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Resumo

As nanoparticulas de ouro (np-Au) sdo nanomateriais de grande interesse a
modificagdo de eletrodos para sensores eletroquimicos, uma vez aumentam a area
eletroativa e a atividade eletrocatalitica. Uma das aplicagfes diretas desses sensores
€ a deteccado e quantificacdo de micropoluentes emergentes, cujo uso indiscriminado
tem se tornado um problema para o meio ambiente. Dentre esses micropoluentes, 0
triclosan (TCS), foco desse trabalho, é um agente bactericida potente, encontrado em
produtos de higiene pessoal como creme dental, xampu e sabonete liquido, cujos
descarte e acumulo no meio ambiente ndo sdo controlados. Portanto, o monitoramento
do TCS no meio ambiente é de suma importancia. Desta maneira, este doutorado teve
por objetivos a sintese e caracterizagdo de um novo nanocompa@sito de nanoparticulas
de ouro e poli(liquido idnico), o cloreto de poli(1-vinil-3-N-carboximetilimidazdlio), e seu
uso como agente modificante de eletrodos de vidro condutor tipo ITO para a deteccao
voltamétrica de TCS. A estrutura do nanocompoésito np-Au/PVAI foi elucidada por
espectroscopia de absorcdo UV-Vis, espalhamento dindmico de luz, mobilidade
eletroforética e microscopia eletrbnica de transmissdo (MET). A morfologia da
superficie dos eletrodos foi avaliada por microscopia eletrénica de varredura (MEV). A
cinética eletroquimica e o desempenho analitico foram avaliados por voltametria
ciclica (VC), espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) e voltametria de pulso
diferencial (VPD). O eletrodo desenvolvido realiza a oxidacéo eletroquimica do TCS
em potenciais mais baixos e com correntes de oxidacdo mais altas do que o ITO sem
modificacdo. Em condic¢des otimizadas de VPD, a determinagdo eletroquimica do TCS

forneceu os seguintes parametros: faixa linear de 10 -60 umol.L?, sensibilidade de

57,1 pA.cm? / pmol.L'* e limite de deteccdo 0.098 umol L™ (28.3 ug LY. A

determinagéo de TCS foi realizada com sucesso em amostras fortificadas de agua do
Lago Paranoé apresentando recuperacao de 91 a 103%, mostrando que a resposta do
eletrodo ndo € afetada por uma matriz complexa. Por fim, um creme dental de marca
comercial foi avaliado simultaneamente pelo sensor eletroquimico e por HPLC,
fornecendo o mesmo resultado (nivel de confianca de 95%) que o indicado na
embalagem do produto. Portanto, o eletrodo modificado com o compoésito de np-

Au/PVAI é adequado para a deteccdo de TCS com alto nivel de confianca.

Palavras-chave: nanoparticulas de ouro, poli(liquido i6nico), triclosan, sensor

eletroquimico.
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Abstract

Gold nanoparticles (np-Au) are nanomaterials of great importance, especially for
modification of electrodes for electrochemical sensors, since they enlarge both the
electroactive surface area and electrocatalytic activity. A straightforward application of
these sensors is on the detection and quantification of emerging pollutants, whose
indiscriminate use has become a serious environmental problem. Among these
pollutants, triclosan (TCS), focus of the present work, is a powerful bactericide agent
found in personal care products such as tooth paste, shampoo and liquid soap, whose
disposal and accumulation in the environment are not monitored. Therefore, monitoring
of TCS in the environment is extremely important. In this way, the main goals of this
doctorate work were the synthesis and characterization of a novel nanocomposite
made of gold nanoparticles and a poly(ionic liquid), namely, poly(1-vinyl-3-N-
carboxymethylimidazolium), and its use as a modifying agent of ITO-type conducting
glass electrodes for the voltammetric detection of TCS. The np-Au/PVAI
nanocomposite structure was elucidated by UV-Vis spectroscopy, dynamic light
scattering, electrophoretic mobility, and transmission electron microscopy. The
electrodes morphology was evaluated by scanning electron microscopy. The
electrochemical kinetics and analytical performance were evaluated by cyclic
voltammetry, electrochemical impedance spectroscopy, and differential pulse
voltammetry (DPV). The developed electrode performs the TCS oxidation at lower
potentials and higher currents than plain ITO. Under optimized DPV conditions, the
electrochemical determination of TCS provided the following parameters: linear
working range of 10-60 pmol.L?, sensitivity of 57.1 pA.cm? / umol.L?, and limit of
detection of 0.098 pmol L™ (28.3 yg L™). The determination of TCS was performed
successfully in fortified water samples from Lago Paranod - Brasil (91 - 103%
recovery), showing that the electrode response is not affected by such a complex
matrix. Finally, a branded toothpaste was evaluated simultaneously by the
electrochemical sensor and HPLC, providing the same result as that indicated on the
product packaging. The modified np-Au PVAI electrode is therefore suitable for

detecting TCS at a high level of confidence.

Keywords: gold nanopatrticles, poly(ionic liquid), triclosan, electrochemical sensor.
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1. Introducéo

As nanoparticulas de metais nobres, como ouro (np-Au) e prata (np-Ag),
sdo nanomateriais de interesse as areas de catalise, biomedicina, sensores,
fotbnica, eletrocatélise, terapia oncologica e intensificacdo de espalhamento
Ramam (SERS).! O interesse nestas particulas se deve as propriedades
fisico-quimicas relacionadas ao efeito de reducdo de tamanho.? Esta é talvez
uma das principais razbes para o crescente nimero de estudos sobre np-Au,
uma vez que expressam propriedades que podem ser aplicadas em muitas
areas diferentes, sem danos significativos ao meio ambiente e aos seres

humanos.

Desta forma, devido ao seu tamanho e propriedades fisicas e quimicas
dependentes de sua forma, como a ressonancia plasmonica de superficie
localizada (LSPR), efeito eletrocatalitico e fluorescéncia as np-Au séo
nanomateriais ideais para estudos técnicos e fundamentais, como sensores
quimicos e bioquimicos, diagnostico e terapia para cancer, mecanismo de

transferéncia de elétrons, catalise e ensaios de DNA.3

As propriedades das nanoparticulas e o desempenho dos sensores
eletroquimicos e biossensores resultam na construcdo de sistemas altamente
sensiveis e seletivos fazendo uso, principalmente, das propriedades cataliticas
das nanoparticulas.* Tais sistemas podem ser utilizados para deteccdo e
quantificacdo de substancias denominadas contaminantes emergentes, que
séo potencialmente toxicos, mas cujos efeitos e concentragdo no ambiente séo

pouco conhecidos ainda.



A ocorréncia destas substancias no meio ambiente, principalmente em
adguas superficiais, tornou-se preocupante e tem sido objeto de estudos na
areas de quimica analitica e saude, com atengcdo especial dada aos sensores
quimicos e bioquimicos para sua deteccdo.® Uma vez introduzidos no meio
ambiente por atividades antropicas, algumas dessas substancias podem atuar
como desreguladores do sistema enddcrino (DEs), com consequéncias
danosas a saude, crescimento e reproducéo de varios organismos.®

Entre os DEs de interesse podem ser destacados 0s estrogénios como
estrona (E1), estradiol (E2), etinilestradiol (EE2) e o estriol (E3), que séo
componentes de pilulas anticoncepcionais; bactericidas, como triclosan (TCS)
e retardantes de chamas, como o bisfenol-A (BPA).” As concentra¢des de EE2
encontradas em &guas superficiais, da ordem de nanogramas por litro, ja
influenciam o metabolismo de organismos aquaticos, uma vez que apresenta
estrogenicidade duas vezes maior que o 17B-Estradiol, hormdnio natural
feminino. O TCS, alvo de estudo deste trabalho, € geralmente considerado
como um quimico de baixa toxicidade. Porém, algumas pesquisas® indicaram
que esses compostos sdo DEs extremamente toxicos e altamente potentes.
Como consequéncia, o uso de TCS em produtos de cuidados pessoais foi

restrito.

Desta maneira, nas ultimas décadas foram feitos grandes esforcos para o
desenvolvimento de instrumentos e métodos analiticos para detectar e
guantificar tais micropoluentes, incluindo cromatografia liquida acoplado com
deteccdo UV (HPLC -UV), cromatografia gasosa combinada com

espectroscopia de massa, entre outros.®



Embora apresentem alta sensibildade, esses métodos apresentam algumas
desvantagens como equipamento altamente especifico e com custo alto,
técnicos especializados e a demora nas andlises, tonando-as inadequadas
para o uso em campo. Desta maneira, técnicas eletroquimicas sdo uma
escolha mais adequada, uma vez que sdo de baixo custo, de facil manuseio, e

0s equipamentos podem ser transportados e manuseados em campo.®

Assim, este trabalho descreve a sintese e caracterizacdo estrutural de np-
Au sintetizadas na presenca de um poli(liquido iénico) inédito e de seus filmes
ultrafinos depositados pela técnica de automontagem camada por camada
sobre substratos de ITO (6xido de estanho dopado com indio), visando a
construcdo de sensores voltamétricos para deteccdo de triclosan (TCS) em
amostra de agua do Lago Paranoa e de creme dental com caracteristicas

antibacterianas.



2. Objetivos

2.10bjetivo Geral

Sintese, caracterizagdo estrutural e eletroquimica de nanoparticulas de
ouro, para o desenvolvimento de sensores para detecgdo e quantificacdo de

TCS em agua de abastecimento urbano.

2.20bjetivos especificos

1. Sintetizar nanoparticulas de ouro por via quimica, na presenca de um
poli(liquido ibnico);

2. Compreender os mecanismos de formacdo das nanoparticulas com base
nos dados de caracterizacao estrutural e morfologica;

3. Investigar o efeito da estrutura e morfologia das nanoparticulas sobre o
comportamento eletroguimico de seus filmes automontados;

4. Desenvolver metodologia eletroanalitica com eletrodos modificados por
filmes automontados de nanoparticulas de ouro para deteccdo de TCS em

aguas naturais e amostra de pasta de dente.



3. Revisao bibliografica

3.1 Nanoparticulas de ouro

A nanotecnologia, nos ultimos anos, tem sido o objeto de pesquisa
crescente no campo de engenharia de materiais. Os materiais em escala
nanometrica possuem propriedades Unicas relacionadas ao seu tamanho
reduzido. Pesquisas recentes tém se concentrado em alternativas e métodos
economicamente viaveis para producao e manipulacdo de materiais em escala
nanométrica.’® Dentre 0s nanomateriais mais estudados estdo as
nanoparticulas metalicas, sendo utilizadas em varias areas como catélise,

biomedicina e sensores eletroquimicos.!

As nanoparticulas de ouro (np-Au) chamam muito atencdo, por suas
propriedades fisico-quimicas dependentes do tamanho e forma, tais como
efeito eletrocatalitico e ressonéncia plasmonica de superficie localizada
(LSPR), que as tornam relevantes para o desenvolvimento de sensores
quimicos de alta sensibilidade assim como, para dispositivos de diagnéstico e
terapia do cancer.®

A LSPR é um fenbmento resultante da oscilacdo coletiva dos elétrons livres
na superficie das nanoparticulas, cuja frequéncia coincide com a faixa visivel
do espectro eletromagnético. Sua intensidade depende fortemente do tamanho,
formato e da distancia entre as particulas. No geral, o fendbmeno é observado
em particulas com diametros entre 5 e 20 nm, quando excitadas com

comprimento de onda em 530 nm.!

A interacdo da radiacdo eletromagnética com os elétrons ocasiona a

oscilagdo coletiva dos elétrons livres nas nanoparticulas metalicas, formando



uma densidade de carga em sua superficie. Assim, uma forca compensatoria €
gerada assim como um comprimento de onda ressonante Unico, ou seja, a

banda plasmdnica de superficie,'? que pode ser visualizada na Figura 1.

nuvemn de elétrons l l l

Figura 1. Representacdo esquemética da Ressonacia Plasménica de Superficie Localizada.

Um exemplo de aplicacdo da LSPR de np-Au é descrito por Fang et al.'3
que utilizaram np-Au funcionalizadas com tioglucose e que, na presenca do
ion fluoreto (F) sdo induzidas a agregacao e consequente mudanca de cor, 0
gue pode ser aproveitado na deteccdo do ion fluoreto, por meio de métodos
colorimétricos.

As np-Au também podem ser utilizadas para aprimoramento de eletrodos
como descrito por Idris et al. 1* Neste caso, o eletrodo de carbono vitreo foi
modificado com np-Au depositadas eletroquimicamente e utilizado para
deteccdo de selénio (IV) em agua. Segundo os autores, a modificacdo do
eletrodo com np-Au resultou no aumento da superficie eletroativa levando ao
aumento do picos de corrente do par redox ferri/ferrocianeto comparado ao
eletrodo de carbono vitreo n&o-modificado. Utilizando voltametria de

redissolucdo anddica por onda quadrada detectaram selénio (IV) em agua de



torneira com o limite de deteccédo de 0,64 ug L, mostrando a importancia do
eletrodo em estudo.

As np-Au séo utilizadas também para a deteccdo de moléculas organicas,
como a homocisteina. Rajaram e Mathiyarasu'®> modificaram eletrodo de
carbono vitreo com np-Au associadas ao oxido de grafeno reduzido (RGO).
Utilizando voltametria de onda quadrada, segundo os autores, o eletrodo
modificado apresentou limite de detecgéo de 6,3 pmol L para homocisteina.
Devido a interacdo das np-Au com o grupo -SH da homocisteina e a atividade
eletrocatalitica das np-Au e do RGO, o desempenho do eletrodo modificado foi
melhor que do eletrodo sem qualquer modificagdo. Isso mostra que as np-Au
sdo materiais promissores para deteccdo e quantificacdo de moléculas
organicas.

A introducdo de nanoparticulas metalicas na eletroguimica de sensores e
biossensores foi um grande avanco, pois foi possivel a observacdo da
reversibilidade de reacdes redox imperceptiveis em eletrodos nao

modificados.*

A eletrocatdlise acontece quando, em um mesmo potencial, a reacdo
eletroquimica se processa com velocidades mais altas que daquelas
conduzidas na auséncia do eletrocatalisador. Nesse processo, a np-Au hao é
meramente doadora ou aceitadora de elétrons, mas participa ativamente da
reacdo promovendo sitios de adsorcdo para a transferéncia eletronica.®

A atividade eletrocatalitica das np-Au depende de sua estrutura cristalina,
morfologia e estrutura eletronica. Outros fatores externos como: concentragéo

dos reagentes, pH, temperatura, eletrélito, forcas de interacdo eletrodo-solucéo



também sdo importantes para as reac¢des eletroquimicas que podem influenciar
na velocidade de rendimento das atividades eletrocataliticas.

Alguns exemplos podem ser encontrados na literatura, como o descrito por
Wang et al. ¥’ no qual nanocompoésitos de np-Au com RGO e poli(vinil
pirrolidona) (PVP) foram empregados na modificagcdo de eletrodos de carbono
vitreo para a oxidagcdo/deteccdo de 3-terc-butil-4-hidroxianisol (BHA), um
conservante muito utilizado em produtos comerciais. Verificou-se que o
eletrodo modificado apresentava maior resposta ao analito de interesse, bem
como maior sensibilidade, o que foi atribuido ao aumento da &rea superficial do
eletrodo e da taxa de transferéncia de elétrons entre a espécie e o eletrodo.

As np-Au também sdo utilizadas para discriminar espécies de interesse
encontradas numa Unica amostra. Madrakian et al.'® modificaram o eletrodo de
carbono vitreo com um nanocompaésito de multiplas camadas de nanotubos de
carbono e np-Au para deteccdo simultanea de tirosina (Tyr), acetominofeno
(AC) e acido ascoérbico (AA). Os autores observaram por medidas de
voltametria ciclica e impedéancia, que o eletrodo modificado apresentou alta
atividade catalitica e utilizando voltametria de pulso diferencial conseguiram
discriminar as espécies em estudo, ja que eram oxidadas em potenciais
distintos. Com isso, foi possivel atingir limites de deteccdo de 0,21 pumol L*
para Tyr, 0,03 pumol L para AC e 0,76 pmol L para AA, mostrando a eficacia
do eletrodo para deteccéo simultanea de analitos de interesse.

Outro exemplo relevante é o de eletrodos modificados com np-Au para
deteccdo de dopamina (DA) na presenca de AA. O efeito eletrocatalitico das
np-Au permitiu que a oxidagao do AA ocorresse em potencial distante daquele

em que ocorre a oxidacdo da DA resultando na separacao efetiva dos



potenciais de oxidacdo das duas espécies e, portanto, permitindo sua
discriminacgéo.*®

O método mais usual para sintese de np-Au é o de reducdo de &cido
cloroaurico (HAuCls) com citrato, descrito originalmente por Turkevich em
1951.2° Este método consiste em adicionar citrato de s6dio em excesso a uma
solugcdo aquosa de HAuCls mantida em refluxo. Depois de 30 minutos de
reacao, a mistura torna-se roxa como vinho devido ao efeito LSPR, indicando
visualmente que as nanoparticulas foram formadas.

A formula estrutural do O citrato de sodio, apresentadao na Figura 2, a qual
possui trés grupos carboxilatos (COO") que atuam na interacdo do citrato na

superficie do ouro.?*

Nat O O Na+t

Na +

Figura 2. Estrutura molecular do Citrato de Sédio.

A sintese quimica por reducdo com citrato de sédio, assim como com
borohidreto de sodio, se destaca pelo consideravel rendimento da sintese (85 a
95%),. Porém, as nanoparticulas em meio coloidal, em uma curta distancia
entre as particulas, sédo atraidas entre si devido as forcas de van der Waals -

forcas de atracdo originadas entre 0os grupos presentes - e ndo havendo forcas



contrarias de repulsdo, as particulas irdo se agregar e desta maneira
desestabilizar o sistema coloidal.??

O mecanismo geral proposto para o crescimento das nanoparticulas
metdlicas mais recente é descrito por Polte 23. Tal crescimento com o uso de
agentes redutores em excesso é resumido em trés etapas: O primeiro passo é
a reducdo dos ions metélicos, em seguida, no segundo passo, 0s atomos
formardo dimeros e pequenos aglomerados e, na terceira etapa e final, os
clusters, devido a agregacdo e coalescéncia, crescem até atingir o tamanho
final, essa etapa deve seguir até que as particulas fiquem estabilizadas. Tal

mecanismo é mostrado na Figura 3.
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1 - Redugéao dos ions metalicos

2 - Formacéo de dimeros e pequenos aglomerados
3 - Agregacao e coalescéncia

4 - Nanoparticulas metalicas

Figura 3. Mecanismo proposto para sintese de nanoparticulas metélicas. Figura adaptada da

referéncia 21.

Em 2007, o mecanismo de formagdo de nanoparticulas na presenca de
citrato foi sugerido por Xiaohui et al.?4, no qual consiste na nucleagdo rapida

seguida do crecimento difusional controlado.
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Figura 4. Representagdo esquematica da formacgéo das np-Au por redugédo com citrato

de sadio (NasCt). Adaptada da referéncia 24.

Doyer et al. sugerem que na sintese com citrato de sédio, os agregados
com de atomos de ouro sdo formados por meio de ligacdo covalente
possibilitando a formacédo das nanoparticulas. O aumento do grau de oxidacgéo,
devido a descaboxilagdo da molécula de citrato leva ao efeito de formacéo das
np-Au.?®> Além de auxiliar na formacdo de nanoparticulas, o citrato de soédio
atua nas nanoparticulas de ouro formadas como estabilizante.?!

As np-Au tém pouca afinidade com o meio dispersante e, assim, o citrato de
sodio em excesso confere ao coloide estabilidade via repulsédo eletrostatica.2®
Outros materiais podem ser utilizados na sintese das particulas como
estabilizantes, tais como polimeros,?” liquidos idnicos (LIs),?® poli(liquidos
ionicos) (PLIs)?° e extratos de plantas com: flavoné

ides, fenois, terpenos e alcaloides.*°

hY

As nanoparticulas, quando em suspensdo, tendem a formacdo de
aglomerados para que a instabilidade causada pela alta energia em sua
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superficie e pelas interaces de dipolo-dipolo sejam minimizadas.3! Entretanto,
para evitar que ocorra aglomeracao e perda de propriedades associadas ao
pequeno tamanho, precisam ser estabilizadas de outra maneira. Assim, podem
ser estabilizadas de maneira eletrostatica, estérica e eletroestérica.®?

A adsorcdo de ions em torno do metal configura uma estabilizagdo
eletrostatica, pois cria camadas carregadas na superficie das nanoparticulas o
que resulta na repulsdo entre elas.®® Um exemplo ja anteriormente citado, é a
sintese de nanoparticulas na presenca de citrato de sodio.

A estabilidade eletrostérica acontece com o uso de surfactantes e
polieltrolitos que possuam carga e grande volume estérico, evitando a
aproximacdo e aglomeracdo. Tais caracteristicas sdo encontradas nos PLIs,

que apresentam alta massa molar e possuem grupos ionizaveis.3*

J4 a estabilidade estérica ocorre através da formacdo de camadas de
moléculas que possuem grande volume ao redor da nanoparticula, criando
uma cobertura que previne o contato entre elas. Os polimeros sdo materiais
extensivamente utilizados para promover esta estabilidade.?’

Feng Wei et al., por exemplo, sintetizaram o polimero poli(tiofeno) (PTPA), e
o utilizaram na sintese in situ de nanoparticulas de ouro exercendo papel de
suporte para as nanoparticulas. O composito foi aplicado na reducédo de 4-
nitrofenol (4-NP) apresentando alta atividade catalitica.3®

Outro exemplo a ser citado sdo nanoparticulas de ouro imobilizadas em
microesferas hibridas de poli(estireno) (PS) / poli(dopamina) (PDA) realizado
por Ting Xu et al.®® Os autores revelam que o compdsito apresentou
microesferas com PS/PDA/Au de tamanhos uniformes e nanoestrutura de

ndcleo/casca /casca. Os autores também modificaram, com este compdésito,
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eletrodos de carbono vitreo para testes eletroquimicos com o par redox Fe?
(CN)e*/ Fe® (CN)e> atestando sua eficiéncia para modificacdo de superficies
com possiveis aplicacdes em biossensores e sensores eletroquimicos.

Polimeros também podem ser utilizados em métodos fotoquimicos que
empregam radiagdo UV e visivel como agente redutor. Esses métodos tém se
tornado mais popular, uma vez que nao produzem residuos toxicos e permitem
o controle sobre tamanho, formato e superficie com melhor eficiéncia.?’

A reducado de ions metalicos e formacdo de nanoparticulas por acdo da
radiacdo eletromagnética pode ser um processo lento. Assim, € comum 0 uso
conjunto de uma espécie doadora de elétrons mais susceptivel a oxidacao.
Podem ser usados nessa funcdo cetonas, alcoois, aminas e polimeros
contendo esses grupos funcionais, que além de redutores podem servir como
estabilizadores formando uma cobertura na superficie das nanoparticulas.®’ Tal

cobertura pode ser observada na Figura 5.

Figura 5. Microscopia eletrbnica de transmissdo de alta resolucdo da amostra de
nanoparticulas de ouro reduzidas fotoquimicamente na presenca de poli(etileno imina) (PEI).

Figura retirada da referéncia 27.
Outros agentes estabilizantes usados com frequéncia sdo os Lls. Os Lls

possuem propriedades peculiares, tais como pressao de vapor desprezivel,
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boa estabilidade térmica, alta condutividade ibnica, amplas janelas de potencial
eletroquimico e boa solubilidade.3®

No estado liquido, os ions sdo geralmente assimétricos com cargas
eletrostaticas deslocalizadas.?® Assim, as forcas de interacdo em liquidos
ibnicos sdo diferentes dos sais classicos, a combinacgéo das for¢cas de Coulomb
e interacdes mais fracas, como ligacbes de hidrogénio e forcas de van der
Waals, induz a formacdo de estruturas em nanoescala no LI e LI / solvente

molecular ou LI / mistura de solutos.34

Os Lls podem atuar junto com nanoparticulas metalicas em sistemas
hibridos que forma materiais com varias estruturas, suspendendo as
nanoparticulas nos Lls, tais como dispers@es coloidais, géis coloidais ou vidros
coloidais.** A modificagdo fisica ou quimica da superficie de nano particulas
com Lls acarreta a melhora ou modificacdo de suas propriedades, como
estabilidade térmica, eficiéncia catalitica, eficiéncia de adsorcdo e resposta
elétroquimica.*? Assim, como Lls podem melhorar algumas propriedades das
nanoparticulas, estas também podem conferir aos LIs modificacbes em suas
propriedades fisicoquimicas e eletroquimicas.*?

Camadas de ions tanto catibnicos como anibnicos em volta das
nanoparticulas podem ser geradas pelos Lis. Os Lls baseados no cation
imidazdlio tendem a formar agregados supramoleculares semiorganizados de
formulas gerais [(Im)x - n (X)x] ™ (anidénico) e [(Im)x(X)x - n] "™* (catidnico), nos
quais Im representa o cation imidazolio e X o anion.** Desta maneira, a dupla
camada do liquido i6nico fornece interacfes eletrostaticas que impedem a
agregacdo das nanoparticulas, por meio do balanceamento das interacfes de

van der Waals entre as particulas.*®
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Embora os Lls sejam extensiva mente utilizados para sinteses de nano
particulas, a sintese na presenca de poli(liquidos i6nicos) (PLIs) tem chamado
atencdao, principalmente por atuarem como agentes de nucleacdo, aumentando
a taxa de formacé&o das particulas, reguladores do tamanho e do formato, além
de estabilizantes que impedem a aglomeracédo com o tempo.4®

Os PLIs sé&o obtidos a partir de mondmeros de LIs combinando as
propriedades dos LIs como as propriedades térmicas e mecéanicas dos
polimeros.#’ Estes fluidos sdo conhecidos como uma nova classe de
compostos com propriedades fisico-quimicas Unicas como alta estabilidade
térmica,*® baixa presséo de vapor* e capacidade de se ajustar ao solvente.>®

Também conhecidos como liquidos ibnicos polimerizados, sdo uma
subclasse de polieletrélitos que apresentam uma estrutura de liquido idnico em
cada unidade monomérica conectadas pela cadeia principal do polimero

formando uma arquitetura macromolecular.>!

Algumas propriedades Unicas dos Lls sdo incorporadas as cadeiras
poliméricas, formando uma nova classe de materiais e expandindo as
propriedades de aplicacdes dos LIs e polieletrélitos sozinhos.®? Na Figura 6
sdo mostrados exemplos de estruturas quimicas de PLIs recentemente

relatados.
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Figura 6. Estruturas de PLIs recentemente reportadas. Figura adaptada da referéncia 42.

PLIs podem se comportar de maneira similar aos polieletrolitos, como

relatado por Elabs e Chem, onde verificaram que o poli(1-butil-3etilimidazdlio

metacrilato)BF4 em solucdo organica apresenta as mesmas caracteristicas de

um polieletrélito em agua, em termos de concentracdo, viscosidade e

condutividade.®3

No estado solido, os PLIs de modo geral, sdo amorfos, caracteristica

atribuida a mobilidade do

ions presentes na estrutura dificultando a

cristalizacdo. Assim, a temperatura de transi¢cdo vitrea (Tg) desses materiais

pode variar, pois depende do cations e do anions que compde a sua estrutura
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molecular.>* Entretanto, Mecerreyes*’ relatou grande variacdo de Tg ocorrendo
pela alteracdo do anion. O autor descreve que o poliction poli(1-vinil-3-
etilimidazélio) acompanhado do ion NTfz2- tem Tg de 60 °C, porém com o anion
Br - chega a 235 °C.

Ao compartilhar as propriedades dos Lls e dos polimeros, os PLIs sao
aplicados nas sinteses por serem bons estabilizantes para dispersdes coloidais
de nanoparticulas entre outras caracteristicas. A modificacdo da superficie das
nanoparticulas através do revestimento do PLI pode evitar aglomeracdo
conferindo também propriedades adicionais.>

Os PLIs interagem eletrostaticamente com as nanoparticulas ajustando o
seu tamanho dependendo do comprimento da cadeia, mostrando estabilidade
para periodos mais longos, consideradas estaveis e sem aglomeracdo. Um
exemplo a ser citado é o das nanoparticulas de ouro sintetizadas na presenca
do poli (1-vinil-3-alquil imidazolio), nas quais apresentaram estabilidade coloidal
apos 75 dias apods a sintese.>®

Os PLIs combinam as propriedades dos LIs, como baixa toxicidade, alta
condutividade, alta polaridade e boa estabilidade quimica, com as propriedades
intrinsecas dos polimeros apresentando vantagens que podem ser aplicadas
em varios campos de pesquisa.®’ Um exemplo a ser citado é a glicose oxidase
adsorvida em composito de nanoparticulas de ouro e PLI. O PLI atua como
substrato para imobilizacao eletrostatica da glicose oxidase e as nanoparticulas
de ouro promovem a transferéncia de elétrons com centros redox da enzima
embutida, permitindo e este composito seja utilizado como eletrodo para
deteccdo eletroquimica, apresentando boa transferéncia de elétrons e

propriedades biocataliticas.>®
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Outro exemplo, o compésito de folhas de grafeno com nanoparticulas de
prata e PLI utilizado para fabricar um sensor de peréxido hidrogénio
apresentando boa resposta eletroquimica e eficiéncia na quantificacdo de
hidrogénio.>® Portanto, os PLIs contribuem significativamente para modificar e
aprimorar nanoparticulas metalicas utilizadas em eletrodos para biossensores e

sensores eletroquimicos.

3.2 Voltametria

Os métodos voltamétricos sdo métodos eletroanaliticos que dependem da
medida da corrente em funcdo do potencial aplicado. Em tais métodos sao
aplicadas condicbes que favorecem a polarizacdo do eletrodo de trabalho e,
geralmente para aumentar a polarizacdo do eletrodo de trabalho, séo utilizados
eletrodos com pequenas areas, sendo em algumas aplicacbes alguns

micrometros quadrados.®®

Esta técnica se baseia na medida da corrente sob condi¢cdes de completa
polarizacéo, na qual a velocidade de redugéo ou oxidagdo do analito se limita a
velocidade de transferéncia da massa do analito para a superficie do eletrodo
ocorrendo um consumo minimo do analito.5?

Para a realizagdo de uma analise de voltametria é necessaria a utilizagdo
de uma célula eletroquimica constituida de eletrodos imersos em uma solucéo
em excesso de um eletrdlito ndo reativo chamado de eletrdlito suporte, e neste
também contém o analito.®® A representacdo da célula eletroquimica é

mostrada na Figura 7.
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Um dos eletrodos contidos na célula é o eletrodo de trabalho, cujo potencial
varia linearmente com o tempo em relagcéo a outro eletrodo chamado eletrodo
de referéncia, o qual tem um potencial constante durante o experimento. O
terceiro eletrodo é chamado contra-eletrodo, o qual normalmente € um fio de
platina ou um pogo de mercurio. Assim, na célula contendo os trés eletrodos a

corrente flui entre o eletrodo de trabalho e contra-eletrodo.52

8L

' 4 —!—Eletrodo Modificado

W

—smp— - |e1rélito Suporte

Figura 7. Representacdo de uma célula eletroquimica. Sendo ER= Eletrodo de

Referéncia, CE = Contra eletrodo e ET = Eletrodo de trabalho.
3.2.1 Polarografia classica ou de varredura linear

A polarografia foi a primeira técnica de voltametria a ser empregada. Esta
técnica utiliza um eletrodo gotejante de mercurio (EGM) como eletrodo de
trabalho e foi primeiramente estudada por Heyrovsky,® na qual foi aplicada nos

processos envolvendo ions metalicos em solugdes.

Na polalografia classica utiliza-se um sistema com dois eletrodos, sendo o

eletrodo de trabalho com superficie relativamente pequena e o eletrodo de
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referéncia com area relativamente grande. Nesse sistema, somente o eletrodo
de trabalho é polarizado pois o potencial € aplicado no eletrodo de trabalho

frente ao eletrodo de referéncia.®*

Empregado nos primeiros experimentos polarograficos o EGM é
composto por 10 cm de um tubo capilar com didmetro interno de 0,05 mm que
faz com que uma nova gota se forme e se quebre em aproximadamente 2 a 6
s. O mercurio € forcado por um volume do metal que estd contido um uma

coluna de cerca de 50 cm de altura, acima do capilar.5®

Na célula contendo um EGM, ocorrem variacfes peridodicas na corrente
correspondentes a velocidade de formacdo da gota. Com o aumento da area
superficial de uma gota a corrente aumenta proporcionalmente, e a medida que
a gota se solta do capilar e corrente decresce para zero, dessa maneira a

corrente de difusdo normalmente é verificada no maximo da variacdo da

corrente. Um eletrodo EGM é mostrado na Figura 8.
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Figura 8. Eletrodo gotejante de mercurio - EGM (a). Polarograma para uma solugéo de HCI 1,0
mol L contendo 5,0x10# mol Lt de Cd ?* e uma solugao de HCI 1,0 mol L (b). Figuras

retiradas da referéncia 25.

Na andlise de polarografia, o polarograma obtido somente no eletrdlito
revela uma pequena corrente, a corrente residual, presente na célula mesmo
na auséncia do analito. Sendo o transporte de massa controlado
essencialmente pelo mecanismo de difusdo, as correntes limites sao
normalmente correntes de difusdo e sdo denominadas pelo simbolo i; assim a
corrente de difusdo, na qual é proporcional a concentracdo do analito, é a
diferenca entre a corrente média e a corrente residual.®® Como pode ser

observado na Figura 8.b.

Na equacéo de llkovic destaca-se a relagéo entre a corrente de difuséo e
a concentracdo do analito. Esta equacao considera algumas variaveis como a
velocidade do crescimento do eletrodo, o tempo da gota em segundos, a
velocidade do fluxo de mercurio e o coeficiente de difusédo, conforme descrito

na Equacao 1:

(ig) = 607 n D Y2m?2/3tY/6 C Equagéo 1

Sendo:
iy = Corrente de difusédo (HA);
n = Numero de elétrons;
D = Coeficiente de difusdo (cm ? s?)
m = Velocidade do fluxo de Hg (mg s?)
t = Tempo da gota (s)

C = Concentracdo (mmol L1)
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Apesar desta técnica ser amplamente aplicada no passado, ela
apresenta algumas desvantagens como, o fato da corrente resultante percorrer
o eletrodo de referéncia e no EGM a escala de tempo ser controlada pela vida
util da gota o que ndo pode variar fora do intervalo de 0,5 a 10 s.52

Outra desvantagem € o mercurio ser facilmente oxidado e isto limita
severamente a faixa de potenciais anddicos empregada nas andlises. O EGM
também apresenta uma corrente ndo faradaica ou seja, a corrente residual,
assim o limite de deteccdo é alto (na ordem de 10 mol L?), ou seja, em baixas
concentracbes a corrente de difusdo pode ser sobreposta pela corrente
residual, ocorrendo assim a inexatiddo das correntes de difusdo.®® Por fim, o
uso do mercurio é controverso, uma vez que se trata de um metal altamente

toxico.

3.2.2 Voltametria de Varredura linear

A voltametria de varredura linear é a mais simples técnica voltamétrica. O
potencial aplicado ao eletrodo de trabalho varia linearmente com o tempo e
pode ser aumentado ou diminuido a uma velocidade de 2 a 5 mV s, o que
possibilita a aplicacdo de elevadas velocidades de varredura, porem a torna

uma técnica nao muito sensivel.%¢

7

A corrente € medida em funcdo do potencial aplicado, assim as
contribuicbes a corrente total sdo tanto faradaica, quanto capacitiva
prejudicando a aplicacdo desta técnica em medidas quantitativas com
concentracdes muito baixas, pois os limites de deteccédo sdo na ordem de 10-®

mol L1.64
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Os voltamogramas de varredura linear geralmente tém forma de uma curva
sigmoidal, no qual apresenta a corrente limite, ou seja, o patamar de corrente
que € observado no topo da onda voltamétrica. Esta corrente € limitada pela
velocidade que o reagente € conduzido a superficie do eletrodo por processos
de transporte de massa. As correntes limites normalmente sdo proporcionais as
concentracdes dos reagentes.®®

Na corrente correspondente a metade da corrente limite tem-se o potencial
denominado potencial de meia onda (Eu2), geralmente utilizado na identificagcéo

de componentes de uma solugdo, como pode ser observado na Figura 9.5°,

O Y
E (vs. ref)

Figura 9. Representagcdo do voltamograma de uma voltametria de varredura linear. Sendo i, a
corrente limite, também chamada de corrente de pico. E, o potencial referente a corrente limite

e E1» 0 potencial de meia onda. Figura retirada e modificada da referéncia 29.

3.2.3 Voltametria Ciclica (VC)

A voltametria ciclica (VC) é uma técnica normalmente empregada para
adquirir informacdes qualitativas sobre os processos eletroquimicos, tais como,
o estudo de reacdes redox, deteccdo de intermediarios de reacao e observacao

de reacdes envolvendo produtos formados nos eletrodos. %4
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Em uma VC, a varredura de potencial é feita em uma direcdo e em
seguida na direcdo inversa enquanto a corrente € medida, e nesse experimento
pode ser empregado um ciclo inteiro, meio ciclo ou varios ciclos. O sistema é

excitado na forma de uma onda triangular, como mostrada na Figura 10.a.
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Figura 10. Representacdo do formato da onda na voltametria ciclica (a) e voltamograma
adquirido a partir de um experimento de voltametria. Onde, E12 € 0 potencial de meia onda, Epc

potencial catédico, Epa potencial anddico, Ipc corrente catddica e lpa corrente anddica. Figura

retirada e modificada da referéncia 26.

A onda na forma triangular produz a varredura no sentido direto e
posteriormente no sentido inverso. Assim, durante a varredura mede-se a
corrente resultante do potencial aplicado, o grafico da corrente resultante &

denominado voltamograma ciclico, um exemplo pode ser observado na Figura

10-b.
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Neste exemplo observa-se a ilustracdo da resposta esperada de um par
redox quasi-reversivel durante a aplicacdo do potencial. Assume-se que a
forma oxidada (O) é a Unica presente inicialmente. Aplicando-se o potencial
para valores mais catddicos a corrente aumenta de maneira a atingir o pico.
Depois de atravessar a regido em que O processo ocorre, a direcdo do
potencial de varredura é invertida, e durante a varredura feita da maneira
inversa, moléculas na forma reduzida — R, geradas no meio do ciclo e
acumuladas perto da superficie do eletrodo — sao reoxidadas de volta para o
estado O segundo mostrado na Equacgdo 2.52 Assim, o ciclo caracteristico no

voltamograma é gerado pela formacdo da camada de difusdo perto da

superficie do eletrodo.

O+ne” =R Equacéo 2

Em uma VC o voltamograma obtido depende do tipo de mecanismo redox
gue o analito em questdo sofre no eletrodo. Desta maneira, dois componentes
principais determinam as reag0es que ocorrem no eletrodo, a transferéncia por
difusdo de massa do analito para a superficie do eletrodo e a transferéncia de
carga entre o eletrodo e o analito, podendo ocorrer uma reacdo quimica
concomitante a esses processos.®

Em um processo reversivel ocorre a aproximacao dos picos de oxidacao e
reducdo, ou seja, 0 processo de transferéncia de elétrons é reversivel e os
coeficientes de difusdo das formas reduzidas e oxidadas sdo o mesmo. Assim,
se a reacao € reversivel a separacdo entre os picos de potencial, AEp, é

pequena (aproximadamente 58/n mV), isso significa que a reacdo é rapida o
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suficiente para manter as concentracdes das formas oxidadas e reduzidas em
equilibrio na superficie do eletrodo.?” Esse equilibrio se traduz na equacéo de

Nernst:

E=E°— % In (%) Equacao 3

Sendo:

Eo = Potencial padréo de eletrodo;

R = Constante do gas ideal (8,314 J K- mol™);

T = Temperatura (K);

n = Numero de mols de elétrons;

F = Constante de Faraday (96.485 coulombs por mol de elétrons);

In = Logaritmo natural (2,303 log).

Uma caracteristica predominante em sistemas reversiveis € a dependéncia
da corrente do pico (i), aumentando de maneira linear, pela raiz quadrada da
velocidade de varredura (v'/?). Isto ocorre, pois, a cinética de reacdo de
transferéncia de carga € rapida e apenas a transferéncia difusional de massa
contribui nesse processo.%*

Em uma reacdo quase-reversivel ocorre tanto a transferéncia de massa
quanto a transferéncia de carga, sendo assim a equacdo de Nernst é
aproximadamente satisfeita. Desta maneira, a relacdo linear entre a corrente de

pico (ipc) ou densidade de corrente de pico (j,c) com a raiz quadrada da

velocidade (v'/?) é dada pela equacdo de Randles-Sevick:
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Jpe = (2,69x105)n3/2D1/2Cv1/2 Equacéao 4

Onde j,. é a densidade de corrente de pico (A cm™), n € o nimero de mols
de elétrons transferidos, D é o coeficiente de difusdo do par redox (cm?s?), C é
a concentracdo do par redox (mmol LY) e v é a velocidade de varredura do
potencial (mV.s1). Sendo o valor da area eletroativa introduzido na densidade

de corrente.

3.2.4 Voltametria de pulso diferencial (VPD)

Visando diminuir os limites de deteccdo de medidas voltamétricas técnicas
de voltametrias de pulso foram desenvolvidas. Tais técnicas permitem a
quantificacdo de concentracdes na ordem de 10 mol L1. Séo aplicados pulsos
e apds aplicacdo dos pulsos de potencial a corrente capacitiva diminui de
maneira muito rapida (exponencialmente) a um valor muito pequeno enquanto
a corrente faradaica decai mais lentamente, assim o sinal analitico é
mensurado no final da aplicacéo.%8 Um exemplo pode ser observado na Figura

11.b.
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Figura 11. Sinais de excitacdo para voltametria de pulso diferencial (a). Voltamograma de um
experimento de voltametria de pulso diferencial (b). Figura retirada e modificada a referéncia

25.

A Figura 11.a mostra o sinal de excitacao para a VPD, um pequeno pulso
de aproximadamente 50 mV é aplicado durando aproximadamente 50ms. Duas
medias séo realizadas alternadamente uma em S;, antecedendo a aplicacao do
pulso e a outra S logo apés o final do pulso.®® A diferenca de corrente (Ai) é
registrada a medida que a voltagem aumenta linearmente. Assim o resultado é
uma curva diferencial com um pico, o qual é proporcional a concentracdo do

analito segundo a Equacéo 5. 60 64

i = MR (1_0) Equacao 5
P JTt, 1+0 quag

Sendo:

Ip = corrente de pico (HA);
n =numero de elétrons envolvidos na reacao redox;
F = constante de Faraday (Coulombs);

A = Area do eletrodo (cm?);
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tn= tempo entre a segunda e a primeira leitura de corrente (s);
D= coeficiente de difusdo (cm?s?);

C = concentracgdo do analito (mmol L1);

_ nFAE\,
o= exp >rT )

AE = amplitude de pulso.

3.3 Espectroscopia de Impedéancia Eletroquimica

A espectroscopia de impedancia Eletroquimica (EIE) fornece
informacbes detalhadas das caracteristicas elétricas da interface
eletrodo/solucdo, as quais sdo importantes na caracterizacdo de eletrodos
modificados. A EIE € uma técnica de estado estacionario, que envolve a
aplicacdo de uma perturbacdo senoidal, podendo ser da corrente ou dos
potenciais aplicados. Como resultado, observa-se a resposta, a corrente ou a

diferenca de potencial resultante, ao estimulo aplicado.®

A EIE é uma técnica que utiliza corrente alternada, e ao se medir a
corrente alternada que atravessa a célula eletroquimica obtém-se a impedancia
Z (ohms), na qual é a divisdo do potencial elétrico aplicado (E) em volts, pela
corrente elétrica medida (I) em amperes. A partir dos dados de impedéancia é
possivel verificar se o circuito elétrico contém um capacitor (componente que
armazena energia elétrica frente a um campo elétrico), um indutor (dispositivo
elétrico que armazena energia elétrica na forma de campo magnético) e um

resistor (dispositivo que transforma energia elétrica em energia térmica).®°

A interpretacdo dos resultados obtidos pelos experimentos de
impedancia é realizada observando-se os espectros obtidos. Ao analisar os

dados contidos nos graficos, obtém-se as caracteristicas do sistema, como o
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angulo da fase (8) e as partes real e imaginaria Z' e Z“, da impedéancia total
|Z|, para cada frequéncia aplicada. Os gréficos resultantes do ensaio de
impedancia relacionam a frequéncia de excitacao (f), em Hz, com o angulo de
fase e a magnitude da impedancia e também os componentes real e imaginario
da impedancia.

O espectro de impedancia resultante em formato de grafico conhecido
como Nyquist, que corresponde a dependéncia do numero imaginario (Z*) ao
ndamero real (Z'), e nesse espectro contém informagfes sobre a interface
eletrificada e a reacdo de transferéncia de elétrons. O diagrama de Nyquist
(Figura 12) inclui uma regido de semicirculo no eixo seguida por uma linha
reta. A porcdo do semicirculo corresponde ao processo de transferéncia
eletrbnica, observada em frequéncias mais altas, enquanto a linha reta
representa o processo de difusdo que pode ser observada em faixa de baixa
frequéncia.®®

Extrai-se desses espectros caracteristicas da cinética de transferéncia
eletrbnica e difusional. Em processos de transferéncia eletrénica muito rapidos,
0 espectro de impedancia inclui somente a por¢cdo da reta, e para processos
lentos de transferéncia de elétrons o espectro € caracterizado por uma grande
regido semicircular, no qual seu diametro é igual a resisténcia de transferéncia

de elétrons.”®
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Figura 12. Espectro de impedancia apresentado na forma de grafico Nyquist. Figura adaptada

da referéncia 68.

As transformacdes eletroquimicas que ocorrem na interface eletrodo-

solucédo podem ser modeladas utilizando componentes de sistemas eletrénicos.

Assim, circuitos equivalentes podem ser gerados, 0s quais correspondem aos

espectros de impedancia experimental. Os circuitos mais utilizados para

modelar fenbmenos interfaciais sdo os modelos de circuito equivalente de

Randles e Ershler, mostrado na Figura 13. Esse circuito inclui a capacitancia

da dupla camada (Cd), a resisténcia 6hmica da solugéo eletrolitica (Ra), a

resisténcia de transferéncia de elétrons (Rct) e a impedancia de Warburg (W)

resultante da difusédo de ions da solucéo para a superficie do eletrodo.58 ¢°

Figura 13. Circuito equivalente de Randles. Figura adaptada da referéncia 69.

31



3.4 Triclosan (TCS)

O triclosan, 5-cloro-2-2(2,4-diclorofenoxi)fenol (Figura 14), também
comercializado com o nome Irgasan DP300 é um pé branco, cristalino, com um
odor caracteristico fendlico. E um conservante e agente antimicrobiano
utilizado extensivamente em produtos de higiene pessoal, como creme dental,
sabonete, xampu e locdes para a pele. Sua concentracdo nesses produtos
pode variar de 0,1 a 0,3% do peso do produto, sendo 0,3% o maximo a ser
utilizado no produto segundo a Agéncia de alimentos e drogas dos Estados
Unidos da América (USFDA)."*

Em &gua, a solubilidade do TCS é de 106 g mL* aumentando quando o pH
se torna mais alcalino. Entretanto, seu coeficiente de particdo (logP =5,4)
indica que o TCS seja lipofilico.”? Sua estrutura é semelhante a do bisfenol-A,
horménios da tireoide e dioxinas. Desta maneira, 0 TCS é considerado um
disruptor do sistema enddcrino, principalmente na homeostase do hormonio
tiroidiano.”

Cl OH

Cl Cl

Figura 14. Estrutura molecular do Triclosan, 5-cloro-2-2(2,4-diclorofenoxi) fenol.

Alguns problemas de saude atribuidos ao TCS foram reportados, devido ao

seu acumulo no corpo humano ao longo do tempo. Compostos toxicos como 0
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metil triclosan — que é mais lipofilico que seu composto de origem contribuindo
para sua bioacumulac¢do no ambiente e em humanos - e fendis clorados podem
ser formados apds a metilacdo do TCS.”* Estruturas derivadas do TCS séo

apresentadas na Figura 15.
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Figura 15. Estruturas derivadas do TCS encontrados em efluentes e esta¢Bes de tratamento

de aguas residuais.

Encontrado também em outros produtos de consumo como tecidos, roupas,
materiais de limpeza e dispositivos médicos, o TCS tem impacto altamente
destrutivo em varios organismos estando entre 0 mais sensiveis aos seu
efeitos bactérias, plantas, peixes, aves, protozodrios e mamiferos em
ecossistemas aquaticos.”

O TCS é considerado um dos principais contaminantes encontrado em
ambientes aquéticos e terrestres. Sua concentracdo varia em partes por bilhdo
em aguas superficiais e partes por milhdes em sedimentos aquaticos. Tais
concentracOes elevadas sdo causadas pelo alto uso do TCS colaborando para

a permanéncia desse composto no ambiente.”®
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Niveis elevados de TCS em aguas superficiais, cujo a concentracdo €
influenciada por esgoto bruto e tratado, afeta peixes, algas e crustaceos.
Parolini e colaboradores 77 estudaram a toxicidade de cinco produtos de
higiene pessoal, incluindo o TCS. A espécie Dreissena polymorpha (Mexilhédo-
zebra) foi exposta a diferentes concentracdes dos produtos por noventa e seis
horas. O estudo revelou que os produtos demonstram efeitos drasticos a
espécie de mexilhdo, sendo o TCS o0 mais téxico, seguido por trimetoprim,
ibuprofeno e diclofenaco.

No ambiente, pode ocorrer a forma dissociada do TCS devido a seu pKa ser
7,9 0 que o torna persistente em ambientes aquaticos, pois anions geralmente
nao adsorvem ao carbono organico e a argila tdo fortemente como suas formas
neutras. Entretanto, o TCS, na presenca de luz solar, sofre degradacao
oxidativa pelo 0z6nio e cloro sendo um mecanismo eficiente para a remocéo do
TCS em aguas residuais.”

Estudos in vitro evidenciam os efeitos neurotéxicos causados pelo TCS. O
estudo de Muth-Kohne et al., por exemplo, mostrou que a alta concentracao de
TCs — cerca de 2,8 UM — pode atrasar levemente o desenvolvimento de
neurénio motores secundarios em peixe-zebra.”® O TCS, na concentracdo de
10 pM, contribuiu para induzir a fragmentagcdo de DNA no receptor Fas em
culturas primarias de neurdnios neocorticais in vitro de camundongos,
mostrando a toxicidade do TCS.8°

Outro estudo realizado por Park et al., mostrou que o TCS na concentracdo
de 50 pM, reduz significativamente as defesas antioxidantes por homeostase
de espécies reativas de oxigénio, causando a neurotoxicidade no

desenvolvimento do cérebro de ratos.8* Complementando, em 2018, Sahu et al.
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relataram que a exposi¢do do TCS ao hipotalamo pode apresentar parametros
de comportamento e fungBes neuroldgicas alteradas divido ao aumento de
espécies reativas de oxigénio.??

O TCS pode migrar facilmente para o cérebro humano e para tecidos
animais e causar alteracbes adversar em varios oOrgaos. Elizadeh et al.
realizaram um estudo com camundongos, nos quais, receberam doses de
1000, 2000 e 4000 mg/Kg por gavagem durante 14 dias consecutivos,
enquanto animais controle recebiam 6leo de milho. Os autores revelam que ao
final da exposigéo foram realizados teste de atividade locomotora, coordenagao
e comportamento de ansiedade, observando que ocorreu mudanca na
atividade locomotora e na coordenacdo de camundongos. Além dos
comportamentos semelhantes, a ansiedade e forgca foram gravemente

afetados, resultando em disttrbios comportamentais graves nessas espécies.

Pullaguri et al. relataram efeitos téxicos do TCS nos estagios de
desenvolvimentos da espécie de peixe zebra. Os individuos foram expostos a
0,3 e 0,6 mg/L de TCS por 48 horas realizando um teste de comportamento ao
final da exposicdo. Os autores descrevem que 0S grupos expostos a TCS
apresentaram locomocao reduzida e movimentos irregulares, sugerindo que o
TCS induz um comportamento semelhante a ansiedade em adultos. Os autores
descobriram ainda que, a exposicdo ao TCS diminui e atividade da
acetilcolinesterase no cérebro e no musculo esquelético do peixe zebra adulto
indicando que mesmo uma curta exposicdo ao TCS € suficiente para induzir
anomalias comportamentais nessa espécie.®*

A concentracdo de TCS na urina de homens, bem como, a qualidade do

sémem foi estudada por Nassan et al. Ao todo, foram analisadas 581 amostras
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de urina e sémem juntos coletadas entre os anos de 2009 a 2017. Os autores
encontraram padrdes consistentes em homens com idade média de 36,6 anos
(5 = 24) com IMC de 27,9 (5 — 94 Kg) mostrando que 72% dos homens com
quantidade detectadas na urina de TCS, apresentam menor quantidade de
espermatozoides morfologicamente normais do que homens que nao
apresentam quantidades detectaveis de TCS, demonstrando que tal substancia
pode afetar de maneira direta a producdo de espermatozoides sadios.®®

O estudo relacionando a concentracdo de TCS e a contagem de 6Ovulos
realizado com 511 mulheres de 25 a 39 anos foi relatado por Jurewicz et al.. No
estudo, os autores relatam que a exposicdo ao TCS pode afetar
negativamente a contagem dos o6vulos, que em altas doses pode diminuir a

fertiidade em mulheres.86

Estudo epidemioldgicos documentam a deteccdo de TCS na urina, sangue
e leite materno em diferentes regiées do mundo e sugerem que a populacéo
em geral esta exposta ao TCS. > Um estudo realizado nos EUA em amostras
de urina na populacdo em geral, revelou concentracdes de 2,4 a 3,7 pug/L em
74,6 dos 2.517 participantes, com 0s niveis mais altos encontrados na
populacdo de jovens adultos na faixa dos 20 anos de idade em posicées

socioecondmicas mais elevadas.8’

O estudo realizado por Cooper e Kosatsky®® demonstra o efeito em
mulheres que nasceram na india ou China mas que moram e sdo novas em
Vancouver (Canadd). O estudo foi efetuado com 100 mulheres com idade de
19 a 45 anos recrutadas entre os anos de 2015 e 2016. As participantes
realizaram uma entrevista, na qual relatam a potencial fonte de TCS e as

amostras foram testadas por cromatografia gasosa acoplada ao
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espectrofotometro de massas. Nos resultados, 0s autores constataram que o
TCS foi encontrado em 62% das amostras de urina com uma concentracao
média de 14,5 pg/L. Usuarias do creme dental antibacteriano apresentaram
maiores concentracfes de TCS (média de 34ug/L) que as mulheres que ndo
usam este creme dental em especifico, além de notarem que as mulheres
nascidas no sul da Asia apresentam concentracdes mais elevadas que as
nascidas no leste da Asia, provavelmente associada a diferenca na educacio

em saude.

Um estudo realizado na area de Boston (EUA) com 317 mulheres que
procuraram tratamento para fertilidade descreve a associagao da concentracao
de TCS na urina com a funcao tireoidiana sérica. A quantidade de TCS foi
quantificada juntamente com a concentracdo de biomarcadores como
triodotironina (hormdnio estimulador da tireoide) e anticorpos da tireoide. Os
autores relatam diferencas nos biomarcadores da funcao tiroidiana com o
aumento do TCS, ou seja, a cada aumento de 10 vezes da concentracao de
TCS ha o decréscimo proporcional da triodotironina e dos anticorpos, sugerindo
que concentracbes de TCS podem afetar a homeostase da tireoide e a
autoimunidade nos individuos testados.®®

Com o0 uso extensivo do TCS e sua presencga conhecida no meio ambiente
assim como 0s seus possiveis impactos, € crucial que métodos analiticos
sejam sensiveis para permitir a detecc¢do e quantificacdo confiaveis de TCS em

diferentes sistemas.
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3.5 Sensores eletroquimicos para TCS

Os sensores quimicos sao dispositivos que convertem informacdes
quimicas em sinais elétricos mensuraveis. Tais sensores possuem uma
camada eletroativa que interage com o analito de interesse e esse evento €
traduzido em um sinal elétrico. Em particular, os sensores eletroquimicos se
baseiam na medida da corrente ou da diferenca de potencial entre um eletrodo
sensivel ao analito e o eletrodo de referéncia, provenientes da oxidacao e/ou
reducdo da espécie em estudo. A utilizacdo dos sensores tem crescido desde a
década de 1980 e algumas tecnologias ja sdo encontradas no mercado como
por exemplo, sensores para glicose usados por diabéticos e sensores de

gases a base de 6xidos metalicos.®®

Em destaque, e objeto de estudo deste trabalho, esta o triclosan (TCS) . O
TCS é um agente antibacteriano nado-ibnico que tem sido extensivamente
utilizado em produtos de higiene pessoal, como pasta de dente, xampu e sabao
liguido. O TCS tem sido encontrado na agua de rios e lagos e, principalmente,
em animais aquaticos como peixes. Geralmente, é considerado com uma baixa
toxicidade quimica, porem pode ter efeitos adversos como leve coceira e
alergia em peles sensiveis.?

Eletrodos modificados foram propostos para deteccdo de TCS. Amiri et al.®?
modificaram eletrodo de ITO com um filme ultrafino de 20 bicamadas composto
de nanoparticulas de carbono e cloridrato de poli(dialil dimetilaménio) (PDAC).
O filme foi testado em tampé&o fosfato pH 9,5 para adsorcdo de tetrassulfonato
de ftalocianina de ferro (lll), um sistema redox anibnico para mostrar a

reatividade e condutividade elétrica do filme. Atestando a condutividade, o
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eletrodo foi utilizado para identificacdo de TCS em meio aquoso, e segundo 0s
autores, o eletrodo foi capaz de detectd-lo devido a carga negativa do TCS ser
acumulada no filme por interac@o eletrostatica nos sitios catiénicos do filme.
Apesar de detectar, ndo é demonstrado pelos autores que o eletrodo foi capaz
de quantificar analiticamente o TCS, tanto em amostras padrao quanto em

amostras ambientais.

Em outro caso, um filme de multicamadas de nanotubos de carbono foi
desenvolvido para deteccdo de TCS. As respostas eletroquimicas do TCS
foram examinadas pela oxidagdo irreversivel envolvendo um elétron. Nesse
filme, o sinal de oxidacdo do TCS aumenta como o acréscimo da concentracao
no meio aquoso, apresentando limite de deteccédo de 16,5 pg L .92

Embora tais eletrodos possam detectar e quantificar a molécula de TCS, os
limites encontrados ainda estdo distantes das concentracfes encontradas em
aguas de rios e lagos. A incorporacdo de np-Au em nanomateriais para a
producado de eletrodos modificados € uma estratégia estudada para diminuir os
limites de deteccdo. Como mostrado por Yola et al.?® que modificaram um
eletrodo de carbono vitreo com polioxometalato (POM) e RGO decorados com
np-Au, o sensor nomeado como np-Au/POM/RGO/GC foi capaz de quantificar
TCS por voltametria de pulso diferencial em aguas residuais apresentando
limite de deteccdo de 0,15 nmol L, atribuido ao efeito eletrocatalitico das np-
Au incorporadas no compésito. Uma variedade de materiais sao utilizados para
melhorar o desempenho de um biosensor, principalmente para deteccao de
mircropoluentes, como o6xido de grafeno (GO)%, nanotubos de carbono

(CNTSs)%, nanoparticulas metalicas®, entre outros.
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Os CNTs, os guais possuem alta condutividade elétrica, estabilidade quimica e
resisténcia mecanica, foram utilizados por Zheng et al.®” onde segundo os autores sdo
adequados para modificagdo da superficie de um eletrodo para aplicacdo em
sensores.

Este grupo utilizou CTNs como suporte para nanoparticulas de FezOs (npFes0.)
envoltas pelo polimero poli(pirrol) que também foi utilizado como suporte para
nanoparticulas de paladio (Pd), gerando o nanocomposito nomeado pelos autores de
CNTs/Fe;0.@PPy/Pd. O interesse dos autores no polimero poli(pirrol) se deve as
suas propriedades eletroquimicas distintas, tais como sofrer reacdes  redox
reversiveis, além de ser biocompativel e um 6timo suporte para nanopaticulas
metalicas.

Para a detec¢do, as amostras em diferentes concentracdes foram enriquecidas
com 100 pL de TCS e misturadas a 10 pL da suspensdo do compdésito sob agitacao
vigorosa por 3 minutos. Logo apds, com a ajuda de um im&, o TCS anexado ao
compdésito é coletado e utilizado para a medida eletroquimica.

Os autores concluiram, apés todos os experimentos realizados, que 0os CNTs ndo
apenas melhoram a condutividade elétrica do nanocomposito como também sao
utilizados como suporte para o Fe;O4. O polimero, melhora o desempenho do eletrodo
devido a sua condutividade elétrica, protege o FesO, da corrosdo, e é suporte para
np-Pd (nas quais atuam nos sensores como andaimes devido a sua
biocompatibilidade).

Assim, o eletrodo elaborado com o compdsito CNTs/Fe;O.@PPy/Pd mostrou- se

eficiente aprimorando a cinética eletrbnica para a oxidacdo do TCS além da

modificacéo do eletrodo ser um procedimento simplificado e sem alto custo.®’
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4. Materiais e métodos
4.1 Reagentes e Solventes
Cloridrato de poli (dialil dimetilamonio) (CsH16CIN)n (PDAC), Sigma-Aldrich Co.;

Poli (4-estirenossulfonato de sodio) [-CH2CH (CsHaSOsNa)-]n (PSS), Sigma-

Aldrich Co.;

Acido cloroaurico trihidratado (HAuCls.3H20), Sigma-Aldrich Co.;
Triclosan (Ci12H7Cl302, 97%), Sigma-Aldrich Co.;

Ferricianeto de potéassio (lll) [KsFe(CN)e], Sigma-Aldrich Co;
Acido cloridrico PA. (HCI, 37%), VetecTM;

Acido nitrico PA. (HNOs, 65%), VetecTM;

Citrato de sodio di-hidratado (CeHsO7Nas.2H20), VetecTM,;
Di-hidrogenofosfato de potassio (KH2POa, 99%) VetecTM;
Cloreto de potéassio (KCl, 99,5%), Dinamica;

Cloreto de sodio (NaCl, 99%), Dinamica;

Fosfato dibasico de sédio (NazHPO4, 99%), Dindmica;

Cloreto de poli(1-vinil-3-N-carboximetilimidazoélio) (PVAI), cedido pelo grupo
LAQUIMET- 1Q da Universidade de Brasilia

Agua ultra pura (resistividade: 18.2 Mohm cm™)

Substrato de quartzo (1.0 cm x 2.0 cm x 0.1 cm)

Substrato de ITO (2,5 cm x 1,0 cm 0,1 cm; resistividade: 15 ohm sg™)
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4.2 Métodos

4.2.1 Sintese de nanoparticulas de ouro (np-Au)

A sintese quimica das np-Au foi realizada seguindo o método tradicional,
originalmente descrito por Turkevich,?® no qual ocorre a reducdo do acido
cloroaurico com citrato de sodio. Todas as vidrarias utilizadas foram
previamente lavadas com agua régia (HNOs/HCI 1:3 v/v) para retirar qualquer

residuo, evitando qualquer interferéncia na etapa de nucleacéo.

Em um baldo de fundo redondo de duas bocas, foram adicionados 10 mL
da solucdo de HAuCls.3H20 (0,02 mmol L?). Foi adicionada agua ultrapura e
completado o volume para 70 mL. A solugdo resultante foi mantida sobre
agitacdo constante em banho de glicerina até atingir a temperatura de refluxo
(=95 °C). Ao alcancgar a condigao de refluxo, foram adicionados 5 mL de citrato
de sédio (5,0 umol L) de uma vez sé. A solucéo final foi mantida em refluxo
por mais trinta minutos e, em seguida, acondicionada em temperatura ambiente
para resfriamento. Depois de resfriada foi guardada em um frasco ambar
previamente lavado.

O mesmo procedimento foi realizado para sintese de np-Au na presenca de
PVAI. Na etapa inicial alétm de serem adicionados 10 mL da solugdo de
HAuCI4.3H20 (0,02 mmol L?) sédo adicionados também 2,5 mL de solucédo da
PVAI (1,0 g L), (na Figura 16 sdo mostradas as férmulas estruturais dos

polimeros utilizados).

Para analisar a influéncia do PVAI na formacdo das np-Au, foram

sintetizadas amostras com concentracdes diferentes de PVAI e para melhor

42



entendimento, as amostras foram intituladas de np-Au — PVAI -X, em que X é a

razdo molar entre PVAI/HAuUCIl4, sendo X=5, 10 e 20.
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Figura 16. Férmula estrutural dos polimeros: Cloridrato de poli (dialil dimetilaménio) - PDAC
(@), Poli- 4-estirenossulfonato de sddio — PSS (b), cloreto de poli(1-vinil-3-N-

carboximetilimidazoélio) — PVAL.

4.2.2 Deposicéao dos filmes de np-Au

Os filmes foram depositados em substratos de ITO e vidro Optico. O
substrato de vidro foi lavado com uma sequéncia de solucdes, primeiramente
com solugao “piranha” (H2S04/H202, 3:1, v/v) seguido por enxague abundante
com agua deionizada e posteriormente lavado com solucdo RCA
(H20/H202/NH40H, 5:1:1, v/v)*® a 50 °C por 30 min. Apés os 30 min imerso na
solucdo RCA, o substrato de quartzo foi enxaguado abundantemente com
agua ultrapura e acondicionado em recipiente com agua na geladeira até o

momento da deposicao.
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Os substratos de ITO, por sua vez, foram lavados manualmente, um a um,
com detergente neutro, transferidos para um béquer com solucdo de
detergente neutro e 4gua ultrapura, e submetidos a banho de ultrassom por 20
minutos. Apos os 20 minutos, os substratos foram lavados com &gua ultrapura
para retirada do detergente, imersos em agua ultrapura em um béquer, e
levados a mais 20 minutos no banho de ultrassom. Apds completada todas as
etapas, o ITO foi acondicionado em recipiente com agua ultrapura dentro da
geladeira até o momento da deposicéo dos filmes.

A deposicdo dos filmes foi realizada pela técnica de automontagem ou
LbL1%, por meio de imersdes sucessivas e alternadas do substrato nas
solugdes dos materiais anionicos e cationicos, considerando-se que os filmes
sao formados, predominantemente, por atracado eletrostética.

Na Figura 17, é mostrado o esquema de deposicdo utilizando a técnica
LbL. Na primeira etapa (1) o substrato, negativamente carregado, € mantido
imerso na solucdo de um polication (PDAC), que forma uma camada adsorvida
por atracdo eletrostatica. Em seguida na etapa (2), o substrato+polication &
enxaguado para eliminar o material fracamente adsorvido. Posteriormente, na
etapa (3), o substrato+polication € imerso na solucdo de um polianion (np-Au
ou np-Au-PVAI) até a formacdo de wuma nova camada. O
substrato+polication+polianion é enxaguado, como mostrado na etapa (4), e ao
final do ciclo, um filme com uma bicamada de polication/polianion é obtido. Os
ciclos 1 a 4 podem ser repetidos até se atingir o nimero de bicamadas

desejado.

44



npAu

1) PDAC 3) npAu
———— 5 o ——
2)Enxague | (SN 7 4)Enxague

YIM I
RO O0O0G00;

OIO]

Figura 17. Esquema de deposicdo do filme realizado pela técnica LbL por atracdo

eletrostatica.

4.2.3 Caracterizagéo estrutural

Os espectros de UV-vis das suspensdes de np-Au e dos eletrodos
modificados foram registrados com espectrofotbmetro Varian Cary 5000. A
formacao de nanoparticulas foi investigada nas amostras preparadas sem a
adicdo de PVAI e com a adicdo de PVAI. Foram registrados também os
espectros da deposicdo dos filmes a cada numero pré-determinado de
bicamadas, para monitoramento da deposi¢cao do material no substrato.

A morfologia das nanoparticulas foi avaliada por imagens MET com o
microscopio Jeol JEM-1011. As amostras foram diluidas em agua e
depositadas em telas de Cu pré-revestidas com Formvar® e deixadas em

temperatura ambiente para secagem. A morfologia dos filmes foi observada por
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imagens de MEV adquiridas com o microscopio JEOL JSM-7000F. Os filmes
foram colocados em um suporte e metalizados com ouro.

O potencial zeta e o diametro hidrodinamico (dH) foram obtidos com um
equipamento Malvern Zeta Sizer Nano ZS, onde as suspensodes coloidais foram
diluidas em agua a proporcao de 100 vezes para o volume de 1 mL. O didmetro
médio das nanoparticulas foi determinado com a contagem de no minimo 300

particulas em imagens de MET utilizando o software Image J Pro Plus 5.

4.2.4 Preparacdo das amostras de 4gua do lago Paranoa

A amostra foi coletada através de um recipiente de plastico grande anexado
a uma corda. O recipiente foi lancado ao lago e a 4gua coletada foi transferida
para um frasco ambar de vidro de 1 L. A agua coletada foi filtrada a vacuo

utilizando uma membrana de acetato de celulose de 0,45 pm.

Apds a amostra ser filtrada, pesou-se 0,0072 g de TCS padrdo em um
béquer de 10 mL e adicionou-se 5 mL de alcool metilico. O padréo dissolvido
em alcool metilico foi transferido para um baldo volumétrico de 50 mL e depois
de acrescentados mais 10 mL de alcool metilico ao baldo para o padréo ser
completamente dissolvido completou-se o volume do baldo com a amostra de
agua filtrada. Este procedimento foi necessario pois a solubilidade do TCS na
agua é praticamente nula, necessitando, portanto, alcool metilico para dissolvé-

lo.

Esta amostra (“solugcdo-méae”) foi utilizada para o preparo de 3 amostras

com concentracées de 2, 5 e 10 umol L, nas quais foram retiradas aliquotas
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de 1 mL, 2 mL e 5 mL respectivamente, segundo esquema mostrado na Figura

18.

(]
0,0072¢ de TCS + |5 mL de
Acool Metilico + 35 mL de
amostra de agua do lago
Filtrag@o a vacuo
0,0072 g de TCS +
Q 5 mL de Alcool Metilico
ﬁ
2 pmol L-1
%
2mlL 5
5 umol L-1
SmL
10 umol L-1

Figura 18. Representacédo esquematica do preparo de amostras de agua do lago Paranoa.

4.2.5 Preparacdo das amostras de pasta de dente

A amostra de creme dental comercial contendo 0,3 % em massa de TCS
foi dissolvida em 50 mL de agua destilada com 10 mL de HCI 6 mol L e
mantida sob agitacdo magnética e aquecimento (80 °C) durante 30 minutos. A

mistura foi mantida em repouso até a temperatura ambiente e adequadamente
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diluida em baldo volumétrico de 100 mL. A mistura foi sonicada por 10 minutos
a amplitude de 10% e acondicionada em frasco ambar antes de ser utilizada na

cromatografia e nas medidas eletroquimicas.

4.2.6 Medidas eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram realizadas com o potenciostato Metrohm
Autolab PGSTAT204 equipado com modulo FRA 2 para medidas de
impedancia e software NOVA 1.11. O ITO e o filme previamente depositado em
ITO com a arquitetura np-Au — PVAI/PDAC foram utilizados como eletrodos de
trabalho. O eletrodo de platina e o eletrodo de Ag/AgCl saturado com KCI 3 mol
Lt foram utilizados como contra eletrodo e eletrodo de referéncia,
respectivamente.

Assim, o0s experimentos eletroquimicos foram conduzidos em tampao
fosfato 1 mol.L* (pH 9,5) a temperatura ambiente. A VC foi realizada a uma
faixa de velocidade de 10 a 100 mV s aplicando -se potencial de 0 a 1,0 V.
Nas medidas de VPD, foram realizados experimentos prévios para definir as
melhores condi¢des, assim, foram aplicados pulsos de 50 mV, amplitude de 50
mV e velocidade de 60 mV s com a janela de potencial de 0 a 1,2 V. Os
espectros de impedancia eletroquimica foram registrados num intervalo de
100 MHz a 0,1 Hz, 10 pontos por década, amplitude de 0,05 V, com potencial
de célula de 0,3 e 0,7 V para o par redox ferricianeto de potassio e TCS,

respectivamente.
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5. Resultados e discussao

5.1 Caracterizacdo das nanoparticulas de ouro

As propriedades Opticas das nanoparticulas de ouro sdo provenientes de
um fendmeno denominado superficie ressonancia plasmoénica, no qual
qualquer alteracdo no tamanho ou forma geométrica das particulas altera o
confinamento quéntico refletindo nos maximos de absor¢do da ressonancia
plasmodnica de superficie e na cor da suspensdo coloidal.1%® A sintese de
nanoparticulas de ouro pode ser observada a olho nu com o aparecimento de
uma coloragdo roxa. Na Figura 19 sdo apresentados os espectros UV-Vis das
amostras np-Au e np-Au-PVAI e, para fins comparativos, sdo mostrados 0s

espectros das suspensodes antes da reducdo com citrato.

——HAuUCI,

— PVAI
4 ——HAuUCI - PVAI
np-Au - Cit
np-Au - PVAI

Absorbancia (un.arb.)

l l 1 l

200 300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 19. Espectro UV-vis das misturas reacionais antes e depois da redu¢@o com citrato.
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Observa-se que o espectro da solucdo de PVAI (curva azul) apresenta uma
banda intensa em 220 nm referente as transi¢cfes eletrbnicas n » n*emw —» n*
no grupo imidazolio. J& o espectro do HAuCls (curva roxa) apresenta uma
banda em 295 nm referente a transferéncia de carga do ligante para o metal.?’

A mistura HAuCls-PVAI (curva vermelha) apresenta bandas semelhantes e
caracteristicas das mesmas transicées das soluc¢des individuais de HAuCls e
PVAI. Entretanto, os maximos de absorcdo sdo deslocados para o vermelho
em virtude da interacdo dos grupos imidazoélio com o anion AuCls. Apés a
reducdo com citrato, os espectros das misturas exibem apenas banda LSPR
em aproximadamente 530 nm, o que indica a formacdo das np-Au. Pesquisas
relatam que a sintese de np-Au na presenca de PLIs ndo somente melhora a
estabilidade coloidal como também pode agir diretamente no tamanho da

particula.10% 102

Nota-se que 0 maximo de absorcdo do espectro da suspensédo de np-Au
PVAI é deslocado para o azul em cerca de 8 nm em relacéo ao espectro da np-
Au produzida na auséncia do polimero. Esse deslocamento indica que as np-
Au-PVAI sdo ligeiramente menores. Observa-se também que a absorbancia da
banda LSPR é maior para a suspensédo de np-Au-PVAI, sugerindo que o PVAI
favorece a formacdo de mais np-Au. A fim de compreender a influéncia do
PVAI na formacao das np-Au, foram sintetizadas amostras com concentragdes
diferentes de PVAI. As amostras foram intituladas np-Au — PVAI -X, em que X é

a razao molar entre PVAI/HAuUCI4, sendo X=5, 10 e 20.

Na Figura 20 sdo apresentados os espectros UV-Vis dessas amostras.
Observa-se que o aumento da concentracdo de PVAI leva a um aumento da

absorbéancia da banda LSPR e, portanto, da concentracdo de nanoparticulas
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formadas. O PVAI sendo agente estabilizador envolve as particulas conferindo
uma carga superficial que permite que as np-Au se encontrem numa
suspensao coloidal individualizadas através das interacfes eletrostaticas
repulsivas.

Além de estabilizar as nanoparticulas, o PVAI desloca a banda LSPR para
valores menores (525 nm), porém com maior absorbancia. Esse efeito pode
estar ligado a capacidade do PVAI de auxiliar na taxa de nucleacédo, na qual

forma mais particulas e com tamanhos menores.

HAUCI, + PVAI

— np-Au + PVAI 5x
np-Au + PVAI 10x
np-Au + PVAI 20x

Absorbancia (un.arb.)

1 I |

i 1 1 " ] i
200 300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 20. Espectros de absor¢cdo UV-vis das misturas reacionais antes da reducéo com citrato

e depois da reducéo com citrato em diferentes raz6es molares PVAI / HAuCl4

As amostras produzidas com diferentes razées molares PVAI/HAuCls4 foram

analisadas por imagens de MET.

No geral, observa-se que as particulas sdo aproximadamente esféricas e os
valores de Dwver sdo muito préximos, independentemente da concentracdo de
PVAI empregada na sintese. As distribuicdes de tamanho mostradas na Figura

22.b, d e f indicam que as nanoparticulas possuem diametro médio variando
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entre 7,9 £ 0,07 e 8,1 £ 0,2 nm. Entretanto, conforme apresentado na Tabela 1,
o tamanho apresentado pela medida de espalhamento de luz (DLS) varia entre
68,8 a 342,53 nm, confirmando que o PLI reveste as nanoparticulas. De fato, é
ISSO que acontece, como pode ser observado na imagem de alta resolucao da
amostra np-Au-PVAI apresentada na Figura 21. Na mesma imagem observa-
se a distancia interplanar de 0,268 nm correspondente ao plano com orientagéo
(111) no ouro com estrutura cristalina cubica de face centrada, mostrando que
as np-Au sintetizadas sdo de natureza cristalina. Observa-se também que o
parametro de rede é de 0,464 nm semelhante ao valor relatado na literatura

(0,407 nm).103

A nanoparticula sintetizada apenas com citrato de sédio também apresenta
estrutura esférica, porém seu tamanho é maior (15,3 = 0,3 nm) relativo as
nanoparticulas sintetizadas na presenca de PVAI e uma medida de

espalhamento de luz significativamente menor (18,3 = 1,0 nm).

Figura 21. (a) Imagens de MET em alta resolugdo da amostra np-Au — PVAI-10. (b) Distancia

interplanar e cobertura da np-Au por PVAI (b).
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Figura 22. Imagens de TEM e curva de distribui¢do de tamanhos das amostras np-Au — PVAI

5x (A, B), np-Au —PVAI 10x (C, D) e np-Au-PVAI 20x (E, F).

Na Tabela 1 sao listados os valores de didametro médio determinados

por MET (Dwet) e didmetro hidrodindmico (Dn) obtido por espalhamento de luz,

53



acompanhados dos valores de potencial zeta. Observa-se que todas as
amostras apresentam potencial zeta negativo, devido ao excesso de citrato.
Contudo, os valores sao inferiores (em modulo) ao potencial zeta da amostra
sintetizada somente com citrato. As suspensdes apresentam estabilidade e
sem sedimentacdo apdés meses de preparacdo, 0 que sugere que a

estabilizacdo seja ndo apenas de natureza eletrostatica, mas também estérica.

Tabela 1. Valores de diametro médio (Dwer), didmetro hidrodinamico (DH), pH e potencial zeta

Amostra pH Du (nm) Potencial Dwmer (nm)
Zeta (mV)
Antes da didlise  Depois da dialise
np-Au - Cit 7,14 18,3 -37,7 - 15+0,5
np-Au - PVAI- 5 7,84 68,80 -15,28 -13,8 7,9+0,07
np-Au - PVAI-10 7,23 183,01 -18,83 -14,7 8,1+0,02
np-Au - PVAI-20 6,68 342,53 -26,26 -15,2 7,7+0,08

de amostras de nanoparticulas de ouro.

As amostras passaram pelo processo de didlise para a retirada do
excesso de citrado proveniente da sintese. E notavel que os podenciais zetas
de todas as amostras dialisadas decresce, porém os coloides permaneceram
estaveis. Isto ocorre, pois 0 PLI estabiliza as particulas sugerindo que o citrato
nesse caso € dispensavel. As porcdes carboxiladas ligadas ao grupo imidazdlio
possuem carga negativa devido ao pH da amostra ser 8, que € superior ao pKa
do &cido carboxilico. Desta maneira, além de estabilizar as particulas evitando
agregacdo, o nanocomposito pode ser montado camada a camada com
materiais catidnicos, como o PDAC, através de interacfes eletrostaticas.

E possivel que o PVAI se complexe com Au* servindo como sitio de nucleacg&o

para a formacdo das nanoparticulas. Apesar dos tamanhos de Dmet Serem

semelhantes, em amostras com maior razdo molar de PVAI, maior é a taxa de
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nucleacao e nanoparticulas de menor tamanho sédo formadas. Isso ocorre, pois ha o
pareamento de ions AuCl, com o anel imidazélio com carga positiva. Esse efeito foi
previamente observado e relatado apdés a mistura de HAuCl: com o polimero
ramificado poli(etileno imina) (PEI).?’

A Figura 23 apresenta os voltamogramas ciclicos das solugbes e mistura
reacional, com o objetivo de compreender melhor o papel do PVAI na sintese das np-
Au. Na mistura de PVAI e HAuCl4, observa-se que o PVAI inibe a oxidagdo e reducédo
das espécies de Au, visto que ocorre a diminuicdo da corrente dos eventos
caracteristicos de oxidacdo e reducdo do Au. Entretanto, a voltametrria realizada
apenas com PVAI mostra que nenhuma reducdo ou oxidagcdo ocorre nos potenciais
relativos aos eventos anteriormente descritos, desta maneira o PVAI ndo é capaz de

sozinho, reduzir o Au, porém interage fortemente com HAuUCIl; como visto

anteriormente.
+0,86 V - Au (0) = Au (IIl) |
4.0x10° |
——PVAI
| —HAuCI,
2.0x10" - —— HAuCI, + PVAI
£
Q
< 0,0
=
-2,0x10™
+0,22V - Au(lll) = Au (0)
'4.0)(10“ Il 1 1 1 1 ! 1

04 02 00 02 04 06 08 1.0 1.2
E vs Ag/AgCl

Figura 23. Voltametria ciclica das solu¢cdes de HAuUCIls (0,02 mmol L), PVAI (1 g mol?) e a

mistura das solucdes a velocidade de 50 mV em KCI 1 mol L -1, pH 7.
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5.2 Deposicéo dos filmes

Determinados os valores de potencial zeta, e considerando-se que a
adsorcdo dos filmes ocorre predominantemente por interacdo eletrostatica
entre os materiais, foi possivel definir as estruturas dos filmes a serem
depositados. Desta maneira, foram investigadas duas arquiteturas de filmes,
sendo filme-I (PDAC/np-Au) e filme-1l (PDAC/np-Au — PVAI-10x)n, onde n € o
namero de bicamadas (1 até 10). Os resultados da adsor¢cdo dos materiais,
monitorada por espectroscopia UV-vis, sdo apresentados na Figura 24.

Os espectros de UV-vis registrados apés a deposicdo das camadas
1,3,5,7 e 10 de np-Au e do nanocompdsito de np-Au PVAI com PDAC séo
similares aos espectros das nanoparticulas em suspensdo. Porém, a banda
LSPR nos filmes é deslocada para o vermelho, indicando uma possivel
agregacdo das nanoparticulas. Na Figura 24.b e d observa-se que a
absorbancia da banda LSPR aumenta linearmente com o numero de
bicamadas aplicadas, ou seja, a quantidade de np-Au e np-Au PVAI é a mesma
a cada camada depositada, comportamento caracteristico da deposicéo
eletrostatica realizada camada a camada. Porém, a quantidade de material
depositado no filme np-Au/PDAC é menor. Isso ocorre provavelmente porque o
PVAI liga-se fortemente as nanoparticulas favorecendo que mais particulas se

agreguem ao filme. Além disso, o PVAI diminui a repulsdo eletrostatica

causada pelo excesso de citrato favorecendo a adsor¢cao de mais particulas.
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Figura 24. Espectros de absorcdo UV-vis obtidos na deposicdo do filme-I (A), filme-II

(C). Os graficos B e D representam a variagdo da absorbancia maxima com o namero

de bicamadas depositadas dos filmes.

Mesmo que 0 maximo de absorbancia aumente proporcionalmente ao

namero de bicamadas, indicio de que as particulas estejam gradativamente se

agregando, é possivel ver que a banda plasménica permanece relativamente

inalterada. Assim, é notavel que a presenca do polimero PVAI impeca a

aproximacdo das nanoparticulas e, dessa maneira, as np-Au estdo mais

individualizadas e, provavelmente, o filme Il € mais uniforme.1%4
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Na Figura 25.a observa-se a microscopia eletrénica de varredurado filme-I
(PDAC/np-Au) e na Figura 25.b o filme-ll (PDAC/np-Au — PVAI-10x). E
possivel ver que o filme com nanoparticulas na presenca de PVAI é mais
uniforme que o filme somente com nanoparticulas de ouro, isso se deve, pois,
na presenga PVAI as particulas séo aderidas com facilidade ao filme, dessa
maneira uma quantidade maior de material é depositada, comparada ao filme

sem PVAI, e o filme, assim, é mais continuo.

Figura 25. Microcopia Eletrdnica de Varredura dso filmes depositados. (a) filme-l (PDAC/np-

Au) e (B) filme-ll (PDAC/np-Au — PVAI-10x).

5.3 Caracterizacéo eletroquimica dos eletrodos com o par redox Fe(CN)e*
14-

Os filmes-I e os filmes-Il foram submetidos a medidas eletroquimicas (VC e
espectroscopia de impedancia) no par redox KsFe(CN)e/KasFe(CN)s 1 mmol L
em tampdao fosfato (pH 7), para observagdo do comportamento eletroquimico
das arquiteturas estudadas. Também foi analisado o filme-lIl com diferentes
nameros de bicamadas (5 e 10) para observacdo do efeito das camadas nas

medidas eletroquimicas.
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Na Figura 26 s&o apresentados os voltamogramas registrados em
velocidade de varredura fixa (60 mV st) e os espectros de impedancia, obtidos
com os trés tipos de eletrodos: ITO e ITO modificado com filme-1l com 5 e 10
bicamadas de (PDAC/np-Au-PVAI). Na VC, Figura 26.a, observa-se que 0s
eletrodos modificados apresentam melhor desempenho que o ITO néo
modificado, pois h4 um aumento da corrente para a oxidacao e reducao do par
redox com a deposicdo dos filmes. Os espectros de impedancia, Figura 26.b,
indicam que a impedancia diminui com a deposi¢cao do filme. Conforme os
ajustes dos espectros com um modelo de circuito equivalente, circuito de
Randles (Figura 26.c), a diminuicdo da impedéancia se deve a diminui¢do da
resisténcia de transferéncia de carga (Rct) entre solugéo e eletrodo causada
pela deposicdo dos filmes. A Rct € reduzida & metade quando o eletrodo é
modificado com cinco bicamadas. Entretanto, um aumento no ndmero de
bicamadas além de cinco aumenta a capacitancia, possivelmente porque o
filme torna-se mais compacto, prejudicando a transferéncia de elétrons entre a
solucdo e o ITO. Desta maneira, o fiime — Il (PDAC/ np-Au — PVAI 5bi) foi
escolhido para determinacdo eletroanalitica de TCS, como veremos mais

adiante.
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Figura 26. (a) Voltamogramas ciclicos no par redox KsFe(CN)e/KsFe(CN)s 1 mmol Lt em
tampao fosfato (pH 7), velocidade de varredura de 60 mV. (b) Espectros de impedancia no par

redox KsFe(CN)s/KsFe(CN)s 1 mmol L1 em tampé&o fosfato (pH 7).

Na Figura 27 sdo apresentados os voltamogramas registrados em
diferentes velocidades de varredura do potencial, comparando-se as diferentes
arquiteturas de filmes. Nota-se que ambos os tipos de eletrodos modificados
conduzem eficazmente a reacdo de interesse, porém as densidades de
corrente obtidas de oxidacgéo (Jpa) € reducéo (Jpc) foram maiores para o filme-II,
sendo os valores mostrados na Tabela 2. Conclui-se que o filme com o
polimero promove o aumento da densidade de corrente nos eletrodos
modificados, visto que nestes filmes ha uma quantidade maior de
nanoparticulas, promovendo assim um aumento na taxa de transferéncia de

carga e maior interagdo com a espécie a ser identificada.
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Figura 27. Voltamogramas e curvas de J (anddico e catédico) versus v * obtidas em
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(A,B), filme-II — 5bi (C,D) e filme Il — 10 Bi (E,F).
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Outro estudo relevante € mostrado na Figura 27, na qual apresenta o
comportamento eletroquimico do filme | (Figura 27.a), filme 1l - 5bi (Figura
27.c) e filme 1l — 10bi (Figura 27.e), e € possivel ver que apresentam um
comportamento quase-reversivel controlado por difusdo do par redox sobre os
filmes que atuam como eletrodos. Este fato pode ser confirmado na Figura
27.b, 27.d e 27.f, pois observa-se uma relagao linear entre a densidade de
corrente de pico (Jp) com a raiz quadrada da velocidade de varredura do

potencial (v’?) (Equagéo 4).

Tabela 2. Parametros eletroquimicos para o filme-I (PDAC/ npAu) e filme-ll (PDAC/ npAu PVAI
10x) com 5 e 10 bicamadas. Pardmetros determinados por voltametria ciclica em

KsFe(CN)s/KaFe(CN)s a concentracdo de 1 mmol Lt em tampao fosfato 1 mol L (pH 7), a

Amostra AE, (mV) Jp (A cm?) Eipr (MV) kap (cm s7)
Filme | 80 3,4095 x104 1,704 x10% 0,263
Filme Il = 5 bi 70 3,5808 x10+4 1,790 x10° 0,522
Filme Il - 10 Bi 75 3,5199 x10+4 1,759 x 10° 0,349

velocidade de 60 mV.s'1,

Um parametro importante para comparacao quantitativa do processo de
transferéncia de elétrons no eletrodo é a constante aparente de velocidade de
transferéncia de elétrons (kap) e foi calculada segundo equacédo desenvolvida

por Nicholson.%®

NI

_ 4 [Don(g—,l;)]

o
292
r

Equacéao 6
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Em que, ¥ é o parametro cinético encontrado utilizando o valor de AE segundo
tabela desenvolvida por Nicholson, D, é o coeficiente de difusdo de oxidacao
do par redox (7,6x10® cm? s1), D, o coeficiente de difusdo de reducéo do par
redox ( 6,5x10° cm? s1), R a constante universal dos gases (8,31 J K1 mol?), T
€ a temperatura absoluta (298 K), n o numero de elétrons transferidos, F a
constante de Faraday ( 96485 C mol?') e « o coeficiente de transferéncia de
elétrons (0,5).

O valor de kap para o eletrodo modificado com 5 bicamadas (Filme Il — 5
bi), € maior que o eletrodo de ITO sem modificagdo, ou seja, a presenca de np-
Au PVAI favorece uma transferéncia mais rapida de elétrons. Entretanto, esse
valor diminui quando o eletrodo apresenta mais camadas (Filme Il -10bi) isso
pode ocorrer, pois, 0 numero maior de camadas e impede o caminho dos
elétrons da solucao eletrolitica ao substrato de ITO. O valor do Kap € menor
ainda para o eletrodo composto de nanoparticulas sintetizadas sem o PVAI
(Filme 1), ou seja, a transferéncia de elétrons é menos facilitada quando ha
apenas np-Au na superficie do eletrodo comparada aos eletrodos modificados

com o compdésito np-Au PVAI.

5.4 Eletrooxidacgao do TCS

A eletrooxidagdo do TCS sobre diferentes eletrodos modificados €
caracterizada pela transferéncia irreversivel de um anico elétron seguida da
formacdo de dimeros e polimeros derivados dos produtos de oxidagdo. Estes,
por sua vez, adsorvem na superficie do eletrodo e formam uma pelicula

passivante que inativa o eletrodo. Dessa forma, a eletro oxidacdo do TCS

63



sobre os eletrodos desenvolvidos foi inicialmente estudada por VC e
espectroscopia de impedancia. Os resultados sédo apresentados na Figura 28.
Os voltamogramas da Figura 28 mostram que a oxidacéo é irreversivel
para o TCS isso ocorre devido a oxidagdo do grupo fendlico do TCS como
descrito por Yola et al.?3, sendo o potencial de oxidacdo semelhante ao
encontrado na literatura (0,7 V). Observa-se, também, que nos eletrodos
modificados a corrente de oxidacdo € maior do que o ITO sem modificacéo, e
dentre estes o eletrodo com 5 bicamadas (np-Au PVAI 5 bi) apresenta melhor
desempenho para oxidacdo do TCS, como visto na Figura 28.a (isto pode ser
atribuido a alta condutividade do eletrodo modificado). Assim, tal eletrodo
apresenta maior atividade eletrocatalitica e transferéncia mais rapida para a

oxidacéo do TCS.

Os espectros de impedéancia na Figura 28.b mostram que ocorre a
eletrooxidacdo do TCS, sendo o processo muito capacitivo. Observa se
também na Figura 28.d que os eletrodos modificados apresentam espectros
de impedéancia em frequéncias maiores indicando o processo mais rapido de
transferéncia de carga comparados ao ITO sem modificacao.

Na Figura 28.c verifica-se nos circuitos equivalentes que para o eletrodo
com 5 bicamadas ocorre a diminuigédo da R, a resisténcia de transferéncia de
carga entre solucao e o eletrodo um indicativo de que a modificagdo com np-Au
PVAI aumenta a taxa de transferéncia de elétrons.®* Conclui-se que o eletrodo
modificado com cinco bicamadas é o mais adequado para a eletro oxidacdo do

TCS e, portanto, para a sua deteccao.
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Figura 28. (a) Voltamogramas ciclicos em TCS 20 pmolL! em tampédo fosfato (pH 9,5),
velocidade de varredura de 60 mV. (b) Espectros de impedancia em TCS 20 pmolL! em
tampéo fosfato (pH 9,5). (c) Circuitos equivalente para ITO e eletrodo modificado com 5

bicamadas. (d) Espectros de impedancia préximos do valor de zero.

Uma vez determinada a arquitetura do eletrodo com cinco bicamadas
como a mais adequada, este foi usado para estudar a cinética de eletro-
oxidacdo do TCS. Na Figura 29 sédo apresentados o0s voltamogramas para
TCS obtidos com o eletrodo PDAC/ np-Au PVAI — 5bi (Filme — 1l 5bi),
registrados sob diferentes velocidades de varredura (Figura 29.a) e a
densidade de corrente normalizada em funcao da raiz quadrada da velocidade
de varredura (Figura 29.b). Na Figura 29.a observa-se que a medida que a

velocidade de varredura do potencial aumenta, a corrente aumenta, mas o
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potencial de oxidagdo desloca-se no sentido anddico para valores cada vez
maiores. Esse comportamento é tipico de um processo irreversivel, como ja
relatado para o TCS na literatura. O grafico da Figura 29.b mostra uma
dependéncia exponencial, que é tipica de uma reacgdo eletroquimica seguida
de uma reacdo quimica, ou mecanismo EC (EC — do inglés Electrochemical
Chemical). Esse mecanismo ocorre quando a transferéncia de elétron é
irreversivel ou quando a velocidade da etapa eletroquimica € muito maior que a
velocidade da reacéo quimica. Ao se aplicar o potencial € formada no eletrodo
a dupla camada de difusdo, o elétron é atraido para a camada e, por

consequéncia, a espécie oxida.®> A espécie oxidada volta ao meio e sofre uma

reacao quimica.
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Figura 29. Voltametria ciclica em diferentes velocidades (20 - 500 mV s) do filme Il - 5bi (a)
em TCS (20 pumol L) em solucdo tampdao fosfato pH 9,5. Curva de densidade de corrente pela

raiz da velocidade de varredura para o filme Il — 5bi (b).

Na Figura 30 sdo apresentadas outras caracteristicas da cinética da
eletro-oxidacdo do TCS no eletrodo modificado. Na Figura 30.a observa-se
que a oxidacdo do TCS é um processo controlado por difusdo, pois a
densidade de corrente (Jpa) relaciona-se com a raiz da velocidade (v?) de

maneira linear( Jpa = 1,13 10° + 3,65 107 v12, 2 = 0,99). A medida que a
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velocidade de varredura aumenta, o potencial de oxidacdo muda para valores
mais positivos na diregdo anddica , confirmando que a eletro-oxidacdo do TCS
€ um processo irreversivel, como mostrado anteriormente (Figura 30).
Ademais, na Figura 30.b, mostra uma relacgéo linear entre a Jpa € a velocidade
de varredura, evidenciando ainda que o TCS adsorve fortemente a superficie

do eletrodo.
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Figura 30. Cinética de eletro-oxidagdo de TCS (20 umol L1, tampéo PBS pH = 9,5). (a)
Voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de varredura (20 a 300 mV s?) a
insercdo mostra a relacdo da densidade de corrente de oxidacao pela raiz quadrada
da velocidade de varredura; (b) Relagcéo entre a densidade de corrente de oxidagéo e
a velocidade de varredura; (c) Grafico do potencial de oxidacdo versus log da
densidade de corrente, a 60 mV s; (d) Potencial de oxidac&o versus logaritmo natural

da velocidade de varredura (v).
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O gréfico de Tafel da Figura 30.c mostra uma relacdo linear entre o
potencial de oxidagao (Epa) € 0 log de Jpa dada pela reta Epa = 1,86 + 0,21 log
(Jpa), r>= 0,999. Essa inclinacdo estd relacionada ao coeficiente de

transferéncia de carga, a, dado pela equagéo 7:

2,303RT
(1-a)F

slope = Equacgédo 7

Onde, R =8,31 J K mol?t, T=298 K e F=96500 C.%° Visto que a oxidacéo do
TCS é um processo irreversivel controlado por difusdo e o valor de a calculado
€ de 0,71 ¢é possivel estimar o niumero de elétrons, na, a partir da relacéo

linear entre Epa € In v, como visto na equacao abaixo:

Epq = ( ul )lnv + const. Equacédo 8

2anyF

Desta maneira, como visto na Figura 30 .d, o ajuste linear dos dados
experimentais dada pela reta Epa = 0,682 + 0,050 In (v), r? = 0,994, estima- se
gue o numero de elétrons envolvidos e de -, de acordo com relatado na

literatura.106 107

5.5. Deteccao de TCS por VPD

A VPD é um dos métodos voltamétricos mais adequados para a
determinacdo eletroanalitica de analitos eletroquimicamente ativos, uma vez

que pela forma com que o eletrodo é polarizado, via pulso, a corrente
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capacitiva é eliminada e o sinal analitico € aumentado. Entretanto, as
condicdes de operagédo, tais como pH do eletrdlito, velocidade de varredura,
tempo de pulso e potencial de pulso devem ser otimizadas. Desse modo, foram
avaliados os seguintes parametros de operacao: pH, amplitude e potencial de
pulso.

A otimizagdo do pH foi o primeiro parametro investigado. A eletro
oxidacdo do TCS foi realizada por VPD nos pHs de 2; 5; 7; 9,5 e 11, e os

voltamogramas obtidos séo apresentados na Figura 31.

0,0 ‘ 0,2 l 0,4 . 0,6 0,8 1,0
E vs Ag/AgCl

Figura 31. Voltamogramas de pulso diferencial para o TCS registrados em diferentes pHs,
conforme indicado. [TCS] = 20 pmol L1, velocidade de varredura:60 mV st e amplitude do

pulso de 50 mV.

Verifica-se que os pHs 2, 5 e 7 ndo obtiveram respostas que possam ser
quantificadas ou mensuradas no eletrodo. Porém, nos pHs 9,5 e 11 a resposta
a concentracdo de TCS é nitida, no qual o pH 9,5 se destaca obtendo a maior

corrente e 0 pico de oxidacdo mais definido, entre os pHs estudados. Isto
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ocorre, pois, o0 pKa do TCS é 8,1 e em pH 9,5 seus grupos —OH séao
desprotonados, permitindo que se aproximem do eletrodo que € terminado com
uma camada de PDAC, que é catidnico. Além disso, na forma desprotonada, a
remocdo de um elétron & mais favoravel, tornando o TCS mais susceptivel a
oxidacdo eletroquimica.%8

A Figura 32 mostra a variacdo da densidade de corrente e fungédo da
mudanca de potencial de amplitude (curva azul). Utilizando os valores da altura
dos picos encontrados nas varreduras, € possivel encontrar a melhor amplitude
para ser aplicada nos experimentos. A curva vermelha mostra a variacdo da
largura a meia altura com a mudanca do potencial de amplitude. Apesar da
altura do pico aumentar com valores maiores de amplitude de pulso (70 a 110
mV), o valor da largura a meia altura diminui podendo influenciar nos

experimentos de quantificacdo do TCS.
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Figura 32. Gréafico da variacdo da densidade de corrente (curva azul) e da largura a meia

altura do pico (curva vermelha) em funcdo da mudanca de potencial de amplitude.
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Dessa maneira, e

de acordo com o0s experimentos de otimizagéo,

concluiu-se que a melhor condicdo de detecgdo do TCS foi: PBS pH=9.5,

velocidade de varredura 60 mV s~ e amplitude de pulso de 50 mV.

Sob condigbes otimizadas, foi obtida uma curva de calibragéo, por meio

da adicdo de TCS padrdo. Foram adicionadas aliquotas de 10 pL de solucao

padrdo (2 mmol L?1) em 20 mL de solugdo tampdo PBS pH 9,5. As

concentracdes das adi¢Ges variaram de 10 — 60 pmol L, segundo mostrado na

Figura 33.a. A partir das adicdes foi possivel determinar a linearidade e a

sensibilidade do método. Sendo o valor para a linearidade r> = 0,999, pode-se

concluir que a correlagdo entre a resposta e a concentracdo € fortissima,

segundo dado relatados na literatura.1®® O mesmo ocorre para a sensibilidade

da calibracdo cujo valor é expresso pelo coeficiente angular da reta resultante

das concentracdes

pela densidade de

corrente, tal valor é de

aproximadamente 57 u A cm™2/ mol L™*que pode ser visto na Figura 33.b.
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Figura 33. Voltametria de pulso diferencial do filme Il 5 bi na presenca de TCS em

tampéo fosfato pH 9,5. Curva de adicdo de padrao variando as concentra¢gdes de 10 — 60 umol

L (A) e a curva linear obtida através da concentracéo pela densidade de corrente do filme (B).
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O limite de deteccdo (LOD) é a menor quantidade que pode ser
detectada do analito presente na amostra, enquanto o limite de quantificacdo
(LOQ) é a menor quantidade do analito determinada com exatiddo e precisdo
em condicbes pré-estabelecidas. Desta maneira LOD e LOQ foram
determinados segundo métodos de validag&o indicados pelo Instituto Nacional
de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO),

Os valores encontrados para o limite de LOD e LOQ foram de 0,021
umol L't e 0,071 umol L, respectivamente. Tais valores foram determinados
pelas equagdes: LOD =3s/S e LOQ =10 s/ S, sendo: s = 0 desvio padrao do
branco e S = sensibilidade do método encontrada na curva linear do padrao

mostrado na Figura 33.b.

5.6 Determinacdo de TCS em amostras de agua

A amostra de agua foi coletada e tratada pelo laboratério colaborador
AQUA - da Universidade de Brasilia — Brasil e foi utilizada para o teste de
recuperacdo do Triclosan, sendo o eletrodo de trabalho o filme Il - 5Bi,
estudado neste trabalho. Para o teste de recuperacdo a agua coletada foi
utilizada para a producdo do tampéao fosfato pH 9,5. Foram escolhidas 3
concentragées de TCS ( 2, 5 e 10 umol L) para fortificacdo com padréo,

segundo dados encontrados na literatura.!! (Figura 34).
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Figura 34. Voltametria de pulso diferencial da amostra de 4gua fortificada com padréo de TCS,
na concentragdo de (a) 2 pumol L%, (c) 5 umol L e (e) 10 umol L (velocidade de varredura de
Adi¢bes sucessivas de padrdo de TCS (120 pL a

concentracdo de 500 umol L1). Relag&o linear entre a concentracdo adicionada e a densidade

73



Na Tabela 3 estdo descritos os valores calculados para a determinagao
da concentracdo de TCS recuperada na amostra, segundo dados encontrados

no ajuste linear do experimento.

Tabela 3. Valores de TCS em amostra de agua do lago fortificadas com 2, 5 e 10 umol L,
calculados através da equacdo da reta no ajuste linear das adicbes 100 pyL de padrdo

(concentragdo de 500 pumol L1).

Amostra (umol L) Equacéo da Reta Concentracao
2 y=15,298x107° + 4,634 x107°[X] 1,84 umol L1
5 y =8,484 x107% + 2,391 x107°[X] 5,5 pumol L1
10 y=1,512x10"% + 1,348 x10%[X] 10,5mol L1

Calculou-se a quantidade percentual recuperada pelo processo utilizando a
equacdao de recuperacdo Rc % = (valor obtido — valor real / valor real) x 100 e

os resultados séo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados do teste de recuperagédo do TCS na concentracdo de 2, 5 e 10 pumol L.

Sendo o filme 1lI- 5bi (PDAC/ np-Au PVAI) o eletrodo de trabalho.

Triclosan (umol L'Y) Quantidade encontrada (umol Recuperagao (%)

L1
2 1,8420,08 9145
5 5,54+0,1 10322
10 10,5+0,3 10323

74



O teste de recuperacdo é o método utilizado para validagdo de processo
analiticos. A recuperacdo estd relacionada com a exatiddo do método, pois
reflete a quantidade do analito estudado, recuperado no processo, em relacao

a quantidade real presente na amostra.

Os resultados apresentados na Tabela 4 para os experimentos de
recuperacdo do TCS em agua do lago variam entre 91 a 103%, constatando
que tal método € adequado para quantificacdo de TCS, mesmo em uma matriz
complexa como a &agua do lago. Entretanto, as concentracbes de TCS
encontradas em amostras de aguas naturais em outras localidades, séo

menores que as encontradas neste trabalho (variam entre 0,6 103 a 2,3 ug L.

Desta maneira, para andlise de amostras de &guas naturais pode ser
necessario uma etapa adicional de preparacdo da amostra para pré-concentrar
ou extrair o TCS, como o0 uso de cartuchos ou discos para extragao em fase
sélida (SPE) aplicadas de maneira que a pré-contracdo possa ser de até
1000x.

Sendo assim, o método voltamétrico torna-se adequado para a
quantificacdo no local e fora do local das concentracdes de TCS, visto que as
concentracbes encontradas no ambiente de TCS por SPE sédo seguidas de
quantificacdo utilizando Cromatografia acoplada a espectroscopia de massa,
nas quais sao mais caras precisando de constantes manutencfes em
detrimento aos métodos eletroquimicos apresentados para quantificacdo e
determinacdo de TCS. Na Tabela 5 sdo mostrados valores comparativos

encontrados na literatura para diferentes eletrodos.

75



Tabela 5. Valores de LOD encontrados na literatura.

Eletrodo Método Faixa linear LOD Referéncias
(umol L) (Mg L)

PDAC /np-Au PVAI 5i bi VPD 10 - 60 28,3 Este trabalho
GCE/CNT/Fes04-PPy/Pd VPD 225%103-0,275 0,41 97
GCE/grafeno/PdNP VPD 9,0x103-20 1,01 112
GCE/BCD/grafeno VPD 2,0-100 173x103 113
GCE/AuNP-POM-RGO VPD 0,5x103-50x102 434 93
GCE/ZnO-MWCNT VPD 5,18x103-6,9 1,3 107
GCE/MWCNT VPD 0,173-6,0 16,5 92
Grafite /C-nanocomp. VPD N&o descrita 72385 98
Au-SPE/MIP VPD/IES 34,5x10°6-3,45x103 230 114

Abreviagfes. ITO: 6xido de estanho dopado com indio; GCE: eletrodo de carbono
vitreo; Au-SPE: eletrodo impresso em tela dourada; CNT: nanotubo de carbono; PPy:
polipirrol; BCD: beta-ciclodextrina; POM: polioxometalato; RGO: 6xido de grafeno
reduzido, MWCNT: nanotubo de carbono de paredes mudltiplas; MIP: polimero

molecularmente impresso; EIS: espectroscopia de impedéancia eletroquimica.
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5.7 Determinacao de TCS em pasta de dente

As amostras de pasta de dente foram preparadas segundo descrito na
metodologia e foram avaliadas por Cromatografia Liquida de Alta Performance
(HPLC) e por Voltametria de Pulso diferencial (VPD). Na Figura 35 sé&o
apresentadas a curva de adicdo de padrdo a amostra de pasta de dente

contento TCS utilizando a método de VPD e HPLC, respectivamente.
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Figura 35. Curva de adicao de padrdo a amostra de pasta de dente. (a) VPD em ampao PBS
pH = 9,5; amplitude de pulso de 50 mV e velocidade de varredura de 60 mV s e adicbes
sucessivas de 250 pL de padrdo na concentracdo de 1 g L. (b) Relacdo linear entre a
densidade de corrente (Jpa) € as concentracbes de padrdo adicionadas. (¢) Curva de dicao de
padrdo obtida por HPLC, amostra foi diluida em vials contendo de 1,5 mL com fase mavel

(acetonitrila: &gua, 70:30, v/v). (d) relacéo linear entre a absorbancia e a concentracao de TCS.
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O célculo para a concentracdo de TCS estimada pelo método
eletroanalitico, é encontrado segundo dados experimentais na relacao linear
entre a densidade de corrente (Jpa) e as concentracdes de padrao adicionadas

(Figura 35.b e 35.d) e o valores sdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Valores encontrados na mostra de pasta de dente contendo 0,03% em massa de
TCS (2,5 g LY). VPD em tampéo PBS pH = 9,5; amplitude de pulso de 50 mV e velocidade de

varredura de 60 mV s e adigBes sucessivas de 250 pL de padrdo na concentracdo de 1 g L.

Amostra (umol L) Equacéo da Reta Concentracao
TCS por VPD y =3,8739x1077 + 2,2775x10 8x 2,05 gL™!
TCS por HPLC 122,4884 = 4,559 + 3,299 x 2,4 gL™!

HPLC amostra foi diluida em vials contendo de 1,5 mL, fase mdvel acetonitrila: agua, 70:30,
vIv).

Assim também, na Figura 35.d é apresentada a curva analitica
encontrada por cromatografia na faixa de concentracdo de 10 a 80 mg L,
obtendo a equacéo da reta conforme descrito na Tabela 6. O valor de r>= 0,998
mostra a linearidade entre a concentracdo medida e a area do pico, assim o
método pode ser aplicado como referéncia para avaliar o desempenho do
método eletroquimico.

As concentracdes encontradas de 2,4 g Lt e 2,05 g L™ por HPLC e VPD
respectivamente, foram bem semelhantes e muito proximas a descrita no rétulo
da pasta de dente (0,03% de TCS em relacdo a massa de creme dental — 2,7 g
L-1). Assim, o método empregado utilizando o eletrodo de ITO modificado com
PDAC/ np-Au PVAI 5bi € adequado para a deteccdo e quantificacdo de TCS

em amostras de matriz complexa como a pasta de dente.
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6. Conclusao

As nanoparticulas de ouro aplicadas em sensores quimicos e bioquimicos
desempenham papeis diferentes nos sistemas eletroquimicos, tais como
catélise eletroguimica, aumento na transferéncia de elétrons e imobilizacdo de
biomoléculas. Tais papeis sdo baseados nas propriedades Unicas das
nanoparticulas de ouro.

Como observado, nanoparticulas de ouro podem ser sintetizadas nha
presenca de polimeros, permanecendo na forma de suspensfes coloidais
estaveis. As np-Au sintetizadas na presenca de PVAI, apresentam diametro de

7-9 nm e potencial zeta ligeiramente negativo devido ao excesso de citrato.

Devido a cobertura do polimero, as particulas sado estaveis e quando
utilizadas para a deposicdo de filmes ultrafinos, mantém sua estrutura
individualizada. Os filmes apresentam melhores respostas eletroquimicas em
comparacdo ao eletrodo modificado apenas com nanoparticulas sintetizadas
com citrato de sddio, tanto para caracterizacao do par redox ferri/ferrocianeto
guanto para oxidacao do TCS padrao.

O desenvolvimento do sensor eletroquimico para a determinacdo de TCS
em amostras naturais de agua do lago se mostrou eficaz e pode
subsequentemente ser utilizado como método de monitoramento ambiental. O
sensor proposto, PDAC /np-Au PVAI com 5 bicamadas, apresentou faixa linear

de 10 a 60 umol L* e limite de detecgéo de 0,021 pumol L.

Uma caracteristica relevante deste sensor eletroquimico é mostrado pelos

testes de recuperacdo pois esta relacionado a exatiddo do meétodo,
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apresentando valores de 91, 103 e 103% para recuperagcédos em concentracdes
de 2, 5 e 10 umol L%, respectivamente. Isto ocorreu possivelmente pois as np-
Au tem efeito eletrocatalitico permitindo a oxidacdo efetiva de TCS. Essas
caracteristicas tornam este sensor uma ferramenta adequada e significativa

para a determinagdo de TCS em amostras de aguas de abastecimento urbano.

Observou-se tambem pelo resultados apresentados na determinagao de
TCS em creme dental - sendo as concentragoes encontradas de 2,4 g L por
HPLC e 2,05 g L* por DPV bem proximas da real declarada no rétudo do
creme dental escolhido para analise (2,7 g L) - que o eletrodo modificado com
PDAC/ npAu PVAIE 5bi é eficaz em matrizes complexas, que pode ser uma
ferramenta utilizada na determinacdo e quantificacdo analitica de TCS em

diferentes tipos de amostras.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Triclosan (TCS), a powerful bactericide agent found in personal care products, has been recently recognized as a
Gold nanoparticles contaminant of emerging concern, with endocrine disrupting chemical activity, and whose detection in en-
L‘Ye{ 'byj'ﬂ)?f ) vironmental, biological and/or PCP samples is of great concern nowadays. Therefore, this contribution describes
::211;:‘: liquid) indium-doped tin oxide (ITO) substrates modified with Au nanoparticle-poly(ionic liquid) (Au-PIL) nano-

composite films for the voltammetric detection of TCS in lake water and toothpaste samples. The electro-
analytical performance evaluated by cyclic voltammetry (CV), electrochemical impedance spectroscopy (EIS),
and differential pulse voltammetry (DPV), shows the modified electrode oxidizes TCS at much higher oxidation
currents than bare ITO. At optimized conditions, the analytical method is linear (R* > 0.99) in the selected
working range (10-60 umolL '), presents a sensitivity of 57.1 pAcm ?/molL ™ '+and a limit of detection of
0.098 pmol L~ (28.3pg L™ '). TCS determinations are successfully carried out in spiked lake water samples
showing that the electrode response is not affected by such a complex matrix. The concentration of TCS found in
a commercial brand toothpaste, simultaneously determined by voltammetry and HPLC, is similar (95% con-

Voltammetric sensor

fidence level, t-test) between both techniques and comparable to that described in the product package.

1. Introduction

Triclosan (TCS, 5-chloro-2-(2,4-dichlorophenoxy)phenol), is a
powerful bactericide agent found in personal care products (PCP) such
as toothpaste, shampoo, and liquid soap. Although TCS has a vast
commercial utility, it has been recently recognized as a contaminant of
emerging concern, with endocrine disrupting chemical activity, thus
posing serious risk to human and aquatic wildlife [1,2]. Determination
of TCS in environmental, biological and/or PCP samples became,
therefore, of paramount importance nowadays [3].

Determination of TCS has been usually carried out by chromato-
graphy-based techniques, including liquid chromatography-tandem ul-
traviolet/fluorescence detection {4}, liquid chromatography-tandem
mass spectrometry |5}, and gas chromatography-tandem mass spec-
trometry [6] to cite a few. In parallel, electroanalytical methods have
also been developed for this purpose, since they provide both a faster
and lower-cost analysis, thus being suitable for on-site and off-site
monitoring of drinking and source waters, rivers, and lakes [7].

The electroanalytical detection of TCS has been performed mainly
through amperometry and voltammetry techniques employing
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modified working electrodes. Nanomaterials are ideal candidates for
the electrode modification since they typically increase the surface area
and enhance the electrocatalytic activity of the bare electrode [7].
Combinations of different nanomaterials have been proposed including
carbon nanotubes with iron oxide nanoparticles, polypyrrole and pal-
ladium nanoparticles [8], graphene and palladium nanoparticles [9],
mesoporous carbon and chitosan [10], graphene and beta cyclodextrin
[ 11], gold nanoparticles, polyoxometalate and reduced graphene oxide
[12], zinc oxide nanoparticles and carbon nanotubes | 13], multiwalled
carbon nanotubes [14], carbon nanoparticles and chitosan [15], and
carbon nanocomposites [16]. Apart from these approaches, TCS de-
tection has also been performed with molecularly imprinted polymers
[17,18], non-specific polymeric sensor arrays |19], and boron doped
diamond electrodes |20].

Owing to their bulky counter ions, poly(ionic liquids) (PIL) are re-
cognized for exhibiting glass transition temperatures lower than con-
ventional polyelectrolytes, thereby providing them with higher ionic
conductivity and wider electrochemical window [21]. Moreover, PIL
are capable of acting as soft templates for the synthesis of metallic
nanoparticles with controlled morphology besides preventing them
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