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RESUMO

Acido cafeico é um composto fenélico encontrado em diversos alimentos de consumo humano,
tais como vegetais, frutas, vinhos, chas e café. Estudos tém demonstrado que o consumo desse
composto esta relacionado a muitos efeitos positivos na saude humana. Além disso, o acido
cafeico contribui para o sabor e aroma do café. Neste estudo, um novo sensor eletroquimico foi
desenvolvido a base do extrato da polpa de banana (Musa sapientum). O extrato serviu como
agente redutor (polifenois, polissacarideos e flavonoides) e estabilizante para a sintese verde de
nanoparticulas de ouro. Imagens de microscopia eletronica confirmaram a presenga de
nanoparticulas de ouro com um didmetro médio de 13,5 + 3,6 nm sobre folhas de grafeno
posteriormente adicionadas. O sensor eletroquimico foi desenvolvido depositando o
nanocomposito na superficie de um eletrodo de carbono vitreo, que apresentou notavel
capacidade de resposta ao acido cafeico. Estudos de voltametria ciclica e espectroscopia de
impedancia eletroquimica caracterizaram eletroquimicamente o sensor proposto € seu
desempenho em comparacdo com o eletrodo de carbono vitreo sem modificagdo. O acido
cafeico apresentou um comportamento eletroquimico reversivel, controlado por difusdo,
registrando picos de oxidacdo e reducdo em +0,52 e +0,46 V vs. Ag/AgCl, respectivamente.
Sob condic¢des otimizadas, uma curva de calibragdo foi obtida em solu¢do tampao Britton-
Robinson 0,1 mol L~! (pH 2,0) com faixa linear de 0,05 — 10,0 umol L~! e limite de deteccio
de 0,016 pmol L-!. O sensor foi eficaz na quantifica¢io de 4cido cafeico em amostras de café
e os resultados foram comparados aos obtidos por espectrometria UV-vis.

Palavras-chave: Sintese verde; extrato da banana; nanoparticulas; grafeno.



ABSTRACT

Caffeic acid is a phenolic compound found in various foods consumed by humans, such as
vegetables, fruits, wines, teas, and coffee. Studies have shown that the consumption of this
compound is associated with many positive health effects. Additionally, caffeic acid contributes
to the flavor and aroma of coffee. In this study, a new electrochemical sensor was developed
based on banana pulp extract (Musa sapientum). The extract served as a reducing agent
(polyphenols, polysaccharides, and flavonoids) and stabilizer for the green synthesis of gold
nanoparticles. Electron microscopy images confirmed the presence of gold nanoparticles with
an average diameter of 13.5 £ 3.6 nm on subsequently added graphene sheets. The
electrochemical sensor was developed by depositing the nanocomposite on the surface of a
glassy carbon electrode, which showed remarkable response capability to caffeic acid. Cyclic
voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy studies electrochemically
characterized the proposed sensor and its performance compared to the unmodified glassy
carbon electrode. Caffeic acid exhibited a reversible, diffusion-controlled electrochemical
behavior, recording oxidation and reduction peaks at +0.52 and +0.46 V vs. Ag/AgCl,
respectively. Under optimized conditions, a calibration curve was obtained in 0.1 mol L™
Britton-Robinson buffer (pH 2.0) with a linear range of 0.05 — 10.0 pmol L~! and a detection
limit of 0.016 pmol L', The sensor was effective in quantifying caffeic acid in coffee samples,
and the results were compared to those obtained by UV-vis spectrometry.

Keywords: Green synthesis; banana extract; nanoparticles; graphene.
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1 INTRODUCAO

Alimentos como café, chas, vinhos ¢ frutas, tais como uva ¢ maga, contém acido
cafeico em niveis consideraveis. Estudos demonstram que este composto fenolico atua como
antioxidante, anticoagulante e anti-inflamatorio. Devido a sua baixa toxicidade, pode ser
utilizado no tratamento de doencgas, como o cancer que afeta cerca de 20 milhdes de pessoas
por ano [1]. Estudos também revelam que, além de atuar como agente antioxidante, o acido
cafeico auxilia no aumento da eficacia da quimioterapia, promovendo a morte das células
cancerigenas [2]. Nesse sentido, a determinagdo do acido cafeico nos alimentos ¢ de grande
importancia, pois ajuda a estimar as quantidades dessa substdncia em diferentes amostras
alimenticias.

O uso das técnicas voltamétricas para determinagdo de acido cafeico tem se tornado
comumente usadas devido as suas vantagens, como sensibilidade, baixo custo e portabilidade,
em relacdo as técnicas analiticas oficiais que incluem cromatografia acoplada a um detector
de arranjo de fotodiodos e eletroforese capilar. Nesse contexto, observa-se um notavel
crescimento na busca por sensores cada vez mais sensiveis, alcancado devido a modificagao
da superficie de eletrodos convencionais como eletrodos de carbono vitreo e ouro. Exemplos
de materiais utilizados para aprimorar o desempenho desses eletrodos incluem nanotubos de
carbono, pontos quanticos, grafeno e nanoparticulas metalicas.

As nanoparticulas de ouro tém sido utilizadas como modificadores de superficie
de eletrodos, devido as suas propriedades condutoras e alta area superficial, contribuindo para
um aumento do sinal analitico. Desta maneira, a utilizacdo de extratos vegetais tem sido
investigada devido a sua atuagdo como agente redutor de ions metélicos e estabilizador na
formacao das nanoparticulas, resultando numa menor toxicidade e baixo custo, em relagdo
as sinteses convencionais. Flavonoides, polissacarideos e polifenois sao exemplos de
compostos presentes nos extratos vegetais, que possibilitam a formagdo das nanoparticulas de
ouro [3].

Materiais a base de carbono, como o grafeno, também tém sido aplicados em conjunto
com as nanoparticulas de ouro para a modificacdo da superficie dos eletrodos. Isso ocorre
porque o grafeno possui alta condutividade elétrica, o que também contribui para o aumento do
sinal analitico. Para permitir uma maior dispersao do grafeno, extratos de plantas sdo utilizados
na estabilizacdo de compdsitos de grafeno, por meio da a¢do das biomoléculas presentes no
extrato.

Neste sentido, o presente trabalho propde a modificacao da superficie de um eletrodo
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de carbono vitreo utilizando nanoparticulas de ouro estabilizadas em extrato de banana (Musa

sapientum) e grafeno, visando a determinagdo de acido cafeico em amostras de café.
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2  REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1  ACIDO CAFEICO E SUAS IMPLICACOES A SAUDE HUMANA

O café ¢ uma das bebidas mais populares do mundo, ocupando a terceira posicao entre
as mais consumidas, apos a agua e o cha. Estima-se que diariamente sejam consumidas mais de
dois bilhdes de xicaras, o que pode estar relacionado ao fato de que tomar café faz parte do
habito de muitas pessoas ou até mesmo serve como uma ferramenta de socializagado [4,5].

Dentre as principais espécies de café, estdo a Coffea arabica e a Coffea canephora,
que sdo cultivadas em regides tropicais e subtropicais. O Brasil, a Colombia, a Indonésia e o
Vietna sdo os paises que se destacam na producdo e exportacao de café. Além disso, o café ¢
composto por diversas substancias quimicas, como alcaloides, vitaminas e compostos fendlicos.
Estes ultimos sdo uma das classes mais importantes encontradas em sua matriz, apresentando
atividade biologica ao atuarem como agentes antioxidantes, o que traz beneficios a saude
humana. Ha evidéncias de que o consumo de café pode reduzir o risco de doencas como
Alzheimer, Parkinson, diabetes tipo 2, cancer de figado e doengas cardiacas [6—8].

Os compostos fendlicos sdao compostos de ocorréncia natural encontrados
principalmente em frutas e vegetais. Esses metabolitos secundarios das plantas possuem
propriedades antioxidantes e ajudam a aumentar a estabilidade oxidativa dos sistemas
bioldgicos [9].

De acordo com Kadar et al. (2021)[10] existem mais de 8.000 compostos fenolicos
que podem ser classificados em dois principais grupos: flavonoides e nao flavonoides. Os
flavonoides possuem como estrutura basica trés anéis (C6-C3-C6) conforme apresentado na
Figura 1A. A variacdo da sua estrutura central leva a formagdo de sete subclasses, que sao
determinadas pelo grau de oxidagdo do heterociclo principal. Essas subclasses incluem os
flavonois, as flavonas, as isoflavonas, as antocianidinas, as flavanonas, os flavanois e as
chalconas [11]. Os nao flavonoides apresentam anéis C6-C1 em sua estrutura basica
apresentados na Figura 1B, e dentro dessa categoria, incluem-se os acidos fenolicos parciais e
os taninos hidrolisados como subgrupos de maior interesse [12]. A Figura 1 apresenta a
estrutura basica dos flavonodides, representado pelo 3,4-dihidro-2-fenil-2H-1-benzopirano que
pertence a subclasse das flavonas e os ndo flavonoides, representado pelo acido 2-

hidroxibenzoico.
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Figura 1. Estrutura quimica do (A) 3,4-dihidro-2-fenil-2H-1-benzopirano (C6-C3-C6) e
(B) 4cido 2-hidroxibenzoico (C6-C1).
(B)

O éacido cafeico (AC), também conhecido como acido 3,4-dihidroxicinamico, é um
acido fenodlico importante encontrado em uma variedade de produtos alimenticios, incluindo
café, azeite de oliva, leguminosas, frutas e vinho [13]. Sua estrutura quimica consiste em um
anel aromatico, uma ligagdo dupla conjugada a carbonila do grupo acido e dois grupos hidroxila
ligados ao anel, nas posi¢des 3 e 4, sdo responsaveis pelas propriedades eletroquimicas devido

a presenga do par redox quinona/hidroquinona [2,14], conforme apresentado na Figura 2.

Figura 2. Estrutura quimica do acido cafeico

HO
X OH

HO

Estudos cientificos destacaram que o AC apresenta inimeras propriedades quimicas e
farmacologicas. Estas incluem atividade antibacteriana, propriedades antioxidantes, a¢cao anti-
aterosclerotica, capacidade de estimulacdo do sistema imunoldgico, efeito anti-
inflamatério/analgésico, atividade antiviral, prote¢do cardiovascular e atividade
antiproliferativa [15,16]. O grande atrativo deste composto ¢ que, devido a sua acdo
farmacoldgica e ao seu potencial terapéutico, combinados com sua baixa toxicidade, o tornam
adequado para a realizag¢ao de estudos clinicos [17].

Segundo Chhikara e Parang (2023)[18], a cada ano, cerca de aproximadamente 20
milhdes de pessoas recebem o diagnostico de cancer. Os tipos de cancer de maior incidéncia
incluem cancer de mama, pulmao, célon, préstata, linfoma, rim, sangue e cérebro, de acordo
com dados estatisticos. Embora ainda ndo se tenha estabelecido um mecanismo definitivo de
atuacdo dos compostos fendlicos como agentes oxidantes seletivos frente as células

cancerigenas, pesquisadores afirmam que o AC pode induzir a apoptose em células
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cancerigenas através de uma reagdo autocatalitica. Iniciando pela oxidacdo dos catecois,
gerando uma semiquinona capaz de reagir com o oxigénio. Isso leva ao aumento dos niveis de
espécies reativas de oxigénio, como o anion superoxido (037). Alam et al. (2022) e Rajendra
Prasad et al. (2011)[19,20] ainda enfatizam a a¢ao do acido cafeico ao induzir a morte de células
cancerigenas por meio da quimioterapia, bem como sua baixa toxicidade em compara¢do com
as drogas sintéticas.

As técnicas analiticas mais usuais para quantificacdo do teor de AC em diferentes
matrizes, inclui cromatografia acoplada a um detector de arranjo de fotodiodos [21],
eletroforese capilar [22] e métodos eletroanaliticos. Os sensores eletroquimicos tém sido
amplamente explorados para a detec¢ao e monitoramento de AC em amostras alimenticias,
devido as suas diversas vantagens, incluindo frequéncia analitica, baixo custo, facilidade de
manuseio e possibilidade de realiza¢do de analises in-situ [23,24].

Diversos estudos vém aprimorando os sensores com modificagdes em suas superficies
utilizando diferentes nanomateriais para a determinacao de 4cido cafeico em diferentes tipos de
amostras [25]. Um trabalho realizado por Mostafazadeh et al. (2022) aborda o emprego de
Nanofitas de grafeno (GNRs) e nanoparticulas de ferrita de cobalto (CoFe>O4) combinadas com
oxido de niquel (NiO) e 1-Etil-3-metilimidazolium acetato como modificadores de um eletrodo
de pasta de carbono, onde tal modificagcdo proporcionou uma maior sensibilidade para a
determinag¢do de AC [26]. Em outro estudo realizado por DOU et al. (2023) um sensor
eletroquimico foi construido utilizando nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT)
modificados com ouro e 2,6-dioctadecilaminopiridina (DODMA) para a deteccdo de AC,
atingindo uma excelente exatidao [27]. Neste contexto, os nanomateriais t€ém recebido crescente
aten¢do em virtude de suas propriedades Unicas e capacidade de aprimorar o desempenho de

sensores eletroquimicos.
2.2 NANOMATERIAIS A PARTIR DE UMA PERSPECTIVA VERDE

A nanotecnologia consiste na manipulagdo de materiais em escala atomica,
especialmente entre 1 e 100 nm, utilizando combina¢des de abordagens fisicas, quimicas e
biologicas. Essa area inovadora estd transformando uma ampla gama de tecnologias,
instrumentos cientificos, dispositivos de consumo e aplicagdes médicas, proporcionando uma
revolugdo sem precedentes [28,29]. As caracteristicas dos nanomateriais sao determinadas, em
grande parte, pelas condig¢des de sua preparacao.

Metais como prata (Ag), aluminio (Al), ouro (Au), zinco (Zn), titanio (T1), platina (Pt)
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e Cobalto (Co) foram empregados na sintese de nanoparticulas [30]. A sintese de
nanoparticulas ¢ realizada por meio de duas abordagens distintas: "top-down" (de cima
para baixo) e "bottom-up" (de baixo para cima). Na abordagem "top-down", o objetivo ¢
reduzir o tamanho da estrutura em dire¢do a nanoescala. Isso ¢ alcangado por meio de
processos como litografia, ablacdo a laser, mineracdo de esferas e pulverizagdo catodica. Por
outro lado, na abordagem "bottom-up", as nanoestruturas sao construidas a partir de 4tomos e
moléculas menores [31].

Atualmente, estdo sendo exploradas opg¢des para substituir reagentes redutores menos
prejudiciais a saide humana e ao meio ambiente, com o objetivo de substituir os reagentes
empregados nos métodos tradicionais de sintese. Neste sentido, tem-se utilizado extratos
vegetais na sintese de nanoparticulas metélicas. A reducao dos ions metalicos, neste caso, ¢
mediada pelos extratos vegetais e varia de acordo com a combinag@o Unica de biomoléculas
presentes no ambiente [3,32]. Esses extratos contém biomoléculas, como proteinas, enzimas e
polissacarideos, além de fitoquimicos, como terpenos, alcaldides e polifendis, incluindo
flavonodides que atuam como agentes redutores, bem como amidas, cetonas, aldeidos e acidos
carboxilicos, que auxiliam na estabiliza¢do do metal durante a reagdo. [33].

As vantagens deste método de sintese incluem a obtencdo de produtos com
caracteristicas inertes, biocompativeis, com baixo custo, rapidez de obten¢do, geometria bem
definida, grande area superficial e ndo necessita da utilizacdo de equipamentos sofisticados
para a realizagdo da sintese [34,35]. A Figura 3 mostra alguns possiveis compostos presentes
nos extratos vegetais, bem como as diferentes fontes vegetais utilizadas na biossintese de

nanoparticulas metalicas.



Figura 3. Representacdo esquematica da sintese de nanoparticulas metélicas a partir
do uso de extratos vegetais como agente redutor e estabilizante e dispersante.
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Nanoparticulas de ouro (AuNPs) t€ém sido amplamente utilizadas devido as suas

diversas propriedades notaveis, podendo ser aplicadas no desenvolvimento de catalisadores,

cosméticos, farmacos, terapia antitumoral, sensores, entre outras aplicagdes. A biossintese de

AuNPs ¢ um método amplamente utilizado devido a utilizagdo de insumos ndo tdxicos, o que

a classifica como uma sintese verde. Um estudo elaborado por YING et al. (2022) sugeriu, que

as nanoparticulas de ouro sintetizadas em extrato vegetal, apresentam uma grande estabilidade,

o0 que a torna ideal para aplicacdo como catalisador, por exemplo [36].

Na literatura, existem diversos trabalhos que relatam a obtencdo de nanoparticulas

usando a estratégia de sintese verde. A Tabela 1 apresenta alguns dos diferentes extratos

vegetais utilizados como precursores na obtencdo das AuNPs, bem como suas caracteristicas

estruturais e principais aplicagoes.
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Tabela 1. Sintese mediada por plantas de nanoparticulas de ouro (AuNPs) a partir de varios
precursores.

Part F N
Planta .z.lr ¢ orma d A Tamanho Aplicacao
utilizada nanoparticula
Esférica, em Atividade anticancer
Hygrophilia . forma de contra linhas de células
e . P Planta inteira R 68 nm
spinosa bastdo, € cancerosas de mama,
triangular ovario e cérebro
Solidago Propriedades
Esférica 25,9 nm }
canadensis Folhas eletroativas
Excelente atividade
antibacteriana;
Combretum . viabilidade celular
Folhas Esférica 13,20 nm ) .
erythrophyllum excepcional em relacao
as linhas de células
cancerosas.
Pentagonais, Alto potencial
Parkia biglobosa Caule esféricas e 1 -35nm antimicrobiano contra
triangulares bactérias simbioticas
15,53 £ Propriedades
Clitoria ternatea Esféricas ’ .
Flores 10,12 nm medicinais

Fonte: Adaptado de RANI et. al. (2023)[37].

Neste trabalho, o extrato da polpa da banana (Musa sapientum) sera utilizada como
agente redutor e estabilizante para a formagao de AuNPs. Na polpa da banana, encontramos trés
acidos organicos predominantes: acido malico, acido citrico e acido oxalico, cujas
concentragdes passam por mudangas significativas ao longo do processo de crescimento e
amadurecimento [38]. Além disso, ¢ amplamente reconhecido que a polpa da banana contém
diferentes tipos de amido, celulose e fitoquimicos bioativos, incluindo catecolaminas,
compostos fendlicos e carotenoides [39]. Tais compostos permitem a redugao do ion metalico,
indicando que o extrato da banana pode ser uma alternativa na sintese de nanoparticulas.

A combinag¢do de materiais carbondceos, como grafeno, por exemplo, com AuNPs tem
sido explorada devido ao efeito sinérgico resultante dessas interagdes [40]. A incorporagdo de
nanomateriais a base de carbono as AuNPs pode ampliar as propriedades elétricas, térmicas e
mecanicas do composito formado, ao mesmo tempo que oferece uma maior area superficial

para reacdes e interagdes quimicas [41].
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23 GRAFENO COMO MODIFICADOR DE SUPERFICIE DE ELETRODOS

Uma caracteristica fundamental dos materiais utilizados em sensores eletroquimicos
¢ a sua habilidade de detectar analitos em concentragdes extremamente baixas, a0 mesmo
tempo que sao seletivos diante da matriz na qual o material estd presente. Na busca por essa
sensibilidade e seletividade, condutores como 6xidos, nitretos de metais de transi¢ao, materiais
carbondceos, ftalocianinas metalicas e porfirinas se destacam como escolhas comuns na
composi¢ao dos materiais utilizados na construg¢ao dos sensores [42].

A utilizagdo de nanomateriais de carbono, como o grafeno, tem experimentado um
aumento substancial nos ultimos anos devido a uma série de pesquisas cientificas que visam
compreender suas propriedades e explorar suas aplicacdes tecnologicas. As diferentes
estruturas dos materiais carbonaceos conferem propriedades distintas, resultando em uma
ampla gama de aplica¢des. Dentre os materiais carbonaceos, como o diamante, os nanotubos
de carbono e o fulerenos, o grafeno (Gr) ¢ caracterizado como uma folha bidimensional de
atomos de carbono dispostos em uma rede hexagonal e atomos de carbono ligados com
hibridizagdo sp? (Figura 4). Esta caracteristica confere a este material, propriedades de grande
interesse, tais como grande area superficial, alta condutividade térmica e alta atividade
eletrocatalitica. As aplicacdes desse material, vao desde baterias e células solares, a aplicacdes
eletroanaliticas, atuando como modificadores de eletrodo, maximizando o sinal analitico do

sensor [43—45].

Figura 4. Estrutura quimica de alguns alétropos de carbono.

Nanotubo Fulereno Grafeno

Devido a hidrofobicidade intrinseca dos 4&tomos de carbono na estrutura hexagonal do
Gr, a dispersao desses atomos na fase aquosa ¢ notoriamente dificil [45,46]. Atingir uma
dispersao uniforme do Gr apresenta desafios devido a influéncia das for¢as de van der Waals

e das interagdes de empilhamento nt-w entre suas folhas [47]. Para facilitar uma dispersdo mais
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eficaz do grafeno, extratos de plantas sdo empregados na estabilizacdo dos compdsitos de Gr.

Isso ¢ realizado por meio da atividade das biomoléculas presentes nos extratos [48].
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um sensor eletroquimico a partir da modificagao da superficie do eletrodo
de carbono vitreo utilizando nanoparticulas de ouro estabilizadas em extrato de banana (Musa

sapientum) e grafeno para a determinacdo de 4cido cafeico em amostras de café.
3.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar AuNPs em solu¢do aquosa usando extrato de banana (Musa sapientum);

e Caracterizar as dispersdes de nanoparticulas através da técnica de Espectroscopia de
absor¢do molecular na regido do Ultravioleta e Visivel (UV-vis) e microscopia
eletronica de transmissdo (TEM, do inglés Transmission Electron Microscopy);

e (aracterizar eletroquimicamente a superficie do eletrodo de carbono vitreo (GCE, do
inglés Glassy Carbon Electrode) modificado através da técnica de espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIS, do inglés Electrochemical Impedance Spectroscopy);

e Estudar o comportamento eletroquimico do 4cido cafeico sobre a superficie do eletrodo
modificado;

e Otimizar os parametros experimentais (pH, eletrolito de suporte, técnica voltamétrica)
a fim de obter maxima resposta eletroanalitica para o AC;

e Construir a curva de calibragdo para o0 AC com o sensor proposto;

e Determinar os pardmetros de validacdo do método analitico desenvolvido como faixa
linear, limite de deteccdo, limite de quantificacdo e os coeficientes de determinacao e
de correlagao;

e Determinar a concentracao de acido cafeico em amostras de caf¢;

e Avaliar a exatiddo e precisao dos dados obtidos pelo eletrodo modificado através de

testes de adi¢do e recuperacdo e pelo método comparativo.
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4 METODOLOGIA
4.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados nos experimentos possuem grau analitico de pureza. As
solucdes aquosas foram preparadas com agua ultrapura, obtidas com um sistema Milli-Q
(Millipore, EUA) com resistividade de 18,2 MQ cm. HAuCly (Sigma-Aldrich) e grafeno (2DM)
foram utilizados para modificacdo da superficie do GCE. Uma solu¢do tampao Britton-
Robinson (B-R) (H3BO3 / CH;COOH / H3POs4) 0,1 mol L' foi utilizada como eletrdlito de
suporte. O ajuste do pH destas solugdes foi realizado através da adicdo de hidréxido de sédio
40% (Lafan) ou 4cido cloridrico 3 mol L~! (Vetec), conforme necessario.

Uma solucdo aquosa de [Fe(CN)s] >*~ foi preparada a partir de ferricianeto de potéssio
e ferrocianeto de potassio (Sigma-Aldrich), ambos em 5,0 mmol L~!, em solucdo de KC1 0,1
mol L', A solucdo estoque de AC (Sigma-Aldrich) foi preparada com concentra¢io de 5,0
mmol L' em 10,0 mL em etanol/agua (20:80, v/v). As solu¢des de menores concentragdes foram

preparadas mediante dilui¢cao da solugao estoque.

42  INSTRUMENTACAO

Todos os reagentes foram pesados em uma balanga analitica Shimadzu AUW220D. O
extrato da polpa da banana foi submetido a centrifugacdo em uma centrifuga modelo
Centrifuge5424 R. As analises espectrofotométricas das AuNPs foram realizados em um
espectrofotometro Cary 60 UV-Vis (Agilent Technologies, EUA) com uma cubeta de quartzo
(caminho 6ptico de 1,0 cm).

A caracterizagdo por TEM foi realizada no Laboratorio Central de Microscopia
Eletronica (LCME —UFSC). As amostras foram preparadas através da deposicao das dispersoes
em um grid de cobre (300 mesh) revestido com carbono.

A caracterizagdo dos eletrodos modificados por espectroscopia de EIS foi realizada em
um potenciostato/galvanostato PGSTAT128N (Metrohm Autolab B.V., Holanda). Os espectros
de EIS foram obtidos utilizando KCl 0,1 mol L' como eletrdlito suporte, contendo
K3[Fe(CN)s]/K4[Fe(CN)s] 5,0 mmol L™! em circuito aberto, amplitude de 5 mV e a faixa de
frequéncia de 0,1 a 100 000 Hz.

As medidas voltamétricas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato Autolab
PGSTATI101 (Metrohm Autolab B.V., Holanda). Para a realizagdo das analises, foi utilizada

uma célula eletroquimica contendo trés eletrodos: o eletrodo modificado desenvolvido, como
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eletrodo de trabalho (4rea geométrica = 0,031 cm?), um eletrodo de Ag/AgCl (KCl saturado)

como eletrodo de referéncia e uma placa de platina como eletrodo auxiliar.
43  PREPARO DO EXTRATO E OBTENCAO DA DISPERSAO DAS AuNP-ExtB

Para a sintese das nanoparticulas de ouro (AuNP-extB), foi empregado um extrato de
banana e uma solugdo de HAuCls 8,07 mmol L. Para o preparo do extrato de banana, a casca
foi removida e a polpa da banana foi cortada em pequenos pedagos. Em seguida, 10 g da polpa
de banana foram macerados e adicionados a 20 mL de dgua ultrapura. O extrato resultante foi
submetido a uma centrifugagdo a 5000 rpm por 8 min a 25 °C, sendo entdo retirado o
sobrenadante. A solugdo de extrato de banana obtida (extB) foi utilizada como agente redutor e
estabilizante na sintese das AuNPs, além de também atuar como agente dispersante do Gr.

Para a sintese, 1,0 mL do extB foi diluido em um pequeno volume de 4gua ultrapura em
um béquer. Em seguida, 150 puL de solu¢do de HAuCls foram adicionados rapidamente a mistura,
que foi mantida sob aquecimento a 50 °C e agitacdo magnética constante por cerca de 20

segundos até o aparecimento da coloragdo avermelhada, caracteristica de AuNPs (Figura 5).
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Figura 5. Representagdo das etapas da sintese verde de AuNPs utilizando extrato da polpa da
banana.

5000 rpm

8 min

Polpa da

Solugdo de ouro
) = \ Agente redutor
polpadabanana = N :
(extB) el 1min g /, Agente dispersante
‘ ' ) n ' )

Fonte: o autor.

44  PREPARACAO DOS ELETRODOS MODIFICADOS

Primeiramente, o GCE foi cuidadosamente polido em uma suspensdo aquosa de
alumina, lavado e transferido para um banho ultrassonico por 4 min em agua ultrapura. A
dispersao de grafeno-nanoparticulas de ouro estabilizada no extrato de banana foi preparada a
partir de 500 uL de AuNP-extB e 0,4 mg de grafeno (Gr). A mistura foi agitada e colocada em
um banho de ultrassom até a completa homogeneizacao do sistema. A modificagao do eletrodo
foi realizada pelo método de drop coating, através da aplicagdo de uma aliquota de 2 pL. da
dispersdo das nanoparticulas estabilizadas em extrato de banana e grafeno (Gr-AuNP-extB)
sobre a superficie do GCE. O sensor Gr-AuNP-extB/GCE foi seco a 45 °C em estufa por 5
min. Para fins de comparagao, o GCE limpo e o eletrodo modificado com AuNP-extB (AuNP-
extB/GCE) e Gr-extB (Gr-extB/GCE) foram preparados nas mesmas condi¢des

experimentais.
4.5 MEDIDAS ELETROQUIMICAS

As medidas utilizando técnicas voltamétricas foram realizadas a temperatura ambiente
(25 °C) em uma célula eletroquimica contendo 10,0 mL de eletrolito de suporte (solugao tampao
B-R 0,1 mol L™'; pH 2). Os voltamogramas foram obtidos ap6s agitagdo magnética durante 1

minuto. Todas as medidas de potencial foram obtidas vs. Ag/AgCl (KCI saturado). Os
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voltamogramas ciclicos foram obtidos em uma faixa de potencial de —0,3 a +1,0 V, com
velocidade de varredura de 50 mV s'. As medidas de voltametria de onda quadrada (SWV)
foram realizadas em uma faixa de potencial de +0,3 a +0,7 V. Os parametros da SWV
otimizados foram: pulso de amplitude (a) de 30 mV, frequéncia (f) de 20,0 Hz e potencial de

incremento (AEs) de 1,0 mV.
46 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Amostras de café (café torrado e moido, graos de café, café instantdneo e capsula de
café expresso) para a determinagdo do AC, foram adquiridas em comércio local de
Floriandpolis, e ambas foram preparadas de acordo com o procedimento de Wang et al. (2004)
[49]. A capsula de café expresso foi aberta para remogao do p6 de café. Os graos de café foram
previamente moidos usando uma prensa francesa.

Primeiramente, 2,0 g de cada amostra foram cuidadosamente pesados e misturados
em 20 mL de solucdo de etanol/agua (20:80, v/v). Em seguida, a mistura foi colocada em um
banho ultrassonico por 10 min e centrifugada a 4500 rpm por 5 min. O sobrenadante foi
coletado, e o residuo sélido restante foi submetido a uma extragdo adicional com 20 mL da
mesma solugdo de etanol/agua. Os sobrenadantes das duas extragcdes foram combinados e,
posteriormente, o volume foi ajustado para 50 mL usando agua ultrapura. 10,0 mL de solugdo
tampao B-R (0,1 mol L™!; pH 2) foi adicionada em uma célula eletroquimica, juntamente com
uma aliquota da amostra preparada. Os ensaios de determinagdo de AC nas amostras foram

realizados a partir do método de adigdo de padrao.

4.7  METODO COMPARATIVO

O método comparativo foi realizado utilizando um espectrofotdmetro de ultravioleta-
visivel UV-1800 (Shimadzu, Japao). Os espectros foram registrados na faixa de 260-400 nm.
A aquisicdo e o processamento dos dados foram realizados usando o software UVProbe. Uma
célula de quartzo com um caminho dptico de 1,0 cm foi utilizada para as medi¢des. A maior
absorbancia foi registrada em um comprimento de onda de 325 nm tanto para as amostras
quanto para as solugdes com diferentes concentragdes de AC. Para a analise em amostras de
café, 500 puL da aliquota foi transferida para uma cubeta contendo 2,5 mL de solucao de

etanol/agua (20:80, v/v).
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48 SEGURANCA NO LABORATORIO E TRATAMENTO DOS RESIDUOS

Durante todas as etapas experimentais, foram utilizados os EPIs adequados para
garantir a seguranga no laboratorio (jaleco, calga, sapato fechado, 6culos de protecao e luvas).
Os reagentes foram manuseados na capela quando necessario. Todos os residuos gerados sao
aquosos e apresentam baixa toxicidade devido ao precursor utilizado na sintese das
nanoparticulas de ouro. No entanto, as nanoparticulas de ouro e o grafeno ndo podem ser
descartados diretamente na pia do laboratério. Portanto, eles foram armazenados e,
posteriormente, coletados e tratados pelo servico de tratamento de residuos da universidade. Os
residuos solidos gerados foram armazenados no laboratorio e coletados pela mesma empresa

para o devido tratamento.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO DA DISPERSAO AuNPs-Gr

As nanoparticulas de ouro foram biossintetizadas utilizando extB como agente
redutor. A solugdo passou de incolor para uma coloracdo vermelha, sendo um dos primeiros
indicios de que houve a formagao de AuNPs. Os extratos de vegetais sdo ricos em polifenois,
onde os grupos hidroxilas causam a reducio dos ions Au*"a Au® [50].

A caracteriza¢ao das AuNP-extB, foi realizada através das técnicas de espectroscopia
UV-Vis e TEM. A Figura 6A apresenta o espectro de absor¢ao UV-vis das AuNPs, onde se
demonstra uma banda de absor¢do em 533 nm, caracteristico de AuNPs. A presen¢a da banda
plasmonica do ouro indica a formagdo de nanoparticulas metalicas, resultado da interacdo da

radiacdo eletromagnética incidente e os elétrons livres na banda de conducao do metal [51].
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Figura 6. (A) Espectro UV-vis da dispersdo de AuNPs sintetizadas com HAuCly e extrato de
banana e (B) Imagem de TEM da dispersao de Gr-AuNP-extB. (C) distribuicao do tamanho
das AuNPs.
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Fonte: O autor.

A Figura 6B mostra a imagem de TEM das nanoparticulas sintetizadas. Verifica-se
que as nanoparticulas tém formato esférico e encontram-se dispersas no grafeno. A Figura 6C
apresenta o histograma de distribui¢do das nanoparticulas, onde o tamanho médio das
nanoparticulas foi de 13,5 + 3,6 nm. Esse tamanho reduzido indica que as AuNPs-extB
sintetizadas possuem uma extensa area superficial e, quando combinadas com o grafeno,
constituem um material nanoestruturado altamente promissor para ser utilizado como

modificador em eletrodos.
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5.2  OTIMIZACAO DO PREPARO DAS DISPERSOES DE Gr-AuNP-extB

Com o objetivo de desenvolver um sensor altamente eficiente para a analise de AC,
foram exploradas diferentes otimizag¢des no preparo da dispersao Gr-AuNP-extB. A sintese
das AuNPs foi preparado conforme o procedimento descrito por Baumgarten et al. (2023)
[52]. Foram estudadas diferentes propor¢des de dgua/sal precursor/extrato de modo a se obter
uma dispersao estavel e homogénea. Desta forma, a formag¢ao das AuNPs foi avaliada pela
mudanca de coloragdo da solugdo (de incolor para vermelho) e por espectrometria UV-Vis.
Observou-se que volumes superiores a 200 pL do sal precursor causaram aglomeracao e
posterior precipitacdo das nanoparticulas. Além disso, verificou-se o alargamento da banda de
absor¢ao, indicando uma distribuicdo pouco homogénea das AuNPs. Logo, foi selecionado o
volume de 150 pL do sal precursor do ouro na sintese das AuNPs, onde se percebeu a
formacdo de uma dispersao estavel

Também foram investigadas quantidades diferentes de grafeno (Gr) a fim de otimizar
o desempenho do sensor proposto. Foram estudadas duas diferentes quantidades de grafeno

adicionadas as nanoparticulas, conforme mostrado na Tabela 2.

Tabela 2. Variacao da quantidade de grafeno na otimizac¢ao do sensor eletroquimico.

Dispersao Coloidal I 1T
Volume agua (mL) 2,25 2,25
Volume extrato (mL) 1,0 1,0
Volume HAuCl4 (mL) 0,15 0,15
Grafeno (mg) 0,4 0,6

Fonte: O autor.

A resposta eletroquimica, de ambas as dispersdes, foram avaliadas por voltametria ciclica
(CV, do inglés Cyclic Voltammetry) utilizando o par redox [Fe(CN)s]*”* 1,0 mmol L~! em

solucdo de KC1 0,1 mol L, caracterizada como uma sonda eletroquimica padrao (Figura 7).
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Figura 7. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos em solugdio do par redox [Fe(CN)6]*/* 1,0
mmol L' e KC1 0,1 mol L™! para (a) GCE, (b) GCE modificado com AuNPs e 0,4 mg de
grafeno e (¢) GCE modificado com AuNPs 0,6 mg em 500 pL AuNPs.
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A adicdo de 0,4 mg de Gr a dispersao provocou um aumento nas intensidades de
corrente do sistema redox (curva b), em comparagdo com o eletrodo modificado apenas com
AuNP-extB (curva a). Ao adicionar 0,6 mg de Gr na dispersdo AuNP-extB, resultou num
menor sinal de corrente (curva c), provavelmente relacionado a capacidade de dispersdo do
grafeno pelo extrato da banana. Proporgdes de Gr superiores a 0,6 mg foram investigadas,
porém, durante os testes, o filme foi lixiviado na célula eletroquimica. Assim, a propor¢ao de
0,4 mg de Gr no composito foi selecionada para estudos subsequentes.

O grafeno apresenta boa condutividade e alta area de superficie, o que proporciona
um otimo desempenho, tornando um material promissor a ser aplicado no desenvolvimento
de sensores eletroquimicos [53]. Assim, tem-se que a agao do grafeno combinado as
propriedades elétricas das AuNPs, auxiliam na deposi¢do do analito sobre a superficie do
eletrodo, proporcionando, assim, um aumento na condutividade do sistema e um ganho de

sinal analitico.
5.3 CARACTERIZACAO ELETROQUiMICA DOS ELETRODOS MODIFICADOS

Com o objetivo de investigar as propriedades elétricas da interface eletrodo-solucao
e a resisténcia a transferéncia de carga (Re ,do inglés resistance to charge transfer )
realizaram-se medidas de EIS. Na EIS, o didmetro do semicirculo fornecido pelos diagramas
de Nyquist ¢ equivalente a R¢; do par redox sobre a superficie do eletrodo [54]. A Figura 8

apresenta os diagramas de Nyquist (-2’ vs. Z’) para (a) GCE, (b) extB/GCE, (c) AuNP-
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extB/GCE, (d) Gr-extB/GCE, e (¢) Gr-AuNP-extB/GCE utilizando K3[Fe(CN)e]/K4[Fe(CN)¢]

como espécies redox em KC1 0,1 mol L.

Figura 8. Diagrama de Nyquist para diferentes eletrodos em Kj3[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)g] 5,0
mmol L' em KCI 0,1 mol L!: (a) GCE, (b) extB/GCE, (c) AuNP-extB/GCE, (d) Gr-
extB/GCE, e (e) Gr-AuNP-extB/GCE. Inserido: modelo do circuito de Randles para os
eletrodos, onde: Rs ¢ a resisténcia da solucdo; R € a resisténcia a transferéncia de carga, Zw
¢ a impedancia de Warburg e Cq € a capacitancia da dupla camada elétrica.
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Fonte: O autor.

O GCE nao modificado (curva a) exibiu um amplo semicirculo com R¢ = 1576 Q,
indicando uma notavel resisténcia a transferéncia de carga. No caso do eletrodo extB/GCE,
representado na curva b, observou-se o maior semicirculo com Ret = 3192 Q, indicando uma
maior barreira a transferéncia de carga, em virtude das caracteristicas ndo condutoras do
extrato. O eletrodo AuNP-extB/GCE demonstrou uma Rt = 1297 Q, conforme evidenciado
na curva c. A curva d corresponde ao eletrodo Gr-extB/GCE, que apresentou um R = 1087
Q) sendo a menor R obtida em relacao aos eletrodos anteriores. Por fim, a menor R obtida
com o eletrodo Gr-AuNP-extB/GCE com R¢ = 668 Q (curva e), indicando uma menor
resisténcia a transferéncia de carga, promovida pelas propriedades condutoras do grafeno e

das nanoparticulas de ouro atuando em conjunto.
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Com base nos dados de EIS, ¢ possivel observar que o eletrodo modificado com
grafeno e as nanoparticulas de ouro apresenta uma resisténcia de carga menor, o que resulta
numa maior condutividade e, consequentemente, em uma maior sensibilidade quando

comparado ao GCE, tornando-o adequado para aplicacdes eletroanaliticas.

54  COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DO ACIDO CAFEICO

Foram realizadas medidas de voltametria ciclica, a fim de verificar o comportamento
do AC usando os diferentes eletrodos. A Figura 9 mostra os voltamogramas ciclicos para AC
100 pmol L' em solugdio tampdo B-R 0,1 mol L' (pH 2,0) para cada um dos eletrodos.
Aplicou-se uma variacao de potencial de 0,1 a 0,8 V, seguido da varredura reversa de 0.8 a
0,1 V,comv=>50mV s~!. Os voltamogramas ciclicos para AC em todos os eletrodos testados
apresentam picos de oxidacdo e reducdo para a espécie, caracteristico para processos

reversiveis, de acordo com outros trabalhos recentes reportados na literatura [24].

Figura 9. Voltamogramas ciclicos para diferentes eletrodos na presenga de AC 100 pmol L~
em solucio tampdo B-R 0,1 mol L~! (pH 2,0): (a) GCE, (b) extB/GCE, (c) AuNP- extB/GCE,
(d) Gr-extB/GCE e (e) Gr-AuNP-extB/GCE, v = 50 mV s~!. (B) Respostas de corrente
utilizando os diferentes eletrodos: (a) GCE, (b) extB/GCE, (c) AuNP- extB/GCE, (d) Gr-
extB/GCE e () Gr-AuNP-extB/GCE (n=3). Analise de variancia um fator (one-way ANOVA)
como teste de Tukey (n=3; **p<0,01 e *p<0,001).
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Fonte: O autor.

O filme de extrato de banana sobre a superficie do GCE (curva b) ocasionou uma
diminui¢ao nas intensidades de corrente, devido a sua natureza nao condutora, em comparacao
ao GCE nao modificado (curva a). Com as modifica¢des utilizando AuNPs (curva c¢) e Gr

(curva d), o aumento das respostas de corrente se deve a uma transferéncia de elétrons mais



38

rapida decorrente do carater condutor e da alta area superficial dos nanomateriais. Por fim,
com o eletrodo Gr-AuNP-extB/GCE (curva e), o efeito sinérgico entre as AuNPs e o Gr
proporcionou as respostas de corrente mais promissoras.

A significancia estatistica foi avaliada empregando a analise de variancia de um fator
(one-way ANOVA) com o teste de Tukey, adotando valores de p < 0,01 e p < 0,05 como
estatisticamente significativos (Figura 9B). Assim, as etapas de modifica¢cdo do eletrodo com
AuNPs e Gr contribuiram significativamente para um aumento na resposta de corrente anodica
(Ipa) (p < 0,05). J& o extB/GCE obteve uma diminui¢do significativa no /pa (p < 0,01). Com
isso, sugeriu-se que as etapas de modificacdo com AuNPs e Gr do eletrodo de fato melhoraram
as respostas do AC. As médias observadas para as respostas de corrente catddica (Ipc) foram
significativamente diferentes apenas para o GCE ndo modificado, Gr-extB/GCE e Gr-AuNP-
extB/GCE (p < 0,05). Isso implica que nem todas as etapas foram significativas para o

aumento na resposta de /.

5.5 ESTUDO DO pH DO ELETROLITO DE SUPORTE

A resposta eletroquimica do AC, bem como a sensibilidade do sensor modificado,
pode ser diretamente afetada pelo eletrdlito de suporte e pela variacdo do pH do meio. Esses
fatores influenciam a forma como a espécie eletroativa esta presente na solugdo. Inicialmente,
as respostas de corrente e potencial de pico foram investigadas no intervalo de pH de 2,0 a
7,0, utilizando solucdes tampdo B-R 0,1 mol L' (Figura 10A). A Figura 10B destaca a
variagdo das correntes de pico anddica (/pa) e catddica (Ipc) em funcdo do pH do eletrélito de
suporte. Observa-se que os valores de corrente diminuiram gradualmente do pH 2,0 ao pH
7,0. Assim, buscando obter uma maxima resposta de corrente para a determina¢dao do AC, o
pH 2,0 foi adotado para as anélises subsequentes.

Estudos relacionados a cinética redox do AC, apontam pH mais acidos como ideal
para esta espécie. Neste caso, 0 AC predomina na sua forma protonada (pKa =4,41) e a reagao
de transferéncia de dois protons e dois elétrons € reversivel, assim como a difusdo da espécie

eletroativa ¢ favorecida [55].



39

Figura 10. (A) Voltamogramas ciclicos para AC 100,0 umol L™! empregando o eletrodo
modificado Gr-AuNP-extB/GCE em soluc¢do tampdo B-R 0,1 mol L™! em diferentes valores

de pH (2,02 7,0); v=50mV s'. Em (B) varia¢do de Iy, € I,c para AC em fungio do pH e (C)
deslocamento linear do potencial de pico com a variagao do pH.
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A relacdo entre o potencial de pico de oxidagdo (Epo) e reducdo (E,r) em fungdo do
pH € mostrada na Figura 10C. Uma varia¢do linear do Ep, e E,r, com valores que se deslocam
no sentido negativo de potencial com o aumento do valor de pH, indica que ha prétons
diretamente envolvidos na reagdo de oxirreducdo do acido cafeico. Estas variagdes
obedeceram as seguintes equagdes: Epo(V) = —0,0586pH + 0,613 (r = 0,962) e Ep(V) =
—0,0587pH + 0,563 (r = 0,991). As inclinagdes de —58,6 mV pH~! e —=58,7 mV pH ! foram
encontradas, sendo valores proximos ao valor tedrico de —59,2 mV pH ! da equaciio de Nernst.
Isto indica que ha o mesmo nimero de mols de protons e elétrons transferidos na reagao de

oxidagdo e reducao do AC sobre a superficie do eletrodo modificado, conforme reportado na

literatura [56].
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5.6  ESTUDO DA VELOCIDADE DE VARREDURA

O efeito da velocidade de varredura do AC foi investigado por meio de voltametria
ciclica, a fim de estudar a etapa limitante que ocorre na superficie do eletrodo modificado,
variando a velocidade de varredura na faixa de 10 a 300 mV s~ ! (Figura 11A). Observa-se que
o aumento da velocidade de varredura ¢ acompanhado por um aumento nas correntes de pico

anddico e catodico.

Figura 11. (A) Voltamogramas ciclicos para AC 100 pmol L' usando Gr-AuNP-extB/GCE
em solucdo tampdo B-R (0,1 mol L™!; pH 2,0) em diferentes velocidades de varredura (10 -
300 mV s ). (B) log 7 vs. log v.
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Fonte: O autor.

Por sua vez, a Figural 1B ilustra o comportamento linear do grafico log 7 vs. log v.
onde obteve-se um coeficiente angular igual a 0,59, para a oxidagdo e 0,63, para o processo
de reducdo. De acordo com a literatura, uma inclinagdo igual a 0,5 indica que o processo redox
¢ controlado pelo transporte por difusdo [57]. Assim, conclui-se que a etapa limitante do
processo da velocidade da reacdo sobre a superficie do eletrodo foi predominantemente o
processo de difusao.

Além disso, foi possivel calcular o numero de elétrons envolvidos na reagao redox do
AC. Para sistemas eletroquimicos reversiveis, a voltametria ciclica pode ser realizada para
obter uma relagdo entre a diferenca entre o potencial de pico (Ep) e o potencial de meia-onda
(E g) e o numero de elétrons da reacdo eletroquimica [58]:

RT 56,5

|Ep ~ Ep| - 2205 =22 my (1)
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A partir da equag@o acima, concluiu-se que o numero de elétrons aparente da reacdo
eletroquimica (zq) para o processo ¢ igual a 2,03. Nos resultados obtidos na Secdo 5.5,
observou-se também que a reacdo eletroquimica do AC envolveu o mesmo numero de mols
de protons e elétrons. Este resultado corrobora com os dados relatados pela literatura, onde o
processo de oxidacdo do AC para formar o derivado de o-quinona, envolve a transferéncia de
dois protons e dois elétrons, seguido pela reducdo subsequente do derivado de o-quinona,

também com a transferéncia de dois prétons e dois elétrons, como ilustrado na Figura 12 [59].

Figura 12. Esquema de reacdo de oxirredu¢do da molécula de acido cafeico no Gr-AuNP-
extB/GCE

HO OH

HO

Gr-AuNP-extB/GCE

5.7 SELECAO DA TECNICA ELETROANALITICA

Com o objetivo de desenvolver uma metodologia sensivel para a determinacao de AC,
foram investigados trés diferentes técnicas voltamétricas (Figura 13A). A magnitude do sinal
analitico oferecida por cada uma delas foi avaliada (Figura 13B). As técnicas de voltametria

de varredura linear (LSV, do inglés, linear sweep voltammetry), voltametria de pulso
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diferencial (DPV, do inglés, differential pulse voltammetry), e SWV foram analisadas. Os
parametros de cada técnica foram ajustados de modo a se obter a mesma velocidade de

varredura durante as medidas (v =50 mV s™).

Figura 13. (A) Voltamogramas de AC 4,0 umol L ™! usando Gr-AuNP-extB/GCE, em solugio
tampdo B-R 0,1 mol L™ (pH 2,0) para diferentes técnicas voltamétricas: (a) LSV (Epuiso =
0,244 mV e tpuiso = 4,88 ms), (b) DPV (v =50 mV s~!, Epuiso = 5,0 mV e fpuiso = 100,0 ms) e
(¢) SWV (a =50 mV, f=50 Hze AEs: 1 mV). Em (B) Grafico de barras das correntes de
pico para as diferentes técnicas avaliadas.
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Fonte: O autor.

Verificou-se que a LSV ¢é a técnica que apresenta menor sinal frente ao analito.
Quando se utiliza a DPV obtém-se um sinal analitico de maior intensidade. Entretanto, a SWV
apresentou um maior sinal de corrente, devido a diferenca das correntes de oxidagdo e
reducdo, e estas, como possuem sinais opostos, geram uma corrente resultante que favorece
sistemas reversiveis. Dessa forma, por apresentar uma maior sensibilidade, selecionou-se a

técnica de SWV para os estudos de determinagao subsequentes.

5.8  OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DA SWV

Os parametros foram otimizados com o objetivo de encontrar um perfil ideal entre a
intensidade de corrente obtida e a resolugao dos picos (Figura 14). Essas caracteristicas sao
essenciais para o desenvolvimento de uma metodologia com maior sensibilidade e
seletividade. Os parametros experimentais da SWV foram variados nos seguintes intervalos:
amplitude de pulso (a: 10 — 100 mV), frequéncia de aplicagdo dos pulsos (f: 10 — 100 Hz) e

incremento de potencial (AEs: 1 — 10 mV).
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Figura 14. A esquerda, sio apresentados os voltamogramas de onda quadrada com a variagio
dos parametros experimentais. A direita, ¢ mostrada a dependéncia da corrente resultante com
a variacdo da amplitude (A e B), frequéncia (C e D), e do incremento de potencial (E e F).
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Fonte: O autor.

Na SWV, a aplicagdo dos potenciais ¢ realizada por meio de pulsos de potencial de

amplitude a sobre uma escada de potencial de altura AEs (incremento de potencial) com uma
duracdo ¢ (periodo). A frequéncia de aplicagao dos pulsos (f) ¢ o inverso do periodo (1/¢). A
velocidade de varredura, neste caso, ¢ dada pelo produto da frequéncia e do incremento de

potencial (v = fAEs).
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O aumento da amplitude resulta em um aumento das intensidades das correntes de
pico. No entanto, ¢ importante mencionar que também pode levar a um alargamento dos picos
registrados. Entdo, variou-se a amplitude de pulso (Figura 14A), mantendo os demais
parametros fixos (f=50 Hz e AEs = 5,0 mV). Selecionou-se a amplitude de pulso de 30,0 mV,
devido a maior intensidade de corrente. Como verificado na Figura 14B, a corrente maxima
foi obtida em @ =100 mV. Apesar disso, a amplitude de pulso foi mantida até 30 mV, sendo
este o valor fixado para as andlises subsequentes.

As intensidades das correntes de pico também sdo influenciadas pela frequéncia, o
qual possui uma relacao proporcional a velocidade de varredura. Assim, foi realizado um
estudo variando a frequéncia (Figura 14C), mantendo os demais parametros fixos (a = 30,0
mV e AEs = 5,0 mV). Com base nos resultados obtidos, a frequéncia de 20 Hz foi selecionada
para as analises posteriores, pois apresentou um sinal mais definido (Figura 14D).

O incremento também ¢ um fator critico que influencia a intensidade e na definicao
dos picos voltamétricos. Portanto, realizou-se uma variacao deste parametro (Figura 14E),
mantendo os demais parametros fixos (a = 30,0 mV e f= 20,0 Hz). Como verificado na Figura
14F, a corrente maxima foi obtida em AEs = 1,0 mV, sendo este o valor fixado para as analises
subsequentes.

Observa-se que o aumento da frequéncia e do incremento de potencial, causam uma
diminui¢do na intensidade de corrente. Esta tendéncia pode estar relacionada a cinética lenta de
transferéncia de elétrons do AC, e um aumento na velocidade de varredura compromete
acompanhar de maneira efetiva o registro do processo (v = fAEs). Os valores destacados nos
graficos de correlacdo de corrente e parametros da técnica (Figura 14), foram selecionados

para os estudos subsequentes e estdo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3. Parametros experimentais otimizados da SWV utilizados para a determinagdo do
AC

A Faixa de Valor Experimental
Parametro . -
aplicacao Otimizado
Amplitude 10-100 mV 30 mV
Frequéncia 10-100 Hz 20 Hz
Incremento de potencial 1-10 mV I mV

Fonte: O autor.
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59  CURVA DE CALIBRACAO PARA O ACIDO CAFEICO

Apos a otimizacdo das condigdes experimentais, construiu-se a curva de calibracdo
através da adicdo de aliquotas da solucdo padrio de AC em solugio tampdo B-R 0,1 mol L'
(pH = 2). A Figura 15A apresenta os voltamogramas de onda quadrada em diferentes
concentracdes de AC. Observa-se um pico bem definido em +0,509 V vs. Ag/AgCl, onde a
intensidade da corrente aumenta proporcionalmente com o aumento da concentracdo do
analito no intervalo de 0,05 a 10 pmol L.

A curva de calibragdo exibiu linearidade com um coeficiente de determinagdo de 0,996.
A equacao de regressao linear foi: Isw/pA = 7,27[AC] (£ 0,23) + 0,174(% 0,038), onde Isw ¢
a corrente de pico obtida por SWV em pA, e [AC] é a concentragio de AC em pumol L,

apresentada na Figura 15B.

Figura 15. (A) Voltamogramas de onda quadrada para diferentes concentracdes de acido
cafeico usando o Gr-AuNP-extB/GCE: (a) 0,05; (b) 0,1; (c) 0,5; (d) 1,0; (e) 2,0; (f) 4,0; (g)
6,0; (h) 8,0; (i) 10 pmol L™! em solugiio tampdo B-R 0,1 mol L™! (pH 2,0). Em (B) Curva de

calibragdo (n = 3).
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Fonte: O autor.

O limite de deteccao (LOD, do inglés, limit of detection) e limite de quantificagdo
(LOQ, do inglés, limit of quantification) foram calculados utilizando as seguintes expressoes

[60]:

LOD = 2= )
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10 DP

LOQ = 3)

onde DP ¢ o desvio padrdo do coeficiente linear da equacao da reta obtida e a ¢ o coeficiente
angular da reta. Os valores obtidos foram de LOD =16 nmol L' ¢ LOQ =52 nmol L™!. Os
parametros de mérito do método analitico para a determinacdo do AC foram extraidos da

curva de calibrac@o e sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Parametros analiticos obtidos a partir da curva de calibragio para o AC empregando
o eletrodo modificado.

Parametro Analitico Valor
Potencial de pico (V) +0,509
Faixa de trabalho (umol L") 0,05-10
Coeficiente de determinacio (R?) 0,996
Coeficiente angular (WA L mol ™) 7,27
DP do coeficiente angular (pA L mol ') +0,23
Coeficiente linear (LA) 0,174
DP do coeficiente linear (nA) + 0,038
Limite de deteccdo (nmol L) 16
Limite de quantificagio (nmol L") 52

Fonte: O autor.

A Tabela 5 apresenta alguns trabalhos publicados, afins de comparagao dos diferentes
materiais nanoestruturados que foram usados na modificacdo do eletrodo e seus respectivos
limites de detec¢do obtidos para a determinacdo de AC. Notavelmente, o LOD obtido pelo
Gr-AuNP-extB/GCE esta entre os mais baixos relatados nesta pesquisa. Ainda assim, o uso
de um método de sintese verde no desenvolvimento do material nanocomposito fornece um

método mais ecoldgico e sustentavel.
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Tabela 5. Valores de LOD para diferentes eletrodos reportados na literatura

Eletrodo Técnica LOD (nM) Referéncia

NDC/GCE? DPV 2,4 [61]
PtCu/GCE® DPV 35 [62]
Chit-CB/rGO/GCE* DPV 21 [63]
HNTSs/F304/PGE? DPV 8 [64]
GNR/CoFe;04@NiO/EMIMACc/CPE® SWV 10 [26]
PdRu/N-SCs/GCE'f DPV 190 [24]
fMWCNTs/a-NaFeO,/GCE® DPV 2 [56]

Gr-AuNP-extB/GCE SWv 16 Este Trabalho

*NDC/GCE - eletrodo de carbono vitreo com carbono dopado com nitrogénio;

"PtCu/GCE - eletrodo de carbono vitreo modificado com nanocristais de PtCu;

°Chit-CB/rGO/GCE — Eletrodo de carbono vitreo modificado com um nanohibrido protegido com quitosana
composto de carbono black e 6xido de grafeno reduzido;

4HNTSs/F304/PGE - Eletrodo de grafite a 1apis (PGE) revestido com uma mistura de nanotubos de halloysite
(um mineral de argila) e nanoparticulas de magnetita (Fe304); “\GNR/CoFe,O4@NiO/EMIMAC/CPE - eletrodo
de pasta de carbono modificado com nanofitas de grafeno, nanoparticulas magnéticas de ferrita de cobalto,
oxido de niquel e acetato de 1-etil-3-metilimidazoélio;

fPdRu/N-SCs/GCE — Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas bimetélicas de Pd-Ru
decoradas com carbono poroso esponjoso dopado com nitrogénio;

S-MWCNTs/a-NaFeO,/GCE - Eletrodo de carbono vitreo (GCE) modificado com um catalisador ativo a base
de carbono/ferro.

5.10 SELETIVIDADE, REPETIBILIDADE E ESTABILIDADE

O sinal analitico de 1,0 umol L' de AC utilizando Gr-AuNP-extB/GCE foi estudado
na presenca de fons e uma selegéio de compostos organicos. fons incluindo Na*, K*, Mg?*, Ca?*,
CI', SO+* e PO4*, juntamente com moléculas organicas como glicose (GLI), sacarose (SAC),
acido citrico (ACT), acido ferulico (AF) e cafeina (CAF) foram introduzidos como possiveis
compostos interferentes nas propor¢des de concentragao de 1:50 (AC: Interferente) para avaliar
o impacto na corrente de pico. O sinal eletroquimico do AC exibiu baixas variagdes de £10%

na presenga dos compostos interferentes (Figura 16).
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Figura 16. (A) Estudos de possiveis interferentes para AC 1,0 pmol L™! na presenga de Na*,
K+, Mg?*, Ca*, Cl, SO+ e PO+ 50,0 umol L~!. (B) Estudos de interferentes para AC 1,0
umol L~! na presenca de glicose, sacarose, cido citrico, 4cido fertlico e cafeina 50,0 pmol
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Fonte: O autor.

Para verificar a precisdo do sensor desenvolvido, os valores de desvio padrdo relativo
(RSD, do inglés, relative standard deviation) de cinco medi¢des das correntes de pico de 1,0
umol L' de AC foram estimados pela repetibilidade intra-dia e inter-dia (Figura 17). Os
valores de RSD foram calculados como 5,23% e 6,50% para intra-dia e inter-dia,
respectivamente. Os resultados indicaram que o sensor desenvolvido exibiu precisao
satisfatoria, pois os valores registrados foram abaixo de ?/3do RSD de Horwitz (onde esse valor

¢ calculado como 2(* - %3°¢€), com C representando a fragdo massica do analito em g g™) [65].

Figura 17. Medidas obtidas por SWV para AC 1,0 umol L' empregando o sensor Gr-AuNP-
extB/GCE no estudo de repetibilidade (A) intra-dia e (B) inter-dia. A linha pontilhada indica
a média das medidas de repetibilidade.
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Fonte: O autor.
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A estabilidade do filme foi avaliada sem a presenca de AC (branco) analisando a
corrente registrada na regido do pico potencial do AC durante o primeiro ciclo e ap6s realizar
20 ciclos continuos em solugdo tampao B-R (pH 2,0). Os resultados obtidos demonstraram que
a degradagado do filme foi de 9,6%, indicando alta estabilidade do filme ao longo do tempo.
Este estudo reforga a capacidade de extratos vegetais de formar filmes estaveis em substratos
solidos.

A estabilidade da dispersao de Gr-AuNP-extB foi investigada ao longo de quatro meses
(Figura 18). Os sinais analiticos fornecidos pelo sensor com a mesma dispersdao para o AC
diminuiram cerca de 7% ap6s dois meses, 13% apos trés meses e 23% apds quatro meses,
quando comparados com a primeira resposta de corrente, medidas no primeiro dia em relagdo
ao preparo da dispersao. Este estudo mostrou que a dispersao de Gr-AuNP-extB forneceu
dados satisfatorios com até 2 meses de armazenamento, com a resposta do sensor sendo
prejudicada apos este periodo. Esta avaliagdo corrobora outros estudos utilizando extratos de
plantas como agentes estabilizadores para nanomateriais, que mostraram estabilidade
satisfatoria até 2 a 3 meses de armazenamento [66—68]. Assim, a dispersdo de Gr-AuNP-

extB/GCE foi armazenada a 4° C por até 2 meses e sintetizada novamente apds este periodo.

Figura 18. Respostas de corrente para o estudo de estabilidade de dispersao Gr-AuNP-extB,
onde (|) representa a diminuicdo da corrente em relacdo a primeira medida registrada.
Condigdes experimentais: solu¢io tampdo BR 0,1 molL™! (pH 2,0), 1,0 pmol L' de AC
usando o eletrodo modificado Gr-AuNP-extB/GCE. Condi¢des SWV: f'= 20,0 Hz; a = 30,0
mV;eAEs=1,0 mV.
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Fonte: O autor.
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5.11 DETERMINACAO DE ACIDO CAFEICO EM AMOSTRAS DE CAFE

Para validar o procedimento proposto, foram analisadas amostras de café torrado e
moido, graos de café, café instantaneo e capsula de café expresso (Figura 19A). O método de
adicao de padrao foi utilizado, onde diferentes concentragdes de AC foram adicionadas as
amostras. As correntes de pico foram medidas utilizando as condigdes voltamétricas de onda
quadrada otimizadas (Figura 19B). Os dados foram obtidos em triplicata para ambas as amostras

utilizando o eletrodo proposto.

Figura 19. (A) Representacdo esquematica da preparacio das amostras de café e dos ensaios
voltamétricos. (B) Voltamogramas de onda quadrada usando o Gr-AuNP-extB/GCE em
solucdo tampdo B-R 0,1 mol L™! (pH 2,0): para (a) branco, (b) aliquota de 200 uL de café
torrado e moido, e adi¢des de (c-d) 100 uL, e (e) 200 pL de solugdo padrio de 0,1 mmol L™
de AC. (C) Curva de calibracdo de externa para o AC (I) e curva de calibracdo por adi¢do de
padrao (II) para o AC. Parametros SWV: a: 30 mV, f: 20 Hz, e AEs: 1 mV.
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As curvas de calibracdo externa e por adigdo de padrdo exibiram inclinagdes
semelhantes para as quatro amostras (Figura 19C). Assim, fez-se uma comparacdo das
inclinagdes usando o teste ¢, assumindo variancias iguais [69]. Nove graus de liberdade (n1 +
n2 — 4; 95% de confianca) foram usados, onde n; e n2 denotam o numero de pontos de cada
curva. A inclinagdo e o desvio padrdo dos residuos (syx) de ambas as curvas foram usados
para determinar os valores de fcalculado. Assim, foi determinado que ndo existia diferenga
significativa entre as inclinacdes. Essa conclusao foi baseada na comparagdo dos valores de
fealeulado (€ntre 0,69 e 1,72 para amostras de café) com o Zcritico (2,26). Portanto, foi inferido que
a presenca de componentes da matriz do café ndo influencia na determinagdo do AC.

Os dados foram obtidos em triplicata para ambas as amostras usando o eletrodo
proposto (Tabela 6). Uma alta concentracdo de AC foi observada em café torrado moido e
graos de café (0,58 = 0,05 mg g e 0,64 £ 0,04, respectivamente) em relagdo ao café
instantaneo e capsulas de café expresso (0,44 + 0,05 e 0,50 + 0,02 mg g', respectivamente).
Essa diferenga também foi relatada por Mills ez al. (2013) em um estudo que utilizou a técnica
de LC-MS para quantificar acidos clorogénicos totais (CGAs) em amostras de café¢ moido e
instantaneo. Este estudo revelou niveis mais baixos de CGAs no café instantaneo,

possivelmente devido a um maior grau de processamento dos graos [70].



Tabela 6. Determinagdo de AC em amostras de café utilizando o eletrodo Gr-AuNP-extB/GCE,
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Determinado? Adicionado Encontrado? Recuperado®
Amostras
SWv UV-Vis SWv SWv
Valor de F® Valordet
umol L! mg g ! umol L™ mg g~ umol L™ %
0,50 3,11 103 - 106
Café torrado e moido  2,59+0,22 0,58 £ 0,05 20,3+0,8 0,55+0,02 6,25 0,96
2,00 4,62 99 - 104
0,50 3,32 96 - 100
Graos de café moido  2,83+0,19  0,64+0,04 255+1,2 0,69 £ 0,03 1,39 1,73
2,00 4,85 100 - 102
0,50 2,63 98 - 101
Café instantaneo 2,13+£0,25 0,44 +0,05 15,6 £0,9 0,42 £ 0,02 6,25 0,64
2,00 4,14 97 -104
Capsula de café 0,50 2,88 98 - 100
2,39+0,12 0,50+ 0,02 17,0+ 1,0 0,46 £ 0,03 2,25 1,92
eXpresso 2,00 4,40 99 - 102

M¢édia de trés medigdes sob as mesmas condi¢des experimentais;
®Feritico= 19,0 (graus de liberdade = 2);
“teritico = 2,77 (graus de liberdade = 4);
dRecuperagdo = [(concentragdo encontrada — concentracdo determinada) / concentracio adicionada] x 100.
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Para avaliar a exatiddo e precisdo das medidas, utilizou-se a espectroscopia UV-vis
como método comparativo e compararam-se os resultados obtidos por ambos os métodos. A
absor¢ao maxima registrada em 325 nm foi utilizada para construir a curva de calibracdo, onde
se observa que a absorbancia ¢ linearmente proporcional ao aumento da concentracao de AC

(Figura 20).

Figura 20. (A) Espectros de absor¢ao molecular para diferentes concentragdes de AC: (a)
branco, (b) 1,0; (c) 5,0; (d) 10,0; (e) 15,0; (f) 20,0; (g) 25,0; (h) 30,0; (i) 35,0; (j) 40,0 umol L.
Inserido: Curva de calibracao para o AC (n = 3).
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Fonte: O autor.

O teste F foi utilizado para comparar a precisao dos resultados obtidos pelos métodos
eletroquimico e espectrométrico. Os valores de F calculados para as amostras (conforme a
Tabela 6) foram menores que 0 Feriico = 19,2 (para dois graus de liberdade), sugerindo que ndo
ha diferenca na precisdo dos dados obtidos pelos dois métodos. Em seguida, o teste ¢ foi
aplicado para comparar as médias fornecidas pelos métodos. O valor de ¢ tabelado ¢ obtido a
partir da tabela da distribui¢do de Student para (n; + n> — 2) graus de liberdade e um nivel de
confianc¢a de 95%. Quando o valor de ¢ calculado ¢ menor que o ¢ critico, conclui-se que ndo ha
diferenca significativa entre as médias. Todos os valores calculados foram inferiores ao fcritico =
2,31 (para quatro graus de liberdade), indicando que ndo houve diferenca significativa entre as

médias obtidas pelos dois métodos.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, um novo sensor eletroquimico foi desenvolvido através da modificagao
da superficie de um eletrodo de carbono vitreo com um filme contendo nanoparticulas de ouro,
estabilizadas em extrato de banana, e grafeno. Os parametros experimentais foram otimizados,
conferindo um aumento no sinal analitico, em comparacao ao eletrodo ndo modificado.

O extrato da banana permitiu a formagao e estabiliza¢do das nanoparticulas de ouro
com formato esférico e tamanhos médios de 13,5 nm confirmados pelas técnicas de microscopia
eletronica de transmissao e espectroscopia de absor¢ao molecular na regido do UV-vis. Além
disso, foi possivel obter uma dispersao estavel com o grafeno, permitindo a formagao de filmes
sobre a superficie do eletrodo. Esse compdsito nanoestruturado proporcionou uma resposta de
corrente aprimorada em relagdo ao eletrodo nao modificado, devido a sua alta condutividade e
maior area superficial. O efeito sinérgico entre as nanoparticulas de ouro e o grafeno resultou
em um aumento de corrente na determina¢do do analito, devido & menor resisténcia a
transferéncia de elétrons, facilitando o processo de oxirredu¢do do acido cafeico. Esses
resultados foram confirmados pelas técnicas de espectroscopia de impedancia eletroquimica e
voltametria ciclica.

Vale ressaltar que o sensor apresentou adequada sensibilidade e estabilidade para o
acido cafeico. Além disso, foi demonstrado que ndo houve uma variagdo significativa de
corrente na presenca de possiveis interferentes na determinacao voltamétrica do analito. Desta
maneira, quatro amostras de café foram analisadas, e em todas, foi confirmada a presenca de
acido cafeico. A exatiddo do sensor proposto foi avaliada pelo teste de adicao e recuperagao,
obtendo-se resultados na faixa de 96 a 106%. A precisdo e a exatiddo do sensor proposto
também foi avaliada pela espectroscopia UV-Vis como método comparativo. Devidos a
facilidade de construcdo, e caracteristicas analiticas satisfatorias, conclui-se que este método €

uma alternativa viavel para quantificar acido cafeico em amostras de caf¢.
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