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RESUMO

Disruptores enddécrinos sdo compostos sintéticos ou naturais que interferem no
funcionamento normal do organismo atraves, principalmente, da alteracdo no sistema
hormonal, interferindo nos processos metabdlicos que sdo regulados por este sistema,
gerando como consequéncia diversas doencas tais como cancer, disfuncdes
hormonais, dentre outras. O Bisfenol A, usado como produto base na producgéo de
polimeros sintéticos, faz parte dessa classe de compostos, sendo que sua liberacéo
e exposicdo ao ambiente deve ser controlada e monitorada. Dessa forma, sao
reportados em literatura diversos meétodos analiticos, baseados em cromatografia
liguida ou gasosa, com diferentes tipos de deteccdo. Tais métodos apresentam alta
sensibilidade, robustez apreciada e grande precisdo e exatiddo para determinagéo
desses compostos. No entanto, esses métodos envolvem um alto custo laboratorial,
grande geracao de residuos, grande tempo de analise e ndo permitem analise in situ.
Em contrapartida, o desenvolvimento de sensores eletroquimicos se apresenta como
alternativa rapida, sensivel e de baixo custo tanto para a analise bem como para a
producdo dos sensores, quando comparados aos métodos cromatograficos. Além
disso, a modificacdo da superficie do sensor permite a adaptacdo a analitos
especificos, o que pode gerar um melhoramento da magnitude do sinal analitico.
Nesse sentido, um material promissor para a modificacdo da superficie dos sensores
sdo os quantum dots. Estas nanoparticulas possuem tamanho inferior a 10 nm,
apresentam caracteristicas optoeletrénicas importantes devido ao seu confinamento
guantico e sdo interessantes para serem aplicadas na modificacdo de sensores
eletroquimicos. Assim, neste trabalho, foi realizada uma reviséao bibliografica sobre o
desenvolvimento de métodos eletroanaliticos para a determinacéo de bisfenol A. Sera
apresentado também um sensor eletroquimico descartavel fabricado com tinta de
carbono modificada com quantum dots de telureto de cadmio para a determinagéo do
BPA em amostras de agua de rio. O sensor desenvolvido se mostrou eficaz na
determinacdo de BPA apresentando um limite de detec¢éo estimado em 3,4 nmol L
e uma estimada recuperacgéo quando aplicado na determinacdo do BPA em amostras

de agua de rio.

Palavras chave: Disruptores endoécrinos, bisfenol A, quantum dots, eletrodo

descartavel de carbono, electroanalise



ABSTRACT
Endocrine disruptors are synthetic or natural compounds that interfere with the normal
functioning of the organism. These disruptions affect the alteration of the hormonal
system and the metabolic processes that are regulated by the endocrine system,
generating as a consequence several diseases such as cancer, hormonal
dysfunctions, among others. Bisphenol A is used as a base product in the production
of synthetic polymers and it belongs to a part of this class of compounds, and its
release and exposure to the environment must be controlled and monitored. Thus,
several analytical methods are reported in the literature based on liquid or gas
chromatography, with different types of detection. Such methods have high sensitivity,
appreciated robustness and great precision and accuracy for the determination of
these compounds. However, these methods involve a high laboratory cost, large waste
generation, large analysis time and do not allow in-situ analysis. On the other hand,
the development of electrochemical sensors presents itself as a fast, sensitive and low-
cost alternative for both analysis and production of sensors, when compared to
chromatographic methods. In addition, the modification of its sensor surface allows
adaptation to specific analytes, which can generate an improvement in the magnitude
of the analytical signal. In this sense, a promising material for modifying the surface of
sensors are quantum dots. These nanoparticles are smaller than 10 nm in size, have
important optoelectronic characteristics due to their quantum confinement and are
interesting to be applied in the modification of electrochemical sensors. Thus, in this
work, a literature review was carried out on the development of electroanalytical
methods for the determination of bisphenol A. A disposable electrochemical sensor
manufactured with carbon ink modified with quantum dots of cadmium telluride will also
be presented for the determination of BPA in samples of river water. The developed
sensor proved to be effective in the determination of BPA, presenting an estimated
detection limit of 3.4 nmol L' and an estimated recovery when applied to the

determination of BPA in river water samples.

Keywords: Endocrine disruptors, bisphenol A, quantum dots, screen-printed

electrode, electroanalysis.



SUMARIO

Lo INEFOTUGAD . ...t 8
1.1, DiSTUPLOreS €NUOCIINOS. .. .eeetieieiiiiiiiiteeee e e e e e e ettt e e e e e e e e s abbe e e e e e e e e s s ansbbaeeeaeaeeaaaanneeeees 8
R = 1S3 =T o T SRR 9
1.2.1. Métodos para andlise do BiSTENOI A ..o 12
1.2.2. Determinacgéo do Bisfenol A utilizando métodos eletroanaliticos .............ccccceeeennn. 13
1.3, QUANTUM DOLS ...t ettt e e ettt e e ettt s e e e etb e e e eaba e e e eataaaaaees 18
1.3.1. AplICAGOES UOS QDS ....coeiiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt 20
1.3.1.1. PAINEIS SOIAIES ....cceeeiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee ettt e e e 20
1.3.1.2. AplicAGOES DIOIOGICAS ....ceeiieiiiiiiiiieieee ettt 21
1.3.1.3. APlICAGAOD €M LED .....cciiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee ettt 23
1.3.2. SINESE U QDS ... ittt ettt e e e e e et e e e e et e e e e e st e e e ear e aaen 24
1.3.3. Quantum Dots Na €letrOanAlISE ...........oiiiieiiiieiie e 25

2. Estudo experimental ... 27

3. EXPEIMENTAL..... oo 28
3.1. REAJENIES € SOIUGOES .....uuuuiiiiiiiiiiiiiiiit e ssssnnssnnnnnes 28
T o {011 oF=T g =1 01 (01U 28
3.3. Sintese de grafeno funcionalizado e pontos QUANLICOS ........ceveieiiiiiiiiiiiiie e, 28
3.4. Preparac@o e modificaGao dO SENSOr SPE ............uuuuiiiimimiiiiiiiiiiiiiiiiiniinninnnnnnnnnnnnnnnnes 29
3.5. Preparac@o da amostra de AQUa A€ M0 ..........uuuuuuuummmmmmmniiiiiiiieiniininennnnnennnnnnnnnnnnnnnnnne 30

4. ResUltados € TISCUSSAD ........ccciviiiiiiiiiiiiiiiieeeeee ettt 30
v I OF= 1Tt (=] = Tor= Lo o [0 LS @ o [ ST ] DS 30
4.2. Comportamento eletroquimico do biSfENOI A .......coiiiiiiiiicee e, 34
4.3. Otimizacao de pardmetros analitiCOS...........uuuuuuumuuiiiiiiiiiiie e eeeenaeeneeeene 35
4.4, Determinacao voltameétrica de BPA ..........u it eeaenennnnnnnnnne 35

ST O] o o] F 170 TP 37

. RO I CIAS. ... oo e e 38



1. Introducéao

1.1. Disruptores endocrinos

Os avancos industriais permitiram o desenvolvimento de novos produtos que
fossem capazes de melhorar a qualidade de vida da populacdo. O desenvolvimento
de produtos a base de plasticos (no ambito industrial) e pesticidas (no ambito
agricola), por exemplo, estdo cada vez mais introduzidos na rotina diaria da
populacédo, trazendo inumeras facilidades que usualmente ndo as fazem questionar
se esses produtos interferem negativamente em algum ambito da sua vida,
principalmente em relacéo a sua saude.

Em contrapartida, algumas substancias, tais como: os bifenilos policlorados
(PCB, dioxinas), compostos sintéticos usados em solventes industriais; o bisfenol A
(BPA) e ftalatos, que sdo compostos utilizados na producéo de plasticos; pesticidas
como o clorpirifés, carbaril, metomil, parathion; os compostos a base dos parabenos,
gue sao utilizados em conservantes; dentre outros, podem apresentar certa toxicidade
e risco a saude de seres vivos (CASTRO-CORREIA, et al., 2015). Por conta dessa
toxicidade, essas substancias podem ser classificadas como disruptores enddécrinos
(ED, do inglés endocrine disruptors). Como o proprio nome evidencia, os disruptores
endocrinos atuam no sistema endécrino dos humanos e animais, causando
interferéncia em seu funcionamento. A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (US Environmental Protection Agency) definiu os disruptores endécrinos como
agentes que interferem no funcionamento normal do sistema hormonal responsavel
pela manutencdo da homeostase e da regulacdo do processo de desenvolvimento.
Esses compostos agem de uma forma que corrompem a sintese, a liberacdo, o
transporte, o metabolismo, ligacdo, acédo ou eliminacdo dos hormoénios naturais do
corpo (SOTO et al., 2010).

E reportado que a exposi¢cdo aguda ou ocupacional de humanos e animais aos
EDs pode levar ao aparecimento de diversos disturbios no organismo, tais como:
disfuncéo na fertilidade masculina (como problemas ligados a reducdo da qualidade
do sémen), alteracdo do desenvolvimento fetal (como anormalidades do trato
urogenital), obesidade, problemas no funcionamento da tireoide, entre outras doencgas
(KABIR et al., 2015; SCHUG et al., 2011). Observou-se também que ecossistemas

contaminados com alta concentracao de substancias potencialmente nocivas levou a



drastica diminuicdo da fauna local, como no caso especifico do lago Apopka, na
Florida.

Em 1980, o lago Apopka, localizado na Fldrida, sofreu com um derramamento
quimico causado por uma forte chuva que danificou os reservatorios de uma empresa
quimica localizada a 2,5 quilébmetros de distancia. Substancias como dicloro-difenil-
tricloroetano (DDT) e seus produtos degradaveis contaminaram as aguas do lago.
Além desse fator, o lago ja sofria h4 algum tempo com contaminantes gerados pela
agricultura proxima. Como consequéncia, a vida animal foi prejudicada. No periodo de
1980 a 1987 foi reportado a queda drastica da quantidade de aligatores residentes no
lago, além de diversas anormalidades reprodutivas observadas, como diminuicdo do
pénis e alteracdo no nivel hormonal. Esses danos foram associados aos EDs
contaminantes presentes nas aguas e também no organismo desses animais
(SEMENZA et al., 1997).

1.2. Bisfenol A

Dentre os disruptores enddcrinos, o bisfenol A (BPA, do inglés bisphenol A) é
um dos mais estudados, principalmente por conta da sua aplicacdo na producao de
plasticos. A producdo mundial em larga escala de plasticos e o descarte
indiscriminado deste agente contaminante justificam a preocupacdo em torno da
atividade BPA como interferente endécrino. Em 2020, a capacidade de mercado do
BPA foi de cerca de 7,72 milhdes de toneladas por ano. Entre o periodo de 2021 a
2025, espera-se um crescimento maior que 4% em relacdo aos anos anteriores. Os
paises que possuem uma maior capacidade de producdo mundial de BPA, tendo
cerca de 60% da capacidade total de BPA, sé&o: China, Coréia do Sul, Estados Unidos,
Taiwan e Japao (GLOBAL DATA, 2021). Apesar do BPA ser uma substancia sintética,
a sua alta producao justificada pelo seu alto consumo, fizeram com que este composto
fosse encontrado com facilidade na natureza e em determinada abundancia. O modo
como esse contaminante adentra o ambiente pode ser caracterizado de duas formas:
pré consumo e poés consumo. A forma pré consumo se da atraves dos residuos
industriais lancados em efluentes por industrias que produzem esse tipo de composto.
O po6s consumo se d4 através de descargas de efluentes em esta¢cdes municipais de

tratamento de aguas, da lixiviagdo de aterros sanitarios contendo os produtos



descartados (embalagens plasticas, em sua maioria), combustdo de produtos
domésticos e degradacéao de plasticos (CORRALES et al., 2015).

O BPA, 2,2-bis(4-hidroxifenil) propano, pode ser sintetizado a partir da
condensacdo do fenol com acetona na presenca de um catalisador, sendo &acido
cloridrico ou uma resina acida de troca idnica (geralmente uma resina sulfénica), como
pode ser apresentado na Fig. 1.1 (BERNARDO et al., 2015; ANGELIS, et al., 2004).

0 @ H*
+ + ﬁ)
HO’O A\ OH H20 4o O O OH

Fig. 1.1 - Mecanismo proposto para a sintese do BPA (Adaptado de Bernardo et al.).

Sua estrutura molecular é caracterizada pela presenca de um carbono sp?
ligado a dois grupos metilas e a dois grupos fenois. Possui uma massa molar de
228,287 g.mol! e a temperatura ambiente, sendo encontrado em estado solido,
cristalino, com coloracdo branca. Uma das principais aplicacdes do BPA é na
producdo do policarbonato. O policarbonato é produzido a partir do BPA através de
dois métodos: a policondensacédo interfacial e a transesterificacdo por fusdo. No
primeiro caso, o procedimento ocorre a partir da reacdo com o fosgénio (COCI2) em
solucdo contendo uma mistura alcalina e uma fase orgénica imiscivel, & uma
temperatura que varia de 20 a 40°C. Aminas terciarias sao utilizadas como
catalisadores no processo (Fig. 1.2) (SERINI, 2012).

20 -40°C

—_—
terc-amina

Fig. 1.2 - Método de policondensagéo interfacial para a formacgéo de policarbonato (Adaptado de
SERINI, 2012)
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N&o tao utilizado atualmente, o segundo método, de transesterificacéo, foi o
primeiro método de producédo do policarbonato a partir do BPA. O processo se da a
partir da reacdo do BPA com carbonato de difenil, como pode ser observado na Fig.1
3. Durante a sintese, o fenol é separado e removido atravées de destilacdo. Conforme
a reacao ocorre, a temperatura € elevada e a pressao diminuida, fazendo com que no
final da reacdo a temperatura seja suficientemente alta para garantir um ponto de
fusdo necessério e a pressdo baixa o suficiente para eliminar os compostos
indesejados (SERINI, 2012).

190 - 320°C

—_——

alkali

Fig. 1.3 - Método de transesterificacdo para producao de policarbonato (Adaptado de SERINI, 2012)

O policarbonato foi, durante muito tempo, empregado na producdo de
mamadeiras, chupetas e, ainda hoje, é aplicado na producdo de copos e garrafas
plasticas descartaveis. Além disso, o BPA é utilizado na producéo de resinas epoxi
(empregadas na fabricacdo de embalagens de alimentos). Adicionalmente, o BPA é
utilizado na producdo de outros compostos, como o policloreto de vinila (PVC),
poliuretano, poliamida, retardador de incéndio, adesivos, componentes eletrénicos e
revestimentos de papel (BERNARDO et al., 2015; FLINT et al., 2012).

Além do pré consumo e pdés consumo do BPA, seu uso como produto na
composicdo de revestimentos em embalagens alimenticias se torna de grande
preocupacao, visto que o grande consumo de alimentos embalados esta introduzido
cada vez mais na dieta da populacdo. SCHECTER et al. realizou a andlise de diversos
alimentos embalados com derivados de BPA. Apesar das taxas encontradas néo
serem consideradas nocivas ao organismo, se faz necessario a constante verificacéo
e analise destes componentes a fim de verificar a taxa de exposicdo de BPA. A

contaminacdo dos alimentos por aditivos das embalagens pode ocorrer através da
11



temperatura elevada ou mesmo por pressao mecanica, fazendo com que lixiviagao do
BPA da embalagem para o alimento seja facilitada (BERNARDO et al., 2015).

No Brasil, segundo a Resolu¢do RDC n. 41/2011, esta vigente desde 2012 a
proibicdo da producao e importacdo de mamadeiras e chupetas produzidas a partir do
BPA. Apesar do seu risco a saude, o Brasil, baseado nos relatérios da Autoridade
Europeia de Seguranca Alimentar (EFSA, do inglés European Food Safety Authority)
e da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), ainda permite o uso do BPA como
revestimento de embalagens, mas com um limite de migracdo especifica estabelecido
(LME) de 0,6 mg/kg de alimento, segundo a RDC n° 17/2008 (PEREZ, 2012).

As consequéncias da alta exposi¢cado ao BPA séo diversas e muito nocivas aos
seres humanos. Foram reportados os seguintes disturbios em individuos expostos ao
BPA: diminuicdo na qualidade espermética, influéncia nas etapas de fertilidade,
cancer de prostata, cancer de mama, disfuncéo erétil, aumento na concentracdo dos
horménios sexuais femininos como a progesterona e o estradiol, sindrome do ovéario
policistico e neurodesenvolvimento infantil, dentre outros (ROCHESTER, 2013). O
aumento da concentracdo dos hormdnios femininos pode ser explicado pelo fato da
semelhanca estrutural do estradiol (classe dos hormdnios esteroidais) com a estrutura
do BPA, vide a presenca de anéis fendlicos em ambas as substancias. Dessa forma,
o BPA possui afinidade em relacéo aos receptores de estradiol, ocorrendo uma acgao
inibidora por parte desse composto (RAGAVAN, et al., 2013).

1.2.1. Métodos para analise do Bisfenol A

Dada a crescente preocupacdo em torno do BPA, diversos métodos foram
desenvolvidos e aplicados no decorrer dos anos com a finalidade de identifica-lo e
quantificd-lo. Os métodos mais utilizados para sua determinacdo consistem em
métodos cromatograficos, como a cromatografia liquida de alta-eficiéncia (HPLC, do
inglés High Pressure Liquid Chromatography) e a cromatografia gasosa (GC, do inglés
Gas Chromatography), acoplada a diversos mecanismos de deteccdo, como
espectrometro de massas (MS, do inglés mass spectrometer), ultravioleta (UV),
fluorescéncia (FDL, do inglés fluorescence detector) e detector eletroquimico
(RYKOWSKA, et al., 2006; STAPLES et al., 1998).

Desta maneira, Yi et al. (2010) realizaram o monitoramento do BPA em leite

materno comparando o0s meétodos de cromatografia liquida acoplados ao
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espectrometro de massas (LC/MS/MS) e HPLC/FDL e foram obtidos resultados
significativos. A eficacia dos dois métodos foi comprovada, porém, ambos
apresentaram algumas desvantagens, como falso positivo (para ambos os métodos)
e alto tempo de corrida (HPLC/FDL). Os limites de detecgéo foram de 0,6 pug L™ para
o HPLC/FDL e 0,39 ug L para o LC/MS/MS. Dessa forma, Yi et. al. recomendam
diretrizes rigorosas em relacdo ao meétodo LC/MS/MS, principalmente na
determinacao de altos niveis de BPA.

Em outro trabalho, Arakawa et al. (2004) fizeram a avaliacdo da variacdo da
guantidade de BPA na urina de 36 individuos do sexo masculino, durante cinco dias,
buscando estimar o nivel de BPA ingerido diariamente. Esse procedimento foi
realizado por meio do método de GC/MS/MS apos hidrélise enzimatica de glucuronato
de BPA, extracdo em fase sélida e derivatizacdo. Foi observado uma grande variacao
da quantidade diaria de BPA excretada nos individuos durante os 5 dias. Entre os 36
individuos, o valor médio de 1,2 pg dia foi encontrado. Esse valor se encontra abaixo
da ingestéo diéaria toleravel recomendada pelo comité cientifico europeu internacional
(0,01 mg/kg corporal). O experimento se mostrou efetivo, visto que a medida da
guantidade de BPA excretada na urina representa de que forma o BPA esta presente
na vida da populacdo e quais medidas sdo cabiveis a partir dos resultados

apresentados.

1.2.2. Determinacédo do Bisfenol A utilizando métodos eletroanaliticos

Apesar dos métodos citados anteriormente serem muito eficientes na
identificacdo e quantificacdo do BPA, eles demandam uma estrutura laboratorial
avangada, apresentam um relativo alto custo instrumental, muitas vezes necessitam
de um pré-tratamento amostral e um espaco laboratorial. Se tratando de um composto
gue é considerado um contaminante ambiental, seria interessante um sistema capaz
de realizar as andlises das amostras in situ, com um relativo baixo custo de analise,
gue consiga alcancar baixos limites de deteccdo e que o método seja simples e de
facil execucdo. Neste sentido, além das analises cromatograficas consolidadas, a area
da eletroanalise se apresenta como uma boa alternativa em comparagédo aos métodos
cromatograficos anteriormente citados. Atualmente, os métodos eletroanaliticos de
qualificacdo e determinacdo apresentaram avancos tecnologicos significativos,

permitindo o desenvolvimento de sensores eletroquimicos cada vez mais simples, de
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baixo custo e com boa resposta analitica, oferecendo facilidades em comparacao com
0s métodos mais robustos de analise.

A utilizacdo de métodos eletroanaliticos para a determinacdo do BPA se deve
pelo fato da eletroatividade do BPA, que ocorre por causa da presenca dos grupos
fendis contidos em sua estrutura (NDLOVU, 2012), que sofre oxidacao irreversivel,

como evidenciado pela Fig. 1.4.

—_—
OH

HO O

Fig. 1.4 - Mecanismo de oxidagéo eletroquimica do BPA (Adaptado de WANG et al., 2015)

Mesmo a oxidacdo do BPA apresentando um processo eletroativo, sua
determinacao a partir de eletrodos convencionais ndo modificados ndo apresentam
uma magnitude de corrente de pico muito evidente, ou seja, a intensidade de corrente
de pico é muito pequena comparada aos eletrodos com suas superficies modificadas.
Além disso, o processo de eletro-oxidacdo do BPA pode acarretar na formacéo de
filme polimerizado na superficie do eletrodo, gerando como consequéncia uma
passividade do eletrodo em questédo. Dessa forma, ha diversos trabalhos publicados
gue evidenciam o fato de que a modificacdo da superficie do eletrodo com diferentes
materiais melhora significativamente a magnitude de corrente de pico da resposta
eletroquimica do BPA (WANG et al., 2015).

Com uma das superficies eletrodicas mais utilizadas na eletroandlise, o
eletrodo de carbono vitreo (GCE, do inglés Glassy Carbon Electrode) é amplamente
utilizado para identificacdo de variadas substancias e sua superficie pode ser
facilmente modificada para melhorar sua sensibilidade de acordo com a substéancia a
ser analisada, inclusive para o BPA (GUGOASA, 2019). Neste sentido, Yin et al.
(2009) estudaram o comportamento eletroquimico do BPA sobre a superficie do GCE
modificada com uma camada de Mg-Al-COs. O sistema GCE/ Mg-Al-COs foi avaliado
utilizando os meétodos de voltametria ciclica (CV, do inglés Cyclic Voltammetry),
voltametria de pulso diferencial (DPV do inglés Differential Pulse Voltammetry),
voltametria de varredura linear (LSV do inglés Linear Sweep Voltammetry). As

andlises foram realizadas em solucéo eletrolitica de 0,1 mol L* de tampéo fosfato
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(PBS) pH 8,0 contendo 1,0 x 10 mol L' de BPA. Os voltamogramas CV e LSV
apresentaram um pico anédico bem definido em + 0,454 V vs. Ag/AgClsay. A partir da
andlise quantitativa utilizando DPV foi possivel estimar um limite de detecgdo de
calculado em 5.0 x 10° mol L.

Buscando o desenvolvimento de um sensor para determinacéo do BPA, Fan et
al. (2011) produziram um sensor com folhas de grafeno dopadas com nitrogénio e
quitosana sobre a superficie de um eletrodo de carbono vitreo. O sistema foi analisado
em meio de tamp&o fosfato. O pH de trabalho foi de 7,40 e a técnica CV foi aplicada
a 100 mV s, Utilizando a técnica CV contendo Ks[Fe(CN)e] 5,0 mmol L™, o sensor N-
GS/GCE apresentou um aumento no pico redox quando comparado com os eletrodos
GCE e GS/GCE, evidenciando a facilitacdo de transferéncia de elétrons pela
modificacdo N-GS. Quando aplicada para caracterizagcdo do BPA, a modificagdo N-
GS apresentou melhor magnitude de corrente de oxidacdo do BPA quando
comparado ao GCE. Além disso, quando CS foi imobilizada na superficie do N-
GS/GCE observou-se um aumento da corrente de oxidagdo em comparagao a propria
modificacdo sem CS e CS/GCE. Esse fator pode ser explicado pelo fato de a CS
manter a atividade eletroquimica do sensor ou pelo fato da CS adsorver BPA através
da sua biocompatibilidade. O limite de deteccédo foi analisado através da técnica de
amperometria, variando as concentracdes de BPA entre 1,0 x 10% a
1,3 x 10°® mol L. O valor encontrado foi de 5,0 x 10° mol L. Por fim, o sensor foi
aplicado em amostras de agua de rio, apresentando uma recuperacao de 95,8 % a
106,5 %, evidenciando que o sensor desenvolvido por Fan et al. foi sensivel, seletivo
e preciso para a determinacdo do BPA.

Apresentando caracteristicas ainda menos robustas e com intuito de viabilizar
ainda mais o meétodo eletroquimico de analise, o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos impressos (SPEs, do inglés screen-printed electrodes) sofreu grandes
avangos nas Uultimas décadas, principalmente em relacdo ao seu formato e a
diversidade de materiais utilizados. Seu formato simples, facil de operar a temperatura
ambiente, de alta sensibilidade e rapidez de resposta, possibilita a analise in situ,
incluindo a analise de poluentes ambientais, como o BPA (Li et al., 2012). Sensores
quimicos traduzem um evento quimico em sinais analiticos que compreendem
informacdes importantes (RAGAVAN et al., 2013). A facilidade com que seu formato

pode ser alterado e sua superficie pode ser modificada com uma vasta disponibilidade
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de materiais proporciona uma alta adaptabilidade desse tipo de sensor de acordo com
o analito a ser estudado. Na literatura, encontram-se diversos trabalhos da
aplicabilidade dos SPEs na andlise do BPA, evidenciando a promissora aplicabilidade
nesses estudos.

Visando analisar o efeito do brometo de cetriménio (CTAB) como um agente
anti-incrustante para determinacao eletroanalitica do BPA em um eletrodo impresso
de carbono, Brugnera et al. (2010) inicialmente, realizaram a verificagdo da resposta
do BPA frente a um GCE e observaram, através da técnica de CV em solucdo tampéo
B-R (Britton Robinson) pH 8,0, que o pico de oxidacao, inicialmente obtido, decaia
conforme uma leitura continua fosse aplicada, indicando uma passivacéo do eletrodo
devido a formacdao de irreversivel polimerizacdo dos radicais reativos produzidos pela
oxidagdo dos fendis do BPA. Dessa forma, CTAB foi aplicado e verificou-se a
diminuicao de largura do pico e um aumento da magnitude do sinal, indicando que o
CTAB podem ser adsorvidos na interface solido-liquido, formando um filme catibnico,
melhorando o sinal analitico do eletrodo.

Quando aplicado para um SPE, através da técnica de SWV em pH 8,0 para a
determinacdo do BPA 1,0 x 10° mol L*? utilizando CTAB 3,0 x 10° mol L1, os
voltamogramas apresentaram pico bem definido em + 0,48 V e demonstraram uma
boa repetibilidade de analise, mantendo uma resposta constante com o uso de um
mesmo SPE. A variagdo de 1,0 x 10° a 1,0 x 104 mol L de CTAB também foi
estudada na determinacdo do BPA 2,5 x 10> mol L1. Constatou-se um aumento do
pico anddico conforme o aumento da concentracdo do CTAB até a concentracdo de
5,0 x 10> mol L** de CTAB.

Brugnera et al. (2010) obtiveram um LOD de 5,1 x 10 mol L'! na presenca de
CTAB e 5,0 x 10® mol L na auséncia de CTAB, demonstrando o melhoramento da
sensibilidade do eletrodo na presenca deste agente. Por fim, foram aplicados os
métodos para determinagcdo do BPA em amostras de rio sob condi¢des otimizadas de
analise, obtendo uma taxa de recuperacao de 96 a 100%, evidenciando que o método
é eficiente na determinagéo do BPA em amostras de agua.

O grupo de trabalho de Wang (2015) também desenvolveu uma modificagdo
no sensor que visou melhorar a sensibilidade na terminagcdo do BPA em solucdes
aguosas. Os pesquisadores desenvolveram uma modificacdo através de Oxido de

grafeno reduzido (RGO, do inglés reduce graphene oxide), nanotubos de carbono
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(CNT, do inglés carbon nanotubes) e nanoparticulas de ouro (AuNPs) (NPs, do inglés
nanoparticles). A técnica CV foi utilizada para analise eletroquimica da modificacdo
GO/CNT/AUNPs-SPE em solucdo PBS contendo 10 mmol L de ferrocianeto,
[Fe(CN)e]3/4-. Como esperado, a modificagcdo GO/CNT/AuNPs-SPE demonstrou maior
sinal em relacdo ao SPE, GO/CNT, RGO/CNT e RGO/CNT/AuNPs, com uma
separacgdo de pico de apenas 97 mV. Para caracterizacdo do BPA (100 umol L?), a
técnica CV foi utilizada. Novamente, o sensor modificado com RGO/CNT/AuNPs
apresentou melhor resultado em comparacao com o0s outros eletrodos. A técnica DPV
foi aplicada para determinacdo das aplicacdes praticas do sensor desenvolvido, em
uma amostra contendo possiveis interferentes na analise do BPA. No entanto, Wang
et al. (2015) obtiveram uma boa média de recuperacdo de 102,3%. Além disso, o
grupo obteve um limite de deteccéo de 8 x 101° mol L1, um valor relativamente baixo
guando comparado a outros trabalhos citados no artigo.

Além dos diversos tipos de materiais utilizados na modificacdo de sensores,
também ha a aplicacdo de substancias bioldgicas no reconhecimento especifico de
determinado analito. Os biossensores atuam de forma a relacionar um sinal analitico
produzido biologicamente com a concentra¢do do analito. Um agente bioespecifico é
retido no eletrodo, sendo usado para fazer com que o evento biolégico ocorrido seja
convertido em uma resposta amperométrica ou potenciométrica (WANG, 2000).

Kunene et al. (2020) utilizaram a enzima lacase (Lac) como agente biol6gico
no eletrodo modificado com nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNTS,
do inglés multi-walled carbon nanotubes) funcionalizados com prata dopado com
nanoparticulas de 6xido de zinco (Ag-ZnNONPs). As enzimas lacase sao conhecidas
por oxidarem uma variedade de compostos organicos e converterem oOXxigénio
molecular em agua. Dessa forma, aplicando a modificacéo nesse biossensor, Kunene
et al. obtiveram formas esféricas de Ag-ZnONPs de aproximadamente 20 nm. Para
caracterizacédo do sensor, CV foi aplicada na presenca de BPA 5,0 x 10 mol L' em
tampéo fosfato 0,1 mol L't. Um pico de oxidacdo bem definido foi observado nos
sensores modificados (Ag-ZNONPs/MWCNTSs/C-SPE e Lac/Ag-ZnONPs/MWCNTSs/C-
SPE). A avaliacdo do comportamento eletroquimico do BPA frente ao Lac/Ag-
ZnONPs/MWCNTSs/C-SPE foi realizada através da variagdo da concentracdo do BPA
em um tampao fosfato pH 6,0. Foi verificado que o pico de corrente aumentou até a

concentragdo de 2,99 umol L. Acima de 3,49 ymol L, observou-se um decaimento
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da corrente visto a alta taxa de formacéo de radicais. Finalmente, através da técnica
DPV, o sensor Lac/Ag-ZnONPs/MWCNTSs/C-SPE foi aplicado em amostras de agua
mineral com adicdo de concentragbfes conhecidas de BPA, apresentando uma
recuperacéo de 89,3% a 111,1%.

1.3. Quantum Dots

O desenvolvimento de eletrodos cada vez menores e adaptaveis a diversos
ambientes, buscando andlises cada vez mais sensiveis, requer, também, materiais
modificadores que acompanhem sua tecnologia e melhore o sinal analitico dos
sensores sem interferir em seu formato e clareza de leitura. Os nanomateriais trazem
tais caracteristicas e possuem propriedades intrinsecas a cada tipo de material que
podem ser adaptados a uma variedade de aplicacoes.

Pertencente a classe dos nanomateriais, os quantum dots (QDs) séao
nanocristais inorganicos semicondutores que possuem vasta aplicabilidade, inclusive
na modificac@o de sensores eletroquimicos. As suas caracteristicas mais importantes
- fisicas, quimicas e eletrdnicas - sao interferidas pelo confinamento quéantico
observado na escala nano, entre 1 a 10 nm (MANSUR, 2010). As dimens&es dos QDs
sao definidas principalmente pelo material utilizado no seu preparo. Devido ao seu
tamanho na escala nanométrica, os QDs possuem caracteristicas diferentes em
comparacdo aos materiais sélidos macroscopicos (do inglés, bulk solid), sendo o
confinamento quéantico o fator principal que propicia caracteristicas intrinsecas aos
QDs (DRBOHLAVOVA et al., 2009).

Em um bulk, quando irradiado por um féton suficientemente energético para
sobrepor a energia necessaria para promoc¢édo de um elétron a banda de valéncia
(band-gap), o elétron é promovido para a banda de valéncia ou condu¢cdo (HOMO
para o LUMO, respectivamente). Quando esse elétron é excitado, ele deixa um
“buraco” (vacancia) no qual ocupava. O elétron excitado se comporta como
transportador de carga ou se recombina com “buraco” apdés um periodo de tempo,
liberando energia (KUMAR et al., 2018). No entanto, em um nanocristal semicondutor
de QDs, quando seu diametro ou tamanho de particula se aproxima do raio de Bohr,
o elétron promovido a banda de condugao possui uma fraca atracdo com o “buraco”

deixado (do inglés electron-hole attraction), uma vez que o “buraco” possui, agora, um
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comportamento de particula, assumindo carga e massa. Essa atracdo coulombica é
denominada “exciton” (MANSUR, 2010; KUMAR et al., 2018).
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Fig. 1.5 - Relagédo exciton e raio de Bohr (Figura extraida de KUMAR et al., 2018)

A equacéao 1 descreve o band-gap (Eg) para os QDs.
- e A1) (s
Eg,Qd = Eg.b (Srz) + (me + mh) (411{0&) Eq. 1

Onde, Eg,Qd representa as energias de transicdo de banda do quantum dot;
Eg,b é referente a energia de transicdo de banda de um sélido macroscépico (bulk); h
a constante de Planck; me e mn as massas efetivas do elétron e do “buraco” no sélido;
¢ € a constante dielétrica e r € o raio da particula de QDs. O termo central, a direita da
equacao, se assemelha a equacao que representa os niveis de energia de uma
particula na caixa (do inglés, particle-in-a-box”), porém, o raio do quantum dot e a

massa do elétron e do “buraco” sdo introduzidas na férmula.

O dltimo termo a direita é referente a interagdo do par elétron buraco. Através
dessa equacgéo, quanto maior o valor de r, ou seja, quanto maior o raio do quantum

dot, menor o nivel de energia, Eq para promoc¢ao de um elétron a banda de valéncia.

19



.0&00

Decreasing size
Increasing band gap

CcB

S S [ Energy
t I ‘ band gap
e —— - v

Bulk |
semiconductor Quantum dots

Diameter 6 nm ———  2nm
Fig. 1.6 - Aumento do band-gap de energia com o aumento do tamanho dos QDs. (Figura extraida de
KUMAR et al., 2018)

Dessa forma, a absorcdo e emissdo séo direcionadas para a regiao de
absorcdo energias mais altas (azul, por exemplo) (DABBOUSI et al., 1997). Como a
variacdo no tamanho dos QDs significa, também, uma variacdo no band-gap de
energia, as diferentes energias absorvidas por diferentes QDs séo liberadas através
da recombinacédo do par elétron buraco, emitindo fluorescéncia. Essa caracteristica

credencia os QDs a sua vasta aplicacdo na optoeletronica.

1.3.1. Aplicagbes dos QDs
A aplicacao dos QDs se estende ao monitoramento em exames médicos de imagem,

placas solares, diodos, transistores e LEDs.

1.3.1.1. Painéis solares

Células solares (ou células fotovoltaicas) conseguem gerar energia elétrica a
partir da captacédo da radiacdo solar. Utilizando silicio dopado com impurezas (boro,
fésforo, etc.) como semicondutor, a radiagdo absorvida promove elétrons a estados
mais energeticos, gerando uma corrente que segue um fluxo direcionado. Em 1961,
Shockley e Queisser encontraram o valor de 31% de conversdo maxima da radiacao
solar aproveitada como energia elétrica em jun¢des com um Unico band-gap. Essa

perda de energia pode ser explicada pelo fato de que fétons de menor energia da
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radiacdo solar ndo promovem um elétron ao estado mais excitado (par elétron buraco)
e foétons de maiores energia que o band-gap sao perdidos em forma de aguecimento
de rede (NOZIK, 2002; KUMAR et al., 2018). Para contornar esse problema e
aumentar a taxa de conversao de radiacao solar em energia, os QDs sao aplicados
na estrutura dessas células, devido a sua variacdo de tamanho e, consequentemente,
aos seus variados band-gaps. Dessa forma, fotons de maior e menor energia pode
ser absorvidos sem que haja grande perda de energia. Além disso, os QDs sao
capazes de gerar mais de um éxciton (MEG, do inglés Multiple Exciton Generation).
Assim, quando um féton com excesso de energia necessaria para gerar um par elétron
buraco é incidido, ao invés da energia ser perdida em forma de calor, essa energia é
transferida para outros elétrons, gerando mais um éxciton com um apenas a incidéncia
de um foton (KUMAR et al., 2018).
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Fig. 1.7 - Representacéo da geracéo de multiplos éxcitons. (Figura extraida de KUMAR et al., 2018)

1.3.1.2. Aplicac@es biologicas

A fotoluminescéncia dos QDs originada a partir de um alto rendimento quéantico
(entre 0,1 e 0,9) e uma alta absortividade molar (10° a 107 Mt.cm) é a caracteristica
principal mais atrativa para aplicacdo na area bioldgica (PETRYAYEVA et al., 2013).
As aplicacbes dos QDs em areas biologicas incluem diagndsticos in vitro, sistema de
imagem in vitro e celular, transferéncia ressonante de energia por fluorescéncia
(FRET, do inglés fluorescence resonance energy transfer), terandstica e “drug
delivery” (PETRYAYEVA et al., 2013).
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Nos estudos de bioimagem e bioandlise, os QDs séo acoplados a um ou mais
agentes bioldgicos de reconhecimento. Dessa forma, o componente inorganico (QD)
e 0 componente biolégico de reconhecimento especifico (ex. proteina), quando
conectados, fazem parte de um composto bioconjugado, tendo suas propriedades
vinculadas e direcionadas para aplicacdes especificas; como, por exemplo, a
bioconjugacdo de QDs com anticorpos especificos na identificacdo de células
cancerigenas (PETRYAYEVA et al., 2013; MEDINTZ et al., 2005).

A possibilidade de conectar a superficie de um QD diversos agentes de
reconhecimento credenciam a ele vantagens em relacdo aos corantes usuais, no qual
se encontra apenas um sitio especifico de ligacdo. Além disso, 0s corantes usuais
possuem um largo espectro de emissdo e um menor espectro de absor¢do quando
comparado aos QDs. Isso pode significar uma sobreposicao de picos quando se usa
mais de um corante para analise de mais de um componente e a necessidade de
comprimentos de onda especificos para sua excitacdo. Em contrapartida, QDs
possuem ampla faixa de absorcéo, um espectro de emissdo mais estreito e de pico
definido (Fig. 1.8) (JAMIESON et al., 2007; MEDINTZ et al., 2005).

Outra vantagem € a variacdo do espectro de emissédo dos QDs de acordo com
o seu tamanho. Dessa forma, variando o tamanho dos QDs, sua energia de absorcéo
muda e consequentemente as cores de emissdo também variam conforme essa

mudanca, conferindo flexibilidade na sua aplicacdo de identificacédo bioldgica.
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Fig. 1.8 - Espectros (absorgdo e emissao) do corante Rodamina e da proteina fluorescente DsRed2 e
espectros (absorcéo e emisséo) dos QDs divididos em seis faixa, respectivamente. (Figura extraida de
MEDINTZ et al., 2005)

Todavia, os QDs ndo excluem totalmente o uso dos corantes, sendo, em certos

casos, um complemento aos corantes usuais (PETRYAYEVA et al., 2013).

1.3.1.3. Aplicagédo em LED

Os sistemas LED (do inglés Light Emitting Diode), utilizado desde iluminag&o
doméstica até sistemas de televisores, também contam com a aplicagdo de QDs. O
sistema LED € baseado na juncdo p-n (do inglés p-n junction), que utilizam
semicondutores como material gerador de luminescéncia a partir do relaxamento da
interacdo do par elétron buraco. As possiveis modificacbes em sua superficie
permitem um aumento do rendimento quéantico e uma maior fotoestabilidade e,
consequentemente, uma maior estabilidade para o dispositivo desenvolvido (SUN et
al., 2007). Além disso, a ampla faixa de emissdo que os QDs contemplam também &

uma caracteristica atrativa para aplicacdo em LEDs.
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As estruturas dos QD-LEDs possuem multicamadas de transporte de elétron
(ETL, do inglés electron transport layer), de transporte de “buraco” (HTL, do inglés
hole transport layer) e uma camada de QD. A Fig. 1.9 representa a estrutura de um
QD-LED (AMINI et al., 2015).

Electric field (F) Charge (Q)

Fig. 1.9. Representacdo das camadas interativas de um QD-LED. (Figura extraida de BOZYIGIT et al.,
2013)

1.3.2. Sintese de QDs

Desde a primeira sintese de QDs relatada em 1982, diversas abordagens de
sinteses em diferentes meios surgiram com o passar dos anos, como a sintese em
solventes organicos em temperaturas elevadas, a sintese em solu¢cdo aquosa e a
deposicao de filmes moleculares em substratos sélidos, por exemplo (MANSUR,
2010).

A sintese de QDs pode ser subdividida em duas categorias denominadas top-
down e bottom-up. Os métodos abordados pela categoria top-down consistem
basicamente em cortar, corroer ou quebrar um material maior em pedagos menores
até a escala nanométrica caracteristica dos QDs. Essa escala pode ser alcancada
através dos métodos de litografia, eletroquimicos e moinho de (MANSUR, 2010;
KUMAR et al., 2018).

Nos processos bottom-up € utilizado técnicas de auto-agregacao (do inglés,
self-assembly), sendo dividida em métodos fisicos e quimicos de sintese. Esse tipo
de abordagem é o inverso do top-down, no qual é realizada a constituicdo de materiais
menores até a escala nanométrica desejada. Alguns desses métodos incluem
deposicao quimica em fase vapor (CVD, do inglés chemical vapor deposition), método

sol-gel, sputtering, epitaxial por feixe molecular (MBE, do inglés molecular beam
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epitaxy), sintese micelar, refluxo, sintese de microreator, sintese hidrotermal e método
assistido por microondas. (TAHIR et al., 2020; KUMAR et al., 2018)

Em comparacdo com os métodos top-down, a abordagem bottom-up apresenta
maior controle da estrutura e do tamanho dos QDs, maior utilizacdo atdmica e maior
ajuste morfolégico. (TAHIR et al., 2020)

1.3.3. Quantum Dots na eletroanalise

Assim como outros tipos de nanomateriais, os QDs sao aplicados na
modificacdo da superficie de eletrodos, no intuito de melhorar a resposta analitica,
sensibilidade e estabilidade do sensor através das suas propriedades intrinsecas.
Encontram-se na literatura diversos tipos de eletrodos modificados com QDs. No
entanto, os eletrodos de carbono vitreo (GCE), eletrodo de pasta de carbono (CPE,
do inglés carbon paste electrode), eletrodo de grafite (EG) e eletrodo impresso (SPE)
sdo os mais utilizados para este tipo de modificacdo. Dentre os estudos publicados,
encontram-se diversas aplicagdes dos eletrodos modificados com QDs, tais como na
determinacdo de ions, pesticidas, aditivos alimenticios, moléculas farmacéuticas e
amostras clinicas (KRZYCZMONIK et al., 2021).

Tan et al. (2016) desenvolveram um novo sensor molecularmente impresso
modificado com quantum dots de grafeno (GQDs) juntamente com polipirrol para
deteccdo do BPA em amostras de agua. Os GQDs foram preparados e depositados
na superficie do GCE.

Posteriormente, o polipirrol com a cavidade para BPA foi imobilizado na
superficie do GCE através do método de eletropolimerizacao, utilizando voltametria
ciclica, em uma faixa de potencial de - 0,2 a 0,8 V com uma velocidade de varredura
de 100 mVs. O BPA utilizado na preparacéo do eletrodo foi removido através da
imersdo do eletrodo em uma solugdo de metanol com acido acético até que a agua
de lavagem analisada ndo apresentasse tracos de BPA através da analise por HPLC.
Os eletrodos foram mantidos em uma solugdo PBS 0,1 mol L' pH 7,0. As
caracteristicas do sensor desenvolvido foram analisadas em uma solugdo de
Ka[Fe(CN)s] 10 mmol L. A resposta obtida pelo método de voltametria de pulso
diferencial (DPV) apresentou uma linearidade com a variagdo da concentragédo de
BPA (de 0,1 a 50 umol L1), apresentando um limite de detec¢éo (LOD) de 0,04 umol
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L-1. O sensor apresentou boa estabilidade, repetibilidade e se mostrou sensivel do
BPA em amostras de agua (TAN et al., 2016).

Andlises clinicas que permitem um diagnéstico preciso, rapido e prematuro,
auxiliam no posterior tratamento com uma abordagem adequada para cada caso.
Nesse sentido, Zhao et al. (2022) empregaram um biossensor modificado com PbS
QDs na deteccao de anticorpos da SARS-CoV-2. Zhao e seu grupo de trabalho
utilizaram da alta adaptabilidade da superficie dos QDs a diversos ligantes e acoplou
um antigeno a superficie a fim de identificar anticorpos da SARS-CoV-2, traduzindo
essa interacdo em sinal analitico significativo. Foram utilizados um eletrodo de ouro
(Au) como eletrodo de trabalho, um eletrodo de platina (Pt) como contra eletrodo e um
eletrodo prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) como eletrodo de referéncia.

As caracteristicas eletroquimicas do eletrodo modificado foram analisadas
utilizando CV, a fim de comparacéo, eletrodo de ouro ndo modificado (Au), eletrodo
de ouro modificado com QDs (Au/QDs) e eletrodo de ouro modificado com QDs e
antigeno (Au/QDs/Antig) que foi tratado com BSA (BSA, do inglés bovine serum
albumin). Observou-se uma diferenca significativa entre os eletrodos modificados e
nao modificados. O eletrodo de ouro apresentou um pico de 215,3 yA enquanto o
eletrodo de ouro modificado com PbS-QD apresentou um pico de 2445 pA. As
medidas foram realizadas em uma solucdo PBS na presenca de 5 mmol L?
[Fe(CN)e]3/4 e KCI 0,5 mol L1. Ao analisar a interacdo antigeno-anticorpo da SARS-
CoV-2, foi observado um pico aproximadamente em -145 mV, que aumentou com a
variacdo da concentracdo de anticorpos, conferindo assim, a sensibilidade do sensor
frente a anticorpos da SARS-CoV-2. O limite de deteccéo obtido foi de 7,73 ng mL™?,
sendo um método rapido e simples de deteccdo (ZHAO et al., 2022).

Para realizar o monitoramento de vitaminas (B2, Bs e Bi2) em bebidas
energeticas, Martins et al. (2022) realizaram através da modificagdo de um eletrodo
com GQDs co-dopado com nitrogénio e enxofre (N,S-GQDs) imobilizado em
quitosana. A sintese dos N,S-GQDs foi realizada através da pirolise com acido citrico
e L-cisteina como precursores. As medidas foram realizadas utilizando N,S-GQDs
como eletrodo de trabalho, Ag/AgCl como eletrodo de referéncia e fio de platina (Pt)
como contra eletrodo. Martins e seu grupo compararam a eficiéncia eletroquimica do
eletrodo modificado com um eletrodo ndo modificado através da aplicacdo de CV
utilizando [Fe(CN)s]®’*. A resposta do N, S-GQD-CS/GCE se demonstrou seis vezes
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mais alta em comparacao com o GCE e duas vezes maior que CS/GCE, evidenciando
a eficiéncia da modificacdo realizada. Para a avaliacdo do comportamento
eletroquimico das vitaminas em questéo, foram realizadas analises de voltametria de
onda quadrada (SWV, do inglés square wave voltammetry) e ndo foram observadas
mudancas significativas de potencial de pico, apenas o0 aumento da intensidade da
corrente através dos eletrodos modificados, sendo o N, S-GQD-CS/GCE o eletrodo
que apresentou melhor intensidade de sinal, cerca de 5 vezes maior quando
comparado com o eletrodo simples de carbono vitreo. Através da SWV sob condi¢fes
otimizadas pelo grupo, as vitaminas Bi2, B2 e Bs apresentaram picos de oxidagéo em
-0,77V,-0,31 Ve + 0,91V, respectivamente. Os limites de deteccéo obtidos foram
de 0,32, 0,30 e 30,1 nmol L! para as vitaminas B12, B2 e Bs, respectivamente. O sensor
modificado apresentou menor LOD em compara¢do com métodos cromatograficos.
Dessa forma, quando aplicado na andlise quando aplicada nas determinacgdes diretas
em bebidas energéticas, se mostrou eficiente, sendo possivel a comparacdo dos

resultados com os dados prévios fornecidos pelo fabricante.

2. Estudo experimental

Dado os maleficios causados pelos interferentes enddocrinos a saude humana
e animal, se faz necesséario a frequente fiscalizacdo da quantidade de produtos
nocivos que podem ser liberados no ambiente, como aqueles lancados em aguas
fluviais através da producao de utensilios plasticos, no caso do BPA, por exemplo.

Dessa forma, é imprescindivel que os métodos de analise apresentem alta
sensibilidade e seletividade na determinacdo e quantificacdo destes compostos,
sendo as analises via HPLC as mais utilizadas. No entanto, esse tipo de método
apresenta um equipamento robusto, demanda espaco laboratorial, alto custo e tempo
consideravel de analise. Em contrapartida, os métodos eletroanaliticos se apresentam
como um método sensivel, seletivo, rapido e com um baixo custo laboratorial para
determinacao in situ do BPA. Neste trabalho foi desenvolvido um sensor eletroquimico
modificado com quantum dots de cadmio e teltrio (CdTe-QDs) para determinacao do

BPA em amostra de agua fluvial de Sao Carlos-SP.
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3. Experimental

3.1. Reagentes e solugdes

Os reagentes utilizados no desenvolvimento deste trabalho foram de grau
analitico com pureza = 98 %. Os reagentes: acido 3-mercaptopropionico (MPA),
bisfenol A, boro hidreto de sodio (NaBH4), cloreto de cadmio, (CdClz), poli(3,4-
etilenodioxitiofeno), poliestireno sulfonato (PEDOT:PSS) e telario (Te) foram
adquiridos junto a Sigma-Aldrich. A tinta de carbono ELECTRODAG 423SS foi
adquirida da Henkel Ltd e a tinta de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) foi adquirida junto
a empresa Gwent Electronic Materials Ltd. O grafeno utilizado foi adquirido junto a
Graphene Supermarket (EUA). A agua ultrapura (resistividade > 18 MQ cm a 25°C)
utilizada no preparo de solu¢des desenvolvido neste trabalho foi obtida do sistema de

purificacdo Milli-Q-Direct-0.3 (Millipore).

3.2. Equipamentos

Os equipamentos espectrofluorofotometro de fluorescéncia Shimadzu RF-
5301PC e espectrdmetro Shimadzu UV-2550 foram utilizados para analisar as
propriedades fotoluminescentes dos QDs e sua absorbancia (UV/Vis),
respectivamente. As andlises eletroquimicas foram executadas por um
potenciostato/galvanostato Autolab modelo PGSTAT 128N (Eco Chemie) utilizando o
software GPES 4.9.

3.3. Sintese de grafeno funcionalizado e pontos quanticos

Para obtencao do grafeno funcionalizado (FG) foi utilizado o método segundo
Santos et al. (2018). Dessa forma, foram adicionados 10 mg de grafeno a uma solucéo
de 10 mL de &cido nitrico/acido sulfarico (HNO3/H2S04) 1:1 (v/v). A solucgédo foi deixada
sob agitacdo por aproximadamente 12 horas a temperatura ambiente (25 °C,
aproximadamente). Posteriormente, a suspensao de FG obtida foi filtrada, lavada com
agua ultrapura (até atingir um pH proximo a 7,0) e seca a uma temperatura de 100 °C.

Para a sintese dos CdTe-QDs, adaptou-se o método descrito por Santos et al.
(2019). Uma solucédo de 10 mL de NaBH4 0,1 mol L™ foi preparada e purgada com
gas nitrogénio. Posteriormente, foram adicionados a solucdo 0,4 mmol de Te em po,

agitando a solucédo obtida por 2 horas, aproximadamente, até que o Te adicionado, de
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coloracdo preta, fosse completamente diluido em solugdo, gerando o NaHTe
sobrenadante, de coloracédo roxa.

Uma solucdo de CdCl2 5,0 mmol L™ foi preparada em paralelo, na qual foram
adicionados 30 pL de MPA, ajustando o pH da solugdo para 9,0 através de uma
solucéo de NaOH 1,0 mol L. A solucéo foi purgada com gés nitrogénio.

Em sequéncia, foram adicionados lentamente 2,0 mL da solugdo de NaHTe a
solucdo de CdCl2 preparada. Obtida a mistura, transferiu-se para uma autoclave de
aco inoxidavel revestida com teflon e colocada sob aguecimento a uma temperatura
de 150 °C por 1 a 2 horas. Em seguida, os cristais de CdTe foram isolados por
precipitacdo com i-PrOH e centrifugado a 6000 rpm durante 10 minutos. Apos isso, 0

precipitado foi seco e transferido para a mesma quantidade de agua da sintese inicial.

3.4. Preparacéo e modificagdo do sensor SPE

Para fabricar os eletrodos serigrafados (SPES) utilizou-se o método descrito por
Wong et al. (2019), integrando em um mesmo molde os eletrodos de trabalho (@ = 3,0
mm), contra eletrodo e eletrodo de pseudo-referéncia (Fig. 3.1). A impressora de corte
Silhouette CAMEO 3, juntamente com folha adesiva de vinil, folha de poliéster, tintas
de carbono e condutoras Ag/AgCl foram utilizadas para confeccionar os SPEs.

i) (ii) (iii) (iv) , (vi)
W ﬁ ﬁ @ ///o)/
— — — -— /
/, ’
W /4 7

Fig. 3.1 - llustracao do processo de fabricacdo do eletrodo impresso (SPE).

As condi¢cdes para a modificacdo do SPE foram otimizadas, sendo adicionado,
em todos os casos, 8 pL da dispersédo dos diferentes materiais (FG-PEDOT:PSS ou
QDs-FG-PEDOT:PSS) na superficie do eletrodo de trabalho (Fig. 3.2).
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Fig. 3.2 - llustracdo esquematica do processo de preparacdo da dispersdo e modificacdo do sensor

impresso.

Para preparar a dispersao contendo FG-PEDOT-PSS, foi necessario 1,0 mg de
FG, 20 uL de PEDOT:PSS e 980 pL de agua ultrapura. J& para o preparo da disperséao
contendo QDs-FG-PEDOT:PSS foram utilizados 1,0 mg de FG, 480 uL de &agua
ultrapura, 20 uL de PEDOT:PSS e 500 pL de QDs.

3.5. Preparacdo da amostra de 4gua de rio

A amostra de agua de rio foi coletada do rio Monjolinho, na cidade de Sao
Carlos-SP. Com um auxilio de um frasco acoplado a uma haste, a amostra foi coletada
e transferida para frascos de polietiieno ambar, sendo posteriormente armazenadas
em geladeira a uma temperatura de 3°C, aproximadamente.

Apos coletada, a amostra foi dividida em frascos de 10 mL, nos quais foram
adicionadas diferentes aliquotas da solugdo padrdo de BPA 1,0 mmol L1, Em seguida,
250 pyL da amostra foram adicionados a célula eletroquimica e completados com
tampéo fosfato (PBS - pH 7,0).

4. Resultados e discussao

4.1. Caracterizagdo dos CdTe-QDs
No primeiro momento, foram avaliadas as caracteristicas Opticas dos CdTe-
QDs sintetizados (com variacdo no tempo de aquecimento) através da espectroscopia

de fluorescéncia. Os diferentes CdTe-QDs apresentaram pico de emissdo com
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variacdo no comprimento de onda (A), de 521 - 612 nm, ou seja, indo do verde ao

vermelho, respectivamente, como pode ser evidenciado na Fig. 4.1.

intensidade / a.u.

PL.

612 nm

400 500 600 700 800
A/ nm

Fig. 4.1 - Espectros de fluorescéncia para os diferentes CdTe-QDs obtidos no comprimento de onda

de excitacdo de 340 nm. Os QDs foram obtidos variando o tempo de aquecimento de 70 — 180 min.

Em seguida, a combinacdo QDs-FG foi utilizada para a modificacdo do SPE

para determinagdo do BPA 1,0 mmol L, a fim de verificar a eficiéncia dessa

combinagdo no melhoramento do sinal. Como evidenciado pela Fig. 4.2, ndo houve

aumento significativo na magnitude da corrente de pico. Dessa forma, os QDs de

coloragédo laranja (582 nm) foi selecionado para dar continuidade nas andlises

restantes vide sua maior facilidade de obtencgéo.
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Fig. 4.2 - Voltamogramas ciclicos obtidos para BPA 10,0 pumol L™* com diferentes QDs em FG-
PEDOT:PSS/SPE. Condi¢tes de analise: v =50 mV s 1 e tampéao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0).

Escolhido os QDs de fluorescéncia laranja, as suas caracteristicas Opticas
foram analisadas através dos métodos de espectrometria de fluorescéncia e UV-Vis.
Como apresentado na Fig. 4.3, os QDs foram excitados em diferentes comprimentos
de onda, a partir do 300 nm até 380 nm, com variacdes de 20 nm em cada leitura. Os
QDs apresentaram resposta de emissdo em A = 582 nm, sendo o maximo
comprimento de onda obtido utilizando o comprimento de onda de excitacdo de 340

nm.
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Fig. 4.3 - Espectros de fluorescéncia do QDs em diferentes comprimentos de onda de excitagdo
variando de 300 nm a 380 nm. Interno: espectro de absorbancia UV-Vis dos QDs.

Como evidenciado na parte interna da Fig. 4.3, o espectro de absor¢ao UV-Vis
dos monocristais de QDs apresentou absorcdo maxima em A = 538 nm. Essa
guantidade absorvida € reflexo do tamanho dos QDs, conferindo a eles o
confinamento quantico, que varia conforme o tamanho dos nanocristais. Essa
variacao reflete na quantidade de energia absorvida, que, a medida que aumentam
de tamanho, movem-se para maiores valores de A.

Como método de avaliacdo do tamanho dos nanocristais, se utilizou do método
tedrico baseado na absor¢cdo maxima de UV-Vis, para estimar o tamanho dos QDs,
como descrito por Yu et al. (2003). A equacéo 3 foi utilizada para essa estimacgéao. Ela

relaciona o didmetro da particula (D) e o comprimento de onda (A).
D = (9,8127 x 10™7)A; — (1,7147 x 1073)A, + (1,0064)1 — 194,84 Eq. 3.

Portanto, utilizando a equacgéao para estimar o didametro médio dos QDs (A = 538

nm) foi obtido o valor de 3,1 nm.
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4.2. Comportamento eletroquimico do bisfenol A

Para a andlise do comportamento eletroquimico do BPA, a técnica de
voltametria ciclica (CV) foi realizada em solugéo tampéo fosfato 0,10 mol L™ (pH 7,0)
para diferentes eletrodos a fim de comparacéo (SPE, FG-PEDOT:PSS/SPE e QDs-
FG-PEDOT:PSS/SPE).

A técnica de voltametria ciclica foi aplicada variando a faixa de potencial de 0 a
+0,45 V, como apresentado na Fig. 4.4. O BPA apresentou pico de oxidagdo bem
definido entre 0,30 e 0,32 V. O BPA nao apresentou picos de reducdo durante a
varredura do potencial catédico, demonstrando ser uma reacdo de oxidacéo
irreversivel. Além disso, o sensor modificado QDs-FG-PEDOT:PSS/SPE apresentou
melhor intensidade de pico de corrente de oxidag&o dentre os eletrodos utilizados, um
aumento de 3,8 vezes em relacdo ao SPE. Portanto, os resultados indicam a eficiéncia
no ganho de sinal analitico com a relacdo da modificacdo QDs-FG para a

determinacao de BPA.

5
— QDs-FG-PEDOT:PSS/SPE
4 | — FG-PEDOT:PSS/SPE
—SPE
3L
<
o
-~ 2F
~
1k
—_—
0k

0.2 0.3 0.4 0.5

0.0 0.1
E/Vvs. Ag/AgCl

Fig. 4.4 — Voltamogramas ciclicos (v = 50 mV s™1) obtidos para 10,0 umol L* de BPA em solugéo

tampao fosfato 0,10 mol L™ (pH 7,0).
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4.3. Otimizacao de parametros analiticos

Primeiramente verificou-se a influéncia do pH nas andlises para determinacao
do BPA (1,0 umol L), utilizando o tampéo fosfato com variacdo de pH de 4,0 até 9,0.
Dessa forma, o pH 7,0 foi encontrado como melhor faixa de trabalho (melhor
intensidade da corrente de pico). Portanto, o pH 7,0 foi utilizado nas analises
posteriores. Posteriormente, os parametros que afetam a SWV, tais como: amplitude
(a), frequéncia (f) e incremento de potencial (AEs), foram otimizados. Os seguintes

valores 6timos foram encontrados: a =40 mV, f=20 Hze AEs=5mV.

4.4. Determinagao voltamétrica de BPA

Com os parametros de analise ja otimizados, realizou-se a determinacdo do
BPA através da SWV apos diversas injecdes de solucdes estoque utilizando o sensor
que apresentou melhor magnitude de corrente (QDs-FG-PEDOT:PSS/SPE) em
solucdo tampéo fosfato 0,1 mol L (pH 7,0). Como evidenciado na Fig. 4.5, a
magnitude da resposta (sinal analitico) aumentou conforme as adicdes do BPA em
solucédo (maior concentracédo) foram feitas. Assim, observou-se também a relacéo
linear entre o aumento da concentracdo de BPA e o aumento da corrente. (Fig. 4.5 —
detalhe). Desse modo, foram obtidas duas faixas lineares de 0,020 a 1,0 umol L™
(faixa 1) e 1,0 a 9,0 umol L (faixa 2).

Para determinar o limite de deteccdo (LOD), utilizou-se da relagdo 3 x (o/m),
onde m é a sensibilidade da curva analitica e 0 € o desvio padrao de 10 medigcbes
com eletrélito suporte (solucdo em branco). Assim o valor obtido para o LOD foi de 3,4
nmol L.

As equacdes a seguir sdo as equagdes analitica associadas ao grafico.

lp (WA) = 0,012 + 1,0[BPA] (umol L-1) r = 0,994 (Faixa 1) Eq. 4.

lp (LA) = -0,56 + 0,47[BPA] (umol L-1) r = 0,998 (Faixa 2) Eq. 5.
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Fig. 4.5 — SWV obtidos usando o sensor QDs-FG-PEDOT:PSS/SPE em soluc¢éo tampé&o fosfato 0,10
mol L™t (pH 7,0) contendo diferentes concentragdes para BPA: (0 - 15) 0; 0, 020; 0,050; 0,070; 0,10;
0,20; 0,40; 0,60; 0,80; 1,0; 2,0; 3,0; 5,0; 7,0 € 9,0 umol L™, e curva analitica. SWV a =40 mV, f = 20
Hz, AEs =5 mV.

Com os parametros otimizados e a eficacia do sensor para a determinacdo nas
condi¢bes impostas, o método de SWV foi aplicado utilizando o sensor QDs-FG-
PEDOT:PSS/SPE para determinacdo do BPA em amostras fluviais. Desta forma,
amostras do rio Monjolinho foram dopadas com trés niveis de concentracdo
conhecidas do BPA: 0,10, 1,0 e 6,0 ymol L e deu-se prosseguimento aos
procedimentos de analise. Os dados estéo evidenciados na tabela 1. Os percentuais
de recuperacao (n = 3) ficaram entre 97 e 105%, demonstrando que o procedimento
desenvolvido é capaz de quantificar o BPA em amostras fluviais, ndo havendo nenhum

interferente na analise das amostras coletadas.
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Tabela 1: Determinacdo de BPA em amostras de agua de rio usando SWV e o sensor QDs-
FG-PEDOT:PSS/GCE

Amostra Adicionado* Encontrado* Recuperagéo (%)**
Rio 1 1,0 x 1077 (9,7 £0,2) x10°8 97
Rio 1 1,0 x 1076 (1,0+£0,1) x 10°° 100
Rio 1 6,0 x 10°° (6,2+0,3) x 10°° 103

Rio 1: Rio Monjolinho — S&o Carlos/SP;
*Média de 3 concentracdes.

**Percentual de recuperagéo = (encontrado / adicionado) x 100

5. Conclusdes

Como evidenciado neste trabalho, se faz necessaria a determinacdo dos
disruptores enddcrinos e, na literatura, existem diversos trabalhos publicados que
evidenciam a consolidacdo dos métodos cromatograficos na determinacdo do BPA,
bem como a aplicacdo dos métodos eletroanaliticos e suas vantagens na
determinacao deste composto.

Os resultados obtidos neste trabalho evidenciam que a modificagdo com CdTe-
QDs-FG-PEDOT:PSS melhorou o sinal eletroquimico para a determinacdo do BPA
em comparacao com um SPE simples e FG-SPE, permitindo a deteccdo em ampla
faixa analitica e em baixas concentracdes, apresentando um limite de deteccéo de 3,4
nmol L. Assim, o método de determinacéo do BPA foi aplicado a amostras fluviais,
se mostrando eficiente, com alta taxa de recuperacdo, evidenciando que a

metodologia desenvolvida neste trabalho é eficaz e confidvel para este tipo de analise.
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