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RESUMO

LIMA, Lucas F. Titulo: Filmes automontados de nanoparticulas de magnetita e polipirrol para
a determinacdo analitica de metilparabeno. 2020. 79 f. Defesa (Mestrado em Ciéncia dos
Materiais) — Centro de Ciéncias e Tecnologia para a Sustentabilidade, Universidade Federal de
Séo Carlos, Sorocaba, 2020.

Os parabenos sdo ésteres derivados do 4&cido para-hidroxibenzdico utilizados como
antimicrobianos e bactericidas em cosméticos, produtos de higiene pessoal e limpeza, alimentos
e medicamentos. Efeitos colaterais tém sido observados devido a bioacumulacdo desses
compostos na regido mamaria. Metilparabeno (MeP) é o mais comum e seu uso ou
bioacumula¢do pode causar cancer no Utero e ovario, endometriose e outros problemas
hormonais em mulheres. O leite materno €, na maioria dos casos, a unica fonte de alimentacéo
do recém-nascido e tem uma concentragio média de 22,0 ug L't de MeP, devido a exposicéo
da mae a diversos produtos de higiene pessoal e cosméticos. Esse valor é considerado arriscado,
pois a quantidade aceitavel de parabenos para criangas é de 10,2 ng kg™. Com base neste
problema, o presente trabalho teve como objetivo a deteccdo de MeP em amostras de urina e
leite materno comparando o método eletroanalitico de VVoltametria de Pulso Diferencial (DPV)
com o método oficial de Eletroforese Capilar (CE). A presenca de nanoparticulas de magnetita
com polipirrol (FesOs-np/Ppy)s depositados na superficie do substrato de ouro (Au) permitiu o
aumento da taxa de transferéncia de carga da molécula alvo. O tamanho das nanoparticulas de
Fe304-np foi avaliado por microscopia eletronica de varredura (MEV) e Ressonéncia
Plasmonica de Superficie (SPR) obtendo-se o valor médio de 16,28 + 2,48 nm e 14,8 nm,
respectivamente. Além disso, houve crescimento linear e interacdo entre FesOs-np e Ppy no
filme composito de LbL, como comprovado nos espectros de UV-vis pelas bandas em 224, 360
e 480 nm e FTIR em 561, 632, 1576, 1419, 1041 e 936 cm™. O método DPV detectou MeP na
urina e no leite materno na faixa de (16,43 - 131,40) x 10° mol L e os limites de detecgéo
foram de (3,76 e 7,11) x 10 mol L%, respectivamente. Ambos os métodos foram comparados
pelo meétodo estatistico Miller-Miller. A boa linearidade no método estatistico indica que o
sensor eletroquimico e o método analitico tém resultados muito proximos, mostrando boa
precisdo entre os dois métodos, o que permite discutir o uso de métodos eletroanaliticos como

formas alternativas de métodos oficiais de analise em fluidos biologicos contendo MeP.

Palavras-chave: filmes LbL, Metilparabeno, tratamento estatistico, DPV, CE, Nanoparticulas
de magnetita, polipirrol.



ABSTRACT

Parabens are esters derived from para-hydroxybenzoic acid used as antimicrobials and
bactericides in cosmetics, personal hygiene and cleaning products, food and medicines. Side
effects have been observed due to the bioaccumulation of these compounds in the mammary
region. Methylparaben (MeP), the most common form, can cause cancer in womb and ovary,
endometriosis and other hormonal problems in women. Breast milk is, in most cases, the only
source of newborn feeding and it has an average of 22.0 pg L™ of MeP. This value is considered
risky, since the acceptable amount of parabens for children is 10.2 ng kg™. Considering this,
the present work aims the detection of MeP in samples of urine and breast milk statistically
comparing the electroanalytical method of Differential Pulse Voltammetry (DPV) with the
official method of Capillary Electrophoresis (CE), using modified electrodes. The magnetite
nanoparticles presence with polypyrrole (FesOs-np/Ppy)s on the gold substrate surface (Au),
allowed the increased charge transfer rate of the target molecule. The size of the FesOs-np was
determined by SEM and SPR with an average diameter of 16.28 + 2.48 nm and 14.8 nm,
respectively. Besides, a linear growth and good interaction between FesO4-np and Ppy in film
LbL were observed, as can be seen in UV-vis spectra by the bands at 224, 360 e 480 nm and
FTIR spectra by the bands at 561, 632, 1576, 1419, 1041 e 936 cm™. The DPV method detected
MeP in urine and breast milk in a range of 16.43x10° — 131.40x10° mol L? and limits of
detection were 3.76x10® mol L™ and 7.11x10® mol L, respectively. Both methods were
compared by statistical method Miller-Miller. The good linearity obtained in the statistical
method indicating that the electrochemical sensor and the analytical method presented very
close results, showing good accuracy between both methods, which allows discussion
concerning the use of electroanalytical methods as alternative forms of official analysis methods

in biological fluids containing MeP.

Keywords: LbL film, Methylparaben, statistical treatment, DPV, CE, Magnetite nanoparticles,
Polypyrrole.
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1. INTRODUGAO
1.1. PROBLEMATICA
O elevado crescimento populacional, associado ao aumento do consumo de produtos

industrializados, farmacoldgicos, cosméticos e de limpeza, se intensifica gradativamente ao
longo dos anos, com isso, a necessidade de se utilizar conservantes que mantenham a
estabilidade e a manutencdo desses produtos torna-se imprescindivel. Dentre as principais
caracteristicas que 0s conservantes devem apresentar encontram-se, estabilidade fisica, que
prioriza as caracteristicas fisicas do produto; quimica, mantém a integridade da estrutura
quimica utilizada nos ingredientes e a bioldgica, que pretende manter as caracteristicas
microbioldgicas do produto dentro de padrdes aceitaveis para consumo (CHEN et al., 2018).

Os conservantes quimicos sdo compostos que retardam o processo de deterioragao
gerado por microrganismos em diversos produtos, atuando como agentes bactericidas ou
antimicrobianos. A eficiéncia desses compostos esta diretamente relacionada a trés fatores: grau
de dissociacdo do acido (pKa), pH do meio e acdo especifica do conservante (CARREIRA,
2008; DERISSO, 2017).

O aumento da concentragdo de conservantes em produtos para consumo humano e em
residuos liquidos vém se intensificando ao longo dos anos. Isso acaba se tornando um problema
para a saude humana e para diversos ecossistemas gque Sd0 expostos a essas substancias
(LOPEZ-ORTIZ et al., 2018). Essa situacdo tem cada vez mais gerado preocupacio em
diferentes segmentos da comunidade cientifica, criando uma necessidade de procurar formas
alternativas de minimizar impactos toxicoldgicos gerados em todos 0s organismos, uma vez
que certos agentes antimicrobianos, mesmo que em concentragGes na escala de ng mL™, podem
gerar distarbios hormonais que interferem em todo equilibrio metabolico, ocasionando efeitos
deletérios e fetotoxicos (ZHOU; CHEN; DING, 2018).

Uma das principais classes de antimicrobianos que promove intenso desequilibrio

hormonal e € utilizado em inimeros produtos sao os parabenos.

1.2. PARABENOS
Os parabenos sdo ésteres do acido para-hidroxibenzoico utilizados como

antimicrobianos e bactericidas em uma gama de produtos industrializados, atuando como
conservantes. Os primeiros indicios de parabenos, surgiram em meados de 1920, com a
finalidade de prolongar a vida util de medicamentos pelas industrias farmacéuticas. Atualmente,
sdo amplamente utilizados em cosméticos, produtos de higiene pessoal, produtos de limpeza,
alimentos e medicamentos (YIN; ZHU; YANG, 2018).
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Em 2013, estudos com aproximadamente 282 tipos de alimentos, das mais diversas
categorias (frutas, laticinios, frutos do mar, cereal, carnes, biscoitos, condimentos, entre outros),
mostrou que para 99% dos produtos analisados existiam quantidades significativas de
parabenos (10-1000 mg L?) (LIAO; CHEN; KANNAN, 2013), sendo que os limites
toxicoldgicos para invertebrados aquaticos séo de 24,6 mg L™ para MeP e 12,6 mgL™ para
propilparabeno (DOBBINS et al., 2009). Os valores considerados precursores de canceres em
seres humanos estdo no intervalo de 0,1-10 mg/Kg de massa corporal (RAZA et al., 2018).

Os principais parabenos encontrados nas mais diversas matrizes sao: metilparabeno
(MeP), etilparabeno (EtP), propilparabeno (ProP) e o butilparabeno (ButP), que diferem pelo
namero de carbonos que esté ligado ao anel aromatico e consequentemente sua solubilidade e
atividade antimicrobiana (GOMES, 2016). A Tabela 1 ilustra algumas caracteristicas fisico-

quimicas dos principais parabenos.

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas dos principais parabenos.

Parabeno Metilparabeno Etilparabeno Propilparabeno Butilparabeno
o\ o\CH3 o\ O\/CHa o\ o\/\CHB o\ O\/\/CHa
Férmula estrutural
OH OH OH OH
Formula molecular CsHsO3 CoH1003 C10H1203 C11H1403
Massa molar (g mol) 152,15 166,18 180,21 194,23
pKa 8,17 8,22 8,35 8,37
Solubilidade em agua a
25°C (mg L) 2500 885 500 207

Fonte: Adaptado de (DERISSO, 2017).

Algumas das caracteristicas que classificam os parabenos como antimicrobianos
(DERISSO, 2017) séo:
> Atividade bactericida para leveduras, bolores e bactérias Gram-positivas;
> Quimicamente estaveis no intervalo de pH (4,5 a 7,5);
> Suficientemente solUveis em agua;
>

Insipidos, inodoros e incolores;
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Como os parabenos estdo presentes em uma parcela consideravel de produtos para
consumo humano, principalmente em cosméticos, alguns paises determinaram as concentracdes

permitidas por meio da legislacdo, como pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2: Concentragdo méxima de parabenos permitida em cosméticos determinada por
alguns paises.

Nacdes e Paises Orgéo Concentracao permitida
Uniao Regulamentacdo Européia 0,4 % (acido) apenas um éster
Européia (EC) n°1223/2009 0,8% (&cido) para uma mistura de ésteres
Dinamarca Ministério do meio 0,4% (&cido) apenas ésteres
ambiente Dinamarqués 0,8% (&cido) para mistura de ésteres, ndo devendo
ser usados em produtos para menores de 3 anos
EUA Federacéo de 0,4% (m/m) apenas um parabeno
medicamentos, alimentos e 0,8% (m/m) para uma mistura de parabenos
cosmeéticos
Japao Legislacdo Japonesa de 1% apenas um parabenos
Medicamentos 1% para uma mistura de parabenos
Canadéa Legislacdo de alimentos e Sem restricdo
medicamentos
Brasil Agéncia Nacional de 0,4% (m/m) apenas um parabeno

Vigilancia Sanitaria

0,8% (m/m) mistura de parabenos

Fonte: Adaptado de (CABALEIRO et al., 2014; RIBEIRO, 2014)

1.3.  PARABENOS COMO DESREGULADORES ENDOCRINOS

As substancias quimicas que causam desequilibrio hormonal no organismo séo

denominadas desreguladores endocrinos e podem causar danos ao sistema enddcrino por trés

formas diferentes (GOMES, 2016):

> Podem bloguear o receptor hormonal dentro das células, gerando sinais com

intensidade diferente das emitidas pelo horménio.

> Atuam como inibidores competitivos dentro da célula, impedindo que 0s hormonios

se liguem e desempenhem seu papel.

> Afetam o metabolismo, excrecao e sintese dos hormonios, alterando sua concentracéo

no organismo.
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Nas mulheres, um dos problemas relacionados a elevada concentragdo de
desreguladores enddcrinos esta associada a disfungbes hormonais na glandula tireoide, que
pode ser evidenciado na fase adulta. Os hormonios tireoidianos tém papel fundamental no
desenvolvimento neurologico do feto, sendo de extrema importancia na regulacdo metabdlica,
desempenhando fungdes em todo sistena nervoso, reprodutivo, esquelético e cardiovascular
(KOEPPE et al., 2013; ZHAO et al., 2018). Além disso, estudos feitos em tumores de mama
indicaram concentracdes medias de aproximadamente 20 ng de parabenos por grama de tecido
cancerigeno, colocando esses compostos na classe de estrogénicos ambientais que se acumulam
principalmente nas regides mamarias. Esses dados podem ser explicados devido a maior
utilizacdo de produtos de cuidados pessoais como, cremes, Gleos corporais, maquiagem, entre
outros produtos, que apresentam em sua composicdo elevada concentracao de parabenos (XUE
etal., 2015; HUO et al., 2018).

Nos homens, o aumento de hormonios estrogénicos permite o desenvolvimento de
canceres de prostata, diminuicdo da mobilidade dos espermatozoides, além do mal
funcionamento do sistema glandular, provocado pela diminuicdo de horménios androgénicos
(JUREWICZ et al., 2017).

Em criancas, o problema é ainda maior quando comparado com homens e mulheres
adultas. Estudos com criancas de diferentes paises como, China, EUA, Dinamarca, Franca,
india e Grécia, ilustram quantidades excessivas de parabenos encontradas em plasma sanguineo
e urina. Isso ocorre porque as criangas na faixa etaria entre 0-3 anos, apresentam a mesma fonte
de exposi¢do das maes, como produtos de higiene pessoal e alimentos (MOOS et al., 2014;
MANCINI et al., 2015; MYRIDAKIS et al., 2015; XUE et al., 2015). Além disso, o leite
materno apresenta em média 22,0; 18,0; 10,0 e 5,7 ug L™ de metilparabeno, etilparabeno,
propilparabeno e butilparabeno, respectivamente (NOWAK et al., 2018). Esses valores sdo
considerados de risco, uma vez que, a quantidade média de parabenos aceitavel para criangas é
de aproximadamente 10,2 ng Kg* (MYRIDAKIS et al., 2015; CHENG et al., 2017).

A Tabela 3 ilustra a concentracdo de dois parabenos em homens e mulheres adultas,

e criangas com menos de 5 anos.
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Tabela 3: Relagdo da concentragéo de metil e propilparabeno em diferentes sexos e faixas

etarias, em trés paises.

Pais Parabeno Concentracao Faixa etaria/ Matriz Referéncia
(ng mL+)
Metilparabeno 0,5-1,5x10* SAVAGE et al
EUA Criancas/ urina ( 2012)eta ;
Propilparabeno 0,1-7,2x10°
(HANNE, F.; NIELS,
Metilparabeno 17,7 Homens jovens/ Urina - AN,\'/?ESSEON' A.
Dinamarca : )
Propilparabeno 3,6
Metilparabeno 9,4 (SANIDANGER et
Noruega Mulheres/plasma al., 2011)

Propilparabeno

Fonte: (WANG et al., 2013).

Os estudos de bioacumulacdo de parabenos em diferentes individuos e faixas etérias,

ainda s&o escassos, principalmente em paises da Asia, Africa e no Brasil (ALSHANA; ERTAS;

GOGER, 2015; GOMES, 2016).

A atividade estrogénica que ocorre pela interacdo de desreguladores enddcrinos com os

receptores hormonais, pode ser comparada com a mesma intensidade de interacdo do horménio

17 B-estradiol, que é o hormonio feminino mais simples encontrado no organismo e é utilizado

como padrdo para medidas da atividade estrogénica. Sendo assim, 0S compostos que

apresentam singularidade com a estrutura molecular do 17 B-estradiol (Figura 1), tendem a

proporcionar atividade estrogénica, como € o caso dos parabenos (JUREWICZ et al., 2017).
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Figura 1: Estrutura molecular do 17 - estradiol.

CH; OH

HO

Fonte: Elaborado pelo autor.

Além da existéncia de uma legislacdo que determina as concentracdes maximas de
parabenos em produtos industrializados, torna-se necessaria a utilizacdo de métodos simples
gue possam determinar a concentracdo desses compostos nas mais diversas matrizes,
otimizando tempo e custo de analise. Esses estudos sdo fundamentais para a determinacéo e
fiscalizac&o de novas leis e de grande relevancia para a comunidade académica.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. SENSORES ELETROQUIMICOS

Os sensores eletroquimicos possuem uma ampla aplicabilidade na deteccdo qualitativa
e/ou quantitativa de inimeros compostos em diversas matrizes como farmacos, alimentos,
fluidos corporais, aguas residuais, diagnostico de doencgas, entre outros, e sdo capazes de
detectar quaisquer alteracfes no meio em que estdo sendo inseridos (normalmente em uma
solucdo) e converter na forma de sinais analiticos, que podem ocorrer devido a mudancas na
variacdes na concentracdo do analito de interesse e alteracbes no estado de oxidacdo. As
respostas dos sinais ainda podem ser detectadas por meio de propriedades eletroquimicas como
diferenca de potencial, condutividade elétrica e frequéncia (CORREA et al.,, 2014,
RODRIGUES, 2016).

Algumas propriedades sdo fundamentais para a escolha de um sensor eletroquimico,
incluindo a reprodutibilidade, sensibilidade, estabilidade e robustez, porém, deve-se tomar
cuidado com grandes perturbacGes ocasionadas por interferentes quimicos presentes na
amostra, para que ndo ocorram altera¢@es na resposta do sinal analitico (CORREA et al., 2014;
RODRIGUES, 2016). Com base no que foi mencionado, os sensores podem ser classificados

conforme a natureza do analito, tipo de sensor (quimico ou bioldgico), principio de anélise
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eletroquimica (potenciométrico, voltamétrico, etc...), mecanismo de reconhecimento e
especificidade. Outro aspecto importante na utilizacdo de sensores eletroquimicos ao invés de
técnicas analiticas como Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e Eletroforese
Capilar (CE), ocorre porque essas técnicas, em maioria, necessitam de tratamento prévio da

amostra e utilizacdo de solventes organicos, diferentemente dos sensores eletroquimicos.

2.2. DESENVOLVIMENTO DE FILMES AUTOMONTADOS LBL (LAYER-BY-
LAYER)
Os filmes automontados camada a camada (LbL do inglés layer-by-layer) sdo facilmente

fabricados e possibilitam a imobilizacdo e organizacdo molecular sobre o substrato, por meio
de forcas de Van der Waals e forgas eletrostaticas (DECHER, G., 1997; PATERNO;
MATTOSO; OLIVEIRA JR, 2001; SANTOS, 2012). O procedimento para fabricacdo dos
filmes é relativamente simples, sendo necessaria apenas a utilizacdo de béqueres e materiais
que apresentem maior solubilidade em &gua do que em solventes organicos, para que ndo ocorra
evaporacao do analito, alterando as concentracdes da solugdo. Inicialmente o substrato é imerso
em um béquer contendo uma solucdo catibnica, durante um tempo pré-estabelecido e
posteriormente é transferido para outro béquer contendo agua ultrapura, para retirada das
moléculas que nao foram adsorvidas, em seguida, o substrato é imerso em um béquer contendo
uma solucéo anidnica por determinado tempo, e por fim lavado. Esse procedimento permite a
formagé&o da primeira bicamada e a repeticao desse processo por “n” vezes, leva a formacéo de
filmes com multicamadas e diferentes propriedades (BARROS, 2015; SANTOS, 2016). A

Figura 2 ilustra o procedimento de fabricacdo dos filmes ultrafinos pelo método LbL.

Figura 2: Processo de fabricacdo dos filmes finos pela técnica LbL. O substrato deve estar
carregado negativamente no caso dessa ilustracéo

Adsorcdo Polication Adsorgéo Polidnion

Substrato

_—_ 1bicamada

¥
=l - i~ ol

Policétion Lavagem Polidnion Lavagem

Fonte: Adaptado de (BARROS, 2015)
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2.3. MATERIAIS UTILIZADOS PARA A FORMAC}AO DO FILME LbL DE Ppy E
Fes3Os-np
2.3.1. NANOPARTICULAS DE MAGNETITA
As nanoparticulas de magnetita sdo 6xidos de férmula FezOas, formadas a partir de

processos oxidativos pela adicdo de sais de Fe?" e Fe** em solugio basica, sob aquecimento
(MIYAZAKI et al., 2013). Em sua composi¢éo, existem ions ferro com estados de oxidacéo Il
e I11. Sua estrutura cristalina é do tipo espinélio invertido, conferindo liga¢6es coordenadas dos

fons O? tanto a ions Fe?* quanto aos ions Fe**, conforme ilustrado na Figura 3.

Figura 3: Estrutura cristalina da magnetita (FezOa).

Fonte: (OLIVEIRA; FABRIS; PEREIRA, 2013)

A organizacdo predominante dos ions Fe3* em posicdes tetraédricas, impede que exista
um momento magnético resultante devido a presenca destes ions trivalentes. Entretanto, os
sitios octaédricos sdo ocupados tanto por fons Fe*" quanto por jons Fe?* que podem ser
facilmente oxidados, permitindo que ocorra magnetizacdo de saturacdo e atribuindo
comportamento magnético ao material (U. SCHWERTMANN; R. M. CORNELL, 2000). A

Figura 4 ilustra a atribuicdo desses momentos magnéticos na magnetita.
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Figura 4: Distribuicdo dos momentos magnéticos da magnetita FezOa.

Sitios Sitios "
Cations Momento magnetico
Octaédricos Tetraédricos liquido
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Fonte: Adaptado de (CALLISTER; CALLISTER, 2001).
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Apesar da magnetita apresentar baixo potencial magnético comportando-se como um
superparamagnético, devido a escala nanomeétrica, ela apresenta elevada polarizacéo de rotacdo
a temperatura ambiente e atua como um doador de elétrons, permitindo que o material seja
aplicado em diversos segmentos, como dispositivos microeletrénicos, biomédicos para
administracdo direcionada de farmacos, para o tratamento de doencas, fabricagdo de sensores
eletroquimicos, entre outros (MAJEWSKI; THIERRY, 2007; SU, 2017).

O principal mecanismo de adsorcdo das nanoparticulas de magnetita ocorre via
interacdes eletrostaticas, porém, alguns fatores como a area superficial das nanoparticulas, pH,
temperatura e tempo de contato sdo fundamentais para a otimizagao de um sistema de adsorgéo
utilizando Fe3z0a. Outro aspecto importante € a imobilizacdo de nanoparticulas com polimeros
condutores, que ao longo dos ultimos anos, vem se tornado objetivo de pesquisa devido ao
efeito sinergético do composito resultante (DENG et al., 2003; MOHAMMED et al., 2017).

2.3.2. POLIPIRROL (Ppy)
O polipirrol € um dos polimeros condutores amplamente utilizado na fabricacdo de

sensores e biossensores, pois apresenta caracteristicas elétricas, dpticas e magnéticas similares
a um semicondutor. Além disso, € utilizado na comunidade cientifica devido a facilidade em
sua sintese, estabilidade quimica e excelentes propriedades mecanicas, decompondo-se em
temperaturas superiores a 300°C (TEIXEIRA et al.,; PATERNO; MATTOSO; OLIVEIRA JR,
2001; BALINT; CASSIDY; CARTMELL, 2014). A Figura 5 ilustra a estrutura quimica do

polimero.
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Figura 5: Estrutura quimica do polipirrol.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Sua estrutura quimica é composta por ligac6es duplas que se intercalam, permitindo que
esse polimero se comporte como um hibrido de ressonancia. Quando uma solucéo de polipirrol
¢ adicionada a um dopante em elevada concentracdo, pode-se observar a formacao de espécies
polardnicas paramagnéticas, que posteriormente, sdo convertidas em bi-polarons, aos quais se
estabilizam pelo efeito de ressonancia presente nas ligacfes duplas dos anéis aromaticos
(SIMAO, 2005; BALINT; CASSIDY; CARTMELL, 2014). Essas estruturas adquirem uma
densidade de carga negativa no grupo amino presente na estrutura do polimero, que serve como
polieletrolito anddico no processo de fabricacdo de filmes automontados (DAIKUZONO et al.,
2017).

O fato de ser um excelente condutor e ter propriedades cataliticas o torna muito atraente
na deteccdo eletroquimica (RAMANAVICIUS; RAMANAVICIENE; MALINAUSKAS,
2006; JAIN; JADON; PAWAIYA, 2017). Ppy ja foi utilizado na deteccdo de MeP em amostras
de cosmético por Madakbas et al, onde, eletrodos de GCE (eletrodo de carbono vitreo) foram
modificados com Ppy por ligagdes covalentes, resultando em um limite de deteccéo de 8,0 x
108 mol L™ e recuperacio de 94%, utilizando como técnica eletroanalitica a DPV (Voltametria
de Pulso Diferencial) (MADAKBAS; KAMILOGLU; YETIMOGLU, 2015).

2.3.3. ESTUDO SINERGETICO DO COMPOSITO FORMADO POR Ppy E
Fes3Os-np
A escolha das nanoparticulas de magnetita associadas ao polipirrol, contribui para a

formagdo de um compoésito que apresenta caracteristicas sinergéticas favoraveis no
desenvolvimento de novos materiais, com propriedades magnéticas, Opticas e elétricas de
extremo interesse na fabricacdo de filmes ultrafinos, promovendo estabilidade ao material.
Essas caracteristicas sdo importantes para os estudos eletroquimicos no desenvolvimento de
sensores devido ao aumento na troca de elétrons entre a superficie do material funcionalizado

e a solucdo eletrolitica contendo o analito, favorecendo processos oxidativos e
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consequentemente, aumento da magnitude do sinal analitico (GUO et al., 2013; BALINT,;
CASSIDY; CARTMELL, 2014; ZAMORA-GALVEZ et al., 2016).

Nanoparticulas de magnetita e polipirrol tém sido amplamente aplicados em inimeros
trabalhos que demonstram suas propriedades sinergéticas. Dey et al., obtiveram um compdsito
preparado com Fe3O4-np/Ppy e observaram uma elevada constante dielétrica (DEY; DE; DE,
2005). Chen et al., investigaram a interagdo entre a superficie das FesOs-np e Ppy,
demonstrando que o polimero apresenta boa afinidade com a superficie da nanoparticula por
meio de técnicas espectroscopicas e microscopicas, comprovando uma boa interacdo entre 0s
dois materiais (CHEN et al., 2003). Wang et al., investigaram aplica¢cdes biomédicas de Fe3Oas-
np com Ppy, encapsulado via polimerizacdo em emulséo (WUANG et al., 2007). Chen et al.,
prepararam um compdsito de FezOs-np/Ppy apresentando efeitos magnéticos e elétricos
significativos (CHEN et al., 2003). No entanto, o efeito sinergético entre Fe3Os-np e Ppy, ainda
ndo foi relatado em sensores eletroquimicos funcionalizados pela técnica LbL, o que torna
interessante 0 estudo da sinergia entre 0s materiais e observar o que ocorre na deteccdo

eletroquimica de MeP.

2.4 TECNICAS ANALITICAS PARA A DETECCAO DE MEP
2.4.1. VOLTAMETRIA DE PULSO DIFERENCIAL (DPV)
A DPV foi utilizada para a quantificagdo de MeP nas amostras analisadas. Em DPV,

pulsos sdo aplicados a um eletrodo de trabalho, resultando em um gréfico de corrente em funcéo
do potencial aplicado, cuja magnitude do sinal analitico é proporcional a altura dos picos. Essa
técnica é mais sensivel que a técnica de voltametria ciclica, tornando-se uma importante
ferramenta de trabalho com resultados obtidos em um intervalo de tempo relativamente rapido
(SANTOS, 2012).

A DPV pode ser interpretada como a primeira derivada da resposta de um voltamograma
diferencial, resultando em um pico. Sendo assim, pode-se obter um grafico de DPV por meio
dos diferentes valores de corrente em funcdo dos potenciais aplicados que séo diretamente
proporcionais a concentragdo do analito a ser analisado (BRETT, A.M.O; BRETT, C. M, 1996).
A Figura 6 ilustra um exemplo de voltamograma de pulso diferencial e o valor da primeira

corrente subtraida da segunda Al= 1) - Iy, em fungdo do potencial aplicado (E).
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Figura 6: Resposta obtida por um Voltamograma de Pulso Diferencial (DPV). Al: varia¢do da
corrente (LA), E: Potencial (V).
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Fonte: (BRETT, A.M.O; BRETT, C. M, 1996)

Dentre as técnicas voltamétricas, os resultados obtidos por DPV na detec¢do de
compostos organicos apresentam melhores respostas. Esse efeito é resultado do processo de
adsorcdo que ocorre pela superficie do eletrodo, o que torna possivel discriminar os efeitos
gerados antes e depois da aplicacdo do pulso (BRETT, A.M.O; BRETT, C. M, 1996).

2.4.2. ELETROFORESE CAPILAR (CE)
A CE ¢é uma das plataformas analiticas de extrema versatilidade e aplicabilidade para

diferentes analitos e tipos de amostra. Outra vantagem é que o0 equipamento nao requer colunas
especificas para cada tipo de amostra, 0 que resulta em ganho econdmico nas analises. A CE
tem como principio o transporte de particulas eletricamente carregadas, sob a influéncia de um
campo elétrico, envolvendo a aplicagdo de uma tensdo que pode variar de 5 a 30 kV gerando
valores de correntes no intervalo de 10 a 100 mA (DEYL, 1979).

A alta eficiéncia dessa técnica é proporcionada pelo fluxo eletrosmético (EOF). A
corrente elétrica induz a migracao da solucéo pelo capilar, permitindo um fluxo constante e ndo
causando alargamento dos picos (BRYAN, R. J. et al., 1989). Cabe mencionar que outras
vantagens da CE em relacdo as principais técnicas de separacdo como HPLC e GC incluem: a
utilizacdo de um volume reduzido de solventes e amostras (uma vantagem para as analises
ambientais) e menores tempos de anélise (CALA etal., 2011). A Figura 7 ilustra a representacédo
esquematica da CE.
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Figura 7: Esquema simplificado de um equipamento de Eletroforese Capilar (CE).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

2.5. COMPARACAO DE METODOS ANALITICOS
Torna-se fundamental garantir que a metodologia desenvolvida seja adequada e

confiavel, para ser aplicada na matriz de interesse. Com base nisso, a validacdo de métodos
analiticos ¢ uma ferramenta que permite assegurar a confiabilidade dos resultados em
metodologias analiticas. Existem diversas maneiras para validar um método, uma maneira ja
conhecida e comumente utilizada é a comparacdo a partir de um procedimento analitico bem
consolidado, que permite avaliar erros sistematicos e aleatérios, mostrando se os resultados
obtidos pela técnica utilizada apresentam valores significativamente maiores ou menores em
relagdo ao procedimento padrdo (J.C. MILLER; , J.N. MILLER, 2005).

Por meio da metodologia de Miller e Miller é possivel comparar adequadamente 0s
resultados obtidos por duas técnicas, construindo o grafico dos resultados obtidos pelas suas
respectivas curvas analiticas. Os resultados obtidos pela técnica padrédo devem ser plotados no
eixo X, enquanto que os resultados obtidos pela nova metodologia devem ser plotados no eixo
y. Se ambas as analises conduzirem aos mesmos resultados, nos diferentes valores de
concentracdo analisados, entdo o coeficiente linear devera ser proximo de zero e os valores da
tangente e coeficiente de correlagdo deverdo ser proximos de 1. Entretanto, mesmo que 0s erros
sistematicos sejam evitados, 0s erros aleatorios acabam se tornando inevitaveis, assegurando
gue ambas as metodologias dificilmente apresentem exatamente o mesmo valor, nos diferentes
niveis de concentracdo analisados (MILLER; MILLER, 1988; MILLER, 1991; J.C. MILLER;
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J.N. MILLER, 2005). A Figura 8 ilustra alguns possiveis resultados obtidos pela comparagéo
de duas metodologias.

Figura 8: Possiveis resultados obtidos a partir da comparacéo de duas metodologias analiticas;
(@) corresponde a um comportamento perfeito em relacdo a concordancia das duas
metodologias; (b)-(f) resultados obtidos a partir de varios erros sistematicos.

(a) > (b) Py

-

Meétodo A

Meétodo B -

Fonte: (J.C. MILLER; , J.N. MILLER, 2005).

Uma maneira de verificar se os valores da tangente e do intercepto diferem
significativamente de 1 e 0 respectivamente, € a utilizacdo de testes estatisticos de significancia
gue apresentam alta confiabilidade, por exemplo, 95%. O teste t pareado de Student €
comumente utilizado como ferramenta estatistica na comparacdo entre duas metodologias,
provando se os resultados sdo analogas ou ndo. Neste teste, os valores de desvio padrdo das
concentragOes analisadas para cada técnica sdo comparados com os valores criticos tabelados,
de acordo com o nimero de graus de liberdade (GL =n — 1, a = 0,05) (MILLER; MILLER,
1988).
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3. OBJETIVOS GERAIS
Desenvolver um sensor eletroquimico funcionalizado com filmes automontados (LbL)

de nanocomposito de FesOs-np e Ppy em substratos de Au, para a detecgdo de MeP em fluidos

bioldgicos como leite materno e urina.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
> Sintetizar e caracterizar as nanoparticulas de magnetita (Fe3Oas-np).

> Estudar as trés arquiteturas do filme LbL (PAH/Ppy)n, (Fe3Os-np/PVS)n e (FesOs-
np/Ppy)n, para verificar o efeito sinergético existente entre as FezOs-np e o Ppy.

> Caracterizar morfologicamente e estruturalmente os filmes que serdo empregados como
unidades sensoriais.

> Selecionar o pH ¢&timo e os pardmetros de DPV para obter melhor resposta
eletroanalitica.

> Detectar diferentes concentracfes de MeP em solucdo eletrolitica e posteriormente
aplicar o sensor a uma amostra real.

> Realizar o estudo de interferentes em amostras reais pela metodologia desenvolvida.

> Validar o método eletroanalitico e eletroforético em solucéo padréo e fluidos biologicos,
por meio dos parametros: precisao, exatidao, seletividade, sensibilidade, linearidade, faixa de
trabalho, recuperacao, limite de detec¢édo e limite de quantificacao.

> Comparar estatisticamente os resultados obtidos pela técnica eletroanalitica e
eletroforética, por meio do método de Miller-Miller e pelo teste t pareado de Student nas

matrizes propostas.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. REAGENTES E PREPARO
Todos os reagentes utilizados no preparo das solucbes de trabalho foram de grau

analitico. Metilparabeno (MeP), dispersdo de polipirrol 5% em agua (Ppy), cloreto de sodio
(NaCl), poli(vinil sulfonato de sodio) (PVS), poli(alilamina hidroclorada) (PAH), tetraborato
de sodio (TBS) e fosfato de potéssio dibasico (Na2HPO4) foram adquiridos da Sigma-Aldrich.
Cloreto ferroso tetra-hidratado (FeCl..4H20), cloreto ferrico hexa-hidratado (FeCls.6H20) e
metanol (grau HPLC) foram adquiridos da J.T.Baker, Cinética e Merck, respectivamente.
Todos os reagentes analiticos foram preparados usando agua ultrapura (Sartorius Weighing

Technology, Alemanha), com uma resistividade de 18,2 MQ cm™ & 25°C.
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4.2. PREPARO DA SUSPENSAO DE FesOs-np

Para a sintese das nanoparticulas de magnetita foi utilizado o método da co-precipitacéo,
que consiste na adi¢io de NaOH (1 mol L) a uma soluc&o de 15 mL de Fe?* (0,1 mol L) e 30
mL Fe** (0,1 mol L), em constante agitacdo. O pH da solucéo foi ajustado para 10 e mantida
em repouso durante 1 hora a temperatura ambiente. O produto final foi filtrado e analisado por
MEV e Raios-X (MIYAZAKI et al., 2013). A suspensdo de nanoparticulas de magnetita
(Fes04-np) foi feita em agua ultrapura, em uma concentragdo de 1 mg mL, em pH 3, ajustado

com uma solugéo de HCI 0,1 mol L.

4.3. PREPARO DAS SOLUCOES DE POLIELETROLITOS
As suspensdes de polipirrol (Ppy) e poli(alilamina hidroclorada) (PAH) foram feitas na

concentragdo de 1 mg mL™, em solugdo salina 0,5 mol L de NaCl. A solucdo de poli(vinil
sulfonato de sddio) (PVS) foi preparada em uma concentragdo de 1 mg mL™ em agua ultrapura.
PVS e Ppy, quando dispersos em agua, apresentam cargas negativas, portanto, foram utilizados
como polieletrélitos anidnicos. FesOs-np (pH = 3) e PAH quando em suspensdo, apresentam
carga positiva e foram utilizados como polieletrdlitos catiénicos.

4.4. PREPARO DOS SUBSTRATOS PARA FABRICACAO E CARACTERIZACAO
DOS FILMES LbL
Os diferentes substratos utilizados foram submetidos a um processo de limpeza, sendo

cada substrato escolhido de acordo com a técnica de caracterizacdo a ser utilizada. Neste
trabalho foram utilizados substratos de quartzo para as caracteriza¢fes de UV-Vis, silicio para
as caracterizagoes por FTIR e MEV, vidro para as caracterizacdes por DRX e ouro para as
medidas de DPV, CV e SPR.

Antes de serem utilizados, os substratos foram submetidos a procedimentos de limpeza

descritos a sequir:

a) Os substratos de vidro e quartzo foram previamente limpos com acetona, agua ultrapura
e alcool isopropilico. Posteriormente, foram hidrofilizados pela imersdo em uma solucéo
basica e uma solucdo &cida, durante 10 min cada, a uma temperatura de 80° C. A solucéo
basica foi preparada com hidroxido de aménio, peroxido de hidrogénio e agua ultrapura
(NH4OH:H202:H20) na proporc¢éo de 1:1:5 (v/v/v), enquanto a solucgéo acida foi preparada
com &cido cloridrico, peroxido de hidrogénio e agua ultrapura (HCI:H202:H20) na razéo
de 1:1:6 (v/viv). Apo6s a hidrofilizacdo os substratos de quartzo foram lavados com &gua

ultrapura e secos com ar comprimido.
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b) Os substratos de silicio foram submetidos ao mesmo procedimento utilizado para os
substratos de quartzo e vidro, com excecdo do tratamento em solucgdo acida.
c¢) Os substratos de ouro foram limpos cuidadosamente com alcool isopropilico, lavados

com agua ultrapura e secos com ar comprimido.

4.5. FABRICA(;AO DOS FILMES LbL
Os filmes LbL foram fabricados pela imersdo alternada do substrato solido nas

suspensdes de cargas opostas. As trés arquiteturas montadas foram (PAH/Ppy)n, (FeszOs-
np/PVS)n e (FesOs-np/Ppy)n, com n indicando o nimero de repeti¢des (ou o nimero de
bicamadas depositadas). A Tabela 4 descreve os tempos de imersdo, concentracoes e pH de

cada suspensao para a montagem dos filmes LbL.

Tabela 4: Condicdes de montagem dos filmes LbL de (PAH/Ppy)n, (FezOs-np/PVS)n e (Fe3Os-
np/Ppy)n.

Material  Concentracéo Solvente pH* Tempo de
(mg mL?) deposicdo (min)
PAH 0,5 Solucdo salina 6,6 15
(NaCl, 0,5 mol L)
Ppy 1,1 Solucdo salina 6,6 15
(NaCl, 0,5 mol L)
FesOs-np 1,0 Agua ultrapura 3,0 3
PVS 1,0 Agua ultrapura 6,6 3

*pH foi ajustado com solugdo de HCI 0,1 molL™?, quando necessario. CondigBes para
(PAH/Ppy) e (FesO4-np/PVS) foram feitas de acordo com as referéncias (DAIKUZONO et
al., 2017) e (LETTI et al., 2017), respectivamente.

A Figura 9 ilustra uma proposta esquematica da formacdo das bicamadas do filme

FesOs-np e Ppy.
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Figura 9: Esquema de interacdo entre Fe3Os-np e Ppy no filme LbL.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.6. CARACTERIZACAO DOS FILMES LBL i
4.6.1. ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA VISIVEL (UV-VIS)
Os materiais utilizados no filme LbL foram monitorados de acordo com sua interacéo,

por meio da formacdo de bicamadas em substratos de quartzo. Apés a formacdo de cada
bicamada, para as trés arquiteturas dos filmes estudados, 0 mesmo foi monitorado por UV-Vis
no intervalo de 200 — 600 nm, com o objetivo de verificar a adsor¢do dos materiais. A deposicao
do filme foi monitorada utilizando um espectrémetro UV-vis modelo Thermo Scientific
Genesys 10, no Laboratorio de pesquisa de Nanociéncia e Nanotecnologia aplicado em
Sensoriamento (GPNNS) da UFSCar-Sorocaba.

46.2. ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)
A Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR, do inglés

Fourier Transform Infrared) foi utilizada como ferramenta de caracterizacdo estrutural, para as
trés arquiteturas do filme LbL e os materiais puros (filmes cast), depositados em substratos de
silicio. Essa tecnica é restrita a espécies moleculares que apresentam diferenca de energia
rotacional e vibracional. Para as analises, utilizou-se um espectrometro da marca Thermo
Nicolet Nexus 470, do Instituto de Fisica de Séo Carlos-USP.
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4.6.3. ESPECTROSCOPIA DE DIFRAQAO DE RAIOS-X (DRX)
A difracdo de Raio-X (DRX) trata-se de uma medida fundamental para caracterizacao

de cristalitos, pois permite verificar a estrutura cristalina da amostra e sua composic¢ao quimica.
As medidas de difracdo de Raios-X (DRX) foram feitas nas FesO4-np depositadas em substratos
de vidro, por um equipamento de raios-X Rigaku Rotaflex, modelo (RU200B-2theta/theta,
varredura normal de 5° a 120°), velocidade de 1°/min, tensdo de 40 kV e 60 mA, anodo de Cu,

feitas no Instituto de Fisica de Sdo Carlos-USP.

4.6.4. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)
A microscopia eletrdnica de varredura (MEV) é uma ferramenta simples e importante

para a caracterizacdo morfoldgica de superficies, contribuindo para a anélise das dimensdes das
Fe304-np adsorvidas no substrato de silicio. A imagem gerada por essa técnica é resultado do
contraste do feixe de elétrons e a superficie da amostra, variando em relacdo ao numero de
elétrons emitidos pela mesma. Essa variacdo pode ocorrer devido a composi¢do, voltagem da
amostra e topografia.

As imagens de MEV das FesO4-np foram feitas utilizando o equipamento modelo
Bruker Corp, EUA, com intervalo de varrimento de 0,8 Hz, analisadas pelo software Gwyddion
e IMAGEJ, no Instituto de Fisica de Sao Carlos-USP.

4.6.5. RESSONANCIA PLASMONICA DE SUPERFICIE (SPR)
Para analisar o diametro médio das nanoparticulas de magnetita e a espessura dos filmes

LbL depositados em substrato de ouro foi utilizado o equipamento de Ressonancia Plasmdnica
de Superficie (SPR, do inglés Surface Plasmon Resonance) (Bionavis, Finlandia), com um feixe
de luz laser polarizada por dois comprimentos de onda (A=670 e A=785 nm). Laminas de vidro
recobertas com ouro previamente limpas (Bionavis, Finlandia) foram usadas como substrato
para 0s experimentos de SPR. As analises foram feitas no Laboratério de Nanociéncia e

Nanotecnologia aplicado em Sensoriamento (GPNNS) da UFSCar-Sorocaba.

4.6.6. POTENCIAL ZETA (ZT) E ESPALHAMENTO DINAMICO DE LUZ (DLS)
O potencial zeta (ZT do inglés zeta potential) e o espalhamento dinamico de luz (DLS

do inglés dynamic light scattering) foram utilizados para a determinagao da carga e do didmetro
das nanoparticulas, respectivamente. Para ambas as técnicas, a suspensao de nanoparticulas foi
diluida 500 vezes em agua ultrapura e analisada por um sistema ZetaSizer Nano ZS90 (Malvern
Instruments, UK), com um angulo de 90 ° a 25 ° C. A concentragao das nanoparticulas e sua
distribuicdo de tamanho foram determinadas usando uma célula NanoSight LM 10 (laser verde,
532 nm) e uma cadmera CMOS, analisadas pelo software NanoSight v. As medidas foram feitas

no Laboratorio da UNESP-Sorocaba, em parceria com o Prof® Dr. Leonardo Fernandes Fraceto.
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4.6.7. VOLTAMETRIA CICLICA (CV)
O estudo do numero de bicamadas que gera a melhor magnitude do sinal analitico

devido a troca de elétrons entre 0s materiais depositados no substrato e o analito estudado foi
feito por meio dos estudos de voltametria ciclica (CV do inglés Cyclic Voltammetry). Os filmes
LbL de (FesOs-np/Ppy)n foram depositados em substratos de ouro com 1, 3, 5 e 7 bicamadas,
para verificar a melhor resposta obtida. Para isso, foi realizada uma varredura no intervalo de
potencial de -0,4 a 0,9 V, com uma velocidade de varredura de 50 mV s* em uma cela
eletrolitica com um eletrodo de referéncia (Eletrodo de Calomelano Saturado) (ECS) e um
contra eletrodo de platina (Pt) com area geométrica de 1,0 cm?. A cela eletrolitica é acoplada a
um potenciostato/galvanostatico PGSTAT 30 da Autolab. Os resultados foram expressos na
forma de densidade de corrente (LAcm2) em funcdo do potencial aplicado (V) e foram feitos
no Laboratério de Nanociéncia e Nanotecnologia aplicado em Sensoriamento (GPNNS) da
UFSCar-Sorocaba. Além do nimero de bicamadas, foram feitos estudos de reprodutibilidade

inter-day e intra-day, e a comparacdo entre as diferentes arquiteturas do filme LbL.

4.7. INSTRUMENTACAO
4.7.1. ANALISES POR VOLTAMETRIA DE PULSO DIFERENCIAL (DPV)
Os eletrodos de ouro (Au) foram fabricados em colaboracdo com o Laboratério de

Microfabricacdo (LMF)/ CNPEM em Campinas e consistem em um substrato de vidro
recoberto com 200 A de cromo (para melhorar a aderéncia do ouro) e 1500 A de ouro depositado
via pulverizacéo catodica.

Os estudos por DPV na deteccdo de MeP foram avaliados em solucéo eletrolitica de
tamp&o PBS (0,1 mol L), em diferentes valores de pH (6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0) em uma cela
eletrolitica com um eletrodo de referéncia (Eletrodo de Calomelano Saturado) (ECS) e um
contra eletrodo de platina com area de 1 cm? A cela eletrolitica é acoplada a um
potenciostato/galvanostato PGSTAT 30 da Autolab. A Figura 10 ilustra uma representacao

esquematica da organizagdo dos componentes na deteccdo eletroanalitica.
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Figura 10: Representacdo de um sistema para a deteccdo eletroanalitica de MeP.

Filme LbL

Fonte: Elaborado pelo autor.

A fim de se obter uma melhor resolu¢cdo na magnitude do sinal analitico, alguns
parametros na DPV foram otimizados, como: interval time (It) de (0,3-1,0 s), modulation
amplitude (Ma) de (0,02-0,20 V) e modulation time (Mt) de (0,01-0,1 s).

Ap0s as otimizacOes do sistema foram feitas curvas analiticas por adicdo padrdo em
amostras de urina e leite materno. Os resultados foram expressos na forma de graficos de
densidade de corrente (LA cm2) em funcio do potencial aplicado (V) e posteriormente, foram
validados e comparados estatisticamente pela metodologia de Miller-Miller com o método
padrdo de Eletroforese Capilar (CE).

4.7.2. ANALISES POR ELETROFORESE CAPILAR (CE)
Os experimentos foram realizados em equipamento de eletroforese capilar, modelo 7100

da Agilent Technologies, equipado com detector diode-array, que opera na faixa de 190-600
nm. Os capilares de silica fundida sdo da Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, EUA, com
75um d.i. e 48,5 cm de comprimento total (40 cm até o detector). A janela de deteccdo de
aproximadamente 0,3 cm foi aberta pela remocéo do revestimento de poli-imida do capilar, por
aquecimento e posterior remocdo com acetona. As medidas foram feitas no Laboratorio de
Separaces aplicados a quimica ambiental da UFSCar-Sorocaba.

O condicionamento do capilar foi feito pela passagem de NaOH 1,0 mol L™, durante 5
min, seguida da passagem de agua ultrapura durante 5 min e solugdo de TBS 20 x10 molL*
por 15 min, no inicio de cada dia, ou quando efetuada mudanga nas condigdes analiticas. O

condicionamento do capilar entre as corridas foi feito pela passagem de TBS por 2 min.
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Em CE, os parametros como: temperatura (°C), pressdo (mbar), tensdo (kV) e eletrolito
suporte, também foram otimizados. Ao final do processo de otimizacgao do sistema, foi feita a
validacao do método analitico, verificando a linearidade, seletividade, precisdo, exatidao, limite
de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), reprodutibilidade, repetibilidade e efeito
matriz. Por fim, foi feito uma curva analitica para cada matriz, por adi¢do de padréo.

Os resultados obtidos por CE foram utilizados para corroborar a presenga do analito nas

matrizes, validando o método de sensoriamento determinado eletroquimicamente por DPV.

4.8. PREPARO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE
Solucdes estoque de MeP (6,6x10° mol L) foram preparadas em metanol/agua (7:3,

v/V) e estocados no refrigerador a uma temperatura de 3°C por um periodo de maximo 30 dias.
As amostras de leite materno foram centrifugadas por 10 min a 10000 rpm para separar a
gordura do leite, posteriormente, o sobrenadante foi coletado e tratado com &cido acético glacial
98% (10:1, leite/acido), misturada em vortex e centrifugada por 3 minutos a 4000 rpm, para
separar a caseina do soro do leite. Por fim, 1 mL do sobrenadante foi coletado e diluido para
um volume final de 10 mL em tampdo PBS para as analises por DPV e agua para as analises
CE.

A amostra de urina foi filtrada por um filtro da Millipore® com 45um de didmetro e
diluida na mesma proporcdo e no mesmo meio que a solucdo de leite materno, para ambas as

analises.

4.9. PROCEDIMENTO PARA VALIDACAO
Dentre os principais parametros a serem avaliados em uma validagdo, encontram-se:

precisdo, recuperacdo, sensibilidade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ),
linearidade, faixa de trabalho e efeito matriz (RIBANI et al., 2004; J.C. MILLER; , J.N.
MILLER, 2005; RIBEIRO, 2014).

4.9.1. SELETIVIDADE

A capacidade que o método apresenta em identificar e quantificar o analito de interesse,
na presenca ou ndo de interferentes na matriz estudada, é conhecido como seletividade. Para 0s
estudos de seletividade, os resultados obtidos pela técnica voltamétrica e eletroforética foram
comparados a partir da analise do branco das amostras de urina e leite materno, em relagdo aos
obtidos para as mesmas amostras fortificadas, com diferentes niveis de concentragéo de MeP.
Além disso, foi feito um estudo dos principais interferentes em medidas voltamétricas como:

bissulfito, benzoato, citrato, nitrito e propilparabeno.
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4.9.2. SENSIBILIDADE, LINEARIDADE E FAIXA DE TRABALHO
Os parametros de sensibilidade, linearidade e faixa de trabalho foram avaliados por meio

das curvas analiticas, feitas pelo método de adicdo de padrdo nas amostras de urina e leite
materno, fortificadas no intervalo de 16,43 a 131,40 pmol L* de MeP.

A curva analitica foi construida com base na faixa linear de trabalho, que corresponde a
5 niveis de concentracao, com excecdo do valor das medidas de branco, para ambas as amostras
e técnicas analiticas. A faixa de trabalho para a analise eletroforética foi delimitada pela faixa
de trabalho obtida na andlise eletroanalitica.

A linearidade é um parametro extremamente importante, que corresponde ao intercepto
dos pontos obtidos por meio dos graficos que representam a correlacdo entre a area do pico
eletroforético em fungdo da concentragdo do analito, para andlise em CE e a densidade de
corrente do voltamograma em funcdo da concentracéo do analito, para analise em DPV. Esses
valores de concentracdo, compreendem todo o intervalo de analise utilizado nas medidas, sem
que seja considerado o sinal do branco (amostra sem analito). O eixo x corresponde aos valores
de concentracdo do analito e o eixo y corresponde ao sinal obtido pela técnica analitica.
Assume-se que a linearidade deva obedecer a equacdo 1 (RIBANI et al., 2004).

y=ax+bhb 1)

y: resposta obtida pela técnica
X: concentracao
b: intersec¢do com o eixo X, quanto x =0

a: coeficiente angular da reta (sensibilidade).

4.9.3. PRECISAO
A precisdo € um importante parametro na validagdo, que visa determinar a dispersao

dos resultados realizados na mesma amostra (RIBANI et al., 2004; RIBEIRO, 2014). A partir
da equacdo 2, torna-se possivel avaliar esse parametro por meio do valor de desvio padrdo
relativo (RSD), sendo o valor de SD o desvio padrdo, obtido pela equacéo 3. A repetitividade
foi avaliada por meio das analises em triplicata, para cada amostra e concentragdo da curva

analitica obtida pela técnica de DPV e CE.

SD
RSD = —x 100 (2)
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2 =x)?
P = /ﬁ )

X: resposta de cada técnica para cada amostra analisada;

X: média aritmética dos valores obtidos pela resposta de cada técnica

>

: numero de medidas para cada nivel de concentrag&o.

Os valores de RSD permitidos para as analises devem ser inferiores a 15 %, conforme

descrito pelas metodologias para validagdo de métodos analiticos (RIBANI et al., 2004).

4.9.4. RECUPERACAO
Os parametros para o estudo da recuperacdo foram avaliados para todos 0s niveis de

concentracdo da curva analitica. A equacéo 4 foi utilizada para o célculo da recuperacao.

¢, —C
recuperacao = (16—2) x 100 (4)

3
Ci:concentracdo do analito medida;

C.: concentragdo do analito na amostra néo fortificada;

Ca: concentracdo do analito adicionada a amostra fortificada (teorica).

Os resultados proximos de 100% indicam que os valores medidos e os valores de
referéncia sdo similares. Os valores no intervalo de 95 a 120% s&o considerados adequados para
métodos analiticos (RIBEIRO, 2014).

4.9.5. LIMITE DE DETECCAO (LD) E LIMITE DE QUANTIFICACAO (LQ)
O limite de deteccdo (LD) é definido como a concentragdo minima em que o analito

pode ser detectado, porém ndo quantificado, diferente do sinal do branco e informada com 95%

de confianga. O valor de LD pode ser determinado de acordo com a equacéo 5.

Ys = concentragdo do analito com o sinal igual ao do branco

Sg = desvio padréo do branco
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Entretanto, segundo (MILLER, 1991) os valores obtidos pelo sinal do branco,
constituidos por diversos componentes sem a presenca da amostra e do analito, ndo reproduzem
as condicOes reais de analise (MILLER, 1991). Especialmente nas andlises eletroanaliticas,
onde os valores obtidos da andalise do branco das amostras, sempre contém erros devido a
interacdo da superficie do eletrodo/solugdo analisada, com a auséncia do analito. Por esse
motivo, os valores de LD das analises eletroanaliticas e eletroforéticas foram calculados com
base nas aproximacdes feitas por Miller-Miller, para evitar a insercdo de mais erros durante as
medidas de LD. Miller e Miller (2005) propde a utilizacao de todos os pontos da curva analitica

e o0 desvio padrédo do coeficiente angular da reta, fazendo as consideragcfes descritas a seguir.

Ys = a (coeficiente linear da curva analitica)

3Se = Syix (desvio padréo dos valores calculados dos coeficientes angular e linear)

A equacdo 6 ilustra a equacdo final utilizada para o célculo do LD.
LD = b+ 3y, (6)

O valor de Syx pode ser calculado por meio da equagéo 7.

2i(yi — 9i)?
y/x = n—2 (7)

Sy/x: desvio padréo dos valores calculados dos coeficientes angular e linear;
yi: resposta de cada técnica para cada nivel de concentracdo analisado;
yi: valor da resposta de cada técnica calculado pelos coeficientes angular e linear;

n: numero de concentragdes utilizadas para construcdo da curva analitica.

O limite de quantificagdo (LQ) € a menor concentracdo quantificavel de um analito de

interesse. A equacdo 8 demonstra como calcular o LQ, pela metodologia de Miller-Miller.

LQ =3,33xLD (8)
4.9.6. ESTUDO DO EFEITO MATRIZ

O efeito que os outros componentes da solugdo geram no sinal analitico € conhecido
como efeito matriz. Esse efeito foi avaliado pela comparacéo das curvas analiticas de ambas as

metodologias (eletroforética e voltamétrica) feitas em solucbes padrdo de MeP, em solventes
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(metanol e agua para a andlise eletroforética, metanol e tampéo PBS para andlise voltamétrica)

e as curvas analiticas feitas por adi¢do padrdo nas matrizes (leite materno e urina).

4.10. ANALISE ESTATISTICA
Os resultados obtidos por ambas as metodologias analiticas foram comparados por meio

da estatistica de Miller-Miller. A partir da comparacao entre as equacfes da reta por regressao
linear, os valores de detecgdo da metodologia padréo (CE) séo graficados no eixo x, enquanto
que os resultados obtidos pela nova metodologia (DPV) séo graficados no eixo y, para cada
amostra analisada, no mesmo intervalo de trabalho. Ao tracar uma reta entre esses valores,
espera-se que o coeficiente angular seja proximo de zero, o intercepto e o coeficiente de
correlacdo, sejam proximos de 1 (a=0, b =r = 1), indicando que as metodologias sdo analogas.
Além disso, os resultados de detec¢do de ambas as metodologias foram avaliados pelo test de
student ou test t. Onde o resultado é comparado com um valor tabelado com 95% de confianca,
com base no numero de concentracdes analisadas para cada amostra (graus de liberdade),
conforme ilustrado na equacdo 9.

Vn
( SD") )

d : média aritmética das diferencas entre cada valor de concentracéo obtido por cada técnica e

t =

para cada amostra;
n: numero total de concentragdes para cada técnica.
SD: desvio padréo calculado pela equagdo 3.
O test t demonstra se os erros obtidos pela comparacéo das metodologias sdo pequenos
o suficiente para ser explicados por erros aleatorios, ou se 0s valores obtidos pelas metodologias

sdo significativamente diferentes.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO )
5.1. CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE FesO4-np E DOS FILMES
LbL
5.1.1. CARACTERIZACAO DAS FE304-NP POR DRX, DLS, ZT E UV-VIS
As nanoparticulas de magnetita foram caracterizadas por diversas técnicas com o intuito

de obter seu diametro, sua carga superficial, estabilidade durante determinado periodo de tempo
e seu plano cristalografico.

A Figura 11 ilustra o difratograma para a amostra de FesO4-np em substrato de vidro,
sintetizadas para fabricacdo do filme LbL. Pode-se observar que as nanoparticulas apresentam
picos caracteristicos identificados predominantemente nos planos (311) e (220). Esse indicativo
demostra a predominancia da magnetita no estado cubico, com elevado grau de cristalinidade,
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conforme observado na literatura (IYENGAR et al., 2014; MOHAMMED et al., 2017). Além
disso, o intervalo de difratometria analisado, revela que existem os planos (220), (311), (400),
(422), (511) e (440), correspondentes aos espacamentos interplanares de 0,2967, 0,2532,
0,2099, 0,1715, 0,1616 e 0,1485 nm, respectivamente (IYENGAR et al., 2014). Aplicando a
equacdo de Scherrer (equacdo 10) no plano 331, foi possivel estimar o tamanho dos cristalitos
das nanoparticulas de Fe3Os-np, sendo esse valor igual a 11 nm, corroborando com os valores
médios para a mesma nanoparticula encontrados na literatura (MAJEWSKI; THIERRY, 2007;
MIYAZAKI et al., 2013).

__ka
" Bcos 6

(10)

t= diametro médio das nanoparticulas
k= constante de proporcionalidade
A= comprimento de onda da radiag¢ao k-aCu

B=alargamento da linha de difragdo medido a meia altura de sua intensidade maxima

A constante K esta relacionada diretamente com a forma geométrica da particula. Para
as medidas de largura de pico a meia altura, os valores de k estdo entre 0,84 e 0,89 dependendo
da geometria. Caso a geometria nio seja conhecida, pode-se admitir o valor de 0,9 (ARAUJO
et al., 2005).

Figura 11: Difratograma para a amostra FezOs-np em substrato de vidro.
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Posteriormente, utilizando a técnica de DLS foi determinado o tamanho médio das

FesOs-np em suspensdo a uma concentragdo de 2x10° mg mL?. O valor obtido foi de
aproximadamente 198,2 + 8,8 nm, com distribui¢do centrada em 138 nm (Figura 12). O indice
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de polidispersdo foi de 42,7% (considerado relativamente alto) (OLIVEIRA et al., 2018). Essa
ampla variacdo no didmetro das particulas pode estar relacionada a auséncia de um agente
estabilizante na sintese de nanoparticulas. Normalmente, uma matriz polimérica € utilizada
como estabilizantes para nanoparticulas no momento de sintese (MAMEDOV; KOTQOV, 2000;
ZAMORA-GALVEZ et al., 2016), porém, a presenca de agentes poliméricos como
estabilizantes de sintese, pode prejudicar a troca de elétrons em medidas eletroquimicas
(RANGEL et al., 2019). O potencial zeta dessa solucdo foi de +25,2 £ 0,8mV, um valor
relativamente baixo comparado ao esperado para suspensdes estaveis (acima de +30 mV) (LEE
et al., 2008; GHADIMI; SAIDUR; METSELAAR, 2011).

Figura 12: Histograma de distribuicdo do tamanho das FesOs-np em suspenséo.
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Tanto o experimento do potencial zeta quanto a analise por DLS confirmaram fragil
estabilidade da suspensdo de FezOs-np. As suspensdes foram preparadas no mesmo dia de
fabricacdo do filme e foram estaveis por tempo suficiente para a montagem completa do filme,
verificado pela auséncia de grandes agregados nos filmes LbL. A estabilidade das suspensdes
de Fe3O4-np foi verificada durante 5 dias por espectroscopia de UV-Vis, monitorando a banda
de absorcdo em 360 nm (banda mais evidente na regido do visivel), conforme ilustrado na

Figura 13. A suspensdo foi armazenada em frasco ambar a temperatura ambiente.
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Figura 13: Estudo da estabilidade da suspens&o de FesOs-np (100 mg mL™, pH=3) em funcio
do namero de dias, pela medida de absorbancia de UV-Vis no comprimento de onda de 360nm.
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Pode-se observar que a absorbancia medida da suspensédo de Fe3Os-np no segundo dia,
diminui para ~ 0,60, enquanto que no terceiro dia, a absorbancia vai para ~ 0,55 e por fim, a
suspensdo permanece constante no quarto e quinto dia, o que leva a conclusdo de que o ideal é
a utilizacdo da suspensao de Fe3Os-np, no mesmo dia de preparo devido aos maiores valores de

absorbancia.

5.1.2. CARACTERIZACAO DO FILME LbL DE (Fe3Os-np/Ppy)n POR MEV E SPR
O estudo para a determinacdo do didmetro das FezOs-np foi feito por meio das imagens

de MEV e SPR. A Figura 14 ilustra a micrografia de MEV do filme LbL (Fe3Oas-np/Ppy)s em
comparacao com o filme cast do material puro. A morfologia das FesO4-np é bastante diferente
para o filme LbL, exibindo estruturas menores, enquanto o filme cast apresenta grandes
agregados. O histograma de distribui¢do de tamanho das nanoparticulas, mostrou diametros em
torno de 16,3 = 2,5 nm com um indice de polidispersdo de 15,23%, conforme dados obtidos
pelo software image J. Como mencionado anteriormente, a presenca de uma matriz polimérica
permite que as nanoparticulas esféricas sejam uniformemente distribuidas, sem os limites entre
as camadas entre suas bicamadas. Além disso, a presenca de um polieletrélito tende a se
interpenetrar nas camadas do filme LbL, diminuindo a distancia entre as particulas (LETTI et
al., 2017). Consequentemente, a menor interagdo eletrostatica ocorrera entre as nanoparticulas,

diminuindo a formacédo de aglomerados.
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Figura 14: Imagem de MEV do filme cast e do filme de (FesOs-np/Ppy)s com o histograma de
distribuicdo do tamanho médio das FezOs-np.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A espessura das camadas no filme LbL foi investigada por SPR. A Figura 15A mostra
a varredura angular do laser em 670 nm para as etapas de deposicdo. Uma bicamada dos
polieletrélitos (PAH/PVS) foi montada como um “colchdo” para melhorar a adsor¢do no
substrato para as analises de SPR (AMIRJANI; HAGHSHENAS, 2018). A espessura de cada
camada foi calculada pelo método de 2 meios (LIANG et al., 2010; GRANQVIST et al., 2013).
Resumidamente, as curvas experimentais de SPR obtidas nos dois meios (agua e ar) no
comprimento de onda de 670 nm, foram ajustadas pelo software Winspall 3.02, para fornecer
um grafico de (d) espessura, (n) indice de refracdo. O ponto de intersec¢do representa o valor
de n e d. Quando nenhum ponto de interseccao é visivel, a relacdo de dispersao do material para
os dois comprimentos de onda é considerada para realizar um deslocamento em uma das linhas
continuas d-n, para alcancar um ponto de intersec¢do (conforme realizado nas Figuras 15B
(LIANG et al., 2010). A espessura calculada da camada de Fe3O4-np foi de 14,80 nm, em uma
boa concordancia com o tamanho das nanoparticulas obtidas pela analise de MEV (16,28 + 2,48
nm). A espessura da camada de Ppy foi calculada para 4,26 nm. Os indices de refracdo obtidos
para Fe3Os-np e Ppy foram 1,98 e 1,46, respectivamente, que corroboram com os valores da
literatura (VORK; SCHUERMANS; BARENDRECHT, 1990; MELDRUM; KOTOV;
FENDLER, 1994).
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Figura 15: Varreduras angulares de SPR no ouro limpo A) apds a deposicdo de bicamadas de
PEI/PVS, camadas de Fe304-np e Ppy. B) Medicdo com o laser de 670 nm em dois meios (agua
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5.1.3. CARACTERIZAQAO DOS FILMES LBL POR UV-VIS
A Figura 16 ilustra os espectros de UV-Vis das suspensdes de FesOs-np e Ppy. O

espectro de Ppy apresentou uma banda em 224 nm, atribuida a transigdo n—mn* do anel de pirrol
oriunda da ligagdo C=C dos orbitais HOMO-LUMO (ZHENG et al., 2004). As bandas de
absorcdo da suspensdo de FesOs-np em 360 e 480 nm s&o atribuidas a transicdo de bandas
indiretas em estruturas epinelares invertidas (ENDRODI et al., 2013; LETTI et al., 2017). A
Figura 16 (B-D) apresenta o espectro de absorc¢do obtido por UV-Vis de cada etapa de deposicéao
dos filmes LbL. O crescimento do filme (PAH/Ppy)1o foi monitorado na banda caracteristica de
Ppy a 224 nm. Como pode ser visto na Figura 16 B, a absor¢do ndo apresentou uma relacéo
linear com as 10 bicamadas depositadas. Em vez disso, o grafico indica um crescimento em
dois regimes, provocado pela interagdo substrato/material nas primeiras camadas, seguido por
uma interacdo material/material. O coeficiente de correlagdo R? para os ajustes lineares
aplicados para os dois estagios de crescimento foi R% = 0,974 e R?, = 0,710, respectivamente.
O crescimento do filme (Fe3Os-np/PVS)10 foi monitorado em 360 nm (caracteristico de Fe3Os-
np) e também apresentou dois regimes de crescimento diferentes com R? = 0,998 e R%= 0,995
(Figura 16 (C)). Diferente dos filmes anteriores, o filme LbL do nanocomposito (FezOs-
np/Ppy)10 cresceu em um (nico regime de comportamento linear com R?= 0,999, como

apresentado na Figura 16 (D) em 224nm.
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Figura 16: Espectros de UV-Vis das (A) Suspensdes de Ppy (—) e Fe3Os-np (—). Espectros
de UV-vis para os filmes LbL de (B) (PAH/Ppy)i, (C) (FesOs-np/PVS)10 e (D) (FesOs-
np/Ppy)1w. Inser¢do em (B), (C) e (D) apresentam os graficos de absorbancia em funcéo do
numero de bicamadas.
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5.1.4. CARACTERIZACAO DOS FILMES LbL POR FTIR
A interacdo entre os materiais foi avaliada de acordo com sua composic¢éo por FTIR. A

Figura 17 (A) mostra os espectros de transmissdo de FTIR de FezOs-np e Ppy (filme cast) em
comparacgdo com o filme LbL de (FesOs-np/Ppy)s depositado em substrato de silicio. O filme
cast de FesO4-np apresentou bandas em 561 e 632 cm™, correspondentes as vibragdes de Fe-O
em regides tetraedricas e octaédricas (IYENGAR et al., 2014). O filme cast de Ppy apresentou
bandas caracteristicas em 1576 cm™, atribuidas ao estiramento C-C do polipirrol (GONZALEZ-
TEJERA; HERNANDEZ-FUENTES, ; DE OLIVEIRA; ANDRADE; DE MELO, 2008; YAO
et al., 2013). Em 1419 cm™ e 1041 cm™ observa-se as bandas caracteristicas do alongamento
C-N e C-C no anel de pirrol, respectivamente (DE OLIVEIRA; ANDRADE; DE MELO, 2008;
TIWARI; JAIN; SHARMA, 2008; ZHANG et al., 2008; YAO et al., 2013), e por fim, a regido
de 936 cm™ ¢ atribuida a deformacdo do anel de pirrol (YAO et al., 2013). No filme (FesOa-
np/Ppy)s, ocorre deslocamento de algumas bandas caracteristicas do Ppy, como verificado para

outros compostos de FesOs-np com Ppy (ZHANG et al., 2008). O nitrogénio presente no anel
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de pirrol oferece um par de elétrons livres, que por sua vez, interagem eletrostaticamente com
os grupos (-OH2"), ligados ao ferro das nanoparticulas em pH 3 (ROZ ,ALESSANDRA LUZIA
DA et al., 2015). Tanto os espectros de absor¢do do UV-vis quanto os espectros de FTIR,
ilustram a elevada afinidade eletrostatica entre o Ppy com as Fe3O4-np.

A Figura 17 B ilustra os espectros de absor¢do para o filme LbL de (PAH/Ppy)s, além
dos espectros do filme cast de PAH e Ppy. As bandas no filme cast de PAH em 1508 e 1604
cm?, correspondem as vibragdes -CH e -NH, respectivamente. Em 1387 cm™ encontram-se as
vibracdes do tipo -CN (LI et al., 2017, 2018). No filme de (PAH/Ppy)s existe uma
predominancia nas bandas do Ppy em 1576, 1176, 1041, 1009 e 930 cm™ enquanto as bandas
em 1508 e 1604 cm™ do PAH, sdo mascaradas devido a absor¢do do PAH no filme ser menor
que a do Ppy (DAIKUZONO et al., 2017).

No filme (FesO4-np/PVS)s (Figura 17 C) foi possivel observar as bandas em 1184 e
1043 cm, ambas correspondem as vibragoes do grupo sulfonico (SO2-O) da molécula de PVS
(SAND; YADAV; BEHARI, 2010). A banda em 740 cm™ corresponde a vibragdes do tipo -
CH de grupos vinilicos do PVS, com baixo sinal para o filme LbL de (FesOs-np/PVS)s. Por
fim, as bandas em 557 e 630 cm™ sdo referentes a vibracoes de Fe-O das nanoparticulas de

magnetita em regides tetraedrais e octaedrais, respectivamente (IYENGAR et al., 2014).
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Figura 17: Espectros de FTIR dos filmes (A) (FezOs-np/Ppy)s, (B) (PAH/Ppy)s e (C) (FesOs-
np/PVS)s.
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5.1.5. CARACTERIZQC}AO DOS FILMES LbL POR CV
5.1.5.1. COMPARAGCAOQO DOS FILMES LbL FRENTE AO PAR REDOX Kj3[Fe(CN)s]
Baseado nas caracterizacGes espectroscopicas e Raios-X, o filme LbL de (Fe3Os-

np/Ppy)n, apresentou um efeito sinergético desejado. Para verificar suas propriedades
eletroquimicas, utilizou-se da técnica de CV para comparar as diferentes arquiteturas do filme
frente ao par redox Ks[Fe(CN)g].

A Figura 18 apresenta os voltamogramas ciclicos das diferentes arquiteturas do filme
LbL. O valor de corrente anddica para o filme de (PAH/Ppy)s foi de aproximadamente 34,37
HA cm2 e para o filme (FesOs-np/PVS)s, 0 valor de corrente foi de aproximadamente 55,92 pA
cm?, valores inferiores aos obtidos pelo voltamograma no substrato puro de Au (~93,97 pA
cm2). Enquanto isso, pode-se observar um aumento da corrente de anddica para o filme (FesOa-
np/Ppy)s (~118,07 pAcm), resultado do efeito sinergético fornecido pelos materiais, que
potencializam a detec¢do do MeP em solucgdo. Alguns estudos relatam a eficiéncia do compdsito
formado por FesO4-np e Ppy (DENG et al., 2003; XIAOTUN et al., 2003; JANAKY et al.,
2010; GUO et al., 2013), demonstrando a possibilidade do controle das propriedades
eletrocataliticas, magnéticas e elétricas.

Figura 18: Voltametrias ciclicas entre as diferentes arquiteturas do filme LbL, mostrando a

eficiéncia do eletrodo de Au-(FesOs-np/Ppy)s.
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Legenda: intervalo de potencial de -0,20 a 0,70 V, velocidade de varredura de 50 mV s?, em
uma solucéo eletrolitica contendo 1,0 x10° mol L de Ks[Fe(CN)s] e 0,1 mol L de H2SOs4,

apos a estabilizacdo do eletrodo pela realizacdo de 10 ciclagens no filme LbL.

Pelas medidas voltamétricas fica evidente que o filme LbL de (FesO4-np/Ppy)z apresenta
maior corrente de pico anddica. Além disso, todas as caracteriza¢des corroboram o fato dessa
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arquitetura, apresentar as melhores propriedades. Com base nesses estudos, nao foi necessario
o0 estudo sinergético das trés arquiteturas do filme LbL pela técnica de DPV.

5.1.5.2. ESTUDO DO NUMERO DE BICAMADAS DO FILME LBL DE (Fe3Os-np/Ppy)3

Ap0s verificar os melhores resultados provenientes do efeito sinergético das FezOs-np
e do Ppy, foi feito um estudo em relacdo ao nimero de bicamadas que melhor gera um sinal
analitico para o filme LbL de (Fe3Os-np/Ppy)n. A Figura 19 ilustra os voltamogramas ciclicos

com filmes LbL de (FesO4-np/Ppy)n, onde n é igual a 0, 1, 3 e 5 bicamadas.

Figura 19: Voltametrias ciclicas entre diferentes nimeros de bicamadas obtidos para o filme
LbL de (FesOs-np/Ppy)n.
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Legenda: intervalo de potencial de -0,20 a 0,70 V, velocidade de varredura de 50 mV s, em
uma solucéo eletrolitica contendo 1,0 x10° mol L de Ks[Fe(CN)e] e 0,1 mol L de H,SOq,

apos a estabilizacdo do eletrodo pela realizacdo de 10 ciclagens no filme LbL.

A Tabela 5 ilustra os valores de corrente de pico em funcdo do numero de bicamadas do filme
LbL de (Fe3Os-np/Ppy)n
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Tabela 5: Comparacgdo entre os valores de corrente de pico dos voltamogramas ciclicos para
diferentes nimeros de bicamadas do filme LbL de (FezOs-np/Ppy)n.

N° de bicamadas Densidade de corrente (LAcm2)

0 98,23 +2,13
1 84,65 + 1,54
3 111,04 + 1,86
5 8541+1,12

A partir dos resultados ilustrados na Figura 19 e na Tabela 5, nota-se que a maior
densidade de corrente é observada para o filme LbL de (FezOs-np/Ppy)n com 3 bicamadas
(~111.04 + 1,86 pAcm™2). O aumento do nimero de bicamadas pode estar relacionado ao
aumento da resisténcia na superficie do eletrodo de trabalho, que impede a transferéncia de
elétrons entre a superficie do sensor e a solucdo eletrolitica. Sendo assim, adotou-se 3

bicamadas do filme LbL de (Fe3Os-np/Ppy) para as analises futuras.

7.1.5.3. REPRODUTIBILIDADE
Com o objetivo de verificar a reprodutibilidade do filme LbL de (FesOs-np/Ppy)s, foram

feitos testes inter-day e intra-day, conforme recomendados pela IUPAC (RIBANI et al., 2004).

Os estudos foram feitos em diferentes dias (n=5), sempre utilizando o mesmo eletrodo,
o qual foi armazenado em um eppendorf a temperatura ambiente. Antes de cada medida, foram
feitas 10 medidas de voltametria ciclica para estabilizacdo do eletrodo. A Figura 20 ilustra os

voltamogramas obtidos em diferentes dias.
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Figura 20: Voltamogramas ciclicos obtidos a partir do filme LbL de (FesOs-np/Ppy)s,
utilizando o mesmo eletrodo em dias diferentes, na presenca de 1,0x107 mol L de Ks[Fe(CN)s]
com 0,1 mol L? de H2SO4 (n=5).
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Legenda: intervalo de potencial de -0,20 a 0,70 V, velocidade de varredura de 50 mV s?, em
uma solucéo eletrolitica contendo 1,0 x10° mol L™ de Ks[Fe(CN)e] e 0,1 mol L de H,SOq,
apos a estabilizacdo do eletrodo pela realizacdo de 10 ciclagens no filme LbL.

A Figura 20 mostra que a corrente faradaica diminuiu acentuadamente ap0s o primeiro
dia de analise, com queda média de 23,29 + 1,97 % em relacdo aos quatro ultimos dias. Observa-
se também, estabilizacdo do sistema de analise entre o segundo e o quinto dia com valor médio
de corrente de aproximadamente 84,04 + 1,42 pAcm e RSD de 2,57%.

Os testes de intra-day foram feitos com eletrodos recém preparados. Os estudos foram
feitos no mesmo dia (n=4), apds a estabilizacdo do eletrodo pela realizacdo de 10 ciclagens no
filme LbL. A Figura 21 ilustra os voltamogramas ciclicos dos estudos intra-day.
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Figura 21: Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodos de (FesOs-np/Ppy)s recém
preparados na presenca de 1,0x107 mol L de Ks[Fe(CN)s] com 0,1 molL™ de H.SO4 (n=4),
onde n é igual ao numero de repeticoes.
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Legenda: intervalo de potencial de -0,20 a 0,70 V, velocidade de varredura de 50 mV s?, em
uma soluc&o eletrolitica contendo 1,0 x10 mol L de Ks[Fe(CN)] e 0,1 mol L de H2SOsq,

apos a estabilizacdo do eletrodo pela realizacdo de 10 ciclagens no filme LbL.

Os filmes LbL de (FesOs-np/Ppy)s apresentaram densidade de corrente média de 112,54
+ 1,31pAcm?, com valor de RSD de aproximadamente 2,35%. Esse valore é satisfatorio,
considerando o limite permitido de 5% (RIBANI et al., 2004).

5.2. ANALISE ELETROANALITICA )
5.2.1. INFLUENCIA DO pH NO PROCESSO DE OXIDACAO DO MeP
Apbs verificar a boa interacdo entre os materiais, o filme LbL de (FesOas-np/Ppy)s foi

selecionado para as analises de MeP em solucao padrdo e amostras reais. Antes da quantificagdo
de MeP, algumas condi¢Bes como interval time, modulation time e modulation amplitude do
sistema eletroanalitico foram otimizadas.

O estudo de pH foi feito para verificar a influéncia do eletrolito no processo de oxidagédo
e determinacdo de MeP. Verificou-se o comportamento analitico do eletrodo, variando-se o pH
do tampéo PBS no intervalo de 4 a 8, na presenca de 13,0 umol L™ de MeP. Os resultados

obtidos podem ser observados na Figura 22.
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Figura 22: (A) Voltamogramas de pulso diferencial em diferentes valores de pH na presenca
de 13,0 umol L de MeP. (B) Valores da corrente de pico em funcio do valor de pH (filme
LbL de (FesOs-np/Ppy)a)

300
0 = O 0o
pH=86,0
pH=T7,0
pH=8,0
200 - 250 L
< z o
ot = o/
100} 200}
" ]
* ]
150 |
0 1 L 1 1 1 1 1 1
0,6 0,8 1,0 1,2 4 5 6 7 8
E (V) vs ECS pH

Legenda: Tamp&o PBS 0,1 mol L™ na presenca de 13,0 umol L de MeP. CondigGes na DPV:

step: 0,01 V, modulation time: 0,05s, modulation amplitude: 0,1V e interval time: 0,3s.

A medida que ocorre a variagdo do valor de pH a corrente de pico e/ou potencial
variaram também (Figura 22A), ndo apresentando comportamento linear, porém, fica evidente
que o pH 7 contribui para maior magnitude do sinal analitico, favorecendo a detec¢cdo de MeP
nas condi¢Bes propostas (Figura 22B). Outra caracteristica importante observada é que a
oxidacdo do MeP é mais dificil em meios muito acidos e basicos. Isso ocorre porque no
intervalo de pH entre 6,0 a 7,8, o grupo hidroxila presente no anel aromatico da molécula de
MeP é protonado formando uma quinona, liberando um elétron (HAJIAN et al., 2016;
MENDONCA et al., 2017). Essa condicdo pode ser verificada devido ao MeP apresentar pKa
de 8,2, 0 que proporciona sua oxidacdo em valores de pH entre 6,0 a 7,8, conforme ilustrado na
Figura 23 (WANG et al., 2015).

Figura 23: Reacéo de oxidagdo de MeP.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.2.2. OTIMIZAGAO DOS PARAMETROS DA DPV
O efeito dos parametros experimentais da técnica eletroanalitica de DPV na presenca de

13,0 umol L de MeP em tampao PBS pH 7,0 foi estudado com a finalidade de maximizar o
sinal analitico utilizando o eletrodo de Au funcionalizado com o filme nanoestruturado de
(Fe3Oas-np/Ppy)a.

Inicialmente, foi feita a variacdo do parametro interval time no intervalo de 0,3 a 1,0 s,
fixando-se o step potential em 0,01 V, modulation time em 0,05 s e modulation amplitude em
0,1 V. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 24, na qual pode-se observar
diminuicdo da corrente anddica do voltamograma a medida que os valores de interval time
aumentam. Adotou-se entdo, o valor correspondente a 0,3 s devido a maior intensidade de

corrente anddica na deteccdo de MeP.

Figura 24: Voltamograma de pulso diferencial da variacdo do parametro interval time (it) de
0,3 sa1,0s, fixando o step potential em 0,01 V, o modulation time em 0,05 s e modulation
amplitude em 0,1 V, filme LbL de (Fe3sO4-np/Ppy)s, tampéo PBS (pH=7).
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Posteriormente, o parametro modulation amplitude foi estudado no intervalo de 0,02 a

0,20 V, fixando o step potential em 0,01 V, modulation time em 0,05 s e interval time em 0,3

s, conforme ilustrado na Figura 25.
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Figura 25: Voltamograma de pulso diferencial da variag&o do parametro modulation amplitude
(ma) de 0,02 a 0,20 V, fixando o step potential em 0,01 V, modulation time em 0,05 s e interval
time em 0,3 s, filme LbL de (FesO4-np/Ppy)s, tampéo PBS (pH=7).
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Pode-se observar na Figura 25 que o aumento nos valores de modulation time levou a
um aumentou na corrente anddica e um deslocamento do potencial de pico para valores menos
positivos. Sendo assim, o valor correspondente a 0,20 V apresentou um pico de oxidagdo com
maior sinal analitico para a detec¢do de MeP.

O ultimo parametro avaliado foi o modulation time, no intervalo de 0,01 a 0,10 s,
fixando step potential em 0,01 V, interval time em 0,3 e 0 modulation amplitude em 0,2 V. Os
resultados obtidos encontram-se na Figura 26, onde, pode-se observar um aumento na
magnitude do sinal analitico em valores de modulation time menores.

A otimizacdo do sistema permitiu um ajuste nos parametros eletroanaliticos na DPV
para: interval time = 0,3 s, modulation amplitude = 0,2 V, modulation time = 0,01 s e step

potential = 0,01 V.
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Figura 26: Voltamograma de pulso diferencial da variagdo do parametro modulation time (mt)
de 0,01sa0,10s, fixando o step potential em 0,01 V, modulation amplitude em 0,20 s e interval
time em 0,3 s, filme LbL de (Fe3sO4-np/Ppy)s, tampéo PBS (pH=7).
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5.2.3. VALIDACAO DO METODO ELETROANALITICO
Apbs a otimizacdo dos parametros experimentais em DPV foi feito um estudo de

calibragéo analitica do MeP em tampao PBS (pH 7, 0,1 mol L) e em fluidos bioldgicos (urina
e leite materno). A Figura 27 ilustra o voltamograma de pulso diferencial (A) e sua respectiva
curva analitica (B), obtidos pela analise da solucao padrdo de MeP no intervalo de 3,3 a 131,4
umol L. As Figuras 28 e 29 ilustram as curvas analiticas em urina e leite materno,
respectivamente, no intervalo de 16,3 a 131,4 umol L. As medidas foram feitas em triplicata
utilizando o filme LbL de Au-(FesO4-np/Ppy)s, apos a estabiliza¢do total do sensor pela analise
de 10 medidas do branco. As curvas obtidas pela adi¢do de diferentes niveis de concentracao
de MeP foram subtraidas da medida do seu respectivo sinal de branco e divididas pela area
efetiva do eletrodo, resultando em uma densidade de corrente por centimetro quadrado (J-Jo

(LA cm?)). Os demais parametros experimentais da curva estio apresentados na Tabela 6.
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Figura 27: (A) Voltamograma de pulso diferencial utilizando o eletrodo de Au funcionalizado
com o filme nanoestruturado de (FesO4-np/Ppy)s, na presenca de 3,3, 6,6, 16,4, 32,9, 65,7, 98,6,
131,4 pmol L de MeP, realizadas em triplicata. (B) Curva analitica de J-Jo (WA cm™) em
funcdo da concentracdo de MeP com a aproximacéo linear da média, tampéo PBS (pH=7).
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Legenda: interval time = 0,3 s, modulation amplitude = 0,2 V, modulation time = 0,01 s e step

potential = 0,01 V.

Figura 28: (A) Voltamograma de pulso diferencial para a amostra de urina diluida (1:10,
urina/PBS 0,1 mol L1). (B) Curva analitica com concentragdes crescentes de MeP no intervalo
de 16,4 a 131,4 umol L, filme LbL de (FesOs-np/Ppy)s.
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Legenda: interval time = 0,3 s, modulation amplitude = 0,2 V, modulation time = 0,01 s e step

potential = 0,01 V.
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Figura 29: (A) Voltamograma de pulso diferencial para a amostra de leite materno diluida
(1:10, leite materno/PBS 0,1 mol L1). (B) Curva analitica com concentragdes crescentes de
MeP no intervalo de 16,4 a 131,4 umol L, filme LbL de (FesOs-np/Ppy)s.
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Legenda: interval time = 0,3 s, modulation amplitude = 0,2 V, modulation time = 0,01 s e step
potential = 0,01 V.

Tabela 6: Resultados dos parametros de validacdo do método eletroanalitico de DPV para
determinacdo de MeP em amostras de urina e leite materno utilizando o filme LbL de (Fe3Os-

np/Ppy)s.

Parametro PBS Urina Leite materno
Faixa de trabalho (umol L?) 3,30 -131,40 16,43 - 131,40 16,43 — 131,40
Equacdo da reta (umol L) y=722x+595 y=388x+578 y=258x+ 2584
Coeficiente de correlagéo (R?) 0,994 0,998 0,997
Sensibilidade (nA em?)(umol L)1 7,23+0,22 3,88 + 0,07 2,58 + 0,06
Precisao (min-méax) em RSD (%) 2,12 - 4,43 2,78 - 9,85 2,88 11,19
Recuperacédo (min-max, %) 94,87 -112,32 95,62 — 104,99 98,38 — 107,26
LD (umol L) 0,0995 0,0376 0,0711
LQ (umol L1) 0,3312 0,1253 0,2370

Analisando-se as curvas feitas na matriz (Figura 28 e 29) em relacdo a curva padréo em
PBS (Figura 27), verifica-se a diminui¢do da densidade da corrente de pico na analise das
solugdes de fluidos biologicos, assim como um deslocamento de potencial de pico para valores
de aproximadamente 0,750 V vs ECS. Essas alteragdes podem ser resultado do efeito da matriz
ou pela presenca de possiveis interferentes na amostra, proveniente de outros compostos
presentes nos fluidos biolégicos, uma vez que as matrizes ndo foram submetidas a

procedimentos de micro extracdo ou pré-concentracdo, para isolar apenas as moléculas de
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interesse. Sendo assim, alguns compostos presentes na matriz biolégica podem dificultar a
transferéncia de carga entre a superficie do eletrodo e a solugdo eletrolitica, fazendo com que a
reacao de oxidacdo do MeP ocorra em potenciais maiores.

O célculo para o limite de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram feitos pelas
equacOes 6 e 8 respectivamente, descritas no item 4.9.5. Para a curva padréo feita em PBS o
LD foi de 0,0995 pmol L e LQ foi de 0,3312 pmol L*; para as amostras de urina o valor de
LD foi 0,0376 umol Lt e LQ foi 0,1253 umol Lt; para as amostras de leite materno LD foi de
0,0711 pmol L™t e 0 LQ 0,2370 pumol L. Além dos valores de LD e LQ, os resultados de R? e
recuperacdo das curvas feitas nas matrizes bioldgicas apresentaram melhores resultados quando
comparados com a metodologia padrdo em PBS, em contrapartida, a sensibilidade e preciséo
do método padréo apresenta valores significativamente melhores.

Os valores de recuperacao obtidos para a amostra padréo variam entre 94,87 — 112,32
% com RSD méximo 4,43%, enquanto os valores de recuperacdo obtidos para a amostra de
urina variam entre 95,62 — 104,99%, com RSD méaximo de 9,85; para o leite materno a
recuperacdo varia entre 98,38 — 107,26%, com RSD méaximo de 11,19.

Os valores obtidos ndo indicam nenhuma tendéncia de imprecisdo na determinacédo de
MeP nas amostras biol6gicas analisadas, com excecao da melhor sensibilidade na curva padréo.
Além disso, 0 método mostrou-se bastante preciso, com valores de RSD inferiores a 11,2 %.
Todos os parametros de validagdo foram calculados com base na metodologia proposta por
Miller e Miller (MILLER; MILLER, 1988; MILLER, 1991; J.C. MILLER; , J.N. MILLER,
2005).

Para verificar se existe diferenca entre a curva padrdo em relacdo as curvas analiticas

feitas em matriz bioldgica, tornou-se necessario fazer o estudo do efeito matriz.

5.2.4. EFEITO DE MATRIZ
As curvas obtidas pela analise na matriz foram comparadas com a curva padrédo em PBS,

no intervalo de 16,4 a 131,4 umol L (Figura 30). A partir da Figura 30 foi possivel identificar
a presenca de interferentes e/ou erros aleatdrios que possibilitam um aumento da resposta em
cada nivel de concentracdo para a técnica eletroanalitica de DPV. Também foi possivel observar
que as curvas sdo menos ingremes, porem, diferem muito em relagéo ao sinal obtido por cada
concentracdo analisada, é por isso, que torna-se necessario a validagcdo do método para cada
tipo de matriz por meio de uma curva analitica feita na amostra a ser analisada, evitando assim,

erros na quantificacdo do analito devido ao efeito da matriz.
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A curva padréo em PBS apresentou uma maior magnitude de sinal, seguido da amostra
de urina e por fim, a amostra de leite materno. Possivelmente, o menor sinal obtido para o leite
materno é resultado da presenca de proteinas do leite, que sdo adsorvidas no eletrodo e
dificultam a troca de elétrons em processos de oxidagdo. Ja para a urina, esse comportamento

pode ser explicado pela presenca de interferentes, que também dificultam essa troca de elétrons.

Figura 30: Efeito de matriz na analise eletroanalitica das amostras padrdo, urina e leite materno.
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Devido ao acentuado efeito matriz evidenciado na Figura 30, foi realizado um estudo de
seletividade com alguns dos principais conservantes que possivelmente, podem interferir na

deteccdo de MeP.

5.2.5. ESTUDO DE INTERFERENTES
Os estudos de seletividade foram feitos investigando as possiveis moléculas que

poderiam interferir na detec¢do de MeP em amostras de urina e leite materno. As analises foram
feitas por DPV em tamp&o PBS (pH 7, 0,1 mol L) e as concentragdes dos interferentes foram
fixadas em 20 pmol L?, adicionadas individualmente. Posteriormente, o0s possiveis
interferentes como: nitrito (nit), bissulfito (biss), citrato (cit), benzoato (benz) e propilparabeno
(ProP) foram adicionados individualmente. A Figura 31 apresenta as porcentagens de corrente
relativa obtidas para cada composto. Somente propilparabeno e bissulfito apresentaram pico de
oxidacéo na regido de 0,57 e 0,65 V, respectivamente, com percentual de interferéncia de 36%
e 20,3%, respectivamente. Entretanto, a magnitude do sinal analitico desses dois conservantes

é relativamente pequena quando comparada ao pico de oxidacao do MeP.
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Figura 31: Possiveis interferentes na deteccdo de MeP
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5.3. ANALISE ELETROFORETICA
A CE foi utilizada como ferramenta analitica para a determinacdo de MeP em amostras

padrdo e em fluidos bioldgicos (urina e leite materno). Os parametros em CE foram otimizados
a partir de uma outra metodologia proposta na literatura (ALSHANA; ERTAS; GOGER, 2015).
Os parametros otimizados foram: tensdo: 25 kV, inje¢ao: 30mbar x 8s, A=298 nm, temperatura:
25°C, capilar: 48,5 cm (40 cm até o detector) e eletrélito composto por 20 mmolL™ de TBS. A
Figura 32 apresenta os eletroferogramas do MeP (65,7 umolL™) em solugdo padrdo (A), urina
(B) e leite materno (C). Pode-se observar a presenga de um pico indeterminado no
eletroferograma da Figura 32B, na amostra de urina. Esse pico pode ser indicativo de um
possivel interferente na matriz bioldgica, o que corrobora o efeito matriz presente nas medidas
eletroquimicas. Além disso, pode-se observar uma diminui¢do na absorbancia do sinal analitico

nas medidas de CE para a amostra de urina.
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Figura 32: Eletroferogramas da solucdo padréo (A) solugdo padréo (MeOH:H2>0O/ 70:30), (B)
urina e (C) leite materno, na auséncia e presenca de MeP.
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Legenda: Eletrélito: 20 mmol L de TBS. M: metilparabeno, # pico desconhecido, B:
batimento do fluxo, (—) branco, (—) 65,7 pmol L de MeP. 25 kV, injecdo: 30mbar x 8s,

A=298 nm, temperatura: 25°C, capilar: 48,5 cm (40 cm até o detector).

5.3.1. VALIDACAO DA METODOLOGIA ELETROFORETICA
As curvas analiticas de cada matriz, foram obtidas em triplicata, com diferentes niveis

de concentracdo de MeP no intervalo de 3,30 — 131,40 para a solucdo padréo e de 16,30 —

131,40 para as amostras bioldgicas (Figura 33). Posteriormente, os resultados foram avaliados

de acordo com os valores de recuperacao, precisao, LD e LQ, conforme descrito na Tabela 7.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) obtidos pela técnica eletroforética

foram calculados pelas equacgdes 6 e 8 respectivamente, descritas no item 7.6.5. O valor de LD
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par a curva padréo foi de 0,0213 pumol L™ e LQ de 0,0709 pumol L; para a amostra de urina o
LD foi de 0,0107 umol L e LQ de 0,0358 pumol L™*; por fim, para a amostra de urina o LD foi
de 0,0116 umol L™ e LQ de 0,0388 pmol L. Assim como observado para a metodologia
eletroanalitica de DPV, os valores de LD e LQ obtidos pela equacéo da reta para as curvas
analiticas feitas nas matrizes bioldgicas, foram melhores quando comparadas aos valores
obtidos pela metodologia padrdo. Além do valor de LD e LQ, o valor de R? também foi
relativamente melhor, em contrapartida, a sensibilidade, precisdo e recuperacdo do método
padrdo, apresentaram valores relativamente melhores quando comparados a validacéo feita para
as matrizes bioldgicas. Todos os pardmetros foram calculados de acordo com o método
proposto por Miller e Miller (MILLER; MILLER, 1988; MILLER, 1991; J.C. MILLER; , J.N.
MILLER, 2005).

Os valores de recuperacdo obtidos para as amostras de urina variaram no intervalo de
99,43 — 108,77, com RSD maximo de 5,60%; para o leite materno a recuperacao obtida foi
entre 95,98 — 106,01 com RSD méaximo de 6,48, recomenda-se que os valores de recuperacdo
sejam superiores a 95% e inferiores a 110%, com RSD inferior a 7%. Esses valores ja sdo
esperados para técnicas padrdo como HPLC, GC e CE (RIBANI et al., 2004, 2004; J.C.
MILLER; , J.N. MILLER, 2005). Desta forma o método aplicado para a analise em fluidos

biolbgicos é preciso.
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Figura 33: Curvas analiticas feitas por CE (n=3) para concentragdes crescentes de MeP em (A)
solucéo padréo, (B) urina e (C) leite materno.
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Tabela 7: Resultados dos parametros de valida¢do do método eletroforético para determinacéo
de MeP por CE.

Parametro Padrio em Agua Urina Leite materno
Faixa de trabalho (umol L) 3,30 - 131,40 16,43 - 131,40 16,43 - 131,40
Equacdo da reta (umol L) y=0,60x+0050 y=042x+001 y=0,48x-0,047
Coeficiente de correlacéo (R?) 0,996 0,999 0,997
Sensibilidade (nA ¢em?)(umol L) 0,60 + 0,01 0,42 +£0,01 0,48 £ 0,02
Precisdo (min-max) em RSD (%o) 0,76 -1,40 0,75 -5,60 0,32 -6,48
Recuperagdo (min-méx, %o) 97,38 — 102,15 99,43 - 108,77 95,98 - 106,01
LD (umol L?) 0,0213 0,0107 0,0116

LQ (umol L) 0,0709 0,0358 0,0388
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5.3.2. EFEITO MATRIZ
Foi feito o estudo do efeito matriz por meio da comparacéo entre as curvas analiticas do

método eletroforético obtidas nas matrizes biologicas (urina e leite materno) e na solucéo
padrdo (MeOH: H;O/ 70:30), no intervalo de 16,43 a 131,40 pumol L. Os resultados
encontram-se disponiveis na Figura 34. Pode-se observar que existe a presenca de pequenos
erros sistematicos e/ou interferentes, que permitem que a curva padrdo, apresente pouca
diferenca em relacdo as curvas da urina e leite materno, portanto, o sinal obtido pela curva
padrdo apresenta uma inclinagdo com pouca diferenca em relagdo as amostras em matriz

bioldgica.

Figura 34: Efeito de matriz na anélise eletroforética da amostra padréo, urina e leite materno.
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54. COMPARACAO ESTATISTICA DOS METODOS ANALITICOS DE
DETERMINACAO DO MeP PELO METODO DE REGRESSAO LINEAR
A técnica analitica de CE foi utilizada para determinar a precisdo do sensor

eletroquimico. Outros trabalhos utilizaram comparacao entre métodos eletroquimicos e técnicas
cromatograficas (CAMARA et al., 2010; BOZAL-PALABIYIK; USLU, 2016; MENDONCA
et al., 2017) como ferramenta para verificar a precisdo de sensores eletroquimicos (CAMARA
et al.,, 2010; BOZAL-PALABIYIK; USLU, 2016; MENDONCA et al., 2017), utilizando a
metodologia de Miller-Miller (J.C. MILLER; , J.N. MILLER, 2005) porém, ndo ha relatos de
estudos que utilizaram como método analitico a CE para tais comparativos, apesar de ser uma
técnica instrumental de separagcdo de grande versatilidade e aplicabilidade para diferentes

analitos e tipos de amostras. Outra vantagem é que 0 equipamento ndo requer colunas
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especificas para cada tipo de amostra e utiliza volumes na ordem de +10 nL, o que resulta em
ganho econémico nas anélises, quando comparada com outras técnicas como HPLC (DE LIMA
etal., 2018).

As curvas de regressdo linear obtidas a partir da detec¢do das amostras de MeP (n=3),
para ambas as técnicas e ambas as amostras, foram utilizadas para construcdo da curva de
regressao linear para as duas metodologias. A partir das curvas analiticas, foi construido um
gréafico das respostas obtidas pela metodologia padréo de CE no eixo X e 0s resultados obtidos
pelo método eletroanalitico de DPV no eixo y.

As curvas de regressao linear obtidas encontram-se na Figura 35 para a solucdo padrédo
(A), urina (B) e leite materno (C), respectivamente. Estes graficos foram avaliados
considerando-se os valores do seu coeficiente angular a, intercepto b e do coeficiente de
correlagdo R2.

Figura 35: Gréafico de regressao linear dos valores obtidos pelas técnicas DPV e CE para a

deteccdo de MeP em amostras padréo (A), urina (B) e leite materno (C).
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Segundo a metodologia de Miller e Miller, quanto mais proximo de 0 os valores de
intercepto e mais proximos de 1 os valores do coeficiente angular, mais preciso é o método que
estd sendo comparado. Para todas as amostras analisadas, os valores de intercepto e coeficiente
angular, aproximam-se dos valores da metodologia proposta.

Por fim, verificou-se a precisdo entre os dois métodos pela realizacdo do teste t de
student pareado. Os resultados obtidos foram de 1,98 a 95% de confianca para a solugdo padréo,
sendo menor que o valor critico tabelado, de 2,31 a 95% de confianca paran=9 (GL =8; a =
0,05); 2,30 a 95% de confianca para a amostra de urina, sendo menor que o valor critico
tabelado de 2,45 a 95% de confianca paran =7 (GL = 6; a = 0,05) e 2,31 a 95% de confianca
para a amostra de leite materno, sendo menor que o valor critico tabelado de 2,45 a 95% de
confianga paran =7 (GL = 6; a = 0,05).

De uma forma geral, o desenvolvimento do sensor eletroquimico obtido atraveés de
filmes nanoestruturados compostos por FesOs-np e Ppy mostraram-se bastante sensiveis na
presenca de MeP em baixas concentracdes molares. O método eletroanalitico de DPV, mostrou-
se bastante propicio para a deteccdo de MeP em fluidos bioldgicos, além de mostrar-se bastante
seletivo na presenca de possiveis interferentes na matriz. Sendo assim, o método eletroquimico
apresenta como vantagem a simplicidade nas andlises, baixo custo e rapida deteccdo, além de
apresentar a precisdo do método padrao de CE.
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6. CONCLUSOES

As Fe304-np apresentaram boa estabilidade quando adsorvidas por meio da técnica de
LbL, devido a presenca de uma matriz polimérica (Ppy), apresentando didmetro médio de 15,28
nm determinados por MEV e 14,80 nm determinado por SPR. Quando analisadas de maneira
individual no filme cast ou em suspensdo, as FesO4-np formaram aglomerados com diametro
médio de 138 nm, conforme observado por DLS. A partir dos resultados obtidos foi verificado
que as nanoparticulas de magnetita apresentam boa interacdo e propriedades Opticas e
eletroquimica satisfatorias na presenca de Ppy, como observado por UV-Vis, FTIR e CV, em
comparativo com as trés arquiteturas do filme LbL.

Utilizando o eletrodo de Au funcionalizado com o compdésito formado por (Fe3Os-
np/Ppy)n, verificou-se que a melhor resposta eletroquimica do sensor proposto, ocorreu pela
formacéo de 3 bicamadas, com uma reprodutibilidade inter-day de 2,57% e intra-day de 2,35%,
no intervalo de potencial de -0,2 a 0,7 V com uma velocidade de varredura de 50 mV s?, em
uma solucdo eletrolitica contendo 1,010 mol L™ de Ks[Fe(CNg)] com 0,1 mol L de H,SO..
Esse sensor foi utilizado para otimizar os parametros em DPV como: pH, interval time,
modulation time e modulation amplitude, na presenca de MeP, sendo esses parametros
otimizados para pH 7, interval time = 0,3 s, modulation amplitude = 0,2 V, modulation time =
0,01 s e step potential = 0,01 V, resultando em um melhor sinal analitico com maior
sensibilidade.

Apos caracterizado o sensor e otimizado o sistema de analise por DPV, o filme LbL de
(FesO4-np/Ppy)s foi utilizado para detectar MeP em amostras de urina e leite materno, por meio
das curvas analiticas por adi¢do de padrdo, com valor de LD = 0,0376 umol L, LQ= 0,1253
umol Lt e RSD maximo de 9,85% para a amostra de urina e LD = 0,0711 pmol L, LQ=
0,2370 pmol L e RSD méaximo de 11,19%.

Os estudos de seletividade mostraram que bissulfito de sodio e outros parabenos
interferem nas medidas eletroanaliticas na detec¢do de MeP, podendo gerar efeitos de matriz,
porém, os voltamogramas de pulso diferencial ilustram que esse interferentes ndo estavam
presentes na matriz bioldgica, ndo interferindo no sinal analitico.

A metodologia eletroforética foi utilizada para determinar MeP em urina e leite materno,
obtendo-se LD=0,0107 pmol L LQ=0,0358 umol L e RSD méaximo de 5,60% para a amostra
de urina e LD=0,0116 pmol L LQ= 0, 0388 pmol L* e RSD méximo de 6,48%.

Os resultados obtidos por DPV foram comparados estatisticamente com o método

padrdo de CE, por meio da metodologia de Miller e Miller a partir de graficos de regressao
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linear. Foi verificado que os valores do coeficiente angular e do intercepto obtidos, apresentam
boa concordancia com o esperado, com pequenos erros aleatorios, e o test t pareado confirmou
a equivaléncia entre as metodologias.

A metodologia eletroanalitica desenvolvida por meio da técnica de DPV demonstrou
que o eletrodo de Au funcionalizado com filmes LbL de (Fe3Os-np/Ppy)s apresenta boas
condicgdes de aplicagdo em matrizes complexas e em tempo real para deteccdo de MeP em
fluidos bioldgicos, sendo uma opcdo mais rapida, barata e alternativa, quando comparada aos

métodos analiticos de CE e HPLC, apresentando precisdo equivalente a esses ultimos.
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