagdo do TCC. O
procedimento experimental executado para a realizacdo do método comparativo esta descrito
na Se¢do 3.8. Para obter a comparagdo dos resultados com dois métodos diferentes, foram
aplicados os testes estatisticos /' e ¢ de Student de acordo com as equacdes (4) e (5),

respectivamente (MARSON et al., 2020; MILLER; MILLER, 2010).

2
= Dmaior  (4) t=T"mTx ©

2
SDmenor ny Ny

Onde: i, € o valor médio das amostras obtido pelo método eletroquimico; &, € o valor

médio das amostras obtido pelo método comparativo; Sa. ¢ a estimativa do desvio padrao

agregado; SD ¢ o desvio padrdo (do inglés, standard deviation) e n é o nimero de repetigdes.
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CAPITULO 4 - CARACTERIZACAO DAS DISPERSOES DE GQDS E N-GQDS E
DOS ELETRODOS MODIFICADOS

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados dos estudos de
caracterizagdo das dispersdes de GQDs e N-GQDs por espectroscopias de fluorescéncia, no
UV-vis e no infravermelho, o estudo morfologico por TEM e a caracterizagao eletroquimica

dos eletrodos modificados GQDs-CS/GCE e N-GQDs-CS/GCE.

4.1 CARACTERIZACAO DAS DISPERSOES DE GQDS E N-GQDS

Os espectros de infravermelho obtidos por ATR-FTIR sdo apresentados na Figura 8. O
espectro para o acido citrico (curva a), usado como precursor, apresenta uma banda principal

em 1650 cm™!

correspondendo a vibragdo das ligagdes C=0O (estiramento simétrico) dos
grupos —COOH presentes na molécula. J& nos espectros referentes aos pontos quénticos
(curvas b e ¢), mais bandas podem ser destacadas em virtude dos grupos funcionais presentes

nas bordas dos pontos quanticos. O espectro dos GQDs (curva b) apresenta duas bandas de

1 1

absor¢do: uma em 1380 cm ' relacionada aos grupos —COQO™ e outra em cerca de 3200 cm™
associada aos grupos —OH. Além disso, uma vibragdo de estiramento em torno de 1550 cm™!
associada as ligagdes C=C, ndo presente no espectro do acido citrico, confirma a condensagao
causada pela reagdo de pirdlise formando uma matriz de grafeno, base dos GQDs (LI et al.,
2014). No espectro dos N-GQDs (curva c) sdo apresentadas bandas em 3380 e 3232 cm ™/,
correspondente aos grupos —NH e —OH. A dopagem de nitrogénio na estrutura dos pontos
quanticos com trissHMA foi confirmada pela presenga de bandas em 1640 e 1380 cm !,

correspondendo a vibracdo de estiramento das ligacoes dos grupos C=N e C-NH,

respectivamente (DAS et al., 2020; KASHANI; MADRAKIAN; AFKHAMI, 2017).
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Figura 8. Espectros de infravermelho para (a) acido citrico, (b) GQDs ¢ (c) N-GQDs.
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As propriedades Opticas dos GQDs e N-GQDs foram estudadas por espectroscopia no
UV-vis (Figura 9) e de fluorescéncia (Figura 10). Recém preparadas, as dispersoes de GQDs e
N-GQDs apresentaram cor amarelo claro sob a luz natural, mas quando irradiadas por uma
lampada UV de 365 nm emitiram intensa luz azul (imagem inserida na Figura 9). Em relagdo
aos espectros UV-vis, para o 4cido citrico (curva a), usado como precursor, nenhuma banda
de absorc¢do foi registrada. Para os GQDs (curva b), registrou-se uma banda de absor¢do em
torno de 380 nm, atribuida as transi¢des n — w* das ligacdes C=O e transi¢des m1 — m* das
ligacdes C=C conjugadas, o que indicou a formacao dos GQDs, em acordo com a literatura
(OU et al., 2015). J& para os N-GQDs (curva c), a banda mais definida registrada foi em 330
nm, resultante das transicdes n — n* das ligagdes C=0, a qual se mostrou deslocada em
relagdo a banda dos GQDs (curva b), indicando que a dopagem de nitrogénio na matriz de
carbono influenciou suas propriedades opticas (QU et al., 2018). Além disso, neste espectro
também foi registrado uma banda pouco definida em 230 nm ao qual foi atribuida as

transicdes w — m * das ligagdes C=C presentes na matriz de carbono (LIN et al., 2015).
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Figura 9. Espectros UV-vis para (a) acido citrico, (b) GQDs e (¢) N-GQDs. Inserido: imagem das dispersdes sob
luz UV de 365 nm.
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Nos espectros de fluorescéncia para a dispersdo de GQDs (Figura 10A) sdo
apresentados os comprimentos de onda maximo de excitagdo (370 nm) e emissao (460 nm),
caracteristicos dos GQDs. Enquanto que para a dispersao de N-GQDs (Figura 10B) € visto um
pequeno deslocamento destes valores, registrando o comprimento de onda maximo de
excitacdo em 340 nm e o de emissdo em 420 nm. Comparado com o espectro de emissdo dos
GQDs, o comprimento de onda de emissdo dos N-GQDs sofreu um deslocamento
hipsocromico em cerca de 40 nm, corroborando com a literatura, e indicando que a inserc¢ao
de nitrogénio na matriz de grafeno alterou as propriedades Opticas do material (JIN et al.,
2019). O deslocamento hipsocromico da banda de emissdo também pode ser observado na
imagem inserida da Figura 9, que mostra a dispersdao de N-GQDs (cubeta c) emitindo uma luz
azul mais escura que a dispersao de GQDs (cubeta b).

Outra propriedade caracteristica deste tipo de material pode ser vista no grafico
inserido na Figura 10A para os GQDs e na Figura 10B para os N-GQDs, onde se variou o
comprimento de onda de excitacdo obtendo como resposta uma emissao permanente em 460
nm para os GQDs e 420 nm para os N-GQDs. Segundo a literatura, este comportamento no
qual a emissdo independe da excitacdo € consequéncia da uniformidade de tamanho e da

estrutura de superficie dos pontos quanticos de grafeno (DONG et al., 2012).
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Figura 10. Espectros de fluorescéncia de excitagdo e emissdo para (A) GQDs e (B) N-GQDs. Inserido: espectros
de emissdo obtidos a partir da variacdo do comprimento de onda de excitagdo: em (A) (a) 320, (b) 340, (c) 360,
(d) 380 ¢ (¢) 400 nm; em (B): (a) 380, (b) 340, (c) 350, (d) 370 e (e) 360 nm.
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A caracterizagdo morfologica dos GQDs e N-GQDs foi realizada por TEM. As Figuras
11A e 11B mostram estruturas com didmetros inferiores a 20 nm. Além disso, segundo a
literatura, uma certa transparéncia dos pontos quanticos, como as registradas nas imagens,
significa que o material ¢ composto de poucas camadas de grafeno (ARVAND; HEMMAT]I,
2017). Histogramas com a distribuicio de tamanho dos pontos foram construidos pela
contagem de cerca de duzentos pontos escolhidos aleatoriamente a partir de mais de uma
imagem de TEM. O didametro médio estimado dos GQDs foi de cerca de 5,8 nm (Figura 11A)
e dos N-GQDs foi estimado em 4,5 nm (Figura 11B). Estes valores estdo dentro da faixa de 3-
25 nm que correspondem a maioria dos GQDs sintetizados reportados na literatura

(WALTHER et al., 2020).
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Figura 11. Imagens de TEM para (A) GQDs e (B) N-GQDs. Inserido: histogramas de distribui¢do de tamanho

dos pontos quanticos de grafeno.
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4.2 OTIMIZACAO E CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DOS ELETRODOS
MODIFICADOS

4.2.1 Otimizag¢ao do preparo do material modificador

A quantidade de GQDs usada no preparo do material modificador foi avaliado na faixa
de 0,25 a 5,0% (v/v) de GQDs através da adigdo de 50, 100, 200, 300, 400, 500 ¢ 1000 uL da
dispersao de GQDs a solu¢do de quitosana 0,25% (m/v) em solugcdo tampao de acido
acético/acetato de sodio 0,1 mol L™! (pH 4,5), até obter um volume final de 20,0 mL. Esta
faixa de concentragdo foi selecionada a partir de dados publicados na literatura (CHEN et al.,
2016). O estudo foi realizado por voltametria ciclica usando como sonda redox K4[Fe(CN)s]
5,0 umol L™! em KCI 0,1 mol L™! analisando as intensidades de corrente (anodica e catddica)
do par redox [Fe(CN)s]*’* (dados ndo mostrados). As maiores intensidades de corrente
foram obtidas com a solugdo contendo 200 pL da dispersdo de GQDs (1,0% v/v), ndo
ocorrendo mudangas significativas em concentracdes superiores a esta. Assim, selecionou-se
o eletrodo modificado contendo 1,0% (v/v) de GQDs com o proposito de se desenvolver uma
ferramenta analitica sensivel. Estes dados também serviram para selecionar a concentracao de

1,0% (v/v) de N-GQDs no desenvolvimento do eletrodo N-GQDs-CS/GCE.
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A partir dessas andlises, os estudos posteriores de caracteriza¢do eletroquimica e
desenvolvimento dos métodos analiticos para os desreguladores endocrinos foram realizados

usando os eletrodos modificados contendo 1,0% (v/v) de GQDs e 1,0% (v/v) de N-GQDs.

4.2.2 Caracterizacio eletroquimica dos eletrodos modificados

As técnicas eletroquimicas de voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia
eletroquimica podem ser aplicadas com o par redox Kiz[Fe(CN)s]/K4[Fe(CN)s] em um
eletrodo recém desenvolvido com a finalidade de avaliar o quao promissor pode ser este novo
dispositivo para aplicacdes eletroanaliticas.

A Figura 12A apresenta os voltamogramas ciclicos para K4[Fe(CN)s] 5,0 umol L™! em
KCI1 0,1 mol L™! sobre diferentes eletrodos: GCE (a), CS/GCE (b), GQDs-CS/GCE (c) e N-
GQDs-CS/GCE (d). Eletrodos modificados apenas com GQDs e N-GQDs ndo foram
possiveis de serem construidos, ja que ndo ocorreu a formacdo de um filme estdvel sobre o
substrato, visto que os pontos quanticos de grafeno sdo soluveis em agua. As menores
intensidades de correntes de pico anddica (Ia) e catodica (Ipc) foram obtidas pelo eletrodo sem
modificacdo GCE (Ipa = 0,71 pA e I, = —0,72 pA, AE, = 63 mV) (curva a). Apds a
modificacdo com o filme de quitosana, o CS/GCE (curva b) dobrou as intensidades de
corrente para Ipa = 1,50 pA e I,e = —1,80 pA (AE, = 90 mV), o que pode ser atribuido a
afinidade da quitosana carregada positivamente com as cargas negativas do par [Fe(CN)s]> 74
contribuindo para a adsor¢ao das espécies na superficie do eletrodo (TASHKHOURIAN;
NAMI-ANA; SHAMSIPUR, 2018). Usando o eletrodo GQDs-CS/GCE (curva c) foram
obtidas as correntes Ipa = 3,0 pA e Ipc = —2,8 pA (AE, = 80 mV), aproximadamente quatro
vezes superiores as correntes obtidas pelo GCE. A presenga de grupos funcionais com
oxigénio nas bordas dos GQDs ¢ benéfica para a combinagdo com a quitosana do ponto de
vista eletrostatico, ja que a quitosana esta dissolvida em solu¢ao tampao acida, permanecendo
positivamente carregada. Assim, este aumento pode ser correlacionado ao aprimoramento da
condutividade elétrica e maior area eletroativa proporcionada ao eletrodo devido a presenca
dos GQDs imobilizados na quitosana (OU et al., 2015). Por fim, usando o N-GQDs-CS/GCE,
houve um novo aumento nas intensidades de corrente para Ip. = 3,9 pA e Ipc = —3,6 pA (AE, =
76 mV), o qual foi também associado a maior area eletroativa e melhora na condutividade

elétrica obtida ao se usar pontos quanticos na modificagdo de eletrodos, mas com uma
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condutividade superior ao uso de GQDs, devido ao efeito de dopagem de nitrogénio na matriz
de grafeno que aperfeigoa as propriedades do N-GQDs (SAISREE et al., 2021).

Em rela¢do a separacdo dos potenciais de pico de oxidag¢do e reducdo (AEp), foram
registradas pequenas variagdes com as diferentes etapas de modificagdo do eletrodo. Para o
par redox Fe*/Fe’”, o valor tedrico de AE, é 59 mV, o que caracteriza uma reagdo
eletroquimica reversivel com a transferéncia de 1 elétron (BARD; FAULKNER, 2001). Com
0 GCE (curva a), o valor obtido para AE, foi 63 mV, bastante proximo ao valor tedrico. Com
0 CS/GCE (curva b), o valor foi igual a 90 mV, indicando que a presenca da quitosana, um
polimero ndo condutor, na superficie do eletrodo proporcionou uma cinética de transferéncia
de elétrons um pouco mais lenta comparada a resposta do GCE. Para os eletrodos GQDs-
CS/GCE (curva c¢) e N-GQDs-CS/GCE (curva d), os valores de AE, indicaram uma melhora
na cinética de transferéncia de elétrons, sendo iguais a 80 e 76 mV, respectivamente, o que
pode ser atribuido a condutividade dos pontos quanticos. Esses resultados indicam que os
eletrodos modificados com pontos quanticos responderam adequadamente ¢ podem ser

utilizados em experimentos eletroquimicos.

Figura 12. (A) Voltamogramas ciclicos para K4[Fe(CN)g] 5,0 pmol L' em KC1 0,1 mol L™ (v=50 mV s7!) em
diferentes eletrodos. (B) Graficos de Nyquist obtidos por EIS usando uma mistura equimolar de
K;[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)g] 5,0 mmol L' em KC1 0,1 mol L™! em diferentes eletrodos: (a) GCE, (b) CS/GCE, (c)
GQDs-CS/GCE e (d) N-GQDs-CS/GCE. Inserido em (B): Circuito de Randles, onde R, representa a resisténcia
da solugdo, R. € a resisténcia de transferéncia de carga, Zw ¢ a impedancia de transferéncia de massa

(impedancia de Warburg) e Cq é capacitancia da dupla camada elétrica.
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Com o proposito de se obter mais informagdes com relagdo a interface eletrodo-
solucdo e a resisténcia a transferéncia de carga (do inglés, resistance to charge transfer — Ret),
foram realizadas também medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica, nas quais
utilizou-se uma mistura equimolar de K3[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] 5,0 mmol L™ como espécies
redox. Na EIS, o didmetro do semicirculo fornecido pelos diagramas de Nyquist € equivalente
a Ret do par redox sobre a superficie do eletrodo (MUNOZ; MONTES; BAEZA, 2017).

Sendo assim, a Figura 12B expde os graficos de Nyquist (—Z” vs. Z’) para GCE,
CS/GCE, GQDs-CS/GCE e N-GQDs-CS/GCE. Novamente, ndo foi possivel testar eletrodos
modificados somente com GQDs ou N-GQDs, visto que nao ha formagdo de um filme estavel
sobre a superficie do eletrodo, ja que os pontos quanticos sdo soliiveis em dgua. Assim, para a
analise empregando o GCE (curva a), um semicirculo foi obtido, correspondendo a R¢t = 356
Q, sendo a maior resisténcia a transferéncia de carga registrada neste estudo. A R¢ teve um
decréscimo quando utilizado o GCE apenas modificado com o filme de quitosana (curva b)
(Ret = 237 Q), mesmo a quitosana sendo um polimero nao condutor. Este resultado pode ser
atribuido a interacdo eletrostatica entre a quitosana carregada positivamente e a sonda redox
[Fe(CN)s]* ™ carregada negativamente e a alta afinidade da quitosana aos ions de ferro
(TASHKHOURIAN; NAMI-ANA; SHAMSIPUR, 2018).

Quando foi testado o eletrodo com GQDs-CS/GCE (curva c), os valores de
impedancia diminuiram para Ret = 185 Q, o que pode ser atribuido a condutividade elétrica
dos GQDs, facilitando a transferéncia de carga. Por fim, a contribui¢do mais efetiva para a
melhoria na transferéncia de elétrons no sistema foi na presenca de N-GQDs. O valor R
fornecido pelo N-GQDs-CS/GCE (curva d) foi o mais baixo entre os eletrodos testados (Ret =
98 ), indicando que a presenca de N-GQDs pode melhorar significativamente a
condutividade, facilitando a transferéncia de elétrons entre a sonda e a interface do eletrodo.
Os resultados deste estudo corroboram com os dados obtidos por voltametria ciclica (Figura
12A) e também com outros estudos na literatura (SAISREE et al., 2021).

Fornecendo menores resisténcias a transferéncia de carga e também maiores
intensidades de corrente, os eletrodos modificados GQDs-CS/GCE e N-GQDs-CS/GCE se
apresentaram como dispositivos com uma melhor eletroatividade que o GCE, sendo assim

promissores para aplicagdes eletroanaliticas.
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CAPITULO 5 - DETERMINACAO SIMULTANEA DE TRICLOSAN E
METILPARABENO USANDO UM ELETRODO MODIFICADO COM PONTOS
QUANTICOS DE GRAFENO

Publicado em: Microchimica Acta, 187, 250, 2020

Neste capitulo, serdo apresentados e discutidos os resultados do método eletroanalitico
desenvolvido para a determinacao simultinea de TCS e MePa em produtos de higiene e

cuidado pessoal usando o eletrodo modificado GQDs-CS/GCE.

5.1 COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DE TCS E MEPA

O comportamento eletroquimico dos compostos TCS e MePa sobre diferentes etapas
de modificacdo de eletrodo foi investigado simultaneamente por voltametria ciclica. Os
voltamogramas ciclicos para TCS 10,0 umol L™! e MePa 40,0 umol L™! em solucdo tampao
B-R 0,1 mol L™! (pH 7,0) sobre cada um dos eletrodos foram obtidos aplicando uma varia¢do
de potencial de +0,4 a +1,3 V, seguido da varredura reversa de +1,3 a +0,4 V, com v =50 mV

s~!, conforme apresenta a Figura 13.

Figura 13. Voltamogramas ciclicos para TCS 10,0 pmol L™! ¢ MePa 40,0 umol L™ em solugdo tampao B-R 0,1
mol L™! (pH 7,0) sobre diferentes eletrodos: (a) GCE, (b) CS/GCE ¢ (¢) GQDs-CS/GCE.v=50mV s\,
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Conforme a Figura 13, os voltamogramas ciclicos para TCS ¢ MePa em todos os
eletrodos testados apresentaram somente picos de oxidagao para as duas espécies. Isto indicou
que as reacdes de oxidacdo de ambos sdo processos eletroquimicos irreversiveis,
comportamento que estd de acordo com demais trabalhos reportados na literatura (JAVAID et
al., 2021; TEIXEIRA et al., 2020).

Em relagdo aos potenciais de pico de oxidacdo (Epo) e as correntes de pico anddico
(Ipa), para o TCS, a reacdo de oxidagdo sobre a superficie do GCE (curva a) ocorreu em +0,64
V com Ips = 0,67 pA, e para o MePa, Ipa = 1,20 pA e Ep = +0,85 V. Com a modificacdo do
substrato com um filme de quitosana, sobre o CS/GCE (curva b), ambas as correntes
dobraram de intensidade, ndo sendo registrada nenhuma variag¢do significativa de potencial.
Este aumento de corrente pode ser atribuido a capacidade da quitosana de adsorver compostos
organicos, através de interacdes intermoleculares com seus abundantes grupos funcionais
aminos e hidroxilicos presentes em sua cadeira polimérica (ANNU; RAJA, 2020). Por fim,
com o eletrodo GQDs-CS/GCE (curva c), as intensidades de corrente aumentaram na ordem
de trés vezes, quando comparadas ao GCE (curva a). Este aumento est4 associado com uma
maior area eletroativa do eletrodo modificado, como também, por uma maior condutividade
elétrica, proporcionadas pela presenca dos GQDs. Em relagdo aos valores de Epo, quando
comparado ao GCE, o eletrodo modificado ndo promoveu nenhum deslocamento significativo
de potencial para os dois analitos.

No entanto, observou-se que os valores de Iy, tanto para o TCS e MePa diminuiram
significativamente com o numero de ciclos sucessivos (dados ndo mostrados). Isso aconteceu
porque a oxida¢do de compostos fendlicos na superficie de eletrodos produz radicais fenoxi
ativos que podem reagir entre si para formar dimeros e compostos poliaromaticos. A
formacgdo destes compostos poliméricos insoliveis resulta na desativagao e incrustacao da
superficie do eletrodo, pois impedem o acesso de novas moléculas a superficie do eletrodo
para que sejam oxidadas (GHANEM et al., 2007). Este fendmeno ocorreu nas reagdes de
oxidagdo do TCS e do MePa, sendo também registrado por outros trabalhos na literatura
(JAVAID et al., 2021; REGIART et al., 2016). Sendo assim, apos cada medida, optou-se por
uma limpeza mecanica do GCE com etanol, e a subsequente preparagdo de novos filmes.
Assim, os resultados apresentados posteriormente sdao referentes ao primeiro ciclo

voltameétrico.
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5.1.1 Estudo do pH e da natureza do eletrolito de suporte

A influéncia da composicdo ¢ do pH do eletrolito de suporte sobre a resposta

eletroquimica do TCS e MePa foram também examinadas. As respostas de corrente e

potencial de pico foram avaliadas no intervalo de pH de

2,0 a 12,0, utilizando solu¢do tampao

B-R 0,1 mol L™!, com pH ajustado previamente. Os voltamogramas obtidos para TCS 10,0

pumol L' e MePa 40,0 umol L™! sobre 0 GQDs-CS/GCE em cada um dos valores de pH sdo

apresentados nas Figuras 14A e 14B.

Figura 14. Voltamogramas ciclicos para TCS 10,0 umol L! ¢ MePa 40,0 pmol L™ empregando o eletrodo

modificado GQDs-CS/GCE em solugio tampdo B-R 0,1 mol L™! em diferentes valores de pH (A) pH2,0a7,0 e

(B) pH 8,0 a 12,0; v =50 mV s . Em (C) variagdo de I,, em diferentes valores de pH (n = 3) e (D) variagdo de

Epo em fungdo do pH (n = 3).
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O gréfico de barras (Figura 14C) destaca como as correntes de pico anddico variaram
em fung¢do do pH do eletrdlito de suporte. Observa-se que os valores de corrente aumentaram
do pH 2,0 ao 7,0 para o TCS e de 2,0 a 8,0 para o MePa, acima destes valores, as correntes de
ambos decresceram. Este comportamento pode ser associado a adsor¢do dos analitos ao filme
de quitosana, sendo mais efetivo em pH neutro e assim, proporcionando maiores respostas de
correntes, quando comparado com os resultados em valores de pH acidos e basicos. Os grupos
amino (—NH3) e hidroxilas (—OH) presentes nas cadeias de quitosana servem como locais de
adsor¢ao (KARIMI-MALEH et al., 2021). Em condi¢des 4acidas, a adsor¢ao dos analitos pode
nao ser tao eficiente, dada a protonacdo dos grupos amina (pKa = 6,5) e a ocupagdo dos sitios
de adsor¢do por H3O" (CHEN et al., 2017). Por outro lado, em condi¢des basicas, a
desprotonacdao do TCS (pKa = 7,9) e MePa (pKa = 8,2), diminuem a hidrofobicidade e
reduzem o processo de adsorcao a superficie do eletrodo (CHEN et al., 2017; KHALID et al.,
2019). Sendo assim, buscando uma melhor sensibilidade para determinacdo dos dois analitos,
adotou-se o pH 7,0 para as analises subsequentes.

A relacdo entre o Epo € 0 pH € mostrada na Figura 14D. Uma variagado linear de Epo,
com valores que se deslocam no sentido negativo de potencial com o aumento do valor de pH,
indica o envolvimento direto de protons na reagcdo de oxidacdo. Este fendmeno ocorreu tanto
para o TCS, quanto para o MePa. Ao se avaliar as inclinagdes das retas: —63,4 mV pH ! para
TCS e para —59,4 mV pH ' 0 MePa, constatou-se que ambos os valores foram préximos ao
valor tedrico de —59,2 mV pH! da equacido de Nernst, indicando que o mesmo nimero de
mols de elétrons e protons foi transferido em cada uma das reagdes de oxidacdao do TCS e
MePa sobre a superficie do eletrodo modificado, corroborando com demais trabalhos
publicados na literatura (KHALID et al., 2019; SALJIOOQI; SHAMSPUR; MOSTAFAVI,
2020). Outro dado possivel de ser extraido da Figura 14D sao os valores de pKa para cada
espécie a partir da intersecao das retas. Ambas as intersec¢des ocorreram proximo ao pH 8,0;
corroborando com os valores tedricos de pKa de 7,9 para TCS e 8,2 para MePa, quando as
espécies sofrem desprotonacdo (NGUYEN et al., 2021; WANG; LIANG, 2021).

Diferentes solu¢des tampao foram testadas como eletrélitos de suporte nos valores de
pH 7,0; 8,0 € 9,0, conforme apresenta a Figura 15A. A escolha de cada eletrolito foi baseada
na faixa tamponante de cada uma das solu¢des tampao. Foram testadas as seguintes solugdes
tampao: fosfato de sodio (pH 7,0 e 8,0); Mcllvaine (pH 7,0 e 8,0), B-R (pH 7,0; 8,0 ¢ 9,0),
H3;BO3-KCI/NaOH (pH 8,0 e pH 9,0) e NH3/NH4Cl (pH 9,0). Todas as solugdes foram

preparadas na concentragio de 0,1 mol L™'. As maiores intensidades de corrente foram



72

obtidas ao se usar a solu¢do tampao fosfato de s6dio em pH 7,0; por este motivo esta solu¢ao
foi selecionada para as anélises posteriores buscando uma maior sensibilidade para o método.
Apos a selegdo da solugdo tampao fosfato de sédio pH 7,0 como eletrdlito de suporte,
variou-se a concentra¢io do eletrolito de 0,05 a 0,5 mol L™!. Houve pouca variagdo nas
intensidades de corrente para ambos os analitos, sendo os maiores valores ainda obtidos ao se
optar pela concentragdo de 0,1 mol L™! (Figura 15B). Com isto, manteve-se a concentracio de

0,1 mol L™! para as analises seguintes.

Figura 15. Respostas de corrente anddica de TCS 10,0 pmol L' e MePa 40,0 umol L™ em fung¢do (A) do pH e
da natureza do eletrolito de suporte (n = 3) e (B) em fung@o da concentracdo do eletrélito de suporte solugdo

tampdo fosfato de sodio (n = 3).
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5.1.2 Estudo da velocidade de varredura

O comportamento eletroquimico do TCS e do MePa sobre a superficie do eletrodo
modificado foi estudado simultaneamente em diferentes velocidades de variagdo de potencial.
Os voltamogramas correspondentes sdo apresentados na Figura 16A, onde pode ser visto que
as intensidades de correntes de pico de oxidagdo aumentaram com a velocidade na faixa de 10
a300mV s

A partir destes estudos, a representacdo grafica (Figura 16B) do logaritmo da corrente
de pico anddica (log Ia) versus o logaritmo da velocidade de varredura de potencial (log v)
apresentou comportamento linear para ambos os analitos. Para o TCS, obteve-se a equagao
log Ipa = 0,51 log v — 4,94 (r = 0,987) e, para o MePa, a equacdo log Ip. = 0,44 log v — 4,90

(r=10,992). De acordo com a literatura, um coeficiente angular igual (ou préximo) ao valor de
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0,5 indica que o processo redox ¢ controlado por difusdo (SHIH et al., 2004). Assim, com 0s
coeficientes obtidos iguais a 0,51 e 0,44 para TCS e MePa, respectivamente, concluiu-se que
a etapa limitante da velocidade da reacao de oxidacao tanto do TCS como do MePa sobre a

superficie do eletrodo foi a difusdo.

Figura 16. (A) Voltamogramas ciclicos para TCS 10,0 pmol L™! ¢ MePa 40,0 pmol L™ sobre GQDs-CS/GCE
em solugdo tampdo fosfato de s6dio 0,1 mol L™! (pH 7,0) em diferentes velocidades de variagdo de potencial: (a)
10, (b) 25, () 50, (d) 75, (e) 100, (f) 150, (g) 200, (h) 250 e (i) 300 mV s~'. (B) Relagdo entre log I, vs. log v (n
= 3). (C) Relagdo entre Ey, vs. log v (n = 3).
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Ainda com os dados obtidos pelo estudo da velocidade, a relagdo entre o Epo € 0 log v
¢ apresentado na Figura 16C. Como pode ser visto, o E,, deslocou linearmente com log v para
ambos os analitos obedecendo a regressao linear de Epo = 0,111 log v + 0,84 (r = 0,991) para

o TCS e Epo = 0,082 log v + 1,03 (r = 0,989) para o MePa. De acordo com a equacdo de
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Laviron (6), para uma reacao eletroquimica irreversivel, a relacdo entre o Ep, € log v pode ser

expressa como se segue (LAVIRON, 1979):

2,303RT) ( RTk® ) (2,303RT
0g

Epo = E° + ((1 —a)zF (1—a)zF + (1- a)zF) log v ©)

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

De acordo com as regressdes lineares de Ep, versus log v, conforme mencionado
acima, os coeficientes angulares das equagdes sdo equivalentes a 2,303RT/(1-a)zF.
Comumente, atribui-se a o o valor de 0,5 para processos irreversiveis (BARD; FAULKNER,
2001). Deste modo, calculou-se o numero de elétrons transferidos z para cada reagdao de
oxidacdo igual a 1.

Como os resultados obtidos na Secdo 5.1.1 mostraram que o mesmo nimero de mols
de protons e elétrons foram envolvidos na reacdo de oxidagdo de cada espécie quimica de
interesse, pode-se afirmar que as reacdes envolveram um mol de prétons e um mol de elétrons
para cada mol de substancia, conforme apresenta a Figura 17. Essas propostas de reagdes
corroboram com demais estudos encontrados na literatura (LIMA et al., 2020; TEIXEIRA et

al., 2020).
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Figura 17. Esquema de reacdo para a oxidagdo do (A) TCS e (B) MePa no GQDs-CS/GCE de acordo com os
dados obtidos.
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5.2 SELECAO DA TECNICA ELETROANALITICA

Com o propdsito de desenvolver um método sensivel para a quantificagdo simultanea
de TCS e MePa, foram investigadas trés diferentes técnicas eletroanaliticas e a magnitude do
sinal analitico fornecido por elas. Avaliou-se a performance das voltametrias linear (do inglés,
linear sweep voltammetry — LSV), pulso diferencial (do inglés, differential pulse voltammetry
— DPV) e onda quadrada (do inglés, square wave voltammetry — SWV). Os parametros de
cada técnica foram ajustados de modo a se obter a mesma velocidade de varredura de
potencial para as medidas. A Figura 18 apresenta os resultados obtidos utilizando as trés

técnicas voltamétricas em diferentes velocidades.
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Figura 18. Voltamogramas para TCS 1,0 umol L' ¢ MePa 4,0 umol L™! sobre o eletrodo modificado GQDs-
CS/GCE em solugdo tampdo fosfato de sédio 0,1 mol L' (pH 7,0) em diferentes velocidades de variagdo de
potencial: (A) v=150,0mV s!, (B) v = 100 mV s! obtidos com diferentes técnicas eletroanaliticas: (a) LSV, (b)
SWYV e (c) DPV. (C) Grafico de barras de I vs. v (n = 3).
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Observa-se que os voltamogramas gerados em velocidade mais baixa (Figura 18A)
obtiveram valores de corrente superiores do que em velocidade mais alta (Figura 18B). Este
comportamento ¢ melhor visualizado pelo grafico de barras das médias de corrente (Figura
18C). Desta forma, justifica-se o uso de uma velocidade de varredura de potencial mais baixa
para melhor acompanhar a reagdo de oxidacdo de ambos os analitos. Assim como a SWV, a
DPV minimiza os efeitos da corrente capacitiva ao registrar a corrente em dois momentos da
aplicagdo do pulso, oferecendo uma maior sensibilidade em relagdo as demais técnicas

voltamétricas, o que ndo acontece na LSV. Entretanto, a DPV apresenta maior eficiéncia em
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relacdo a SWV quando operada em velocidades mais baixas, o que possibilita acompanhar
melhor reagdes de cinética lenta (BARD; STRATMANN; UNWIN, 2003).
Sendo assim, visando sempre uma maior sensibilidade, selecionou-se a técnica de

DPYV para os estudos posteriores.

5.2.1 Otimizacao dos parametros da voltametria de pulso diferencial

A otimiza¢do dos parametros de uma técnica voltamétrica pode garantir maiores
intensidades de corrente, assim como melhores perfis voltamétricos para uma analise. Estas
caracteristicas sdo capazes de tornar um método analitico mais seletivo e sensivel.

A voltametria de pulso diferencial ¢ definida pela aplicacao de potenciais de mesma
intensidade (mesma amplitude) sobrepostos a uma rampa linear de potencial, medindo a
corrente antes e apos a aplicagdo do pulso. Estas correntes s3o subtraidas, o que resulta em
uma minimizagdo da participagdo da corrente capacitiva no sinal obtido, tornando a DPV,
uma técnica mais sensivel que a LSV. Para a otimizacdo da técnica, os parametros
experimentais avaliados foram: velocidade de varredura de potencial (v), amplitude de pulso
de potencial (Epuiso) € tempo de duragao do pulso (tpuiso) (SCHOLZ, 2015).

A velocidade de varredura de potencial ¢ um parametro fundamental que afeta a
intensidade dos picos voltamétricos. Sendo assim, variou-se a velocidade de 10,0 a 100 mV
s”!, mantendo fixos os demais pardmetros em Epuiso = 50,0 mV e tpuso = 5,0 ms. A maior
média de corrente foi obtida na velocidade de 40,0 mV s™! (Figura 19A). Isso significa que
neste valor, a velocidade de varredura de potencial acompanha a cinética das reagdes de
oxidagdo e assim, € possivel se fazer um registro sensivel de todo o processo. Com o objetivo
de conseguir uma maior sensibilidade para este método, utilizou-se velocidade de 40,0 mV s

para os demais experimentos.
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Figura 19. Graficos referentes a otimizagdo dos pardmetros da voltametria de pulso diferencial para TCS 1,0
umol L' e MePa 4,0 umol L™! em solugdo tampdo fosfato de sédio 0,1 mol L™! (pH 7,0): (A) Ipa vs. v; (B) Ipa vs.
toutso € (C) Ipa vs. Epuiso (n = 3).
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As intensidades das correntes de pico também sdo dependentes do tempo que o pulso
permanece sendo aplicado, sendo que este tem uma relagdo inversamente proporcional a
velocidade de varredura de pulso. Uma velocidade de varredura de potencial muito alta nao
ird comportar um tempo de pulso longo. Assim, o tyuso foi avaliado de 3,0 a 40,0 ms,
enquanto que se manteve fixo Epuiso = 50,0 mV e v = 40,0 mV s '. Selecionou-se o tempo de
7,0 ms para os estudos posteriores por ter apresentado a melhor resposta de corrente (Figura
19B).

Por ultimo, avaliou-se o valor da amplitude de pulso, variando de 10,0 a 100 mV. Um
aumento da amplitude promove um aumento das intensidades de corrente de pico, mas

também causa um alargamento dos picos, o que ¢ indesejavel, ainda mais quando o proposito
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for uma andlise simultdnea. Desta forma, deve-se haver um compromisso entre as
intensidades de corrente e o perfil voltamétrico quando se escolhe a melhor amplitude de
pulso (THOMAS; HENZE, 2001). Para atender esse compromisso, selecionou-se Epuiso = 80,0
mV para os estudos posteriores (Figura 19C).

A Tabela 1 apresenta os parametros de pulso diferencial avaliados, a faixa analisada e
os valores selecionados para a construcdo da curva de calibracdo para a determinagdo

simultanea de TCS e MePa.

Tabela 1. Otimizacdo dos parametros experimentais da voltametria de pulso diferencial para a determinacdo

simultinea de TCS e MePa.

Parametro da técnica Faixa avaliada Valor selecionado
Velocidade (mV s ') 10—-100 40,0
Tempo de duragdo do pulso (ms) 3,0-40 7,0
Amplitude do pulso (mV) 10— 100 80,0

5.3 CURVAS DE CALIBRACAO PARA TCS E MEPA

5.3.1 Curvas de calibracio para TCS e MePa usando o eletrodo modificado GQDs-
CS/GCE

Empregando as condi¢des experimentais otimizadas, construiu-se as curvas de
calibra¢do individuais e simultanea para TCS e MePa mediante adigdes de aliquotas de
solucao padrao ao eletrolito de suporte. A Figura 20A apresenta os voltamogramas de pulso
diferencial da curva de calibracdo simultanea de TCS e MePa. Foram observados picos
definidos em +0,60 e +0,81 V correspondentes as reacdes de oxidacdo de TCS e MePa,
respectivamente, cujas intensidades de corrente aumentaram proporcionalmente com o
aumento da concentra¢io de ambos os analitos no intervalo de 0,1 a 10,0 pmol L™!. As curvas
de calibragdo para analise simultanea de TCS e MePa sdo mostradas na Figura 20B.

Para o TCS, a regressdo linear pode ser expressa de acordo com a fungdo: Ips =
3,13(£5,50x1073)[TCS] — 0,10 (£3,20x1072) (r = 0,997), onde Iy, é a corrente de pico anddico
em pA, e [TCS] é a concentragio de TCS em pmol L™!. Os valores de LOD e LOQ obtidos

para o TCS foram 30,0 e 102 nmol L', respectivamente. Similarmente, para o MePa, a
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regressdo linear pode ser expressa por Ip, = 2,16(x3,00x10~*)[MePa] — 0,13(x2,81x1072) (r =
0,998) fornecendo valores de LOD e LOQ iguais a 39,0 e 130 nmol L™, respectivamente.

Figura 20. Voltamogramas de pulso diferencial para (A) TCS e MePa sobre o eletrodo modificado GQDs-
CS/GCE em diferentes concentragdes: (a) branco; (b) 0,1; (¢) 0,2; (d) 0,4; (e) 0,6; () 0,8; (g)1,0; (h) 2,0; (1) 4,0;
() 6,0; (k) 8,0; (1) 10,0 umol L' em solugdo tampdo fosfato de sddio 0,1 mol L™! (pH 7,0); v = 40,0 mV s°!;
Eputso = 80,0 mV e tpuiso = 7,0 ms. (B) Curvas de calibracdo para TCS e MePa (n = 3).
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Para avaliar a influéncia da presenga de um composto frente ao outro, foram
construidas curvas de calibragdo individuais para ambos os analitos. A Figura 21A apresenta
os voltamogramas para a andlise individual do TCS, em que se registrou um pico de oxidagdo
em +0,61 V. De modo igual, a Figura 21C mostra os voltamogramas para o MePa, com pico
de oxidacdo registrado em +0,82 V. Constatou-se que os potenciais de pico obtidos nestas
andlises individuais foram bastante semelhantes aos potenciais da analise simultanea (Figura

20A), o que indicou que neste ponto ndo houve influéncia de um composto frente ao outro.
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Figura 21. Voltamogramas de pulso diferencial para (A) TCS e (C) MePa sobre o eletrodo modificado GQDs-
CS/GCE em diferentes concentragdes: (a) branco; (b) 0,1; (c) 0,2; (d) 0,4; (e) 0,6; (f) 0,8; (g)1,0; (h) 2,0; (i) 4,0;
() 6,0; (k) 8,0; (I) 10,0 umol L™! em solugdo tampdo fosfato de sédio 0,1 mol L! (pH 7,0); v = 40,0 mV s°!;
Epuiso = 80,0 mV e tpuiso = 7,0 ms. Curvas de calibragdo para (B) TCS e (D) MePa (n = 3).
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A partir a curva de calibracdo individual para o TCS, a regressao linear pode ser
expressa de acordo com a fun¢do: Ipy = 3,25(x7,80x107*)[TCS] — 0,16(x3,29x1072) (r =
0,998). Os valores para LOD e LOQ obtidos para o TCS nesta andlise foram 30,0 e 101 nmol
L!, respectivamente. Do mesmo modo, para o MePa, a regressdo linear pode ser expressa por
Ipa = 2,17(£1,98x107%)[MePa] — 0,07(x2,56x1072) (r = 0,998) com valores de LOD e LOQ

iguais a 35,0 e 117 nmol L™, respectivamente.
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As caracteristicas analiticas extraidas das curvas de calibracdo sdo mostradas e
comparadas na Tabela 2. Pouca diferencga foi registrada entre os valores obtidos na curva de
calibracao simultanea com os valores das curvas de calibracao individuais, mostrando que a

presenca de um composto ndo interferiu na analise do outro.

Tabela 2. Caracteristicas analiticas obtidas a partir das curvas de calibragdo simultdnea e individual para TCS e

MePa empregando o eletrodo modificado GQDs-CS/GCE.

Caracteristicas Analiticas TCS e MePa TCS MePa
Potencial de pico (V) 0,60 ¢ 0,81 0,60 0,815
Faixa linear (umol L) 0,10-10,0 0,10-10,0 0,10—10,0
Coeficiente de correlacdo —r 0,997 € 0,998 0,998 0,998
Coeficiente angular (A L pmol ') 3,13e2,16 3,25 2,17

Desvio padrdo do
) £5,50x1073 e £3,00x10™*  £7,80x1073  +£1,98x1072
coeficiente angular (uA L umol ™)

Coeficiente linear (LA) -0,10e-0,13 -0,16 —0,07
Desvio padrao do
£3,20x102 e £2,81x1072  £3,29x1072  £2,56x107>
coeficiente linear (LA)
LOD (nmol L) 30,0 € 39,0 30,0 35,0

LOQ (nmol L) 102 e 130 101 117

Para fins de comparacdo, foi construida uma curva de calibragdo para TCS e MePa
simultaneamente empregando o GCE ndo modificado (dados ndo mostrados). Neste estudo,
obteve-se uma faixa linear de 0,5 a 14,0 pmol L' com regressdo linear de Ipa = 0,88 (£
3,10x1073)[TCS] — 0,04(x4,50x107) (r = 0,999) e Ia = 0,60(£6,00x10%)[MePa] —
0,01(£4,7x107%) (r = 0,997). Os LOD e LOQ também foram calculados em, respectivamente,
153 ¢ 510 nmol L ™! para o TCS, e 239 e 796 nmol L' para o MePa. Estes valores foram cerca
de cinco vezes maiores que aos limites obtidos pelo eletrodo modificado, que se mostrou mais
sensivel. Com este comparativo, ¢ possivel reafirmar que o eletrodo modificado neste trabalho

¢ mais sensivel para analise de TCS e MePa do que o substrato de carbono vitreo.
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5.3.2 Curvas de calibraciao para TCS e MePa usando o método comparativo

Para verificar a exatidao dos dados gerados pelo eletrodo modificado GQDs-CS/GCE,
comparou-se os resultados com os obtidos por um segundo método, a espectrometria UV-vis.
Inicialmente, construiu-se curvas de calibra¢dao individuais para TCS e MePa por meio de
adicoes sucessivas de solugdo padrdo em etanol. Foram monitorados os valores de
absorbancias maximos nos comprimentos de onda 282 e 257 nm para TCS e MePa,

respectivamente. Os resultados sdo apresentados na Figura 22.

Figura 22. Espectros UV-vis para solugdo padrao de (A) TCS e (C) MePa: (a) branco em etanol; (b) 1,0; (c) 2,0;
(d) 4,0; (e) 6,0; (D) 8,0; (g) 10,0; (h) 12,0; (i) 14,0 umol L', Curvas de calibragdo para (B) TCS ¢ (D) MePa (n =
3).
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A curva de calibragdo construida individualmente para o TCS (Figura 22B) abrangeu a
faixa linear de concentragdo de 1,0 a 14,0 pmol L™! (r = 0,999) com equagdo da reta igual a
Abs = 520x1073(£4,70x107°)[TCS] + 5,20x103(£5,62x107%), obtendo valores de LOD e
LOQ iguais a 324 e 1081 nmol L', respectivamente. Similarmente, para o MePa (Figura
22D), a curva de calibracdo individual também abrangeu a faixa linear de 1,0 a 14,0 umol L™!
(r = 0,999) com equacgdo de Abs = 2,42x107%(£3,80x10°)[MePa] — 4,00x1073(£3,00x107%),
obtendo valores de LOD e LOQ iguais a 372 ¢ 1240 nmol L™}, respectivamente.

No entanto, para uma analise simultanea de TCS e MePa por espectrometria UV-vis
ocorreu uma sobreposi¢do de bandas (Figura 23A). Assim, recorreu-se a um procedimento
matematico de deconvolug@o nao-linear de picos através do software comercial Origin Pro 8.5
(Originlab, Estados Unidos). Os espectros deconvolucionados sdo apresentados nas Figuras
23B e 23C para TCS e MePa, respectivamente. Por fim, as curvas de calibragdo sdo mostradas
na Figura 23D.

A partir deste estudo e do procedimento matematico de deconvolugdo nao-linear, a
curva de calibracao do TCS (Figura 23D) compreendeu a faixa linear de concentracdo de 1,0
a 14,0 umol L™! (r = 0,996) com equagio da reta igual a Abs = 5,10x1073(£1,00x10™*)[TCS]
+ 3,84x107%(£7,20x107%) obtendo valores de LOD e LOQ iguais a 423 e 1415 nmol L,
respectivamente. Similarmente, para o MePa (Figura 23D), a curva de calibragdo abrangeu a
faixa linear de 1,0 a 14,0 pmol L' (r = 0998) com equagio de Abs =
2,53x1072(£1,10x10™*)[MePa] — 5,00x103(£3,10x107%) obtendo valores de LOD e LOQ

iguais a 367 e 1125 nmol L', respectivamente.
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Figura 23. (A) Espectros UV-vis para solucdo padrao de TCS e MePa: (a) branco em etanol; (b) 1,0; (c) 2,0; (d)
4,0; (e) 6,0; () 8,0; (g) 10,0; (h) 12,0; (i) 14,0 pmol L'; (B) Espectros deconvolucionados para TCS; (C)

Espectros deconvolucionados para MePa; (D) Curvas de calibragdo para TCS e MePa (n = 3).
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As caracteristicas analiticas extraidas das curvas de calibracdo sdo mostradas e
comparadas na Tabela 3. E importante ressaltar que houve pouca diferenca nos valores
obtidos na curva de calibragdo simultinea pelo procedimento de deconvolucdo, quando
comparado com as curvas individuais, mostrando que um analito ndo interferiu na andlise do

outro, e que o procedimento de deconvolugao foi satisfatdrio.
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Tabela 3. Caracteristicas analiticas obtidas a partir das curvas de calibragdo simultdnea ¢ individual para TCS e

MePa empregando a espectrometria UV-vis.

Caracteristicas Analiticas TCS e MePa TCS MePa
Comprimento de onda (nm) 282 ¢ 257 282 257
Faixa linear (umol L") 1,0-14,0 1,0-14,0 1,0-14,0
Coeficiente de correlacdo —r 0,996 € 0,998 0,999 0,999
Coeficiente angular (L pmol ") 5,10x1073 e 2,53x1072 5,20x1073 2,42x1072
Desvio padrao do
. +1,00x10~* e £1,10x10™* +4,70x107° +3,80x107°
coeficiente angular (L pmol ')
Coeficiente linear 3,84x10™% e —5,00x1073 5,20x1073 —4,00x1073
Desvio padrao do
_ ‘ +7,20x107* ¢ +£3,10x1073 +5,62x107* +3,00x1073
coeficiente linear
LOD (nmol L) 423 ¢ 367 324 372
LOQ (nmol L) 1415e 1125 1081 1240

5.3.3 Avaliacdo dos limites de detec¢ao obtidos pelos métodos desenvolvidos para a

analise de TCS e MePa

Os valores de LOD obtidos para a analise simultanea de TCS e MePa foram,
respectivamente, 30,0 e 39,0 nmol L™! aplicando o método eletroquimico usando o eletrodo
modificado GQDs-CS/GCE; e 423 e 367 nmol L' empregando o método espectrométrico
com o procedimento de deconvolugdo nao-linear dos espectros. Comparando os valores, nota-
se que o método eletroquimico foi mais sensivel, na ordem de quatorze vezes para o TCS e
nove vezes para o0 MePa, em relagdo aos valores obtidos pelo método espectrométrico. Esses
resultados estdo diretamente relacionados ao uso do eletrodo modificado com GQDs
imobilizados em quitosana, que permitiu o desenvolvimento de uma ferramenta mais sensivel
para este tipo de analise.

Neste sentido, os valores de LOD obtidos usando o eletrodo modificado aproximam-
se, por exemplo, dos resultados obtidos por Wang e colaboradores (2017) usando uma técnica
cromatografica. Estes autores obtiveram LODs de 15,0 e 9,20 nmol L™! para TCS e MePa,
respectivamente, usando HPLC com detector no UV-vis (WANG et al., 2017). Em outro
trabalho publicado, Avula e coautores (2007) obtiveram valores de LODs de 518 ¢ 328 nmol
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L' para TCS e MePa, respectivamente, também por HPLC com detector no UV-vis
(AVULA; DENTALI; KHAN, 2007). No entanto, também sdao encontrados valores mais
baixos, como os limites obtidos por obtidos por Borrull e coautores (2019) que foram iguais a
1,38 e 2,63 pmol L™! para TCS e MePa, respectivamente, usando LC/MS/MS (BORRULL et
al., 2019).

Além de métodos cromatograficos, métodos eletroquimicos para determinacao
individual de TCS e MePa sao relatados (Tabela 4). Em comparagdao a esses métodos
eletroquimicos, o presente trabalho se destaca por apresentar limites proximos aos
encontrados na literatura, com a vantagem de ter sido desenvolvido usando materiais
modificadores abundantes ¢ de baixo custo. Além disso, ¢ o primeiro método eletroquimico

dedicado a determinacao simultanea de TCS e MePa.

Tabela 4. Métodos analiticos relatados para a determinagdo de TCS e MePa.

LOD / nmol L}

Método Ferramenta Referéncia
TCS MePa
(BORRULL et al.,
Cromatografico LC/MS/MS 1,38x107°  2,63x1073
2019)
Cromatografico HPLC/UV-vis 15,0 9,20 (WANG et al., 2017)
(AVULA; DENTALLI,
Cromatografico HPLC/UV-vis 518 328
KHAN, 2007)
Espectrométrico Deconvolucao ndo-linear 423 367 Este trabalho
Eletroquimico PDDA-Gr/Pd NP/GCE? 3,50 - (WU et al., 2017)
(PIOVESAN;
Eletroquimico AuNP-rGO-CS/GCE® -—- 13,8 SANTANA;
SPINELLI, 2018)
Eletroquimico GQDs-CS/GCE 30,0 39,0 Este trabalho
Eletroquimico MWCNTs“GCE 57,0 - (YANG et al., 2009)
Eletroquimico MWCNTs“GCE -—-- 400 (WANG et al., 2015a)

*PDDA-Gt1/Pd NP: cloreto de poli(dialildimetilamonio) com grafeno e nanoparticulas de paladio;
® AuNP-rGO-CS: nanocomposito de 6xido de grafeno com nanoparticulas de ouro estabilizado em quitosana;

¢ MWCNTs: nanotubos de carbono de paredes multiplas.
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5.4 REPETIBILIDADE, ESTABILIDADE E ESTUDO DOS INTERFERENTES

A repetibilidade das respostas de corrente obtidas com o GQDs-CS/GCE foi estimada
em solu¢do tampdo fosfato de soédio 0,1 mol L™! (pH 7,0) contendo TCS 1,0 pmol L' e MePa
4,0 umol L! usando as condigdes otimizadas. Os valores de RSD (n = 5) das correntes
resultantes para a repetibilidade intra-dia foram 4,5 e 5,0% para TCS e MePa,
respectivamente, nas analises simultaneas, e 3,9% para TCS e 4,1% para MePa nas analises
individuais. Para repetibilidade inter-dia, os valores de RSD (n = 5) na andlise simultanea
foram 6,6 ¢ 6,9% para TCS e MePa, respectivamente. No teste individual, os valores de RSD
foram 5,3% para TCS e 5,9% para MePa. Os valores obtidos indicaram uma boa precisdo
entre as respostas obtidas com o eletrodo modificado.

A dispersao de GQDs-CS foi mantida sob refrigeragdo (4 °C) por cerca de quatro
semanas para avaliagdo da estabilidade. Durante esse periodo, novos filmes foram preparados
com a mesma dispersdo. O RSD (n = 5) da corrente resultante para a TCS e MePa usando a
mesma dispersdo foi menor que 4,0%, indicando boa repetibilidade da dispersao de GQDs-CS
ao longo de um periodo de quatro semanas. Assim, pode-se afirmar que o eletrodo GQDs-
CS/GCE tem grande potencial para ser aplicado na quantificacdo de TCS e MePa com bons
valores de repetibilidade de corrente durante um periodo de até quatro semanas.

Para avaliar a seletividade fornecida pelo eletrodo GQDs-CS/GCE e a possivel
interferéncia de algumas moléculas organicas e ions inorganicos nos ensaios, aplicou-se a
DPV em solug¢io tampdo fosfato de sédio 0,1 mol L™ (pH 7,0) contendo TCS 1,0 umol L™ e
MePa 4,0 umol L™!. A concentragio empregada de compostos organicos foi 50 vezes maior
que as concentracdes de TCS e MePa. O 4cido fulvico ndo apresentou atividade eletroquimica
em potenciais proximos a oxidag¢io de TCS (+0,60 V) e MePa (+0,81 V). Acido ascorbico,
acido urico, dopamina, acido cafeico, rutina, quercetina, catequina e acido tanico foram
oxidados em potenciais menos positivos que +0,40 V. A diminuicdo nas intensidades
decorrentes de oxidag¢do de TCS e MePa foi menor que 7,0% na presenca destes compostos.
Por outro lado, o bisfenol A foi oxidado em torno de +0,60 V e um aumento de cerca de 10%
foi registrado na intensidade de corrente de oxidacdo do TCS. Interferéncias como a do
bisfenol A podem ocorrer na presenca de outras moléculas organicas que sofrem oxidagdo em
potencial semelhante ao TCS ou MePa. Nesses casos, os picos de oxidagdo de interferentes e
analitos podem se sobrepor e fornecer um resultado errado, o que pode ser uma potencial

desvantagem do método. Por outro lado, fons inorganicos como Na*, Ca*", AI**, Zn?*, Cu*",
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Cl, S04, PO4* e NO;3™ foram testados como interferentes em um nivel 100 vezes mais
concentrados que os analitos. Nestas analises, ndo foram registradas altera¢des significativas
nas respostas analiticas do TCS e do MePa. Em resumo, o eletrodo modificado GQDs-
CS/GCE foi seletivo para TCS e MePa na presenga de algumas moléculas organicas e ions
inorgénicos. Porém, seu uso pode ser melhor avaliado com base na composi¢do da matriz

contendo TCS e MePa.

5.5 DETERMINACAO DE TCS E MEPA EM PRODUTOS DE HIGIENE E CUIDADO
PESSOAL

Com o proposito de testar a aplicabilidade do eletrodo modificado, empregou-se o
eletrodo GQDs-CS/GCE para a andlise de TCS e MePa em amostras de produtos de higiene e
cuidado pessoal: creme dental, sabonete antibacteriano, desodorante ¢ xampu. Uma quinta
amostra foi produzida através da combinagdo do sabonete antibacteriano e xampu. O
tratamento destas amostras foi descrito no Procedimento Experimental (Secao 3.5). Para a
determinagdo eletroanalitica de TCS e MePa foi utilizado o método de adicao de padrao,
comumente empregado por minimizar o efeito de matriz.

Os resultados de uma das replicatas da amostra de desodorante sdo apresentados na
Figura 24. Segundo o fabricante, o desodorante continha em sua composi¢do os compostos
TCS e MePa. A Figura 24A mostra os voltamogramas de pulso diferencial para: branco
(curva a), amostra de desodorante (curva b), e a amostra com adi¢des sucessivas de solugdo
padrao de TCS e MePa (curvas c-f). Para a amostra (curva b), o voltamograma exibiu um pico
de oxidagdo para o TCS em +0,64 V e para o MePa em +0,84 V, com as correntes de pico
aumentando linearmente com as adi¢des de solugdo padrao na célula eletroquimica. Com isto,
a curva de adi¢do de padrao para o TCS ¢ mostrada na Figura 24B junto com a curva de
calibragcdo construida anteriormente (Secdo 5.3.1) para efeito de comparagdo. Da mesma
maneira, sdo apresentadas as curvas de adi¢do de padrdo e de calibracdo para o MePa (Figura
24C). Nesta replicata, pela extrapolagdo da curva de adi¢ao de padrao, encontrou-se o valor de
1,06 umol L™! de TCS na célula eletroquimica, correspondente a 0,31% (m/m) na amostra. Do
mesmo modo, para o MePa, calculou-se uma concentragdo de 2,59 pmol L' de MePa na
célula eletroquimica, correspondente a 0,39% (m/m) na amostra. Ambos os valores

encontrados foram proximos aos teores permitidos pela legislagdo brasileira, que estabelece
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um maximo permitido de 0,3% (m/m) para TCS e 0,4% (m/m) para um tipo de parabeno no
produto final (RDC n® 29/2012) (BRASIL, 2012a).

Pode-se observar também que as inclinagdes das curvas de adi¢gdo de padrao e
calibragdo tanto para o TCS quanto para o MePa foram bastante semelhantes, o que significa
que o método proposto usando o eletrodo modificado ndo apresentou interferéncia dos
componentes da matriz na determinacdo. Com isto, ha a possibilidade de se realizar as
determinagdes de ambos os analitos pelo método da calibragdao externa, o que facilitaria o

procedimento, melhorando a frequéncia analitica das analises.

Figura 24. (A) Voltamogramas de pulso diferencial para: (a) branco, (b) 50,0 uL de amostra de desodorante, e
(c-1) adigdes sucessivas de 100 pL de solugdo padrdo de TCS e MePa 0,1 mmol L™ em solugdo tampdo fosfato
de sodio 0,1 mol L™! (pH 7,0), empregando o eletrodo GQDs-CS/GCE. (B) Curvas de adi¢do de padrio (a) e
calibracao (b) do TCS. (C) Curvas de adi¢do de padrao (a) e calibragdo (b) do MePa. Condi¢des experimentais: v
=40,0 mV s7!; Epuiso = 80,0 mV € tpuso = 7,0 ms.
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Os resultados de uma das replicatas para a quantificagdo de TCS e MePa na amostra
de desodorante pelo método espectrométrico sao mostrados na Figura 25. Pode-se dizer que
também nao houve efeito de interferéncia de matriz, pois as inclinagdes da curva de adi¢ao de
padrdo e da curva de calibragdo de ambos foram semelhantes.

Do mesmo modo, pela extrapolagdo da curva de adicdo de padrio, nesta replicata,
encontrou-se o valor de 2,10 umol L™! de TCS na cubeta, correspondente a 0,30% (m/m) na
amostra. Pelo mesmo procedimento, para o MePa, calculou-se uma concentracao de 5,10
pmol L' de MePa na célula eletroquimica, correspondente a 0,38% (m/m) na amostra.
Ambos os teores calculados se encontram dentro do permitido pela legislacao brasileira (RDC

n° 29/2012).
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Figura 25. (A) Espectros UV-vis para: (a) branco, (b) 30,0 pL de amostra de desodorante, ¢ (c-g) adigdes
sucessivas de 30 uL de solugio padrio de TCS e MePa 0,1 mmol L' em etanol; (B) Espectros
deconvolucionados para o TCS; (C) Espectros deconvolucionados para o MePa (D) Curvas de adi¢do de padrdo

(a) e de calibragdo (b) do TCS. (E) Curvas de adi¢do de padrdo (a) e de calibragao (b) do MePa.
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A Tabela 5 apresenta os resultados das analises nas demais amostras, junto com o
ensaio de adi¢do e recuperagao. Nas amostras analisadas, todos os valores se encontram
dentro do limite estabelecido pela ANVISA (RDC n° 29/2012) de 0,3% (m/m) para TCS e
0,4% (m/m) para um tipo de parabeno (BRASIL, 2012a). Somente a pasta de dente continha
declarado pelo fabricante no rétulo o teor de 0,3% (m/m) de TCS. As demais amostras apenas
descreviam os componentes sem nenhum dado de concentragdo. Pelos rotulos, sabia-se que
no desodorante haveria TCS e MePa, no sabonete antibacteriano e na pasta de dente, apenas
TCS, e no xampu apenas MePa. Em nenhum roétulo era informado a presenga de algum
andlogo do MePa, ndo ocorrendo assim interferéncias nas medidas. Em rela¢do aos ensaios de
adi¢do e recuperagdo, os percentuais obtidos em ambos os métodos ficaram entre 90 e 110%.
Esta faixa se encontra dentro do permitido (80—110%) para niveis em pumol L™! do analito,

atestando assim, a exatiddo dos dados obtidos (GONZALEZ; HERRADOR, 2007).

Tabela 5. Determinag@o de TCS e MePa em diferentes amostras pelos métodos eletroquimico e espectrométrico.

Determinado?® / % (m/m) Determinado?® / % (m/m)
Amostras GQDs-CS/GCE Recuperagio UV-vis Recuperagio
TCS MePa % TCS MePa %
Creme dental 0,27 = 0,03 --- 98-105 0,28 £ 0,02 - 99-104
Sabonete 0,25+ 0,02 --- 97-109 0,27 £ 0,02 --- 97-104
Xampu --- 0,37 £0,03 93-110 --- 0,38+ 0,02  98-103
Desodorante  0,25+0,05 0,36 + 0,04 93-109 0,24 +£0,03 0,37+0,01 92—-107

Sabonete 024+005 0,38+0,05 92-106 026+0,04 0,35+0,03 90-102
+ Xampu

4 Média de cinco medidas sob as mesmas condi¢des experimentais.

O teste F' foi aplicado para comparar a precisdo entre os resultados obtidos pelos
métodos eletroquimico e espectrométrico. Os valores de F calculados para as amostras
(Tabela 6) foram inferiores ao Ftesrico = 6,38 (n — 1, para quatro graus de liberdade), indicando
que nao ha diferenca entre a precisdo dos dados obtidos pelos dois métodos. Assim, o teste ¢
foi aplicado para comparar as médias fornecidas pelos dois métodos. O valor de ¢ tabelado ¢
obtido a partir da tabela da distribui¢do de Student para (n; + n» — 2) graus de liberdade e
nivel de confianga de 95%. Quando o valor de ¢ calculado for menor que o ¢ tabelado pode-se
concluir que nao hé diferenca significativa entre as médias (MILLER; MILLER, 2010).

Todos os valores calculados foram inferiores ao fwesrico = 2,31 (para oito graus de liberdade)
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(Tabela 6), indicando que ndo houve diferenca significativa entre as médias obtidas pelos dois

métodos.

Tabela 6. Testes estatisticos aplicados para a avaliagdo dos resultados da determinacdo de TCS e MePa em

diferentes amostras pelos métodos eletroquimico e espectrométrico.

Amostras
Desodorante Sabonete + Sabonete Creme Xampu
Xampu dental
TCS MePa TCS MePa TCS TCS MePa
E: (%)? 4,16 2,70 7,70 8,57 —7,40 3,57 -2,63
F?® 2,77 1,77 1,56 1,56 1,00 2,25 2,25
¢t 0,35 0,39 0,63 0,79 1,265 0,527 0,45

2 Erro relativo = [ (método eletroquimico — método espectrométrico) / método espectrométrico | x 100.
b Fleorico = 6,38;
¢ trerico = 2,31.

Assim, verificou-se que o GQDs-CS/GCE forneceu medidas precisas e exatas. Estas
conclusdes foram obtidas a partir dos estudos de repetibilidade intra-dia e inter-dia e do teste
F, o qual atestaram a precisdo, e dos estudos de adicdo e recuperacdo e do teste ¢ que
atestaram a exatiddo dos dados gerados pelo método eletroquimico usando o eletrodo GQDs-

CS/GCE.
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CAPITULO 6 - DETERMINACAO DE TRICLOCARBAN USANDO UM
ELETRODO MODIFICADO COM PONTOS QUANTICOS DE GRAFENO
DOPADOS COM NITROGENIO

Publicado em: Microchemical Journal, 167, 106297, 2021

Neste capitulo, serdo apresentados e discutidos os resultados do método eletroanalitico
desenvolvido para a determinagdo de TCC em produtos de higiene e cuidado pessoal usando o

eletrodo modificado N-GQDs-CS/GCE.

6.1 COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DO TCC

O comportamento eletroquimico do composto TCC sobre diferentes etapas de
modificacdo de eletrodo foi investigado por voltametria ciclica. Nos estudos eletroquimicos
foi utilizado como eletrdlito de suporte uma mistura de solugdo tampdo B-R 0,1 mol L™! (pH
7,0) e etanol na propor¢ao 95:5 (v/v), devido a baixa solubilidade do TCC em meio aquoso.
Caso contrario, sem a adi¢cao do etanol, a solugdo na célula eletroquimica se torna turva, como
consequéncia da precipitagdo do TCC. Isto significa que menos moléculas de TCC
permanecem disponiveis na superficie do eletrodo para oxidar, o que resulta em menores
intensidades de corrente. Os voltamogramas ciclicos para TCC 10,0 pmol L™! foram obtidos
sobre cada etapa de modificacdo do eletrodo aplicando uma varia¢do de potencial de +0,6 a

! conforme

+1,2 V, seguido da varredura reversa de +1,2 a +0,6 V, com v = 50 mV s~
apresenta a Figura 26.

Analisando o voltamograma obtido com o GCE ndo modificado (curva a), foi
observado um pico de oxida¢do em +0,97 V com uma baixa intensidade de corrente de 0,56
pA, correspondendo a reacdo de oxidagdo do TCC. O pico observado ¢ atribuido a oxidacao
dos grupos -NH das amidas presentes na estrutura do TCC (LUCIO et al., 2015). Usando o
eletrodo CS/GCE (curva b), registrou-se um aumento nas intensidades de corrente devido a
maior adsor¢do do TCC no filme de quitosana que reveste o eletrodo. Por fim, registrou-se
um aumento de quatro vezes nas intensidades de corrente usando o eletrodo modificado N-
GQDs-CS/GCE (curva c¢) em comparacdo com o GCE ndao modificado. Um eletrodo

modificado apenas com N-GQDs ndo pode ser desenvolvido, uma vez que este material ¢

solivel em agua, ndo havendo a formacao de um filme estavel sobre o substrato. No entanto,
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ao avaliar os resultados obtidos com o CS/GCE e N-GQDs-CS/GCE, o ganho de quase duas
vezes na resposta de corrente pode ser atribuido ao aumento da area eletroativa do eletrodo
modificado e a condutividade do sistema fornecidos pelo uso de N-GQDs. Em relagdo aos
valores de Epo, o eletrodo modificado ndo proporcionou nenhuma alteracdo significativa,

quando comparado ao GCE.

Figura 26. Voltamogramas ciclicos para TCC 10,0 pmol L™! em solugdo tampdo B-R 0,1 mol L' (pH
7,0):etanol (95:5 v/v) sobre diferentes eletrodos: (a) GCE, (b) CS/GCE e (c) N-GQDs-CS/GCE.v=50 mV s

10- TCC
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—

e

0.6 07 08 09 1,0 1.1 1.2
E vs. Ag/AgCLKCl_ /V

Com a realizacdo de varreduras sucessivas (dados ndo mostrados), registrou-se uma
forte diminuicdo nas intensidades de corrente para o TCC. Este fenomeno ocorre devido a
adsor¢dao dos produtos da oxidacdo do TCC, o que causa a obstru¢do e inativagdo da area
eletroativa disponivel do eletrodo, impedindo que novas moléculas de TCC se aproximem
para serem oxidadas. Este fendmeno corrobora com estudos semelhantes da literatura
(LUCIO et al., 2015). Assim, apos cada medida, foi necessario limpar mecanicamente a

superficie do eletrodo e preparar um novo filme de N-GQDs-CS.
6.1.1 Estudo da velocidade de varredura

O comportamento eletroquimico do TCC sobre a superficie do eletrodo N-GQDs-
CS/GCE foi avaliado em diferentes velocidades de variacdo de potencial. Os voltamogramas
correspondentes sdao apresentados na Figura 27A, onde pode ser visto que as intensidades de
corrente de oxida¢ao aumentaram com o aumento da velocidade na faixa de 10,0 a 300 mV

s L,
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Figura 27. (A) Voltamogramas ciclicos para TCC 10,0 umol L™ sobre o eletrodo modificado N-GQDs-CS/GCE
em solugdo tampdo B-R 0,1 mol L' (pH 7,0):etanol (95:5 v/v) 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) Relacdo entre log

—1/2

Ipa vs. log v (eixo a) e Ep, vs. log v (eixo b) (n = 3). (C) Relagdo entre I, v7'* vs. v (n = 3).

1,15
s1[B >
r = 0,997 - 1,10 e
_5,4_Iuglp‘=0!7810gv—4.7 .—:‘%
= 1,05 C
ff ] i M
25,71 (b) 1,00 %
- O e - <
2 604{-.. ). 0,95
g:
-6,3 r=10,991 r0,90 e
Ly E =0,121legv+1,11
-104— T r r r . r -6,61— : : —— T 0,85
06 07 08 09 1,0 1.1 1.2 21 -1,8 -1,5 -1.2 09 -0,6
E vs. Ag/AgCLKCl  /V log (v/Vs')
a 16 C
‘Kf.r
> 141
512
N\ by
T, 10+
= 8-
=
i
5
2 67
0,0 0,1 0,2 0,3
v/Vs'

A partir deste estudo, a representacdo grafica (Figura 27B, eixo a) do log Ipa versus log
v apresentou um comportamento linear para o TCC, obedecendo a equagado log I,. = 0,78 log
v—4,7 (r=0,997). De acordo com a literatura, um coeficiente angular igual (ou préximo) ao
valor de 1,0 indica que o processo redox € controlado por adsor¢cdo (SHIH et al., 2004).
Assim, com o coeficiente obtido igual a 0,78; concluiu-se que a etapa limitante da velocidade
da reagdo de oxidacao do TCC sobre a superficie do eletrodo foi a adsorcao.

A relagdo entre o Ep, € log v € apresentada na Figura 27B (eixo b), na qual o Epo se
deslocou linearmente com log v obedecendo a regressdo linear E,o = 0,121 log v + 1,11 (r =

0,991). De acordo com a equagdo de Laviron (6), o coeficiente angular do grafico Epo vs. log

v ¢ equivalente a 2,303RT/(1—a)zF (LAVIRON, 1979). Comumente, atribui-se a o o valor de
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0,5 para processos irreversiveis (BARD; FAULKNER, 2001). Deste modo, calculou-se o
numero de elétrons envolvidos na reacdo de oxidacdo do TCC proximo a 1. Este resultado
corrobora com os dados relatados por Lucio e coautores (2015) e representam a oxidacao de
um dos grupos amida da molécula de TCC (LUCIO et al., 2015).

Por tiltimo, o comportamento da funcao corrente (Ip. v /%) aumentando com o aumento
da velocidade de varredura (Figura 27C), indicou a ocorréncia de reacdes quimicas acopladas
ap6s a reagao de transferéncia de elétrons (ZANELLO, 2003). Nesse sentido, Baumann e
coautores (2010) observaram a formacdo de 10 diferentes produtos de oxidagdo do TCC, o
que pode ser uma consequéncia dessas reagdes quimicas acopladas. Os autores usaram uma
célula eletroquimica em linha com um sistema de cromatografia liquida com detec¢do por
espectrometria de massa com ionizagdo por eletrospray para a identificacdo dos produtos de
oxidacdo do TCC (BAUMANN et al.,, 2010). No entanto, a identificagdo precisa do
mecanismo de oxidagdo para o TCC requer mais estudos além dos estudos voltamétricos,

necessitando do uso de técnicas avangadas para a identificagao de produtos e intermediarios.

6.1.2 Estudo do pH e da natureza do eletrolito de suporte

A influéncia da composi¢do e do pH do eletrdlito de suporte sobre a resposta
eletroquimica do TCC foi examinada. As respostas de corrente e potencial de pico foram
avaliadas no intervalo de pH de 2,0 a 12,0, utilizando como eletrolito de suporte uma mistura
de solugio tampdo B-R 0,1 mol L™ com etanol (95:5 v/v), com pH ajustado previamente. Os
voltamogramas obtidos para TCC 10,0 pmol L™! sobre 0 N-GQDs-CS/GCE em cada um dos
valores de pH sdo apresentados nas Figuras 28A e 28B.

O grafico de barras (Figura 28C, eixo a) destaca como as correntes de oxidacdo do
TCC variaram em fun¢dao do pH do eletrdlito de suporte. Observa-se que os valores de
corrente aumentaram do pH 2,0 ao 7,0; e decresceram em seguida. Este comportamento pode
ser associado a adsor¢do do TCC ao filme de quitosana, sendo mais efetivo em pH neutro e
assim, proporcionando maiores respostas de correntes. Sendo assim, buscando uma melhor

sensibilidade para a determinagao do TCC, adotou-se o pH 7,0 para as analises subsequentes.
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Figura 28. Voltamogramas ciclicos para TCC 10,0 pmol L™ empregando o eletrodo modificado N-GQDs-
CS/GCE em solugdo tampdo B-R 0,1 mol L ':etanol (95:5 v/v) em diferentes valores de pH (A) pH 2,0 a 7,0 €
(B) pH 8,0 a 12,0; v= 50,0 mV s . Em (C) variagdo de I, (eixo a) e de Ey, (€ixo b) em fungdo do pH (n = 3).
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A relacdo entre o Ep, € 0 pH ¢ mostrada na Figura 28C (eixo b). Uma variagdo linear
de E,o, com valores que se deslocam no sentido negativo de potencial a medida em que se
aumenta o valor do pH do meio, indica o envolvimento direto de protons na reacdo de
oxidagdo. Ao se avaliar a inclinago da reta (—56,4 mV pH!), constatou-se que o valor se
aproximou do valor tedrico de —59,2 mV pH ™! da equagio de Nernst, indicando que o mesmo
nimero de mols de elétrons e prétons foram transferidos na reagdo, corroborando com o
trabalho de Lacio e coautores (LUCIO et al., 2015). Ainda em relagdo a inclinagdo da reta da
Figura 28C (eixo b), nota-se que ela abrangeu toda a faixa de pH, indicando que as moléculas
de TCC nao desprotonaram durante o ensaio. Tal constatacdo corrobora com o valor de pKa

do TCC igual a 12,7; reportado na literatura (YUN et al., 2020).
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Trés diferentes solu¢des tampao foram testadas como eletrolitos de suporte nos valores
de pH 6,0; 7,0 e 8,0, conforme apresenta a Figura 29. A escolha de cada eletrolito foi baseada
na faixa tamponante de cada uma das solu¢des tampao. Foram testadas as seguintes solugdes
na concentragdo 0,1 mol L™!: B-R, fosfato de sédio e Mcllvaine em uma mistura com etanol
na propor¢do de 95:5 (v/v). As maiores intensidades de corrente foram obtidas ao se usar a
solucao tampao fosfato de s6dio em pH 7,0; assim esta solugdo foi selecionada para as

analises posteriores, com o propdsito de se buscar uma maior sensibilidade para o método.

Figura 29. Respostas de corrente anddica de TCC 10,0 pmol L' em fungdo (A) do pH e da natureza do
eletrolito de suporte (n = 3), sendo usado o sistema solugdo tampao:etanol (95:5 v/v) sendo as solugdes tampao

utilizadas: (a) B-R, (b) fosfato de sddio ¢ (c) Mcllvaine.

6.2 SELECAO DA TECNICA ELETROANALITICA

Para o desenvolvimento de um método sensivel para a quantificacdo do TCC; LSV,
DPV e SWV foram investigadas como técnicas eletroanaliticas. Os parametros de cada
técnica foram ajustados de modo a se obter a mesma velocidade de varredura de potencial
para as medidas.

Os resultados obtidos utilizando as trés técnicas voltamétricas em diferentes
velocidades sdo apresentados na Figura 30. Observa-se que os voltamogramas gerados em
velocidade mais baixa (v = 50,0 mV s') (Figura 30A) obtiveram valores de corrente
superiores dos que foram obtidos em velocidade mais alta (v = 100 mV s ') (Figura 30B).
Este comportamento ¢ melhor visualizado no grafico de barras das médias de correntes

(Figura 30C), em que ¢ visto o melhor desempenho da DPV em relacdo as demais técnicas.
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Desta forma, justifica-se o uso de uma velocidade de varredura de potencial mais lenta para
melhor acompanhar a reagdo de oxidagdo do TCC, como também que este registro por DPV

apresenta uma maior sensibilidade.

Figura 30. Voltamogramas para TCC 1,0 umol L™! sobre o eletrodo modificado N-GQDs-CS/GCE em solugdo
tampdo fosfato de sddio 0,1 mol L™ (pH 7,0):etanol (95:5 v/v) em diferentes velocidades de variagdo de
potencial: (A) v=>50,0mV s!, (B) v = 100 mV s! obtidos com diferentes técnicas eletroanaliticas: (a) LSV, (b)
SWYV e (c) DPV. (C) Grafico de barras de I, vs. v (n = 3).
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6.2.1 Otimizacao dos parametros da voltametria de pulso diferencial

Para a otimizacdo da técnica de voltametria de pulso diferencial, os parametros
experimentais avaliados foram: velocidade de varredura de potencial (v), amplitude de pulso

de potencial (Epuiso) € tempo de duragdo do pulso (tpuiso) (SCHOLZ, 2015).
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A velocidade de varredura de potencial foi variada de 10,0 a 100 mV s

, mantendo
fixos os demais parametros em Epuso = 50,0 mV e tpuso = 5,0 ms. A maior média de
intensidade de corrente foi obtida na velocidade de 30,0 mV s ! (Figura 31A). Isso significa
que neste valor, a velocidade de varredura de potencial acompanha a cinética da reagdo e
assim, ¢ possivel se fazer um registro sensivel de todo o processo. O segundo pardmetro
avaliado foi o tpuiso, com valores variando na faixa de 3,0 a 30,0 ms, e mantendo fixo Epuiso =
50,0 mV e v = 30,0 mV s '. Neste estudo, selecionou-se o tempo de 5,0 ms para as analises
posteriores por ter apresentado a melhor resposta de corrente (Figura 31B). Por fim, variou-se
0 Epuiso de 10,0 a 100 mV. Um aumento da amplitude promove um aumento das intensidades
de corrente, mas também causa um alargamento dos picos. Para atender o compromisso entre

intensidade de corrente e perfil voltamétrico, selecionou-se Epuiso = 40,0 mV para os estudos

posteriores (Figura 31C).

Figura 31. Graficos referentes a otimizagdo dos parametros da voltametria de pulso diferencial para TCC 1,0
pumol L™ em solugdo tampao fosfato de sodio 0,1 mol L™! (pH 7,0):etanol (95:5 v/v): (A) Lpa vs. v; (B) Ipa vs. tpuiso
e (C) Ipa vs. Epuiso (n = 3).
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A Tabela 7 apresenta os parametros de pulso diferencial estudados, a faixa analisada e

os valores selecionados para a determinagao de TCC.

Tabela 7. Otimizac¢do dos pardmetros experimentais da voltametria de pulso diferencial para a determinagéo de

TCC.

Parametro da técnica Faixa avaliada Valor selecionado
Velocidade (mV s ') 10,0 — 100 30,0
Tempo de duragao do pulso (ms) 3,0-30,0 5,0
Amplitude do pulso (mV) 10,0 — 100 40,0

6.3 CURVA DE CALIBRACAO PARA O TCC

6.3.1 Curva de calibracio para TCC usando o eletrodo modificado N-GQDs-CS/GCE

Empregando as condi¢cdes experimentais otimizadas, construiu-se a curva de
calibracdo para o TCC mediante adi¢des de aliquotas de solucdo padrao ao eletrolito de
suporte. A Figura 32A apresenta os voltamogramas de pulso diferencial do TCC. Foi
registrado um pico definido em +0,96 V correspondente a oxidagdo do TCC, cujas
intensidades de corrente aumentaram proporcionalmente com o aumento da concentragdo do
analito no intervalo de 0,05 a 8,0 pmol L™! (r = 0,995). A regressio linear (Figura 32B) pode
ser expressa de acordo com: Ip, = 2,96(x0,04)[TCC] — 0,01(x1,70x1072), onde I, € a corrente
de pico anddico em pA, e [TCC] é a concentragdo de triclocarban em pmol L™!. Os valores de

LOD e LOQ obtidos para o TCC foram 17,0 e 57,0 nmol L™!, respectivamente.



104

Figura 32. Voltamogramas de pulso diferencial para (A) TCC sobre o eletrodo modificado N-GQDs-CS/GCE
em diferentes concentragdes: (a) branco; (b) 0,05; (¢) 0,1; (d) 0,2; (e) 0,4; (f) 0,6; (g) 0,8; (h) 1,0; (i) 2,0; (j) 4,0;
(k) 6,0 ¢ (1) 8,0 umol L ™! em solugdo tampao fosfato de sddio 0,1 mol L™! (pH 7,0):etanol (95:5 v/v). Condigdes
experimentais: v =30,0 mV s~ !; Epuso = 40,0 mV € tpuso = 5,0 ms. (B) Curva de calibragdo para TCC (n = 3).
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As caracteristicas analiticas extraidas da curva de calibragdo do TCC usando o

eletrodo modificado N-GQDs-CS/GCE sao mostradas na Tabela 8.

Tabela 8. Caracteristicas analiticas obtidas a partir da curva de calibragdo para o TCC empregando o eletrodo
modificado N-GQDs-CS/GCE.

Caracteristicas Analiticas TCC
Potencial de pico (V) 0,96

Faixa linear (umol L") 0,05 -38,0
Coeficiente de correlagdo —r 0,995
Coeficiente angular (uA L pmol ™) 2,96
Desvio padrio do coeficiente angular (A L pmol ™) +0,04
Coeficiente linear (LA) —-0,01

Desvio padrdo do coeficiente linear (LA) +1,70x1072
LOD (nmol L) 17,0

LOQ (nmol L) 57,0
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Para fins de comparacdo, foi construida uma curva de calibragdo para o TCC
empregando o GCE nao modificado (dados nao mostrados). Neste estudo, obteve-se uma
faixa linear de 0,5 a 14,0 umol L™ com regressdo linear de Ia = 0,94(x1,00x103)[TCC] +
0,60(£0,50) (r = 0,998). Os valores de LOD e LOQ foram calculados em 160 e 530 nmol L',
respectivamente. Estes valores foram cerca de nove vezes superiores aos limites obtidos pelo
eletrodo modificado, que se mostrou mais sensivel. Com este comparativo, ¢ possivel
reafirmar que o eletrodo modificado neste trabalho ¢ mais sensivel para a analise de TCC do

que o substrato de carbono vitreo.

6.3.2 Curva de calibra¢ao para TCC usando o método comparativo

A espectrometria UV-vis foi implementada como método comparativo para verificar a
exatiddo dos resultados fornecidos pelo eletrodo modificado N-GQDs-CS/GCE para a
quantificagdo do TCC. A curva de calibracdo para o TCC foi construida por meio de adi¢des
sucessivas de solugdo padrao em etanol, sendo monitorados os valores de absorbancia
maximo no comprimento de onda de 265 nm (Figura 33A). A curva de calibra¢do construida
para o TCC ¢ exibida na Figura 33B, abrangendo a faixa linear de concentragdo de 1,0 a 20,0
pumol L7 (r = 0,999) com equagio da reta igual a Abs = 4,10x107%(£2,58x10"4)[TCC] +
1,15x107%(£4,50x107%). Os valores de LOD e LOQ foram iguais a 330 e 1100 nmol L,

respectivamente.

Figura 33. (A) Espectros UV-vis para solucdo padrao de TCC: (a) branco em etanol; (b) 1,0; (c) 2,0; (d) 4,0; (e)
6,0; () 8,0; (g) 10,0; (h) 12,0; (i) 14,0; (§) 16,0; (k) 18,0 e (1) 20,0 pmol L. (B) Curva de calibragido para TCC
(n=3).
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As caracteristicas analiticas extraidas da curva de calibragdo do TCC pelo método

comparativo sao mostradas na Tabela 9.

Tabela 9. Caracteristicas analiticas obtidas a partir da curva de calibragdo para o TCC empregando a

espectrometria UV-vis.

Caracteristicas Analiticas TCC
Comprimento de onda (nm) 265
Faixa linear (umol L") 1,0-20,0
Coeficiente de correlagdo —r 0,999
Coeficiente angular (L pmol ') 4,10x1072
Desvio padrio do coeficiente angular (L pmol ') +2,58%x107*
Coeficiente linear 1,15x1072
Desvio padrdo do coeficiente linear +4,50x1073
LOD (nmol L) 330
LOQ (nmol L™) 1100

6.3.3 Avaliacdo dos limites de deteccio obtidos pelos métodos desenvolvidos para a

analise de TCC

Os valores de LOD obtidos para a anélise de TCC foram, respectivamente, 17,0 nmol
L aplicando o método eletroquimico usando o eletrodo modificado N-GQDs-CS/GCE; e
330 nmol L' empregando o método espectrométrico. Analisando os valores, nota-se que o
método eletroquimico foi mais sensivel. Esses resultados estdo diretamente relacionados ao
uso do eletrodo modificado com N-GQDs imobilizados em quitosana, que permitiu o
desenvolvimento de uma ferramenta mais sensivel para este tipo de analise.

Em relagdo aos trabalhos encontrados na literatura destinados a quantificagdo do TCC,
majoritariamente € relatado o uso dos métodos cromatograficos (Tabela 10). Embora o LOD
obtido pelo N-GQDs-CS/GCE seja superior aos limites obtidos pelos métodos
cromatograficos, o desenvolvimento e operacdo do eletrodo proposto sdo mais simples € o
equipamento necessario ¢ mais acessivel. Entre uma das vantagens, destaca-se que o eletrodo
foi construido usando materiais modificadores a partir de precursores abundantes e de baixo
custo, sendo o primeiro eletrodo modificado desenvolvido destinado ao monitoramento do

TCC.
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Tabela 10. Métodos analiticos relatados para a determinagao de TCC.

LOD/
Método Ferramenta Matriz Referéncia
nmol L™!
(SILVEIRA et al.,
Cromatografico LC-MS/MS Urina humana 0,03 2020)(SILVEIRA
et al., 2020)
Solugdo tampao
Imunoensaio ELISA fosfato de sodio (pH 0,095 (AHN et al., 2012)
7,5):DMSO
Agua de rio,
Cromatografico =~ UHPLC-TUV* _ 0,13 (GUO et al., 2009)
1rrigagao e torneira
. (ZHOU; YE;
Cromatografico =~ HPLC-MS/MS  Urina humana e soro 0,32
CALAFAT, 2012)
(WANG et al.,
Cromatografico ~ MSPE-HPLC Metanol 1,27
2018)
, ‘ (ZHANG et al.,
Cromatografico = HPLC-MS/MS  Agua de superficie 1,6
2020)
Solugdo tampao
_ N-GQDs- _
Eletroquimico fosfato de sodio (pH 17,0 Este estudo
CS/GCE
7,0):etanol
Solugdo tampao ,
. . (LUCIO et al.,
Eletroquimico GCE acetato de sodio (pH 180 2015)
5,4):metanol
Espectrométrico UV-vis Etanol 330 Este estudo

* UHPLC-TUV - Cromatografia liquida de ultra alta pressdo com detecgao ultravioleta ajustavel;

®MSPE - Extragdo magnética em fase solida.

6.4 REPETIBILIDADE, ESTABILIDADE E ESTUDO DOS INTERFERENTES

A repetibilidade de corrente fornecida pelo N-GQDs-CS/GCE foi testada por meio de
um ensaio intra-dia, usando cinco solugdes padrio de TCC 1,0 umol L' preparadas no
mesmo dia, ¢ um ensaio inter-dia, conduzido durante cinco dias usando uma solucdo de

mesma concentracdo preparada a cada dia. Os valores de RSD para as medi¢des (n = 5) foram



108

4,1% e 5,3%, respectivamente. Neste sentido, esses valores de RSD obtidos para os ensaios
intra e inter-dia indicaram excelente repetibilidade dos dados obtidos com o N-GQDs-
CS/GCE para a analise do TCC.

A estabilidade da dispersdo de N-GQDs-CS foi investigada ao longo de um periodo de
cinco semanas. A dispersdo permaneceu armazenada a 4 °C em um refrigerador, quando nao
estava em uso, mas era removida para atingir a temperatura ambiente antes do preparo dos
eletrodos. As respostas de corrente para TCC 1,0 umol L™! fornecidas pelo N-GQDs-CS/
GCE preparado com a mesma dispersao diminuiram 3,2% apds cinco semanas, quando
comparadas com a primeira resposta de corrente. Este resultado indica que a dispersdo de N-
GQDs-CS permaneceu estavel por pelo menos cinco semanas e, portanto, pode ser utilizada
para a preparagao de eletrodos modificados neste periodo sem proporcionar perda de
sensibilidade ao método.

Para avaliar a seletividade fornecida pelo eletrodo N-GQDs-CS/GCE e a possivel
interferéncia de moléculas organicas e ions inorganicos nos dados obtidos, aplicou-se a DPV
na presenga de potenciais interferentes em solu¢do tampdo fosfato de sodio 0,1 mol L™! (pH
7,0):etanol (95:5 v/v) contendo TCC 1,0 pmol L™! (+0,96 V). A concentracio de compostos
organicos foi 50 vezes maior que a do TCC. Acido ascérbico, acido urico, dopamina, rutina,
catequina e acido tanico foram oxidados em potenciais menos positivos que +0,6 V, enquanto
a cumarina ndo apresentou reagao de oxidacdo. A diminui¢cdo das correntes de oxidacdo para
o TCC foi inferior a 8,0% na presenca dos potenciais interferentes organicos. Além disso,
nenhuma interferéncia significativa (<3,0%) de ions comuns, como Na®, K*, Ca?", Mg**, CI',
NO;™ e SO4* foi observada mesmo com concentragdes 100 vezes maior que a do analito.
Esses resultados indicaram que o eletrodo modificado proposto apresentou boa seletividade

para o TCC nestas condigdes.

6.5 DETERMINACAO DE TCC EM PRODUTOS DE HIGIENE E CUIDADO PESSOAL

O eletrodo modificado N-GQDs-CS/GCE foi aplicado para a quantificacao de TCC
em dois tipos de produtos de higiene e cuidado pessoal: sabonete em barra e sabonete liquido,
de duas companhias. Para a determinagdo eletroanalitica foi utilizado o método de adicao de
padrdao, comumente empregado por minimizar o efeito de matriz. Os dados de concentragdao

de TCC nas quatro amostras obtidos por DPV usando o N-GQDs-CS/GCE foram comparados
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com os dados obtidos por espectrometria UV-vis, empregado como método comparativo
(Tabela 11).

Os resultados de uma das replicatas da amostra de sabonete em barra (companhia A)
sdo apresentados na Figura 34. A Figura 34A mostra os voltamogramas de pulso diferencial
para: branco (curva a), amostra (curva b), e a amostra com adi¢des sucessivas de solucao
padrao de TCC (curvas c-f). Para a amostra (curva b), o voltamograma exibiu um pico de
oxidagdo de TCC em +0,98 V, e as correntes de pico aumentaram linearmente com as adi¢des
de solugdo padrdo na célula eletroquimica. Com isto, a curva de adi¢ao de padrdo para o TCC
¢ apresentada na Figura 34B junto com a curva de calibragdo construida anteriormente (Se¢ao
6.3.1) para efeito de comparacdo. Nesta replicata, pela extrapolagdo da curva de adicao de
padrdo, determinou-se o valor de 0,85 pmol L' de TCC na célula eletroquimica,
correspondente a 0,17% (m/m) na amostra, ¢ estando de acordo com o permitido pela
legislacdo brasileira. Pode-se observar também que as inclinagdes das curvas de adi¢do de
padrdo e calibragdo foram bastante semelhantes, o que significa que o método proposto
usando o eletrodo modificado ndao apresentou interferéncia dos componentes da matriz na
determinagdo. Assim, as determinagdes de TCC também podem ser realizadas pelo método da
calibracao externa, o que facilitaria o procedimento, melhorando a frequéncia analitica das

analises.

Figura 34. (A) Voltamogramas de pulso diferencial para: (a) branco, (b) 80,0 uL de amostra de sabonete em
barra A, e (c-) adigdes sucessivas de 100 puL de solugdo padrio de TCC 0,1 mmol L' em solugdo tampdo
fosfato de sodio 0,1 mol L™ (pH 7,0):etanol (95:5 v/v), empregando o eletrodo N-GQDs-CS/GCE. (B) Curvas de
adi¢do de padrio (a) e calibragdo (b) do TCC. Condigdes experimentais: v = 30,0 mV s™'; Epuso = 40,0 mV € tpuso

=5,0 ms.
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Da mesma forma, os resultados de uma das replicatas para quantificacdo de TCC na
amostra de sabonete em barra (companhia A) pelo método espectrométrico sao mostrados na
Figura 35. Pode-se dizer que também ndo houve efeito de interferéncia de matriz, pois as
inclinagdes da curva de adi¢do de padrdo (curva a) e da curva de calibragdo (curva b) foram
semelhantes (Figura 35B). Similarmente, pela extrapolacdo da curva de adigdo de padrio,
nesta replicata, encontrou-se o valor de 1,79 pmol L™! de TCC na cubeta, correspondente a

0,17% (m/m) na amostra, e estando de acordo com o regulamentado pela legislacao brasileira.

Figura 35. (A) Espectros UV-vis para: (a) branco, (b) 50,0 uL de amostra de sabonete em barra A, ¢ (c-g)
adigdes sucessivas de 30,0 uL de solugdo padrio de TCC 0,1 mmol L! em etanol; (B) Curvas de adi¢do de

padrio (a) e calibragdo (b) do TCC.
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Conforme pode ser visto na Tabela 11 (coluna % m/m), os teores de TCC
determinados em todos os ensaios estdo abaixo dos limites estabelecidos pela legislagcdo
brasileira. Neste sentido, a ANVISA regulamenta a adigdo de TCC em concentragdes de até
1,5% (m/m) em produtos destinados ao enxague (por exemplo, sabonetes) (RDC n° 3/2012)
(BRASIL, 2012b), e um limite maximo de 0,2% (m/m), em produtos como cosméticos e
perfumes (RDC n° 29/2012) (BRASIL, 2012a). Por fim, os percentuais obtidos nos ensaios de
adicdo e recuperacdao por ambos os métodos ficaram entre 90 e 110%. Esta faixa se encontra
dentro do permitido (80—110%) para niveis em pmol L' do analito (GONZALEZ;
HERRADOR, 2007). Assim, confirmou-se a exatiddo dos dados fornecidos por ambos os

procedimentos analiticos.
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Tabela 11. Determinacdo de TCC em diferentes amostras pelos métodos eletroquimico e espectrométrico.

DPV? UV-vis
Amostras Determinado” Adi¢do  Encontrado® Determinado® Adi¢do  Encontrado®
Rec/ % Rec /%
% (Il‘l/l’l’l) ],I,l'IlOl L! / umol L™! / umol L™ % (m/m) HmOl L*l / umol L™! / umol L™!
Sabonete
0,165+0,006 0,84+0,03 1,00 1,81+0,04 93-101 0,175+0,007 1,85+0,08 1,00 2,86+0,06 95-109
em barra A
Sabonete
0,153+0,005 0,78+0,02 1,00 1,78+0,06 92-108 0,150+0,006 1,59+0,07 1,00 2,58+0,03 96-102
liquido A
Sabonete
0,146+0,009 0,74+0,04 1,00 1,77+0,04 98-109 0,149+0,005 1,58+0,06 1,00 2,58+0,06 95-110
em barra B
Sabonete
liquido B 0,152+0,003 0,77+0,02 1,00 1,75+0,06 90-106 0,149+0,001 1,57+0,04 1,00 2,55+0,04 92-102
iquido

2 DPV usando o eletrodo modificado N-GQDs-CS/GCE;

b Média de cinco medidas sob as mesmas condi¢des experimentais.

Além do ensaio de adi¢do e recuperagdo, testes estatisticos foram aplicados para
comparar o conjunto de dados obtidos através dos métodos eletroquimico e espectrométrico
(Tabela 12). O teste F' foi usado para comparar a precisao dos resultados obtidos com os dois
métodos. Os valores de F calculados foram menores que Fieorico, indicando que ndo houve
diferenca significativa entre a precisao dos dados obtidos com os dois procedimentos. Para a
comparacao das médias foi aplicado o teste ¢ pareado. Todos os valores de ¢ foram inferiores
ao valor fesrico, indicando que ndo houveram erros sistematicos nos dados fornecidos pelos

dois métodos.

Tabela 12. Testes estatisticos aplicados para a avaliagdo dos resultados da determinagdo de TCC em diferentes

amostras pelos métodos eletroquimico e espectrométrico.

Amostras
Sabonete Sabonete Sabonete Sabonete
em barra A liquido A em barra B liquido B
E: (%)? =5,7 2,0 -2,0 2,0
F® 1,36 1,44 3,24 1,00
t° 2,26 0,71 0,53 0,95

2 Erro relativo = [ (método eletroquimico — método espectrométrico) / método espectrométrico ] X 100;
b Fleorico = 6,38;
¢ teorico = 2,3 1.
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CONCLUSOES

No presente trabalho foi apresentado o desenvolvimento de dois -eletrodos
quimicamente modificados a base de GQDs e quitosana, os quais foram avaliados e aplicados
na determinacdo de desreguladores enddcrinos em produtos de higiene e cuidado pessoal. A
combinagdo dos GQDs com a quitosana garantiu sensibilidade suficiente aos eletrodos,
atendendo os niveis encontrados destes agentes em amostras comerciais, possibilitando uma
quantificagdo com sucesso. Além disso, a quitosana foi fundamental nesse processo dado o
objetivo de formacdo de um filme estavel sobre o substrato de carbono vitreo.

O primeiro eletrodo modificado foi desenvolvido a base de GQDs imobilizados em
quitosana para a determinacdo simultanea de triclosan e metilparabeno. Este ¢ o primeiro
trabalho dedicado ao monitoramento simultaneo destes compostos por voltametria. Enquanto
que o segundo eletrodo foi construido a partir de N-GQDs imobilizados em quitosana para a
quantificagdo de triclocarban, sendo o primeiro eletrodo modificado dedicado a esta
finalidade. Os GQDs e N-GQDs foram obtidos a partir de uma simples reagdo de pirdlise do
acido citrico com uma fonte de nitrogénio, quando necessario. Sendo assim, foram obtidos a
partir de materiais de baixo custo, ndo sendo necessarios equipamentos sofisticados para a
sintese.

Os eletrodos modificados apresentaram boa estabilidade, adequada repetibilidade e
sensibilidade para os ensaios. A quantificagdo em ambos os estudos foi realizada com sucesso
em amostras reais, obtendo valores de precisdo e exatidao satisfatorios em acordo com dados
de espectrometria UV-vis, empregada como técnica comparativa. Além disso, foi mostrado
que ndo houve interferéncia dos componentes da matriz na determinacao dos trés compostos.
Assim, em ensaios futuros, pode ser usado o método de calibracdo externa para as
determinacdes, melhorando a frequéncia analitica dos ensaios. E importante ressaltar isso,
pois a cada medida realizada nestes trabalhos foi necessdria uma limpeza do eletrodo e o
preparo de novos filmes, visto que os produtos de oxidacdo dos analitos bloquearam a
superficie do eletrodo.

Por fim, os dois eletrodos modificados com GQDs e N-GQDs mostraram ser
ferramentas analiticas com sensibilidade suficiente para atender os niveis de triclosan,
metilparabeno e triclocarban exigidos pela legislacdo em produtos de higiene, podendo ser

uma alternativa ao uso de métodos cromatograficos.
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