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RESUMO
O 17a-etinilestradiol (EE2) € um estrogénio sintético e micropoluente emergente
que, mesmo em baixas concentracdes (ordem de pg Lt e ng L?), proporciona
altos riscos a saude humana e ao meio ambiente. No presente trabalho, estudos
eletroquimicos foram realizados com eletrodos de pasta de carbono modificados
com 6xido de grafeno reduzido (ErGO) para a determinacao voltamétrica de EE2.
As caracterizac¢des estruturais e morfolégicas do rGO foram realizadas por FTIR,
Raman, UV-VIS, MET e MEV, e evidenciaram a formacdo caracteristica do
nanomaterial, quando empregado acido ascorbico como agente redutor (rGOA).
Os eletrodos modificados com oOxido de grafeno reduzido seco (ErGOAS)
apresentaram uma sensibilidade superior ao eletrodo de pasta de carbono sem
modificacdo (EPC). As analises eletroquimicas foram realizadas através da
técnica de Voltametria de Pulso Diferencial (VPD), associada a técnica de
acumulacéo, denominada de Adsorptive stripping voltammetry (AdSV). Onde os
parametros otimizados foram tampéao B-R pH 8,00, velocidade de varredura de
20,0 mV s, amplitude de pulso de 100 mV, tempo de pulso de 10,0 ms, tempo
de acumulacdo de 5 minutos, célula de leitura in situ. Apds as otimizacdes dos
parametros de analise, uma curva analitica foi gerada para o sensor, a qual
apresentou faixa linear de 0,04 a 8,28 ymol L* (R? = 0,9997), com baixos limites
de deteccgdo (6,79 nmol L) e quantificacdo (22,60 nmol L1). As andlises de
reprodutibilidade e repetibilidade apresentaram desvios padrdo relativos
(DPR/%) de 2,31% e 5,23%, respectivamente. O sensor foi aplicado para a
determinacdo do EE2 em amostras de urina sintética, comprimido
anticoncepcional e agua residual. Excelentes valores de recuperacdo foram
obtidos para amostras de urina sintética (94,80; 98,73; 104,00%) e comprimido
anticoncepcional (102,86%), através do método de interpolacdo na curva
analitica e para agua residuaria, os valores (95,00; 103,80; 110,10%) foram
obtidos pelo método de adi¢cdo padrdo. Os resultados obtidos mostram que o
sensor desenvolvido pode ser empregado para a identificacdo e quantificagéo
em baixas concentracdes de EEZ2, visto o excelente desempenho analitico

apresentado.

Palavras-chave: Sensor eletroquimico, Poluente emergente, Horménio,

Anticoncepcional, Estrogénio, Desregulador enddcrino.



ABSTRACT

17a-ethinylestradiol (EE2) is a synthetic and emerging micropolluting estrogen

which, even at low concentrations (order of ug L™* and ng L%), provides high risks
to human health and the environment. In the present work, electrochemical
studies were performed with carbon paste electrodes modified with reduced
graphene oxide (ErGO) for the voltammetric determination of EE2. The structural
and morphological characterizations of rGO were carried out by FTIR, Raman,
UV-VIS, MET and MEV, and showed the characteristic formation of nanomaterial,
when used ascorbic acid as a reducing agent (rGOA). The electrodes modified
with dry reduced graphene oxide (ErGOAs) showed a higher sensitivity than the
carbon paste electrode without modification (EPC). Electrochemical analyzes
were performed using the Differential Pulse Voltammetry (VPD) technique,
associated with the accumulation technique, called Adsorptive stripping
voltammetry (AdSV). Where the optimized parameters were BR pH 8.00 buffer,
scan rate of 20.0 mV s, pulse amplitude of 100 mV, pulse time of 10.0 ms,
accumulation time of 5 minutes, reading cell in situ. After the optimization of the
analysis parameters, an analytical curve was generated for the sensor, which
presented a linear range from 0.04 to 8.28 umol L* (R? = 0.9997), with low
detection limits (6.79 nmol L) and quantification (22.60 nmol L?). The
reproducibility and repeatability analyzes showed relative standard deviations
(DPR/%) of 2.31% and 5.23%, respectively. The sensor was applied for the
determination of EE2 in samples of synthetic urine, contraceptive pills and
residual water. Excellent recovery values were obtained for urine samples (94.80;
98.73; 104.00%) and contraceptive pills (102.86%), using the interpolation
method on the analytical curve and for wastewater the values (95.00; 103.80;
110.10%) were obtained by the standard addition method. The results obtained
show that the developed sensor can be used for the identification and
guantification in low concentrations of EE2, given the excellent analytical

performance presented.

Keywords: Electrochemical sensor, Emerging pollutant, Hormone,

Contraceptive, Estrogen, Endocrine disruptor.
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“‘Gatinho de Cheshire” comegou um
pouco timida, pois ndo sabia se ele
gostaria do nome, mas ele abriu ainda
mais o sorriso. “Vamos, parece ter
gostado até agora”, pensou Alice, e
continuou: “Poderia me dizer, por favor,
gque caminho devo tomar para sair
daqui?” “Isso depende bastante de
onde vocé quer chegar”, disse o Gato.
“O lugar nado importa muito...”, disse
Alice. “Entdo ndo importa o caminho

que vocé vai tomar”, disse o Gato.
(Aventuras de Alice no pais das
Maravilhas - Lewis Carroll)

“A escolha é possivel, em certo sentido,
porém o0 que ndo é possivel € nao
escolher. Eu posso sempre escolher,
mas devo estar ciente de que, se nao
escolher, assim mesmo estarei
escolhendo”.

(Jean-Paul Sartre)

“Age de tal modo que a maxima de tua
vontade possa valer-te sempre como
principio de uma legislagédo universal”.

(Immanuel Kant — Critica da Razéo Pratica)



XVi

AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Sergipe (UFS) pela oportunidade de realizar o
mestrado e ao IFS pela oportunidade da graduacdo. As agéncias de fomento,
CNPg e CAPES, pelo auxilio financeiro. Ao Programa de Pds-Graduacdo em
Quimica (PPGQ) e a todos os professores por possibilitaram o aprendizado e a
formacao profissional.

Ao Centro de Laboratorios de Quimica Multiusuarios (CLQM) e ao
Departamento de Fisica (DFI) da Universidade Federal de Sergipe pelo suporte
para a execucado das analises.

Ao Nucleo Regional de Competéncia em Petroleo, Gés e Biocombustiveis
de Sergipe (NUPEG), a PETROBRAS e ao Laboratorio de Corrosdo e
Nanotecnologia pela infraestrutura fornecida. A todos do LCNT pela cooperacao
e amizade.

A Prof.2 Dr.2 Eliana Midori e Prof.2 Dr.2 lara Gimenez pela orientaco, pelo
incentivo, pela paciéncia e por todos os momentos de aprendizado que foram
proporcionados.

Aos colaboradores do projeto por toda atencédo, ajuda, dicas e
contribuicbes valiosas. Aos amigos que foram de fundamental importancia
intelectual e emocional.

Aos professores, Prof. Dr. Marcio Fernando Bergamini e Prof. Dr. Alberto
Wisniewski Junior, que compdem a banca avaliadora pelas contribuicbes
construtivas & melhoria do trabalho.

A todos que contribuiram direta e indiretamente para a realizacdo deste
trabalho. A minha mae, Maria Nildes dos Santos, por ter me oferecido a
oportunidade de me desenvolver e viver, por ter me apresentado o mundo e o

prazer nas obras literarias.



XVii

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

M — Forcga lonica
AA — Acido Ascorbico
ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
AP — Amplitude de pulso
B-R - Tampé&o Britton-Robinson
COn - Contraceptivo oral
DP — Desvio Padrao
DPR/% — Desvio Padrao Relativo
DPV - Voltametria de pulso diferencial, do termo em inglés Differencial
Pulse Voltammetry
DRX — Difragao de Raios X
E — Potencial
e — Elétron
E1 - Estrona
EE2 — 17a-etinilestradiol
EIT — Eletrodo de pasta de carbono quimicamente modificado com ITO
EITrGO — Eletrodo de pasta de carbono quimicamente modificado com ITO
e oxido de grafeno reduzido
Epa— Potencial de pico anddico
Epc — Potencial de pico catodico
EPC — Eletrodos de pasta de carbono
EPCM - Eletrodos de pasta de carbono quimicamente modificados

EQM - Eletrodos Quimicamente Modificados



ErGOA -

ErGOAs -

ErGOC -

FTIR —

GO -
GR -
H* -
ipa —
ipc —
ITO —
LD -
LQ -

MEV —

MET —
R2 -

rGO -

rGOA -

rGOASs —

Xviii

Eletrodo de pasta de carbono quimicamente modificado com
Oxido de Grafeno Reduzido por Acido Ascorbico

Eletrodo de pasta de carbono quimicamente modificado com
Oxido de Grafeno Reduzido por Acido Ascorbico apds tratamento
térmico

Eletrodo de pasta de carbono quimicamente modificado com
Oxido de Grafeno Reduzido por Cafeina

Traducéo do inglés Fourir Transform Infrared Spectroscopy como
Espectrédmetro de infravermelho com transformada de Fourier
Oxido de Grafeno, do termo em inglés Graphene Oxide.

Grafite

Proéton acido

Corrente de pico anddico

Corrente de pico catodico

Oxido de indio dopado com Estanho

Limite de deteccédo

Limite de quantificacao

Microscopia Eletrénica de Varredura

Microscopia Eletrénica de Transmissao

Coeficiente de determinacgéo

Oxido de Grafeno Reduzido, do termo em inglés Reduced
Graphene Oxide.

Oxido de Grafeno Reduzido com Acido Ascérbico

Oxido de Grafeno Reduzido com Acido Ascérbico ap6s

tratamento térmico



rGOC -
pH -

TA -

Oxido de Grafeno Reduzido com Cafeina
Potencial hidrogeniénico

Tempo de acumulacéo

Tempo de pulso

Volt (Unidade Sl para poténcia elétrica)
Voltametria Ciclica

Velocidade de varredura

Voltametria de Pulso Diferencial

Largura a meia altura do pico

XiX



1 INTRODUCAO

O desenvolvimento cientifico gerou diversas mudancas sociais,
educacionais e econdmicas, o que permitiu alteracdes significativas na qualidade
de vida da populagéo. Partir do avanco das pesquisas nos processos industriais,
nos equipamentos de saude, nos produtos alimenticios e entre outros [9,10]. O
aumento pela busca de novos materiais que apresentem propriedades que
concedam resultados nas analises, menores indices de rejeitos ao serem
descartados, e maior facilidade de producdo, manutencdo e durabilidade.
Compostos como biomateriais [11] e materiais carbonaceos [12—14] podem ser
utilizados no desenvolvimento de fonte de energias [15,16], para adsor¢éo [17]
e deteccdo de contaminantes em diversas matrizes [18,19].

Os nanomateriais sdo materiais com particulas cujo tamanho esta na faixa
de 1 a 100 nm e permitem novas possibilidades de estruturas, propriedades e
aplicacfes. O Oxido de grafeno reduzido (rGO) é um exemplo de nanomaterial
que pode ser utilizado em fotodetectores [20], em processos adsortivos de
poluentes [21], eletrocatalisadores para aplicagcbes em células de combustivel
[22], e outros [23-25]. As propriedades do rGO podem potencializar a
capacidade quantitativa e qualitativa eletroanalitica para a identificacdo de
espécies biolégicos e ambientais. Além de permitir o monitoramento das
condicbes de qualidade de medicamentos, produtos alimenticios,
farmacoldgicos [2] e em determinacdes de diversos contaminantes através da
eletroanalitica [26] (ANEXO 1, item 1.1 e 1.2).

A Lei n° 6.938/1981 define poluicdo como a degradacédo da qualidade
ambiental, o prejuizo a qualidade de vida da populacdo, as atividades
econdmicas e entre outras [27]. A poluicdo pode ser causada por compostos
contaminantes que afetam os seres humanos, 0s animais, 0 ecossistema, devido
as suas propriedades mutagénicas, toxicas e carcinogénicas [28]. Dessa forma,
este trabalho objetiva desenvolver um eletrodo quimicamente modificado com
rGO para deteccdo de um contaminante dos seres vivos e do meio ambiente,

denominado de 17a-etinilestradiol.



1.1 17a-etinilestradiol (EE2)

O crescente processo de urbanizacdo e industrializacdo nas ultimas
décadas, intensificaram a exposi¢do dos micropoluentes emergentes aos seres
Vivos e ao meio ambiente. Esses compostos podem ser de origem organica ou
inorganica, naturais ou sintéticos, que mesmo em baixas concentracdes (ordem
de pug L e ng L) proporcionam alto risco a saide humana e ao meio ambiente.
Tais compostos quimicos podem ser encontrados em produtos de higiene
pessoal, surfactantes, agrotdxicos, nanoparticulas, farmacos, hormoénios e
outros [29,30].

Dentre esses micropoluentes, os compostos desreguladores endocrinos
sdo substancias que tém a capacidade de alterar as funcbes do sistema
enddcrino dos seres humanos e de outros organismos. Esses compostos podem
causar alteracdes ao meio ambiente e a salde naqueles que sdo expostos, como
infertilidade, aumento de incidéncia de tumores, feminizacdo de organismos
aquaticos, modificacbes no processo de desenvolvimento, alteracdes
bioquimicos e histopatoldégicos e mudancas comportamentais [29-31].

Os estrogénios sdo horménios biologicamente ativos, derivados do
colesterol e liberados pelo cortex adrenal, testiculos, ovarios e placenta em
humanos e animais, além de poder ser encontrado em plantas [30,32]. Dentre
esses compostos, o 17a-etinilestradiol (EE2) (Figura 1A) é um estrogénio
sintético, muito usado na composicao de contraceptivos orais (COn) derivado do
17B-estradiol (Figura 7B), que € um horménio natural feminino. Onde o a e 3 séo
originados da posi¢do do grupo hidroxila do C17 sobre ou abaixo do plano
molecular [32,33]. Os contraceptivos orais (COn), conhecidos como pilulas
anticoncepcionais, sdo compostos por horménios sintéticos, que possuem
elevada importancia nas politicas de saude publica e controle de natalidade, com
a prevencdo da gravidez indesejada, auxilia em tratamentos medicos de
sindrome dos ovéarios policisticos, endometriose, amenorréia e dismenorreia
[34-36].



Figura 1. A) Formula estrutural do 17a-etinilestradiol (C20H2402); B) Férmula
estrutural do 17B-estradiol (C1sH2402). Fonte: A) [32,33]; B) [32,33].
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O EE2 é um dos medicamentos mais consumidos no mundo
[30,31,35,37,38], comumente utilizado em terapia de reposicdo hormonal, para
interromper a lactacdo, combater a sindrome pré-menstrual e cistos ovarianos.
Estudos indicam que o EE2 pode estar vinculado a varios outros riscos a saude,
como o aumento da presséao arterial. Tais riscos decorrem do fato do EE2 possuir
uma maior estabilidade e interagir da mesma forma que o estradiol nos
receptores celulares, o que intensifica a producdo de angiotensinogénio
hepatico, além do desenvolvimento de diabetes melittus I, acidente vascular
cerebral (AVC), infarto do miocardio, coagulacdo acelerada, fibrindlise e
trombose venenosa [36,39,40].

Os contraceptivos orais podem ser compostos unicamente com o
progestagénio isolado, ou com a combinacéo do progestagénio e estrogénio. Os
compostos contidos nos COn previnem a gravidez, pois inibem a liberacédo do
hormonio foliculo estimulante e do horménio luteinizante, responsavel pelo
estimulo da glandula pituitaria. Esses processos evitam a ovulagéo, inibem a
implantacdo do ovulo, por alterarem o revestimento do Utero, além de alterar o
muco cervical para impedir a entrada dos espermatozoides. Desde 1960, os COn
combinados s&o os métodos contraceptivos mais utilizados, e foram aprovados
primeiramente nos Estados Unidos, com adesdo de aproximadamente 80% das
mulheres [36,40,41].

O consumo de pilulas anticoncepcionais orais compde o método de
contracepgéo mais acessiveis as mulheres no Brasil, onde esse medicamento é
disponibilizado gratuitamente pelo Sistema Unico de Saude (SUS). Estima-se

gue, em paises mais industrializados, 26 % das mulheres em idade reprodutiva



utilizam esses hormonios ou que, de modo geral, 82% ja utilizaram em algum
momento da vida [42]. Apesar disso, 21% das mulheres apresentam alguma
contraindicacdo ao uso de anticoncepcionais orais devido a problematicas de
saude como diabete, presséo arterial, trombose, e esses medicamentos podem
agravar os sintomas [36,43].

O EE2 presente em diversos contraceptivos orais pode ser aportado no
meio hidrico através da excrecéo de urina e fezes, sendo geralmente encontrado
em sua fase conjugada (sulfatos e glicuronideos). Ao serem descartados nos
esgotos, esses compostos vao para 0s ambientes aquaticos in natura ou na
forma de efluentes. Além desse fator, o 17a-etinilestradiol € o mais persistente
dos estrogénios, o0 menos soluvel em dgua em pH 4,00 e 7,00, enquanto que a
solubilidade de estrogénios € aumentada em pH 10,00. Além disso, possui um
tempo de meia-vida em agua de aproximadamente 17 dias e uma baixa taxa de
fotodegradacéao [30,32].

Em relacédo aos efeitos ecotoxicolégicos em corpos hidricos, os estudos
realizados demonstram um limite de 35,00 pg L* para o EE2 em corpos hidricos
[30]. Para a Unido Europeia, esse composto € caracterizado como
carcinogénico, mutagénico e téxico para a reproducdo, de acordo com a Agéncia
Europeia ECHA (European Chemicals Agency) [44]. Nos EUA, as instituicbes
responsaveis ja classificaram o EE2 como uma espécie toxica para o ser
humano, mas ndo a incluiram na lista de parametros de controle da qualidade
dos corpos hidricos. Enquanto isso, no Brasil, tanto a legislagdo para consumo
humano, quanto a qualidade dos corpos hidricos ndo contemplam esse
estrogénio sintético [30].

A determinacdo desse composto em amostras biologicas, farmacéuticas
e ambientais pode ser realizada por diversas técnicas analiticas, tais como,
eletroforese [45], imunoensaio [46], cromatografia liquida [47] e gasosa [48].
Entretanto, essas analises apresentam procedimentos exaustivos, dificuldades
de realizar medi¢gbes in situ, reagentes e equipamentos de alto custo, a
necessidade de operadores qualificados, e a exigéncia frequente de varias
amostras preparadas com etapas como extracdo, limpeza e pré-concentracéao
[38].

O estudo de Nodehi et al. [49] foi o desenvolvimento de um sensor

eletroquimico composto por em nanotubos de carbono multifoliados e



nanoparticulas magnéticas funcionalizadas com &cido tanico e nanoparticulas
de ouro para deteccdo do EE2, onde obtiveram o LD de 3,30 nmol L. Os
compostos que constituiram o sensor foram escolhidos, pois, os nanotubos de
carbono apresentarem uma elevada capacidade de transferéncias de elétrons,
as nanoparticulas de ouro, devido as propriedades fisicas e quimicas, as
nanoparticulas magnéticas de FeszO4 para estabilizacdo e suporte dos compostos
constituintes do sensor.

Pavinatto et al [81] produziram um eletrodo suportado em o6xido de
estanho dopado com flaor (FTO) revestido com filmes nanoestruturados de
quitosana, nanotubos de carbono de paredes mdltiplas, o LD obtido foi de 0,09
pumol L1, Segundo o trabalho, os constituintes do FTO foram escolhidos devido
a elevada area superficial, o baixo custo sintético e elevada capacidade para
condutividade elétrica.

O sensor do trabalho de Prado et al. [50] foi composto por nanoparticulas
de ruténio em éxido de grafeno reduzido (rGO) para a determinacdo simultanea
de EE2 e amoxicilina, onde obtiveram LD de 2,04 nmol L' e 1,63 nmol L,
respectivamente. O rGO foi escolhido devido a elevada capacidade condutora e
a morfologia, enquanto as nanoparticulas de ruténio aprimoraram a capacidade
eletrocatalitica.

As andlises eletroquimicas permitem a investigacdo de espécies com
analises com menor custo de operacdo, a especificidade e seletividade das
substancias estudadas, além de procedimentos mais rapidos, o que favorecem
sua escolha. Devido as elevadas probleméticas ambientais e sanitarias que o
descarte do 17a-etinilestradiol apresenta, este trabalho objetiva o estudo e a
aplicacao de eletrodos de pasta de carbono modificados para a determinacéo do
EE2 em niveis tragcos em matrizes, tais como urina, comprimido anticoncepcional

e aguas residuais.

1.2 Grafeno e seus derivados

O carbono € o principal elemento constituinte dos compostos organicos e
as propriedades dos materiais carbonaceos permitem sua utilizacdo na producéo

de novas tecnologias com diversas aplicacbes em escala nanoestruturada.



Dentre estes nanomateriais, o grafeno € uma forma alotrépica do carbono, assim
como o fulereno, diamante, Ceso € 0S hanotubos de carbono [13,51-53]. O grafeno
possui estrutura hexagonal repetitiva como em um favo de mel, disposta em uma
monocamada plana de atomos de carbono com hibridizacao sp? e empacotada
em um reticulo bidimensional (2D) [54-58]. A hibridizacdo sp? é a combinacao
dos orbitais s, px e py, referentes as trés ligagdes internucleares (o), fortemente
covalentes, que cada atomo de carbono possui com outros trés atomos de
carbonos. Além disso, a presenca de um elétron livre no orbital pz, localizado

acima do plano, € responsavel pela formacdo da ligacdo m e da rede n-m

conjugada (Figura 2) [59].

Figura 2. Representacdo A) do atomo de carbono no estado fundamental; B)
dos orbitais hibridos dos carbonos presentes no grafeno; C) nuvem eletrénica

formada por elétrons livres; D) da folha de grafeno. Fonte: Adaptado de [59].
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O grafeno é um material com propriedades eletroquimicas e elevado
desempenho capacitivo de dupla camada, devido a sua morfologia em forma de
folhas, possui caracteristicas de material semimetalico, por causa da estrutura
especial da banda n-7* [60]. Apresenta excelente condutividade elétrica (1,00
108 S m™), originada da rede - conjugada, alta area superficial, em torno de
2630 m? g1, alta resisténcia mecanica (aproximadamente 1100 Gpa, médulo de
Young, propriedade mecéanica que mede a rigidez de um material sélido), tem
elevada condutividade térmica (aproximadamente 5000 W m* K1) e outras
propriedades importantes para suas aplicacbes [58,60-62]. Suas
especificidades geram aplicacbes mecéanicas [57], anticorrosivas [63],
magneéticas [64], elétricas [65] entre outras [24,66,67], apresentadas na Figura
3.



Figura 3. Representacdo das multiplas aplicacdes do grafeno funcionalizado.
Fonte: Adaptado de [56].
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* SOMC: Semicondutor de 6xido metalico complementar.

Entretanto, todas essas aplicacdes do grafeno advém de processos
sintéticos caros e com baixo rendimento, o que inviabiliza a sua utilizagdo. Além
disso, o grafeno puro € quimicamente inerte e possui baixa dispersdo em agua,
tornando sua aplicacédo limitada em algumas areas [13,59]. Uma alternativa para
atenuar essas desvantagens sdo os processos de sintese de derivados do
grafeno, como o 6xido de grafeno (GO) e o 6xido de grafeno reduzido (rGO)
(Figura 4) [23,51,57].



Figura 4. Representacao da disposi¢éo das folhas do grafeno que compdem o
grafite, do 6xido de grafite apds o processo de oxidacdo, do 6xido de grafeno
obtido pelo processo de esfoliacdo e do oxido de grafeno reduzido. Fonte:
Adaptado de [51].
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O oxido de grafeno (GO) tém sido sintetizado desde o século XIX, através
dos métodos de Brodie em 1859, Staundenmaier em 1898, Offeman e Hummers
em 1958 [68]. Esses processos sao baseados na oxidacdo das folhas do
grafeno, que se encontram empilhadas através de forca de Van der Waals,
compondo o grafite, o que gerou diversas outras metodologias para obtencéo do
material (Tabela 1) [69]. O GO € obtido pela funcionalizacdo das folhas de
grafeno, onde esse apresenta maior reatividade devido a presenca de grupos
oxigenados em sua estrutura [51,60]. Esse material apresenta regides
aromaticas (carbono sp?) e regides oxigenadas (carbono sp3), contendo grupos
carboxilicos (COOH), carbonila (C=0), epédxido (C-O-C) e hidroxila (O-H). Como
ilustrado na Figura 4, os grupos carboxilicos situam-se nas bordas das camadas,
enquanto acima e abaixo de cada camada do GO estdo 0s grupos epoxi e
hidroxila. Esses grupos funcionais conferem caracteristicas hidrofilicas e
dispersivas, diferentemente do grafite e do grafeno, que sao hidrofobicos
[23,57,69].



Tabela 1. Alguns métodos de sintese do Oxido de Grafeno. Fonte: Adaptado de
[62].

Método Agentes oxidantes Vantagens Desvantagens

Longo tempo de
sintese (3-4 dias)
Brodies KCIOs, HNO3 Método mais antigo Perigoso devido &
emisséo de gases

téxicos

. Método mais rapido que .
Staudenmaier KCIOs3, H2S04, HNO3 o de Brodies e com Perigoso e,longo
tempo de sintese

maior rendimento

KMnOg4, H2SO04, Requer menos tempo Emisséo de gases
Hummers NaNOs (<2h) téxicos com o
N&o necessita de agua NaNOs3
Oxidacso Validou que o NaNOs é
liquida bgseada KMnOs4, NaNOs, desnecessério B
q . H2S04 Menor tempo de reagéo
no método de
(<2h)
Hummers
Caracteristicas de
Método suporte eletroquimico

eletroquimico H2SO4 Alta eficiéncia e -

rendimento
Menor tempo (<5 min)

O 6xido de grafeno (rGO) pode ser obtido através de processos térmicos,
eletroquimicos, foto-redutores e outros (Tabela 2). Segundo Jimenez-Cervantes
et al. [51], o método quimico demonstra ser o mais promissor, por apresentar
rotas sintéticas mais facies, que podem ser alteradas mediante o objetivo da
pesquisa. Além disso, por meio do método quimico, pode-se utilizar diferentes
agentes redutores, tais como a hidroquinona, borohidreto de sddio, acido
ascorbico (ANEXO 2, item 2.1), cafeina e outros, podem gerar diferentes
propriedades [69—-71].
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Tabela 2. Vantagens e desvantagens dos processos de reducdo do 6xido de
grafeno. Fonte: Adaptado de [58].

Método de Reducéo Vantagens Desvantagens

Agentes redutores toxicos
Quimica Método econdmico, facil e aplicavel Baixa relacdo C/O

Baixa qualidade

Inadequado para producédo
em massa
Geralmente necessita de
altas temperaturas
Nao é eficiente
economicamente
Muito toxico

Reducao mais efetiva que a Quimica

Térmica . ~ -
Maior restauracéo de dominios sp?

Reoxidacéo da estrutura
do grafite causada pela
extensa exposi¢ao as
radiacOes no ar

Ampla area superficial
Microondas Elevada condutividade elétrica
Capacidade de descarga e carga

Baixo grau de redugéo
Alta citotoxicidade
Requer o auxilio de

processos de redugéo

Quimica

Menos impurezas
Produgéo em larga escala
Aumento da razdo C/O
Melhor conducéo elétrica

Foto-reducéo

O processo de sintese do rGO permite a reorganizacdo da rede -
conjugada, devido a diminuicdo dos grupos oxigenados, o que o assemelha as
propriedades e a estrutura do grafeno. Porém, esse ndo possui arranjo
especifico para a distribuicdo dos dominios aromaticos, alifaticos e para os
grupos funcionais oxigenados. Mesmo assim, apos o processo de reducédo, o
composto apresenta grupos carbonilas e éteres estaveis que nao sdo removidos
sem danificar o plano basal. O 6xido de grafeno reduzido apresenta defeitos em
suas folhas, chamados de defeitos de Stone-Wales, que sdo caracterizados por
buracos na estrutura causados pela perda de carbono durante o processo de
reducdo, na forma de CO e CO2, onde a proposta desse mecanismo €
demonstrada no Anexo 2 [51,69-71].

A funcionalizagdo ndo-covalente é outra ocorréncia verificada durante o
processo de reducéo e obtencéo do rGO. A conformacédo da rede de carbono
pode promover interacdes atrativas, possibilitando a imobilizacdo de moléculas
em ambos os planos basais do rGO por meio de interacbes m, efeitos

hidrofébicos, forgcas de van der Waals, interagBes eletrostaticas e ligagdes de
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hidrogénio [51,69-71]. Essas caracteristicas permitem maior sensibilidade a
campos magnéticos externos em comparagdo ao grafeno, por causa das
vacancias e dos defeitos estruturais que podem ser gerados durante o processo
de reducéo [72].

Os atomos presentes nos compostos soélidos de GR, GO e rGO podem
possuir um grande namero de orbitais atdmicos sobrepostos (Figura 5). O
método de Combinacao Linear de Orbitais Atdmicos (CLOA) demonstra que 0s
orbitais atdbmicos geram orbitais moleculares ou bandas, que podem ser
separadas por regides onde ndo ha orbitais moleculares, denominadas de falhas
ou band gap. Quanto maior a sobreposicéo entre esses orbitais, menores séo 0s
band gap. Assim, uma maior condutividade elétrica é gerada, por ser necessaria
uma menor quantidade de energia para promover os elétrons entre os orbitais
moleculares presentes. Os elétrons desses orbitais, de acordo com o principio
do preenchimento de elétrons, podem estar presentes no orbital molecular
ocupado de mais alta energia (HOMO), e o orbital molecular vazio de mais baixa

energia (LUMO), o proximo a ser ocupado [73].

Figura 5. Diagramas de niveis de energia para o grafeno, GO e rGO. Fonte:
Adaptado de [20,60,71].

N
I

Nivel de energia (eV)
>

Enquanto que o grafeno possui band gap de 0,00 eV, o GO possui a
energia de band gap superior ao do GR, aproximadamente 2,20 eV, devido a

diminuicdo da quantidade de carbonos sp?, substituidos por grupos oxigenados
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no proceso de oxidacdo das folhas de grafeno, gerando carbonos sp3. O proceso
de reducéo para a obten¢do do rGO garante caracteristicas de um semicondutor
com band gap com valores entre 1,00 a 1,69 eV, pelo aumento de carbonos sp?
(Figura 5) [20,60,71]. Essas propriedades permitem que o rGO possa ser
aplicado em células solares [74,75], em processos cataliticos [22,26,76], em
estudos de atividades biolégicas [77-79] e eletroquimicas [80-82], o que reflete
no crescente numero de artigos publicados referentes ao rGO (Figura 6).

Figura 6. Crescimento do numero de artigos sobre 6xido de grafeno reduzido,
pesquisado na base de dados Science direct (verde) em https://bit.ly/39drOKS,
Web of Science (azul) em http://bit.ly/35gKrMQ e Scopus (amarelo) em
https://bit.ly/2MKLA99, com o termo “Reduced graphene oxide”. Fonte: Autoria

prépria.
Science direct (verde), Scopus (azul) e Web of Science
(amarelo): "Reduced graphene oxide"
6000
5000
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A partir de 2011, percebe-se que o numero de publicagdes sobre o rGO
aumentou consideravelmente as publicacdes cientificas sobre suas
propriedades de adsor¢cdo, aplicacbes como capacitores e sensores
eletroquimicos. Oghli e Soleymanpour [80] desenvolveram um sensor de grafite
extraido de lapis modificado com polioxometalato e rGO para a determinacgéo de
paroxetina em meios bioldgicos e farmacéuticos; Moreira e colaboradores [81]
determinaram D-xilose através de eletrodos quimicamente modificados (EQM)
com rGO e poli(fenol) molecularmente impresso; Sheikh-Mohseni e
colaboradores [22] estudaram eletrodos modificados com nanoparticulas
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bimetalicas Ni-Co suportadas por 6xido de grafeno para oxidagdo de metanol. O
rGO também pode ser facilmente incorporado em eletrodos de pasta de carbono,
uma plataforma bastante versatii que pode ser facilmente modificada e
empregada como sensor eletroquimico para a deteccdo de diversos analitos
[12,83-85].

1.3 Eletrodos de pasta de carbono modificados com 6xido de grafeno
reduzido (rGO)

Os eletrodos de pasta de carbono (EPC) surgiram na década de 1950
[86]. Suas diversas aplicacdes sdo devidas ao baixo custo, grandes janelas de
potenciais, modificacdo simples, facil renovacao da superficie, boa sensibilidade,
além de baixa corrente de fundo (corrente capacitiva, Anexo 1, item 1.1) e rapida
resposta. O EPC é formado por uma mistura de pé de grafite, que possui alta
condutividade elétrica e baixo custo, e um material aglutinante hidrofébico e
inerte, com a finalidade de manter a coesao da pasta em solugbes aquosas e
pode ser modificado com a inserc¢ao de diversos compostos [87-90].

A insercdo de espécies quimicamente ativas na superficie dos eletrodos
pode ampliar a seletividade, sensibilidade, estabilidade quimica e eletroquimica.
O que pode proporciona uma rapida transferéncia de elétrons e maior
estabilidade nas faixas de potenciais necessarios para ocorrer o processo de
oxidacao e reducdo da espécie de interesse [87,88,91,92] (ANEXO 1, item 1.1 e
1.2; ANEXO 3).

Os compostos utilizados como modificadores nos eletrodos podem ser
condutores ou semicondutores [91], tais como, polimero [93], moléculas
organicas [94], liquido i6nico [95], nanomateriais [96], dentre outros [91,97,98]
(APENDICE 1 e 2). Onde esse pode ser denominado de eletrodo quimicamente
modificado (EQM). A insercao dessas espécies podem ser realizadas através de
eletrodeposicao [97], producédo de eletrodos impressos [99], mistura fisica dos
componentes (pasta de carbono) [100] e outros métodos [91].

O o6xido de grafeno reduzido € um nanomaterial que pode proporcionar
maior condutividade aos eletrodos, devido ao reduzido band gap e a elevada
quantidade de carbonos sp2. Além disso, o rGO apresenta uma excelente
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flexibilidade mecéanica, elevada estabilidade térmica, morfologia laminar
(material 2D), onde a menor propor¢cdo de grupos funcionais presentes na
estrutura, permitem maiores areas de superficie para interacdes eletrodo-analito
e uma maior capacidade de aplicacdes eletroanaliticas, como também a
modificacdo da sua superficie com a insercdo de outras espécies [80,88,101—
104]. O biosensor desenvolvido por Pavinatto et. al.[19] foi composto por
nanofibras eletrofiadas de polivinilpirrolidona (PVP), quitosana e rGO,
funcionalizado com enzima lacase, para deteccao do 17a-etinilestradiol (EE2).
O EEZ2 é uma substancia toxica a qual pode ser estudada por meio de analises
eletroanaliticas. Devido as caracteristicas do rGO, as intera¢des ndo covalentes
rGO-EE2 podem ser mais efetivas, como apresentado na Figura 7.

Figura 7. llustracdo das provaveis interacdes do 6xido de grafeno reduzido com

o 17a-etinilestradiol. Fonte: Autoria propria.

Interagéo
intermolecular

Ligacdo de
Hidrogénio

As vantagens que o rGO oferece estao refletidas nos limites de detecgéo
(LD) e de quantificacdo (LQ) obtidos para diversos compostos em analises
eletroquimicas [19,104,105]. O LD é a menor quantidade de analito que pode ser
detectada em uma amostra, e o LQ é a menor quantidade que pode ser medida
em uma amostra com precisao sob condi¢cdes experimentais especificas [106].

Dentre os descritos na Figura 6, o desenvolvimento de sensores a base
de polivinilpirrolidona, quitosana e nanofibras eletromagnéticas com o6xido de
grafeno reduzido para a detecgdo eletroquimica de 17a-etinilestradiol,

apresentou um baixo limite de deteccéo (0,15 pmol L) [19]. Outro estudo [107]
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obteve LD de 0,39 pumol L e LQ de 1,32 umol L para determinacéo direta de
L-triptofano, utilizando E. tereticornis leave como agente redutor ecolégico para
a sintese de nanoparticulas de rGO e ouro. O estudo de Dong e colaboradores
[108] demonstrou o desenvolvimento de filmes flexiveis de rGO dopado com
nitrogénio e enxofre, pelo mecanismo respiratorio de bactérias redutoras de
sulfato, para a deteccéo de biomarcadores de cancer, resultando em um limite
de detecg¢éo de 50,00 umol L.

Esses estudos demonstram a relevancia devido a identificacdo e
quantificacdo de espécies que podem comprometer o desenvolvimento e a
seguranca sanitaria dos seres vivos e do meio ambiente. O rGO pode contribuir
para andlises dessas espécies devido as suas diversas caracteristicas
apresentadas, como a elevada capacidade de condutividade elétrica, a elevada
area superficial e as interacdes ndo-covalentes entre analito/modificante. Sendo
assim, objetiva-se desenvolver um EQM com rGO que seja capaz de identificar
e determinar quantidades traco do EE2. Horménio esse que é subestimado pela
legislacdo brasileira, mas que pode ser altamente danoso a diversos organismos

e meios aquaticos.

2 OBJETIVOS

21 Objetivo geral

Desenvolver e avaliar o desempenho dos eletrodos de pasta de carbono
modificados com 6xido de grafeno reduzido para a deteccao eletroquimica do

17a-etinilestradiol.

2.2 Objetivos Especificos

Sitentizar o 6xido de grafeno reduzido utilizando &cido ascorbico como
agentes redutores;
Estudar o comportamento eletroquimico dos eletrodos de pasta de

carbono modificados com 6xido de grafeno reduzido;



um método analitico para a determinagéo do 17a-etinilestradiol; e
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Otimizar as condic¢des de andlise do eletrodo modificado obtido e construir

Aplicar o sensor eletroquimico na determinacéo de 17a-etinilestradiol em

amostras de agua residuaria, comprimido anticoncepcional e urina sintética.

3

3.

MATERIAIS E METODOS

1 Reagentes

Os reagentes utilizados nas sinteses do Oxido de grafeno, Oxido de

grafeno reduzido e para o preparo das solu¢des usadas nas analises, estao

d

escritos na Tabela 3.

Tabela 3. Reagentes utilizados e suas respectivas procedéncias e purezas.

Reagente Férmula Molecular Fabricante Grau de
Pureza
17a-etinilestradiol C20H2402 Sigma-Aldrich 98,00%
Acetato de sodio A
trihidratado CH3COONa.3H20 Dinamica PA
Acido acético CH3COOH Vetec 99,70%
Acido ascorbico CeHsOs IMPEX 99,00%
Acido bérico H3BO3 Reagen 99,90%
Acido ortofosférico HsPO4 Synth 85,00%
Acido sulftrico H2S04 CRQ 98,10%
Alcool isopropilico C2HsO Dinamica 99,50%
Brometo de potassio KBr Merck 99,50%
Cafeina CsH10N4O2 Sigma-Aldrich 99,90%
Cloreto de Calcio A 0
dihidratado CaCl2.2H20 Dinamica 99,00%
Cloreto de Aménio NH4CI Dinamica 99,50%
Cloreto de Potéassio KCI Dinamica 99,50%



Cloreto de Magnésio
hexahidratado

Etanol
Estrona

Ferricianeto de
potassio

Ferrocianeto de
potéassio trihidratado

Fosfato de sodio
bibasico anidro

Fosfato de sodio
monobasico anidro
Grafite em pé

Hidréxido de sédio
Nitrato de Chumbo
Oxido de indio
dopado com
Estanho

Permanganato de
potassio

Sulfato de Sadio
Ureia

MgCl2.6H20

C2HsOH
Ci1sH2202

KsFe(CN)s
KaFe(CN)6.3H20
Na2HPO4

NaH2PO4

C

NaOH
Pb(NO3)2

IN203:Sn

KMnOa

Naz2S0O4
CHsN20

Dinamica
NEON
Sigma-Aldrich

J.T. Barker
Carlos Erba
Neon
Synth

Sigma-Aldrich

IMPEX
Dinamica

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Dinamica
Vetec

99,00%

99,80%
99,00%

99,50%

99,00%

PA

PA

99,90%
99,00%
99,00%

99,90%

97,00%

99,00%
P.A.
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3.2

Sintese dos Materiais

3.2.1 Sintese do Oxido de Grafeno

A obtencao do 6xido de grafeno baseou-se no método de Hummers com

as devidas modificacdes, o qual utiliza o permanganato de potassio (KMnOa)

como agente oxidante do grafite e acido sulfirico (H2SO4) concentrado

[12,25,69,109], como demonstrado na Figura 8.
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Figura 8. A) Fluxograma das sinteses do oOxido de grafeno, e ilustracdo
molecular dos processos de oxidacao e B) esfoliacdo para obtencéo do 6xido de
grafeno. Fonte: Autoria propria.
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Para a sintese, em um béquer de 500,00 mL, foram misturados 5,0000 g
de grafite em p6é e 15,0000 g de permanganato de potassio. As reacfes que
ocorrem com 0 permanganato que resultaram na formacdo do heptoxido de

dimagnésio (Mn207) estédo apresentadas nas Equacéo 1 e 2 [51].

KMnOgs + 3H2S04 — K* + MnO3s* + H3O* + 3HSO4 Equacao 1
MnOs* + MNO4— Mn207 Equacao 2

O recipiente com a mistura foi colocado em um banho de gelo. Foram
adicionados 100,00 mL de acido sulfarico concentrado (98,1%), gota a gota, sob
agitacao constante por 1 hora. Durante o processo, ocorreu a formagao de uma
pasta de cor amarronzada. Em seguida, retirou-se o béquer do banho de gelo e

foram adicionados, rapidamente, 400,00 mL de agua ultrapura, sob agitacéo
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vigorosa. Depois, o recipiente foi levado ao banho de glicerina a 90 °C por 1 hora
sob constante agitacdo. Foi observado, ao final desse periodo, a formacao de
um material de coloragdo marrom escuro. Em seguida, o produto obtido foi

lavado com agua ultrapura por 3 vezes e centrifugado por 5 minutos a 4000 rpm.

3.2.2 Sintese do Oxido de grafeno reduzido (rGO)

A reducado do oxido de grafeno foi realizada por meio de dois métodos,
utilizando como agentes redutores o acido ascoérbico (AA) [12,25] e a cafeina
[110], como demonstrado na Figura 9.

Figura 9. A) Fluxograma do processo de reducéo do 6xido de grafeno com acido
ascoérbico (AA) e cafeina e B) ilustracdo molecular da reducdo do éxido de
grafeno. Fonte: Autoria propria.
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A reducéo do oxido de grafeno com acido ascorbico (AA) foi realizada
adicionando em um erlenmeyer, 1,0000 g do oxido de grafeno e 10,0000 g de

acido ascorbico em 50,00 mL de agua ultrapura. O AA foi escolhido por esse
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composto apresentar uma baixa citotoxicidade, baixo nivel de contaminacéo,
baixo custo e uma elevada capacidade de reduzir outros compostos. A
suspensao obtida ficou em agitacdo constante por 48 h a temperatura ambiente.
Ao final da sintese, centrifugou-se a suspensao por 5 minutos a 4000 rpm e lavou
o material obtido para garantir a minima permanéncia de AA. Em seguida, parte
do material obtido, denominado de rGOA, foi armazenado sob refrigeragéo a
aproximadamente 4 °C, outra parte foi seca em estufa a 60°C por 11 horas,
obtendo o rGOAs.

A reducdo do oOxido de grafeno utilizando a cafeina foi realizada
empregando o método de Vu et al. [110], onde essa caracteriza-se como um
composto de facil obtencdo e capacidade de reduzir outros compostos. Para a
sintese, foi utilizada a proporcdo 10:300 (mg:mg) de GO:cafeina em 100,00 mL
de agua ultrapura. O sistema foi colocado em banho de glicerinaa 80 £ 1 °C, sob
agitacdo constante por 12 horas. ApGs esse periodo, o produto foi lavado com
agua ultrapura e etanol 1:1 (v/v) por 3 vezes, para garantir a minima permanéncia
da cafeina, seguidas de centrifugacdo a 4000 rpm durante 5 minutos. Parte do
material obtido, denominado de rGOC, foi armazenado sob refrigeracdo a

aproximadamente 4 °C.

3.3 Caracterizacdes dos materiais sintetizados

3.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Através da microscopia eletrdnica de varredura buscou-se analisar a
morfologia do grafite, GO, rGOA, rGOAs e rGOC. As metalizagbes das amostras
foram realizadas com prata para obter uma maior resolu¢cdo da morfologia da
superficie. Para isso, foi utilizado uma metalizadora Cressington do fabricante
Kurt J. Lesker 108. As imagens de MEV foram obtidas por meio de um
microscopio de marca HITACHI, modelo TM 3000, no Centro de Laboratorios de
Quimica Multiusuérios (CLQM-UFS). O equipamento foi operado sob vacuo e

com aceleracéo do feixe de elétrons de 15 kV.
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3.3.2 Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET)

A anadlise da microscopia eletronica de transmisséo foi realizada no Centro
de Multiusuario de Nanotecnologia da Universidade Federal do Sergipe (CM-
NANO-UFS). O equipamento utilizado foi um microscépio JEOL JEM 1400Plus,
que foi operado em 120 kV. As amostras foram dispersas em alcool isopropilico
e submetidas a banho de ultrassom por 8 minutos. Utilizou-se 5,00 yL dessas
dispersdes que foram adicionadas sobre telas de cobre recobertas com filme de

carbono.

3.3.3 Difragéo de Raios X (DRX)

Para a identificacdo das fases do grafite, GO e rGO foram analisados por
difracdo de raios X de po, em um difratdmetro de raios X do Departamento de
Fisica da UFS (DFI — UFS/Campus Itabaiana). O aparelho é da marca Rigaku
RINT PC DMAX Ultima+, com radiacdo Cu Ka (0,15 nm) e 26, variando de 8 a
70, o passo da medida foi de 0,026 graus e o tempo de aquisi¢do foi de 70

segundos, com varredura de 5 graus/min.

3.3.4 Espectroscopia de Absorcao Eletrénica na Regido do UV-Visivel

O equipamento utilizado para realizar as medidas de espectroscopia de
absorcao eletronica foi o UV-Visible Spectrophotometer CARY 100 Scan, com
feixe duplo. Com o objetivo de averiguar o comportamento do material na faixa
de comprimentos de onda de 200 nm a 800 nm. As cubetas de quartzo com
caminho 6ptico de 1,00 cm e duas faces polidas foram utilizadas. O solvente de
referéncia foi agua ultrapura. Para as analises, foram preparadas as dispersdes
com as massas do GR, GO rGOA e rGOAs em agua ultrapura, a dispersao
preparada foi depositada nas cubetas e foram realizadas as medidas.
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3.3.5 Espectroscopia Vibracional na Regiéao do Infravermelho (FTIR)

Foram obtidos espectros de absorgédo na regido do infravermelho (entre
4000 e 500 cm™, scan de 64 s!) com o intuito de averiguar a presenca de grupos
funcionais do oxido de grafeno e do 6xido de grafeno reduzido. O aparelho
utilizado foi um espectrémetro de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR), modelo IRPrestige-21, da Shimadzu, do Centro de Laboratérios de
Quimica Multiusuéarios (CLQM-UFS). O agente dispersante empregado para a

formacdo da pastilha foi o brometo de potassio (KBr).

3.3.6 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman do grafite, GO, rGOA, rGOAs e rGOC foram obtidos
com o equipamento Espectrdmetro Raman Dispersivo Senterra, fabricado pela
Bruker Optik GmbH. As analises foram realizadas sem necessidade de preparo
de amostras soélidas, onde foram depositadas sobre laminas de vidro e realizados
os estudos. As varreduras foram feitas na regido de 1000 a 1800 cm?,

empregando um laser de iodo com comprimento de onda de 785 nm.

3.4 Preparo de solugdes

3.4.1 Solugdes eletroliticas

Solucéo de Ferrocianeto de potassio/Ferricianeto de potassio

Para o preparo da solucéo, foram medidas as massas de 0,0422 g de
Ks[Fe(CN)s], 0,0329 g de K4[Fe(CN)s] e 7,4550 g de KCI, em seguida, as massas
foram dissolvidas e transferidas para um baldo, previamente calibrado, de

100,00 mL e o volume foi aferido com agua ultrapura.
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Tampao Fosfato (pH 7,00 e p = 0,20 mol L)

Para preparar a solugéo fosfato foram medidos 0,0805 g de fosfato de
sédio bibasico, 0,0384 g de fosfato de s6dio monobésico e 1,0535 g de cloreto
de sadio e transferidos para um balédo, previamente calibrado, de 100,00 mL com
agua ultrapura até completar o volume. O ajuste de pH foi realizado pela adicéo
de NaOH 3,00 mol L.

Tampao B-R (Britton-Robinson) (u = 0,50 mol L-1)

Foi preparado através da dissolucao de 4,6400 g de acido bérico, diluicdo
de 4,35 mL de &cido acético e 5,05 mL de &cido ortofosférico em um baldo de
500,00 mL com &gua ultrapura até completar o volume. A solucédo teve o pH
ajustado na faixa de 2,00 a 10,00, com uma solucdo de NaOH 3,00 mol L.

Solucéo estoque de 77a-etinilestradiol

Para o preparo de uma solucdo estoque de 10,00 mmol L, foram
dissolvidos 0,0296 g de 17a-etinilestradiol, em um bal&o, previamente calibrado,
de 10,00 mL com etanol até completar o volume [31]. Dessa solu¢éo, foram

retirados os volumes para diluices diretas na célula eletroquimica.

3.4.2 Amostras Complexas

Urina sintética

A amostra de urina sintética foi preparada em 50,00 mL, previamente
calibrado, de agua ultrapura. Para a composicdo desta, foram dissolvidos:
0,1500 g de NacCl, 0,0800 g de KClI, 0,0600 g de CaCl2.2H20, 0,0700 g de NH4ClI
e 1,2500 g de Na2S0a [19,49,50].
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Agua residual

A é&gua residual foi coletada na Companhia Sanitaria do Estado de
Sergipe/Brasil — DESO, na Estacdo de Tratamento de Esgoto do bairro
Jabotiana. A coleta foi realizada com um recipiente de vidro previamente
esterilizado e apds a coleta o recipiente foi mantida em refrigeracdo. Para a
andlise, a amostra foi descongelada e em seguida, uma aliquota foi filtrada com
filtro de seringa com diametro de poro igual a 0,45 pm.

Comprimido anticoncepcional

O anticoncepcional comercial usado como amostra foi adquirido em uma
farmacia local e de acordo com o indicado no rétulo, contém 0,0350 mg de EE2
por comprimido. A amostra do COn foi preparada a partir de uma pilula, a sua
massa foi quantificada e triturou-se o medicamento em almofariz e pistilo. Em
seguida, a massa foi transferida para um tubo de ensaio e foram adicionados
3,00 mL de etanol. Posteriormente, o material foi centrifugado a 4000 rpm
durante 10 min. ApOs essas etapas, o sobrenadante foi filtrado através de
membrana de 0,45 um, transferido para um baldo volumétrico de 10,00 mL,

previamente calibrado, e o volume foi completado com etanol [111].

Solucbes de substancias concomitantes

As solucdes dos concomitantes ou interferentes foram preparadas com o
objetivo de obter a concentracdo 0,10 mol L, a partir de reagentes certificados.
Onde as escolhas das espécies foram realizadas em outros estudos com analito
analisado nesse trabalho. As massas de acido ascorbico, nitrato de chumbo,
sulfato de sodio, cloreto de sdodio, cloreto de magnésio, hexacianoferrato de
potassio (lll), cafeina, ureia e estrona foram quantificadas. As solucdes foram
preparadas em balGes, previamente calibrados, de 10,00 mL, onde os volumes

necessarios foram adicionados com agua ultrapura [19,49,111-113].
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3.5 Obtencéao dos eletrodos de pasta de carbono modificados

Os eletrodos de pasta de carbono sem modificagdo (EPC) foram
constituidos por grafite em pé e o 6leo mineral, na proporcao de 65,0 e 35,0%
respectivamente. Enquanto os eletrodos de pasta de carbono quimicamente
modificados (EPCM) foram compostos por grafite em pd, 6leo mineral e o
modificante (APENDICE 2): 6xido de grafeno reduzido com &cido ascorbico
(ErGOA), rGO com &cido ascorbico seco (ErGOAS) e rGO com cafeina (rGOC)
em diferentes proporc¢des (2,5%, 5,0%, 7,5%, 10,0, 15,0, 20,0, 30,0%), como

demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4. Relacdo das proporgOes utilizadas na obtencdo dos eletrodos

modificados.
Eletrodos GR % .Oleo Modificante %
mineral % \GoA rGOAs rGOC
EPC 65,0 35,0 - - -
ErGOA2,5% 62,5 35,0 2,5 - -
ErGOAS5,0% 60,0 35,0 50 - -
ErGOA7,5% 57,5 35,0 7,5 - -
ErGOA10,0% 55,0 35,0 10,0 - -
ErGOAs2,5% 62,5 35,0 - 2,5 -
ErGOAs5,0% 60,0 35,0 - 50 -
ErGOAs7,5% 57,5 35,0 - 7,50 -
ErGOAs10,0% 55,0 35,0 - 10,0 -
ErGOAs15,0% 50,0 35,0 - 15,0 -
ErGOAs20,0% 45,0 35,0 - 20,0 -
ErGOAs30,0% 40,0 35,0 - 30,0 -
ErGOC10,0% 55,0 35,0 - - 10,0

As massas dos constituintes dos eletrodos foram medidas em uma
balanca de marca NEOBIO FA2004. Onde a massa total da pasta de carbono
empacotada em cada eletrodo totalizava 0,1000 g. Em seguida, foram
macerados por 20 minutos, com o auxilio de almofariz e pistilo de agata. O

objetivo da maceracao é obter, ap0s esse processo, uma pasta homogénea com
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0s constituintes presentes. Depois, da pasta obtida, essa foi inserida e
compactada com auxilio de um émbolo em uma seringa de polipropileno de 1
mL, com area geométrica de 0,18 cm?. Apds o0 empacotamento, um fio de cobre
foi inserido na pasta para estabelecer o contato elétrico. Onde o material de
cobre foi escolhido devido o custo e a facilidade de transporte de elétrons (bom
condutor). A area superficial do fio em contato com a pasta foi igual a 0,06 cm?,
o fio de cobre utilizado, foi previamente desencapado e polido (Figura 10).

Figura 10. Esquema ilustrativo do preparo e montagem do eletrodo. Fonte:
Autoria propria.
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Sempre que necessario, as superficies foram renovadas mecanicamente
em papel filtro, para retirar parte da pasta que esteve em contato com a solucao
durante a analise. Esse procedimento mantém a superficie do eletrodo limpa e
homogénea, com o objetivo de evitar defeitos fisicos, como rachaduras, pois a
reproducdo dos processos de oxidacdo e reducdo € afetada pela

homogeneidade da superficie do eletrodo, assim como da pasta [114].

3.6 Deteccdao eletroquimica

As analises eletroquimicas foram realizadas em um
Potentiostato/Galvanostato Autolab PGSTAT 100N, monitorado por meio do

software NOVA 2.1.4. A célula eletroquimica tem a capacidade de 15,00 mL e
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foi composta por: eletrodo de referéncia (Ag/AgCl em KCI 3,00 mol L), um fio
de platina como eletrodo auxiliar e o eletrodo de trabalho (EPC ou EPCM).

3.6.1 Caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos

Para as caracterizacdes eletroquimicas dos eletrodos (EPC e EPCM),
foram realizadas andlises de voltametria ciclica (VC) em solugdo de [Fe(CN)e]*
/[Fe(CN)e]* (1,00 mmol L) em KCI nas velocidades de varreduras de 10,0, 20,0,
50,0, 100,0, 200,0 e 300,0 mV s,

3.6.2 Andlise do comportamento redox do EE2 por meio da Voltametria Ciclica

Com o objetivo de analisar o comportamento de oxidacdo/reducao do EE2
na superficie do eletrodo frente as variacdes progressivas da velocidade de
varredura, realizou-se os experimentos de voltametria ciclica (VC). A célula
eletroquimica foi composta por tampao B-R (pH 8,00) e concentracao de 0,10
mmol L de EE2. As velocidades de varredura utilizadas foram 20,0, 30,0, 50,0,
100,0, 120,0, 150,0, 170,0 e 200,0 mV s™.

As leituras foram realizadas com tempo de acumulagéo de 5 minutos e as
velocidades de varredura foram aplicadas sequencialmente, sem renovacao da
superficie. Os experimentos foram realizados em triplicada, com o objetivo de
obter os valores de desvios padrdo (DP) e os desvios padrao relativos (DPR/%)
(ANEXO 4).

3.6.3 Otimizacdo dos parametros de andlise para a detec¢do do 17a-
etinilestradiol

As otimizagOes dos parametros das analises permitem o aumento do sinal
analitico do eletrodo em estudo. Esses podem ser parametros de cela de leitura

(cela de leitura, meio eletrolitico, pH), parametros da metodologia analitica
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(tempo de acumulacdo e propor¢cdo de modificante) e parametros da técnica
(velocidade de varredura, tempo de pulso e amplitude de pulso). As condi¢des
experimentais analisadas foram o meio eletrolitico, a propor¢do do modificante,
o pH, célula de leitura, tempo de acumulacdo, tempo de pulso, amplitude de

pulso e velocidade de varredura, como listados na Tabela 5.

Tabela 5. Condi¢des avaliadas para a detecgao do 17a-etinilestradiol.

Parametros Variaveis
Amplitude de pulso 5,0 —150,0 mV
Célula in situ e ex situ
Meio eletrolitico (tampéao) B-R e fosfato
pH 2,00 - 10,00
Proporcao dos modificantes 2,5 -30,0%
Tempo de acumulacao 0 — 30 minutos
Tempo de pulso 2,5-50,0ms
Velocidade de varredura 5,0-30,0mV st
4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacédo das propriedades eletronicas e estruturais do Oxido

de Grafeno (GO) e Oxidos de Grafeno Reduzidos (rGOA e rGOAS)

4.1.1 Espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho (FTIR)

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho € uma técnica
Optica para identificacdo de diversos grupamentos funcionais. A energia dos
fotons na regido do infravermelho ndo permite transicfes eletronicas, porém,
promove as vibracdes e as rotacdes especificas das moléculas [115,116]. Os
espectros de FTIR para as amostras de grafite, 0xido de grafeno (GO), 6xido de
grafeno reduzido com &cido ascoérbico (rGOA e rGOAS) estdo apresentados na
Figura 11, enquanto a correlag&o dos principais grupos funcionais presentes nos

compostos sintetizados e suas atribuicdes estdo na Tabela 6.
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Figura 11. Espectros de absorgéao na regido do Infravermelho das amostras de
GR, GO, rGOA e rGOAs, em pastilha de KBr.
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Tabela 6. Atribuicbes de bandas de vibracdo e deformacdes angulares

presentes nos espectros de infravermelho para grafite, GO, rGOA e rGOAs.

o Classes Numero de onda (cmt)
Atribuicéo o :
guimicas [117] [118] [119] Experimental
Alcool
VO-H ) 3223 3400 3400 3382
Agua
VC-H Alcano - 2927 2854 2950
vc=0 Carbonila 1727 1720 1622 1758
ve=c Alceno 1620 1619 - 1627
Oo-H Alcool 1368 1224 1431 1320
Oc-o-c Eter 1046 1080 1078 1100

v= estiramento; & = deformagéo.

A partir dos resultados obtidos nos espectros (Figura 11), foi possivel
observar a semelhanca dos materiais sintetizados com os trabalhos
apresentados na literatura [92-94]. Em relacéo ao grafite (GR), observou-se a
auséncia de bandas de grupos funcionais por este ser um composto que possui

ligacdes simétricas, com um momento de dipolo que ndo se altera em funcéo do
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tempo. Dessa forma, a técnica de espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho n&o foi capaz de determinar bandas vibracionais desse material
[115].

A Figura 11 apresenta as vibracdes intensas de estiramento de O-H em
3382 cmt para as amostras de GO, rGOA e rGOAs e deformacéo da ligacéo de
O-H em 1350 cm* para GO e rGOA e rGOAs foram identificados nos espectros.
Onde no GO e rGOA apresentam uma banda com maior caracteristica de agua
e alcool. Enquanto para o rGOAs, observa-se uma maior caracteristica de
carbonila de &cido carboxilico, tal resultado pode ser relacionado ao processo de
secagem do material. Essas informacdes sugerem que o processo de oxidagéo
do material foi efetivo, e a diminuicdo da intensidade das bandas no rGOA e
rGOAs corroboram para a eficacia da reducéo. As vibracdes de estiramentos de
CH2em 2950 cm™, para o rtGOA e rGOAs, apontam para a formacéo de carbonos
com hibridizagcdo sp? na rede basal, enquanto que o GO nédo apresenta bandas
nessa regido. A banda em 1758 cm caracteriza a presenca do estiramento da
ligacdo C=0 de carboxila para o GO, rGOA e rGOAs [117-120].

Em 1627 cm™ o estiramento C=C para os materiais de GO, rGOA e
rGOAs, sendo que o rGOAs apresentou maior intensidade dessa banda em
relacdo aos outros compostos. Tal resultado gera maior dominio de carbonos
sp? (C=C). Foi observada uma deformacéo caracteristica de C-O-C em 1100 cm~
! para GO e rGOA. Com isso, tais informacGes sugerem a presenca destes
grupos funcionais na estrutura dos compostos sintetizados (GO, rGOA e rGOAS)
[117-120].

4.1.2 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é utlizada para analisar as vibragdes
moleculares, sendo a resposta gerada em funcéo da interacdo dos fotons com
as espécies da amostra. Essa interacdo resulta em dois tipos de luz dispersa: a
elastica, que ocorre sem alteracéo na frequéncia dos fétons, e a inelastica, onde
a energia da fracdo dos fotons dispersos pode ser perdida. O foton incidente

distorce as nuvens eletrénicas da molécula, elevando o estado de energia mais
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baixa para o estado vibracional mais excitado. O espectro Raman é gerado pela
diferencga de energia entre o foton incidente e o féton disperso, correspondentes
a energia necessaria para excitar uma vibra¢do molecular especifica [116,121].

Os espectros de Raman do grafite e dos compostos derivados de grafeno
gue foram sintetizados (GO, rGOA e rGOASs) estdo apresentados na Figura 12.
O objetivo das analises da espectroscopia Raman foi analisar a desordem das
estruturas formadas pelos processos de oxidagdo e reducgédo, através da razdo
das intensidades das bandas D e G (lo/lc). A banda D é caracteristica dos
defeitos na estrutura grafitica, enquanto a banda G corresponde ao alongamento
da ligacao de primeira ordem dos atomos de carbono sp2. Assim, resultados
superiores a 1, configuram uma maior desordem estrutural das folhas, enquanto

que, valores inferiores a 1, representa uma estrutura mais organizada
[85,122,123].

Figura 12. Espectros Raman das amostras (GR, GO, rGOA e rGOAS).
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O espectro do grafite apresentou uma banda G bem definida e
caracteristica em 1576 cm™, em virtude do grande nimero de camadas
organizadas na estrutura grafitica. Para o 0xido de grafeno, a presenca da banda
D em 1359 cm, caracteriza uma maior desorganizacdo estrutural devido o

processo de esfoliacdo ocorrido a sintese. Tal resultado é devido aos grupos
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oxigenados presentes na estrutura do GO, assim como nos rGO. O grau de
desordem para a estrutura do GO foi de 0,86, indicando a prevaléncia de
estruturas mais ordenadas [85,122,123].

O espectro do rGOA apresentou um aumento de intensidade da banda D
em 1334 cm, em relacdo a banda G em 1598 cm. A desordem calculada (lo/lc)
foi de 1,15. O rGOAs demonstrou uma banda D em 1279 cm, onde obteve-se
uma relacgédo Io/lc com o valor de 1,05. Tal resultado esta associado a perda de
carbonos presentes nas folhas, na forma de CO e CO2, que promovem e
intensificam os defeitos e a desordem do sistema provocada pela presenca de
vacancias nas folhas de rGO. A presenca da banda G no rGOA e rGOAs
demonstraram-se menos pronunciada que a banda D, tais caracteristicas
referem-se a degradacado dos grupos funcionais oxigenados presentes no plano
e a reorganizacao de redes de carbonos com hibridizacdo sp?, como pode-se
observar nas andlises realizadas no FTIR. Tais caracteristicas permitem maior

interacdo nao-covalente e maior transferéncia de carga [85,122,123].

4.1.3 Espectroscopia de Absor¢cdo no ultravioleta e visivel (UV-VIS)

A espectroscopia UV-VIS é utilizada para medir a absorcdo do material,
onde observa-se as transicoes eletronicas que ocorrem do estado fundamental
para o estado excitado [116]. Assim, utilizou-se dessa técnica com o objetivo de
analisar o comportamento do GR, GO, rGOA e rGOAs em func¢éo das transicdes

das bandas m-t* presentes nesses materiais (Figura 13).
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Figura 13. Espectros de absorcéo eletronica na regido do UV-Visivel da 4gua
ultrapura, GR (0,10 mg mL?), GO (0,10 mg mL™?), rGOA(1,00 mg mL?) e rGOAs
(0,01 mg mL™?).
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Os espectros da Figura 13 apresentam bandas de absor¢cdo em 244 nm
para o0 GO e rGOA, em 251 nm para o rGOAs e sdo atribuidas as transicées
eletrdnicas m-m* [124]. No grafite, essas transicdes ndo ocorrem devido a
estrutura hexagonal empilhada de forma ordenada das folhas de grafeno
presentes no GR, estando assim, interconectadas por forcas de Van der Waals
[13,51].

O espectro de absorcdo do GO apresentou uma intensidade caracteristica
dos processos de oxidacado e exfoliagdo que podem ter gerado deformacdes e
afastamento das folhas de grafeno devido a presenga dos grupos oxigenados no
plano basal, o que reduziram as interagdes de Van der Waals entre as camadas.
Segundo Jimenez-Cervantes e colaboradores [51] a oxidacdo do GR pode
formar até 60,0% de carbonos com hibridagcdo sp® conectados por ligacbes
sigma com atomos de oxigénio. Esses processos resultam em menos ligacdes
7 entre os carbonos, consequentemente, menor € o nimero de carbonos com
hibridizagdo sp?. Isso implica em um maior band gap, gerando caracteristicas de

um isolante eletrénico, além de poucas e eletronicas, que podem causar amplas
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bandas de absor¢cdo ou emissao, resultando em menores intensidades de
bandas [20,51,60].

O resultado obtido para o GO ¢ justificado por Abid. et. al. [60] através da
presenca das transi¢des -r* de ligages C-C de carbono aromatico. O processo
de reducdo do GO promove a diminuicdo de grupos funcionais oxigenados e a
recuperagcdo gradual das conjugacdes m-m* e dominios sp? (C=C) entre os
atomos de carbono. O que corrobora com os resultados obtidos nas analises de
FTIR, referentes as maiores intensidades das bandas de carbonos sp2. Essa
conformacdo mais aromética do rGO facilita o processo de transferéncia de
carga, 0 que promove uma maior absorcao e intervalo de banda ajustavel, tais
caracteristicas intensificam as aplicacfes eletroanaliticas para a deteccdo de
compostos eletroativos. O rGOAs apresentou uma banda mais intensa, em
relagdo ao rGOA, o que configura mais transices eletrénicas de carbonos sp?,
confirmando a banda mais intensa observada no FTIR [20,51,60]. O resultado
obtido para o rGOAs pode ser explicado devido a menor quantidade de agua e
grupos oxigenados, apdés o processo de secagem, aumentando assim a
intensidade da absorcao da radiacdo. O deslocamento da banda de transicéo de
251 para 244 nm, pode ser atribuida a diminuicdo da contribuicdo da transicdo

n-m* caracteristica de C=0, segundo Jimenez-Cervantes et al. [51].

4.2 Caracterizacdo morfolégica do Oxido de Grafeno, Oxidos de
Grafeno Reduzidos (rGOA e rGOAS)

4.2.1 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

O MET é utilizado para obter informacdes da morfologia, da estrutura
cristalina de materiais em alta resolucdo. Os elétrons sdo emitidos por um
canhdo de elétrons em uma camera a vacuo e direcionados por lentes
eletrostaticas para a amostra. As interacdes dependem da densidade do
material, da dispersdo ou absorcdo e a passagem dos elétrons pela amostra
[116]. Na Figura 14 encontram-se os resultados das analises para o GO, rGOA

e rGOAs obtidos por microscopia eletronica de transmissao.
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Figura 14. Imagens de MET (x2500 e x12000) do GO (A — B) e rGOA (C — D).

As imagens obtidas do 6xido de grafeno (Figura 14A — B) apresentam uma

maior sobreposicéo das folhas. Tal resultado corrobora com a presenga de uma
maior quantidade de grupos funcionais hidroxilas e ep6xidos nos planos basais,
carbonilas e carboxilas em torno das folhas, os quais possibilitam uma atracao
intermolecular mais intensa, em comparacdo as folhas do rGOA [51,53]. As
imagens obtidas para o rGOA (Figura 14C — D) demonstram folhas menos
sobrepostas, mais transparentes e rugosas. O processo de reducdo diminuiu a
porcentagem de grupos oxigenados, proporcionando uma maior distancia entre
as estruturas, o que gera a obtencdo de uma maior area superficial, e maior

dominios de carbonos sp? (C=C) [68]. Assim, assegurando uma melhor interacao
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entre modificante-analito, devido as interacbes ndo-covalentes e ligacdes de
hidrogénio, além de oferecer vantagens para as andlises eletroanaliticas, por
causa de um menor band gap, o que facilita o processo de transferéncia de

carga, como observado nos resultados das anélises de UV-VIS.

4.2.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura € um método de obtencdo de
imagens da microestrutura e morfologia dos materiais. Um feixe de elétrons de
alta energia é incidido sobre o material e varre a superficie, onde ocorrem
diferentes interacdes entre o feixe de elétrons e o material, que leva a emissao
de fotons e elétrons da superficie [116]. As imagens de microscopia eletrénica
de varredura (Figura 15A — G) foram obtidas para as amostras de grafite, éxido
de grafeno (GO), 6xido de grafeno reduzido com &cido ascoérbico (rGOA e
rGOAS).
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Figura 15. Micrografias obtidas por MEV do (A — B) Grafite (x2000 e x4000); (C
— D) GO; (E - F) rGOA; (G — H) rGOAs.
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As imagens obtidas para o grafite (Figura 15A — B) apresentaram uma
morfologia de superficie achatada e com camadas pequenas e finas,
sobrepostas umas as outras [125]. Essa disposi¢cédo se deve a sobreposicéo e
organizacdo da estrutura do material, que é composto por folhas de grafeno
sobrepostas por interacdes de Van der Waals. As imagens referentes ao GO
(Figura 15C — D) revelaram a formacao de um solido com maior unido entre as
folhas. Tal morfologia corrobora com a maior interagcdo dos grupos funcionais
oxigenados presentes no composto, advindos do processo de oxidacao, o que
se pode observar nos resultados obtidos na analise de MET [126].

As micrografias do rGOA (Figura 15E — F) apresentaram estruturas mais
espacadas em comparacdo aos outros materiais, similar aos resultados obtidos
com as topografias do rGOAs (Figura 15G — H). O processo de secagem do
rGOA, apresentou além disso, estruturas menores e aspecto menos agregado,
podendo ser explicado devido a menor quantidade de agua e interacdes entre
as folhas, como observado nas andlises de MET. Isso € consequéncia da
diminuicdo da presenca de grupos funcionais gerada a partir do processo de
reducao, resultando em interacfes intermoleculares mais fracas, o que confere
ao oxido de grafeno reduzido folhas mais separadas que as presentes no GO, 0
que foi possivel observar nas imagens do MET [123]. Tais resultados apontam
uma maior area superficial em relacdo ao GO, devido as menores estruturas e
maior espacos entre elas [127], o que permite uma maior area de contato do
modificante com o analito nas analises eletroquimicas. Foram realizadas as
analises de MEV para as superficies dos eletrodos (EPC, ErGOA, ErGOAs,
ErGOC) porém, ndo foram observadas diferencas em suas topografias,

demonstrando a homogeinizacdo da pasta de carbono através da maceracao.

4.2.3 Difracdo de Raios X (DRX)

A difratometria de raios X € uma técnica de caracterizagdo da composi¢ao
e estrutura dos materiais. Um feixe de raios X monocromético é irradiado em
direcdo ao material analisado e a intensidade do feixe difratado € medida em
funcdo do angulo de incidéncia do gerador, o que permite a obtencédo de varias

informagdes como os tamanhos de cristalitos, tenséo residual, etc [116]. Para
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comparar as mudancgas ocorridas durante os processos de oxidag&o e posterior
reducdo, foram realizadas anélises de DRX com as amostras de grafite, 6xido
de grafeno e 6xido de grafeno reduzido. Os resultados estao expressos na Figura
16.

Figura 16. Difratogramas de Raios X: A) GR; B) GO; C) rGOA.
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O difratograma do grafite (Figura 16A) caracteriza-se por um pico em 20
préximo a 27°.Tal intensidade de pico é correspondente ao empacotamento das
folnas de grafeno devido as interacdes por forcas de Van der Waals. O GO
(Figura 16B) apresentou uma redugéo consideravel na intensidade do pico de
difragcdo (002), ocorrendo o alargamento desse. Tais resultados apontam a
insercao dos grupos oxigenados na folha de grafeno. O processo de oxidacéo
aumenta a distancia entre as folhas e ocasiona maior desordem no sistema,

causadas pelos grupos oxigenados e 0 processo de exfoliacédo [51,120].
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A maior desordem apresentada na analise do rGOA (Figura 16C) é
comprovada com o alargamento e a diminui¢éo da intensidade do pico (002) em
relacdo ao GR. O processo de reducao diminuiu a quantidade de grupos
oxigenados, 0 que gera uma menor interacdo entre as folhas e uma menor
cristalinidade, como pode-se observar nas analises microscopicas (MEV e MET).
Os resultados obtidos nas analises de DRX corroboram com 0s expressos na
literatura para esses compostos [51,120].

4.3 Caracterizacéo Eletroquimica e Otimizagcdo dos Parametros Analiticos

4.3.1 Estudo do comportamento redox do EE2

A andlise de voltametria ciclica é de fundamental importancia para
compreensao dos processos de oxidacéo e redugdo e como esses ocorrem entre
a superficie do eletrodo e o analito. Portanto, o experimento realizado objetivou
estudar o comportamento e o processo eletroquimico do EE2. A Figura 17A
mostra o0s voltamogramas referentes as analises de EE2 em diferentes
velocidades de varredura (20,0 — 200,0 mV s1), enquanto a Figura 17B
apresenta a relacdo linear entre corrente de pico anddica (ipa) € velocidade de

varredura.
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Figura 17. A) Voltamogramas ciclicos para o ErGOAs15% na presenca de 0,10
mmol L'* de EE2 em tampé&o BR (pH 8,00) em velocidades de varredura na faixa
de 20,0 mV s; B) Relacdo linear entre corrente de pico anddico (MA) e a
velocidade de varredura (20,0 — 200,0 mV s™1).
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Através da Figura 17A observa-se a presenca de um pico de oxidacao em
0,55 V (Ag/AgCI) referente a espécie do EE2. Os dados apontam para um
sistema classificado como irreversivel, pois hdo observa-se a presenca de um
sinal de reducéo na faixa de potencial analisada. E observado o deslocamento
do pico de oxidacdo com o aumento da velocidade de varredura (v), a qual
controla quédo rapido o potencial é aplicado durante a leitura voltamétrica. As
altas velocidades reduzem o tamanho da camada difusa, consequentemente,
aumentam as intensidades de corrente observadas e o potencial necessario para
gue o processo ocorra (Anexo 1, item 1.1 e 1.2) [3,49].

Na Figura 17B pode-se observar a relacao linear entre as intensidades
dos picos anddicos e as velocidades de varredura, esse comportamento aponta
para um processo adsortivo entre a superficie do eletrodo e o EE2 [3,49]. Tais
resultados podem ser explicados devido a morfologia do rGOAs, que foram
observadas nas caracteriza¢des desse material e a proporcdo de carbonos sp?,
concedendo, assim, processos de interacOes eletrostaticas entre
analito/eletrodo. Na literatura, observa-se uma proposta de mecanismo para o
processo de oxidacdo e reducdo da espécie EE2, onde sugere observa-se o

transporte de um préton (H*) e a transferéncia de um elétron (e") (Figura 18),
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Onde o rGO pode interacdo com o analito através das intera¢des ndo-covalentes
e catalisar a saida de um proton, gerando assim o processo de oxidacdo e ou
reducdo da molécula [19,49].

Figura 18. Sugestdo para o mecanismo de oxidacdo do EE2, onde ha o

transporte de um H* e transferéncia de um e [19,49]. Fonte: Autoria propria.

Para iniciar o estudo de deteccdo do EE2, foram realizados analises
eletroquimicas prévias e um levantamento das condigdes experimentais
relatadas pela literatura, para estabelecer os parametros iniciais de analise
[31,35,38,39,49]. Devido os resultados obtidos com a VC nao apresentarem
picos de oxidacdo nitidos, optou-se utilizar a voltametria de pulso diferencial
(VPD) para avaliar o comportamento do eletrodo de pasta de carbono sem
modificacdo e eletrodos de pasta de carbono modificados com 6xido de grafeno
reduzido com acido ascorbico (ErGOA) e o seco (ErGOAs) frente ao EE2. Devido
a VPD apresentar uma maior contribuicdo da corrente faradaica em comparacao
com a corrente capacitiva, como demonstrado no Apéndice 1.2.

Assim, foi inicialmente utilizada velocidade de varredura (v) de 20,0 mV
s'1, com tempo de pulso (t) de 10,0 ms e amplitude de pulso (AP) de 0,02 V. Uma
solucdo tampao Britton-Robinson (B-R) (pH 8,00) foi usada como eletrélito
suporte contendo uma concentracdo de 10,00 umol Lt de EE2 e tempo de
acumulacdo (TA) de 3 minutos. Realizou-se um estudo inicial para avaliar e
comparar a variacdo da intensidade de corrente do pico de oxidagao utilizando
diferentes eletrodos de trabalho (Figura 19). Onde o branco representa a leitura
realizada no sistema com a presenca do eletrélito suporte unicamente e foi

escolhida a proporcao de 5% dos modificantes presentes nos EPCM.
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Figura 19. Voltamogramas de pulso diferencial anddico empregando o EPC,
ErGOA5% e ErGOAs5% em tampéo B-R pH 7,00, v = 20,0 mV s, amplitude de
pulso (AP) de 50 mV, tempo de pulso (t) de 50,0 ms, tempo de acumulacédo (TA)
de 3 min. na presenca de 10,00 ymol L* de EE2.
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Os resultados apresentados na Figura 19, obtidos através do estudo
voltamétrico demonstram a existéncia de um pico de oxidacdo com maximo de
intensidade de corrente na regido entre 0,40 e 0,50 V (Ag/AgCl). Pode-se notar
gue h&a o deslocamento do pico de oxidag¢do para potenciais menos positivos
para os eletrodos modificados, em relagcdo ao EPC. O ErGOAs obteve uma maior
intensidade de corrente de pico anddico, que pode estar relacionada com uma
melhor interacéo eletrodo-analito e uma maior capacidade para transferéncia de
elétrons do EE2 em relacdo aos demais eletrodos estudados.

O eletrodo ErGOAs apresentou uma maior intensidade das bandas
referentes a carbono sp? e grupo carbonila, além de uma menor intensidade da
banda de 4gua na andlise do FTIR e a banda observada na analise do UV-VIS.
Tais fatores apontam para um composto com maior funcionalizagcdo covalente,
maior area superficial como demonstrado nos resultados obtidos por MET e
MEV. O que permite imobilizacdo de moléculas em ambos os lados do plano
basal, intensificando processos de interacdes eletrostaticas e ndo covalentes.

Onde o resultado desse processo adsortivo € observado nas analises de
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voltametria ciclica e com esse eletrodo (Figura 17) [51]. Dessa forma, as
otimizacdes foram realizadas com o rGOAs, por esse apresentar melhores

intensidades de sinais eletroquimicos.

4.3.2 Otimizagdo dos parametros de operacao da célula de leitura

A célula eletroquimica € o ambiente onde séo realizados os estudos
referentes ao sistema e seus componentes (meio eletrolitico, eletrodos, entre
outros). O processo de analise depende de diversos fatores, dentre eles, o tempo
de exposicdo do eletrodo a solucéo antes da leitura voltamétrica, permitindo um
maior contato eletrodo-analito. Na Figura 20A demonstra o procedimento in situ
(na mesma cela), que se da por meio da exposi¢cdo do eletrodo de trabalho a
solucdo onde esta presente o eletrdlito suporte e o analito estudado. A solucao
€ agitada por meio de uma barra magnética por um tempo pré-estabelecido,
etapa essa denominada de pré acumulacdo. Apds esse momento, a andlise
eletroquimica é realizada. Na Figura 20B, o procedimento ex situ (células
distintas), a etapa de pré acumulacéo é realizada em uma cela diferente, onde
hé& eletrdlito suporte e analito. Apds esse tempo, o eletrodo de trabalho é retirado
e a andlise eletroquimica é realizada em uma cela eletroquimica que contém

unicamente o eletrélito suporte.
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Figura 20. Etapas de acumulacéo e leitura voltamétrica realizadas: (A) in situ e

B) ex situ. Fonte: Autoria propria.
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Ao realizar a metodologia in situ, uma maior quantidade de analito, pode
entrar em contato com o eletrodo durante a leitura, porém a metodologia ex situ
se destaca por diminuir a influéncia de substancias concomitantes no sinal obtido
para o analito, quando aplicado a uma amostra complexa [12]. Dessa forma, com
o objetivo de averiguar a influéncia da acumulacéo e leitura voltamétrica do EE2
na mesma célula eletroquimica e em células distintas, realizou-se o estudo
comparativo utilizando o eletrodo modificado com rGO seco (ErGOAs5%),

demonstrado na Figura 21.
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Figura 21. Voltamogramas de pulso diferencial andédico empregando o
ErGOAs5% em tampéo B-R pH 7,00, v=20,0 mV s?, AP =50 mV, t = 50,0 ms,
TA = 3 min para detecgéo de 10,00 umol L de EE2.
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As andlises (Figura 21) permitiram observar a influéncia ao realizar as
etapas de acumulacdo e a leitura voltamétrica in situ e ex situ. Um pico de
oxidacdo de maior intensidade foi obtido para a situacao in situ, diferentemente
de quando a mesma analise foi realizada ex situ. O processo ex situ uma maior
capacidade de reduz a influéncia de interferentes presentes na solucao.
Entretanto, optou-se por realizar as etapas de acumulagéo e leitura in situ, de
forma que a sensibilidade do eletrodo seja favorecida, permitindo resultados com
maiores intensidade de pico de oxidacao para os estudos realizados nas etapas

de otimizacao.

4.3.2.1 Influéncia do eletrolitico suporte

A escolha do meio eletrolitico implica em diversas consequéncias para a
analise eletroquimica, tais como a condutividade elétrica, o controle de pH, a
forga idnica e entre outros (ANEXO 1, item 1.1). Assim, para avaliar a influéncia
do meio de deteccéao, utilizou-se como eletrélitos suporte tampéao fosfato (pH
7,00) e tampédo B-R (pH 7,00) na presenca de 10,00 ymol Lt de EE2 e o tempo
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de acumulacgéo foi de 3 minutos. Os resultados obtidos estdo apresentados na
Figura 22.

Figura 22. Voltamogramas de pulso diferencial anddico empregando o
ErGOAs5% em tampéo B-R e fosfato pH 7,00, v=20,0 mV s, AP=50 mV, t =
50,0 ms, TA = 3 min na presenca de 10,00 uymol L de EE2.
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Frente aos resultados obtidos na Figura 22, nota-se que os dois eletrélitos
suportes ndo apresentam diferencas significativas para o estudo realizado, com
uma diferenca de 15% entre 0s ipa. Apesar das forcas ibnicas dos meios
eletroliticos terem sido distintas (forca i6nica (1) B-R de 0,50 e para tampéo
fosfato 0,20), ndo houve influéncia consideravel na resposta analitica. Dessa

forma, o tampéao B-R foi escolhido por este permitir a realizacéo do estudo de pH

em uma ampla faixa (2,00 — 12,00).

4.3.2.2 Estudo da influéncia do pH

O pH da solucéo eletrolitica € um fator de elevada importancia por
influenciar diretamente nos potenciais de oxidacdo e/ou reducdo. Sendo os

potenciais dependentes, portanto, da forma com que as espécies eletroativas
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que se apresentam em determinadas faixas de pH. A Figura 23 mostra a
distribuicdo das espécies do EE2 em diferentes pH.

Figura 23. Espécies do 17a-etinilestradiol referentes a diferentes pH. Fonte:

Disponivel em: <https://chemicalize.com>.
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Frente a essas informacdes, o estudo de pH foi realizado com o
ErGOAs5% em tampéao B-R. Essa solucdo é composta por acido boérico, acido
acético e &cido orto-fosforico, o que permite uma ampla faixa de pH tamponante
(~2,00-12,00), devido aos varios de pKa dos &cidos presentes. Sendo assim, as
analises foram realizadas na faixa de pH de 2,00 - 10,00 com o objetivo de avaliar

o comportamento dos sinais obtidos pelo eletrodo ErGOAs5% (Figura 24).
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Figura 24. A) Voltamogramas de pulso diferencial anddico empregando o
ErGOAs5% em tampdo B-R pH 2,00 - 10,00, v=20,0 mV s1, AP =50 mV, t =
50,0 ms, TA = 3 min para deteccédo de 10,00 umol L de EE2; B) Variacdo da
intensidade de ipa € Epa em fungéo do pH.
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As respostas eletroguimicas utilizando ErGOAs5% apresentadas na
Figura 24A evidenciam que em meio &cido (2,00 - 5,00) o pico de oxidagdo
apresenta diferenca de 25% para 0 ipa mais intenso (pH 7,00). Nesta faixa, a
espéecie de EE2 encontra-se mais disponivel na forma protonada (Figura 23). Em
pH neutro e basico, nota-se maiores intensidades de correte de pico anddico
(ipa). A Figura 24B apresenta a relacao entre ipa € pH € mostra que a faixa de pH

de 7,00 - 9,00, correspondente as condi¢cdes mais sensiveis para a deteccdo do
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EE2. Os resultados obtidos podem ser relacionados a protonagdo ou
desprotonacdo dos grupos oxigenados do rGO, pois, como apresentado na
Figura 23, a propor¢cdo do EE2 no meio ndo apresenta uma diferenca
significativa. Os trabalhos na literatura demonstram que o0 processo redox do
EE2 é fortemente relacionado ao pH, devido a solubilidade desse composto
aumentar em pH mais bésico e estar relacionado ao processo de transporte do
proton [19,49,113].

Através do voltamograma da Figura 24A, é possivel perceber que ha um
deslocamento de ipa para valores de potenciais menos positivos & medida que o
pH aumenta. Esse comportamento fica mais evidenciado na Figura 24B, que
apresenta uma relacéo linear de Epa com 0 pH, onde o R? = 0,9955. A equacao
obtida para a reta corresponde é Epa (V) = 0,9543 — 0,0647(pH) e o coeficiente
angular da reta igual a 65,0 mV [113]. Esse deslocamento, quando linear, indica
que h& uma transferéncia de mesma quantidade de protons (H*) e elétrons
durante a oxidagdo do EE2 na superficie do eletrodo. Frente a esses resultados,
o pH escolhido para continuar as otimiza¢des foi o pH 8,00, dada a intensidade
do pico anddico néo ter variado bastante entre os pH 7,00 a 9,00, além do
deslocamento para potenciais menos positivos, 0 que favorece o processo de
oxidagao do analito.

4.3.3 Otimizacao dos Parametros da Metodologia Analitica

4.3.3.1 Otimizac&o do Tempo de Acumulacao

A analise do tempo de acumulacdo objetiva estudar a influéncia do
periodo em que o eletrodo fica imerso no meio eletrolitico com certa
concentragdo do analito, antes da leitura voltamétrica e obtengdo do sinal
analitico. Tal técnica eletroquimica recebe a denominacdo de Adsorptive
stripping voltammetry (AdSV), a qual é usado para aumentar a sensibilidade das
técnicas eletroanaliticas. O AdSV consiste em um processo de acumulagéo do
analito na superficie do eletrodo, o que resulta em adsorcéo quimica e/ou fisica.

Ap6s a acumulagéo, realiza-se a varredura voltamétrica, na qual o analito
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acumulado é oxidado ou reduzido [128,129]. Assim, realizou-se o estudo do
ErGOAs5% com tempo de acumulacdo de 30 segundos a 30 minutos (Figura
25).

Figura 25. A) Voltamogramas de pulso diferencial anddico empregando o
ErGOAs5% em tampéo B-R pH 8,00, v=20,0 mV s?, AP =50 mV, t = 50,0 ms,
TA = 30 s a 30 min para detecgdo de 10,00 ymol L* de EE2; B) Variacdo da

intensidade de ipa em funcdo do tempo de acumulagéo.
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Os voltamogramas expressos na Figura 25A evidenciam que, quanto
maior o tempo de acumulacao, maiores séo as intensidades de corrente de pico
anodico. O tempo maximo de acumulacéo foi de 30 minutos, e néo foi observar
saturacao da superficie do eletrodo, indicando que apos esse periodo ainda pode
haver sitios disponiveis para interacdo com o analito. Esse fato pode estar
relacionado a grande &rea superficial atribuida ao 6xido de grafeno reduzido. No
entanto, tempos muito longos de analise inviabilizariam a aplicacdo deste
meétodo. Além disso, observa-se uma tendéncia ao um alargamento do pico com
aumento do tempo de contato entre eletrodo-solucdo (Figura 25B). Apesar de
maiores valores de tempo apresentarem maiores valores de ipa, 0 tempo de 5
minutos ofereceu vantagens na relagcdo intensidade de sinal eletroquimico e
tempo de analise [113,130].

4.3.3.2 Estudo de propor¢cao de modificante

Realizou-se o estudo da influéncia na intensidade de pico anédico (ipa)
gerada pela variacdo da proporcdo do rGOAs , com o objetivo de avaliar a
capacidade desse material e suas propriedades na detec¢do do EE2 [88]. Os
voltamogramas presentes na Figura 26, mostram os resultados obtidos das
andlises utilizando os eletrodos de pasta de carbono modificados com 2,5%;
5,0%, 7,5%; 10,0%; 15,0%; 20,0%; 30,0% de rGOAs.
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Figura 26. A) Voltamogramas de pulso diferencial anédico empregando
diferentes propor¢cbes do modificante ErGOAs (2,5; 5,0, 7,5; 10,0; 15,0; 20,0;
30,0%) em tampéo B-R pH 8,00, v=20,0 mV s1, AP =50 mV, t =50,0 ms, TA =
5 min para deteccdo de 10,00 umol L* de EE2; B) Variagéo da intensidade de

ipa €m funcédo do teor de modificante.
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Os resultados demonstrados na Figura 26A, apontam que o aumento da
proporcao do modificante, entre 2,5% a 20,0%, proporcionou o crescimento da
corrente de pico anddico para deteccdo do EE2. Tais resultados estéo
relacionados as caracteristicas que o rGO concede ao EPCM. Pode-se explicar

0S ipa Obtidos através da morfologia do modificante, onde a estrutura lamelar e



54

0s poros observados nas analises de MEV e MET intensificam as interagcfes
entre eletrodo-analito [51,120]. Outro fator € a maior proporcao de carbonos sp?,
que foram observados nas andlises de FTIR e UV-VIS, o que gera uma maior
capacidade condutora de elétrons, potencializando as analises eletroanaliticas
[20,51,60].

Os eletrodos obtidos com as propor¢des de 20,0 e 30,0% do modificante,
observou-se o deslocamento do potencial para valores mais positivos, 0 que
demonstra um aumento energético para ocorrer o processo de oxidacéo
(ANEXO 1, item 1.2). Além disso, notou-se que as pastas de carbono desses
eletrodos apresentaram caracteristicas menos compactas e aglutinadas,
dificultando o processo de renovacao da superficie do eletrodo. Com o aumento
da proporcéo de rGO presente no eletrodo, foi possivel observar a mudanca da
coloracdo da solucéo de estudo presente na célula eletroquimica, onde, apés a
leitura dessa solugcdo com o eletrodo de carbono vitreo, percebeu-se que a
coloracdo se deve a lixiviagado do rGO. A causa possivelmente foi determinada
como o desprendimento do material que compde a pasta. A partir desses dados,
foi escolhida a proporcao de 15,0%, por oferecer a melhor relacéo intensidade
de pico anddico, além da consisténcia da pasta e apds varias leituras, ndo se

observou a mudanca na coloracao da solugao.

4.3.4 Otimizacao dos parametros da técnica

O potencial aplicado no processo de analise eletroquimica pode gerar o
transferéncia de carga entre analito/eletrodo, onde a intensidade da corrente
elétrica pode estar relacionada com a concentracdo da espécie estudada
[1,2,114]. Dessa forma, as otimiza¢cdes dos parametros da técnica (velocidade
de varredura, amplitude de pulso e tempo de pulso) objetivam o aumento da
intensidade do sinal analitico, desenvolvendo a capacidade eletroanalitica dos
eletrodos. Outro fator que deve ser analisado € o alargamento do pico,
determinado através da largura a meia altura do pico (Wu2), pois esse parametro
esta associado a seletividade do eletrodo. Como a seletividade e a

especificidade das determinagfes resultam da oxidacéo e reducédo das espécies
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analiticas de interesse, em um potencial aplicado especifico, o alargamento do
pico pode gerar uma sobreposicdo de respostas eletroanaliticas de outras
espécies [2,3].

Para as analises propostas, as condi¢des otimizadas anteriormente foram
utilizadas. O estudo foi realizado em uma célula eletroquimica, tampéao B-R em
pH 8,00, 5 minutos de acumulacéo, 15,0% do teor de modificante para deteccao
de EE2 10,00 ymol L1,

4.34.1 Amplitude de pulso

A voltametria de pulso diferencial (VPD) € uma técnica voltamétrica onde
0s pulsos de amplitude fixos sdo sobrepostos a uma rampa de potencial
crescente [114] (ANEXO A1.2). A variacdo da amplitude de pulso influencia
diretamente na seletividade do pico, que tende a ficar mais largo para altos
valores de amplitude. Foram estudadas diferentes amplitudes de pulso,
correspondentes a intensidade de oscilagdo de uma onda. Valores de 5 a 150
mV foram avaliados e a velocidade de varredura empregada foi de 20,0 mV s,
Os voltamogramas obtidos estdo representados na Figura 27A, enquanto as

intensidades de corrente e largura de pico (W12) estdo na Figura 27B.
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Figura 27. A) Voltamogramas de pulso diferencial anddico empregando o
ErGOAs15% em tampé&o B-R pH 8,00, v= 20,0 mV s?, AP =5, 10, 25, 50, 75,
100, 125 e 150 mV, t = 50,0 ms, TA = 5 min para deteccédo de 10,00 umol L de
EE2; B) Variacao da intensidade de ipa € W12 em fungao da amplitude de pulso.
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Os voltamogramas da Figura 27A demonstram a influéncia da AP nas
intensidades de pico anddico e na seletividade do sinal analitico. Foi possivel
observar que o aumento da amplitude de pulso gerou o aumento de valores de
ipa, ONde houve o apice em 75 mV, além do decréscimo do Wi, (Figura 27B).
Enquanto em valores superiores, observa um decrescimento do ipa € O
deslocamento do Epa para valores menos positivos. Devido a esses resultados,

o valor de 100 mV foi escolhido por apresentar um elevado ipa € 0 deslocamento
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de Epa para valores menos positivos, concedendo ao eletrodo uma melhor

capacidade eletroanalitica de detec¢éo do EE2.

4.34.2 Tempo de pulso (t)

Nas andlises de VPD, a medida da corrente é realizada duas vezes, uma
antes da aplicacdo do pulso e outra ao final do pulso. A subtracdo dessas
medidas objetiva a correcdo da influéncia da corrente capacitiva, onde a
corrente capacitiva diminui exponencialmente, enquanto que a corrente
faradaica diminui linearmente. Dessa forma, o estudo do tempo de pulso (t)
permite a menor contribuicdo da influéncia da corrente capacitiva nos resultados
(obtém-se uma minimizacdo da contribuicAo da corrente de fundo) [2]. Os
tempos de pulso empregados na otimizacdo foram: 2,5, 5,0, 7,5, 10,0, 25,0 e

50,0 ms. Os resultados experimentais estdo dispostos na Figura 28.
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Figura 28. A) Voltamogramas de pulso diferencial anddico empregando o
ErGOAs15% em tampéo B-R pH 8,00, v= 20,0 mV s?, AP =100 mV, t = 2,5,
5,0, 7,5, 10,0, 25,0 e 50,0 ms, TA = 5 min para deteccdo de 10,00 umol L? de

EEZ2; B) Variacao da intensidade de ipa € W12 em funcédo do t.

14
i = Branco
12+ A — 2.5 MS
10 [ - 5,0 ms
.- w—T.5 MS
< sl w=10,0 Ms
= | 25,0 ms
- —50,0 ms
4
2
0 :
0,3 0,4 0,5 0,6
E (V) vs. Ag/AgCI
0,08
14}
"» B
. N
12} T .
< 10} ;r A\ S
= /,lﬁ e 40,07 «
g 8 | f’."ﬂ . ) g\—
- ] \ . §
AF
L h _.
4l
1 " 1 M 1 2 1 A 1 0,06

0 10 20 30 40 50
t (ms)

Os resultados expressos na Figura 28A demonstram o aumento do ipa com
0 aumento do tempo de pulso (entre 2,5 e 10,0 ms), enquanto valores superiores
a 10,0 ms, ha o decréscimo das intensidades de corrente. Pode-se observar na
Figura 28B que o W12 ndo apresenta diferencas consideraveis, portanto, devido
a elevada sensibilidade analitica e os valores da largura do pico, foi escolhida o

tempo de 10,0 ms.
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4.3.4.3 Velocidade de varredura

A velocidade de varredura (v) é resultado do produto entre frequéncia de
aplicacéo do pulso e o incremento de potencial e esta relacionada a velocidade
com a qual o potencial é aplicado. Tais fatores influenciam na magnitude do sinal
analitico e, consequentemente, a sensibilidade do método na taxa de
transferéncia de elétrons no processo de oxidacao e/ou reducéo [2]. Para estudar
esse efeito e sua influéncia na ipa, realizou-se o estudo da influéncia da

velocidade de varredura de 5,0 a 30,0 mV s (Figura 30).



60

Figura 29. A) Voltamogramas de pulso diferencial anddico empregando o
ErGOAs15% em tampdo B-R pH 8,00, v =5,0, 10,0, 15,0, 20,0 e 30,0 mV s, AP
=100 mV, t = 10,0 ms, TA = 5 min para detecgdo de 10,00 umol L* de EE2; B)
Variagao da intensidade de ipa € W12 em fungéo do teor de modificante.
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Através da observacgéo da Figura 30A é possivel verificar que o aumento
da velocidade de varredura acarretou o aumento da ipa € no aumento do Wi
(Figura 30B). Onde na velocidade de 20,0 mV s! ha o aumento da corrente de
pico anddico em relacdo as outras velocidades (5,0 - 15,0 mV s) e apresenta
menor alargamento do pico em relacdo a velocidade de 30,0 mV s, o que

inviabiliza as analises eletroquimicas. Portanto, foi escolhido o valor de 20,0 mV
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sl para continuidade dos estudos. As condicdes experimentais otimizadas estdo

descritas na Tabela 7.

Tabela 7. Condi¢des avaliadas para detecgado do 17a-etinilestradiol.

Material/Parametros Condicéao otimizada
Grafite 50,0%
Eletrodo Oleo Mineral 35,0%
rGOAs 15,0%
Célula de leitura Célula eletroquimica In situ
_ Meio eletrolitico Tampéo B-R
Meio
pH 8,00
Metodologia Tempo de acumulacao 5,0 minutos
Analitica Proporcao do modificante 15,0%
R Tempo de pulso 10,0 ms
Parametros da )
o Amplitude de pulso 100 mV
técnica .
Velocidade de varredura 20,0 mV st

A Figura 30 apresenta um comparativo das intensidades de corrente de
pico anddico obtidas com o EPC e o ErGOAs15% utilizando os parametros

inicias e apo6s as otimizacdes realizadas (Figura 30).
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Figura 30. Voltamogramas comparativos com as intensidades de pico anédico
obtidos na deteccéo do EE2 com os eletrodos EPC e ErGOAs15% em condi¢des

iniciais e otimizadas.
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A Figura 30 demonstra a comparacao dos resultados obtidos com a
analise do EE2, onde constata-se um aumento significativo da intensidade do
pico de oxidacdo do EE2. Esses resultados corroboram para a importancia do
estudo das etapas realizadas, o que concederam um aumento da capacidade
eletroanalitica do eletrodo, pois, com o potencial aplicado, pode-se gerar um

processo oxidativo mais efetivo.

4.3.5 Curva Analitica

Apés as etapas de otimizacdo dos parametros, foi realizada a curva
analitica para deteccdo do EE2. A curva analitica foi construida para o
ErGOAs15% com faixa de concentragdo entre 0,04 a 8,28 umol L*. Para
determinar os limites de detecc¢éo (LD) e quantificacao (LQ), foi utilizado o desvio
padrao (Sq) das leituras da solucdo eletrolitica (branco). Os calculos para
quantificar o LD (Equacéo 3) e o LQ (Equagéo 4) relacionam com a inclinagéo

da reta (b). As medidas foram executadas em triplicata (n=3) (Figura 32).
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LD = 5 Equacéo 3
1
LQ = (;Sd Equacédo 4

Figura 31. Voltamogramas de Pulso Diferencial obtidos para o eletrodo
ErGOAs15% na faixa de concentracédo Curva 0,04 a 8,28 ymol L't em tampéo B-
R (pH 8,00), TA =5 min, AP =100 mV, t =10 ms, v = 20,0 mV s'1. Curva analitica
obtidos das correntes de pico anddico do EE2. O a e o | representam a menor

até a maior concentracao adicionada.

20
18

0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
E (V) vs. Ag/AgCI

Os resultados apresentados na Figura 32A, mostram que a medida que
se aumenta a concentracdo da solucdo padrdo de EE2, os picos de oxidacéo
(ipa) também se intensificam. Através da Figura 32B, observa-se na curva
analitica o aumento linear de ipa Na faixa concentragdo de 0,04 a 8,28 ymol L*
(R? = 0,9997), resultando na equacdo ipa = 2,84 x 10 + 1,88 x Cee2, onde Cee2
corresponde a concentracao do EE2. O limite de deteccéo (LD) obtido foi de 6,79
nmol L e o limite de quantificacdo (LQ) foi de 22,60 nmol L.

Assim, em comparagcdo com outros sensores eletroquimicos utilizados
para a deteccdo do mesmo analito encontrados na literatura, o eletrodo

desenvolvido neste trabalho demonstra ser promissor para a detec¢cdo do EE2
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em amostras complexas. Na Tabela 8 estao listados alguns eletrodos e os

resultados obtidos na deteccdo do 17a-etinilestradiol.

Tabela 8. Comparacédo entre os resultados obtidos na aplicacdo de diferentes

eletrodos para a deteccao do EE2.

Faixa de Limite de
Eletrodos concentracdo deteccéo Referéncia
(umol L) (nmol LY)

Au/FezOs@TA/MWNT/GCE 0,01 - 120,00 3,30 [49]
GCE-MWCNTs-CoPc 2,50 - 90,00 2200,00 [14]
mag@MIP)-GQDs-FG-

(mag reQ 0,01 -2,50 2,60 [113]
NF/SPE
PVP/Chi/rGO_Laccase 0,00025 -0,02 0,00015 [19]
Ru/rGO 0,05-1,20 2,04 [50]
SPE/rGO/AuNPs 0,39-1,32 390 [107]
Neste
ErGOAs15% 0,04 a 8,28 6,79
trabalho

Au/Fes0s@TA/MWNT/CGE = nanotubos de carbono de mltiplas paredes e nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas com &cido tanico e nanoparticulas de ouro. Ru/rGO = Nanoparticulas de Ruténio em Oxido
de Grafeno Reduzido. (mag@MIP)-GQDs-FG-NF/SPE = eletrodo impresso em tela modificado com grafeno
funcionalizado, pontos quénticos de grafeno e nanoparticulas magnéticas revestidas com polimeros
impressos molecularmente. GCE-MWCNTs-CoPc = materiais carbondceos (nanotubos de carbono de
paredes multiplas, 6xido de grafeno reduzido Oxido de grafeno reduzido, grafite) e diferentes ftalocianinas

metalicas (cobalto, ferro e manganés).

Os resultados obtidos com o estudo da curva analitica demonstraram
resultados favoraveis para o ErGOAs15%. Ao comparar o eletrodo desenvolvido
neste trabalho com sensores na literatura, pode-se observar resultados com
sensibilidades proximas para a deteccao do EE2, dado o limite de deteccédo e a
faixa linear. Outra caracteristica que deve ser ressaltada, é a relacdo entre os
resultados e composic¢ao simplificada do eletrodo, onde o eletrodo foi composto
unicamente por rGO, grafite e 6leo mineral, demonstrando-se assim, um sensor

capaz de contribuir com os estudos referentes a deteccéo do EE2.
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4.3.6 Repetibilidade e Reprodutibilidade

A precisdo do método desenvolvido foi analisada a partir da repetibilidade
e reprodutibilidade do ErGOAs15% na deteccdo do EE2. As condicdes
otimizadas foram utilizadas para a deteccdo de EE2 na concentracdo de 0,90
umol L2, utilizando a técnica de VPD. O estudo de repetibilidade avaliou os
resultados de 7 medi¢cbes sucessivas (n) com o mesmo eletrodo, onde a

superficie desse foi renovado apos cada leitura (Figura 32).

Figura 32. Estudo de repetibilidade do ErGOAs15% em condi¢cdes otimizadas
na presenca de EE2 (n = 7). A linha tracejada azul representa a média dos ipa

medidos nas analises.
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Os resultados expressam a capacidade do eletrodo reproduzir o sinal
eletroanalitico, com desvio padrdo relativo de 2,71%. O estudo de
reprodutibilidade avaliou os resultados de 7 eletrodos diferentes sob condi¢des
otimizadas. Onde os resultados obtidos demonstraram ser excelentes, devido o
desvio entre as leituras ser baixo em comparacdo com outros trabalhos na
literatura, tais como 2,10% [49], 3,36% [112] e 2,50% [131].

O objetivo do estudo de reprodutibilidade foi analisar os resultados de 7

eletrodos (n) distintos, onde cada eletrodo foi preparado com a diferenca de 15
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dias entre eles. ApGs a producao do ultimo eletrodo foram realizados os estudos
de reprodutibilidade. A Figura 33 demonstra as intensidades de corrente para o
teste de reprodutibilidade para deteccao do EE2.

Figura 33. Estudo de reprodutibilidade do ErGOAsl15% em condicfes
otimizadas na presenca de EE2 (n = 7). Alinha tracejada azul representa a média

dos ipa medidos nas analises.
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Os resultados de reprodutibilidade apresentados na Figura 33, mostram
um desvio padréo relativo de 5,23%. Com tais valores pode-se aferir que a
metodologia para a deteccdo do EE2 com o ErGOAsl15% apresentou-se
adequada. A literatura demonstra valores de desvio padréo relativos para
reprodutibilidade similares aos resultados obtidos nesse trabalho: 8,44% [19],
6,60% [31] e 5,40% [39].

4.3.7 Interferentes

O estudo da seletividade do eletrodo (ErGOAs15%) para a deteccéo do
EE2 foi realizado o estudo da influéncia das espécies interferentes no sinal

eletroanalitico. Esses concomitantes podem interferir nas analises
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eletroanaliticas por sofrerem o processo de oxidagdo na mesma regido que o
analito estudado, ou também, podem interagir com a espécie ou mais
efetivamente com o eletrodo utilizado. Portanto, foram selecionadas espécies
tomando como base estudos realizados na literatura e possiveis compostos
presentes nas amostras complexas [19,49,112,113]. As espécies selecionadas
foram éacido ascorbico (AA), cafeina (CA), ureia (Ure), estrona (E1), Cl, NOs,
S04%, Na*, Mg?*, Pb%* e Fe3. A proporcdo molar foi de 1:10 e 1:100
(EE2:concomitante). A Figura 34A e B mostra os resultados obtidos para as
analises do EE2 e a linha tracejada azul representa a média dos ipa medidos nas
andlises. Na Tabela 9 constam as porcentagens das variagdes dos ipa para a
deteccdo do EE2 na presenca dos interferentes.
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Tabela 9. VariagBes das correntes de pico anddico para o ErGOAs15% quando
avaliado na presenca de interferentes em concentracdo em proporcdo 1:10 e
1:100.

Interferentes/Proporgéo 1:10 (%) 1:100 (%)
Acido ascérbico 107,54% 106,62%
Cafeina 93,42% 45,74%
Estrona 115,75% 110,62%
Ureia 135,97% 90,10%
CIr 100,01% 99,33%
NOs 84,47% 93,45%
S04 84,00% 109,54%
Na* 97,01% 98,46%
Mg?* 86,96% 117,57%
Pb?* 100,34% 126,05%
Fes* 128,87% 132,18%

Os resultados expressos na Figura 34A e B, e na Tabela 9 demonstraram
a influéncia das espécies concomitantes no sinal eletroanalitico de deteccao do
EE2. Pode-se constatar o aumento ou a diminuicdo do ipa mediante a espécie e
a concentracdo adicionada. O aumento da intensidade do pico oxidacédo do EE2
foi observado nas andlises do AA, E1, Fe3*, Pb%*, SO4%, enquanto as espécies
como NOgs', Cafeina e Na* interferiram na diminuig&o da ipa.

Através do estudo realizado, pode-se compreender que ao adicionar as
espécies interferentes, essas podem provocar variagbes da resposta obtida,
onde o efeito matriz pode afetar a seletividade e a precisdo do método,
demonstrando a importancia dos testes realizados. Os resultados obtidos podem
ser relacionados com as interacdes das espécies concomitantes e o EE2, ou a
interacdo eletrodo/concomitante interferir na interacao eletrodo/EE2, seja por

inviabilizar a aproximagéo do EE2 na camada difusa ou adjacente do eletrodo,
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ou uma maior interacdo entre o rGO e a espécie interferente. Ao comparar 0s
resultados obtidos com a literatura, observa-se que algumas espécies afetaram
0 processo de andlise, dessa forma, enquanto que as outras espécies tiveram

resultados similares a outros trabalhos [19,49,111-113].

4.3.8 Amostra complexa

As analises eletroanaliticas podem apresentar elevada sensibilidade e
seletividade para deteccao das espécies eletroativas [2,114]. Segundo Skoog et.
al. [5], matriz € o meio que contém o analito estudado, e o efeito dos compostos
interferentes podem interferir nos resultados obtidos. O efeito de matriz podem
gerar mascaramento do pico do analito, erro da identificacdo do analito, aumento
ou diminuicdo do sinal obtido, entre outros [132,133]. Assim, ap0s o0s estudos
executados, realizou-se as analises para deteccdo do EE2 em amostras
complexas, com o objetivo de estudar o efeito de matriz, a sensibilidade e
seletividade. As amostras complexas foram escolhidas mediante os trabalhos
observados na literatura utilizando urina sintética, agua residual e comprimido
anticoncepcional [19,49,50,111].

4.3.8.1 Agua residual

O estudo da deteccéo eletroguimica do EE2 em agua residual foi realizada
ao adicionar na célula eletroquimica uma proporcdo de 1:9 (agua
residual:tampéo). Primeiramente, foi realizada a andlise do branco (tampé&o B-R
pH 8,00), em seguida, foi realizada a leitura da solu¢éo tamp&o/agua residual. O
método de adicdo padrdo de quantificacdo foi realizada adicionando aliquotas
da solucdo estoque na célula eletroquimica. Os resultados obtidos estédo

expressos na Figura 35A e B, e na Tabela 10.
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Figura 35. Recuperacdes referentes as concentragdes nas amostras de agua
residual: A) Voltamogramas de Pulso Diferencial obtidos para o eletrodo
ErGOAs15% na faixa de concentracdo Curva 190,00 a 800,00 nmol L em
tampé&o B-R (pH 8,00), TA =5 min, AP =100 mV, t =10 ms, v=20,0 mV s?; B)

Correlacao linear.
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Tabela 10. Resultados das recuperacoes referentes as concentragoes e seus
respectivos desvios padrfes relativos as analises das amostras de &gua

residual.
. Concentragéao
Concentracao .
Recuperacgéo (%) recuperada
(umol L?)
(umol L?)
0,20 95,00 0,19
0,79 103,80 0,82
0,99 110,10 1,09

Os resultados demonstrados na Figura 35 (A e B) e Tabela 10, observa-
se que o método de adicdo padrdo apresentou resultados satisfatérios
comparados aos expressos na literatura. A partir das intensidades das ipa foram
possiveis obter recuperacdes para trés concentracdes diferentes. O estudo de
Nodehi et. al. [49] obteve recuperagdes entre 99,50 - 101,00%, Santos et. al.
[113] demonstraram valores entre 97,00 - 105,00%, enquanto as recuperagcoes
desse estudo foram 95,00 — 110,10%, o que demonstra o efeito de matriz e a
capacidade do ErGOAs15% detectar o EE2 em concentracbes proximas as

adicionadas.

4.3.8.2 Urina sintética

A deteccdo eletroquimica do EE2 em urina sintética foi realizada ao
adicionar na célula eletroquimica uma proporcéao de 1:9 (urina sintética:tampao).
Primeiramente, foi realizada a analise do branco (tamp&o B-R pH 8,00), em
seguida, foi realizada a leitura em triplicata da solu¢cdo tamp&o/urina sintética na
presenca do EE2. O método utilizado no estudo foi o de interpolacdo na reta,
onde os resultados das ipa Obtidos foram substituidos foram substituidos na
equacao da reta obtida no estudo da curva analitica (Equacéo 5). Os resultados

das recuperacdes estédo apresentados na Tabela 11.
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ipa = 2,84 x 10 + 1,88 x Cee2 Equacédo 5

Tabela 11. Resultados das recuperagfes referentes as concentracdes nas

amostras de urina sintética e seus respectivos desvios padrao relativos.

Concentracao
Concentracéo
Recuperacéo (%) recuperada DPR/ (%)
(umol L)
(umol L)
0,20 94,80 0,19 9,13
0,79 98,73 0,78 2,34
0,99 104,00 1,03 7,57

Os resultados referentes as andlises de recuperacfes nas amostras de
urina sintética estdo apresentados na Tabela 11. Pode-se constar que o método
de interpolagéo das ipa Na equacao da reta, obtida no estudo da curva analitica,
apresentaram recuperacdes satisfatérios comparados aos resultados da
literatura. O trabalho de Nodehi et. al. obtiveram recupera¢gdes de 100,80-
106,50% [49], Prado et. al. 96,00-101,10% [50] e Pavinatto et. al. 99,00-102,00%
[19]. Enquanto, nesse trabalho obteve-se valores entre 94,80 — 104,00%, o que
corrobora para a compreensdo do desempenho eletroanalitico do eletrodo,

demonstrando-se eficaz para deteccdo do EE2 em amostras de urina sintética.

4.3.8.3 Comprimido anticoncepcional

Para o estudo da deteccdo eletroquimica do EE2 em anticoncepcional
comercial foi realizada a analise do branco (tampéo B-R pH 8,00), em seguida,
adicionou-se na célula eletroquimica uma concentracdo calculada da solucéo
preparade a partir do comprimido anticoncepcional, para se obter 0,10 ymol L
do EE2. As analises foram realizadas em triplicata e as intensidades de pico
anodico obtidas foram substituidas na equacgéo da reta referente a curva analitica
(Equacéo 5) e os resultados das recuperacdes obtidas estdo apresentados na
Tabela 12.



74

Tabela 12. Resultados das recuperacdes referentes a concentragdo em amostra

de anticoncepcional comercial e seu respectivo desvio padrao relativo (n=3).

Concentracao do Concentracéo
EE2 no Recuperacgéo (%) do EE2 DPR/ (%)
comprimido recuperada
0,0350 g 102,86 0,0360 6,08

A analise para deteccdo do EE2 presente em amostra de anticoncepcional
comercial esth apresentada na Tabela 12. Através do resultado obtido foi
possivel constatar o resultado satisfatério comparado com o estudo de Jesus et.
al., onde obtiveram recuperacfes de 97,10% [111]. Esse dado demonstra a

capacidade do ErGOAs15% detectar o EE2 na amostra complexa escolhida.

5 CONCLUSOES

Os resultados das caracterizagcbes fisico-quimicas dos compostos
sintetizados: oxido de grafeno (GO) e 6xido de grafeno reduzido com acido
ascorbico (rGOA) e seco (rGOAs), apresentaram estruturas semelhantes com as
encontradas na literatura. Através do MEV, foi possivel observar que o GO
possui uma estrutura mais compacta, enquanto o rGOA e rGOAs apresenta
estruturas mais espacadas. Tais observagbes foram corroboradas pelas
imagens obtidas por TEM, com folhas de GO mais sobrepostas, enquanto que o
rGOA possui menores sobreposicdes de folhas e maior transparéncia.

Por meio dos difratrogramas, pode-se analisar o aumento da desordem
da estrutura do 6xido de grafeno reduzido com acido ascorbico em relacao ao
grafite (GR) e ao 6xido de grafeno, enquanto nos espectros obtidos pelo Raman
corroboram com a formacao do rGOA e o rGOAs, através do aumento da banda
G, em relacdo a banda D. Analisou-se nos espectros de FTIR a presenca dos
grupos funcionais oxigenados para o GO, e o aumento da banda referente ao
C=C de carbono sp?, caracteristico do rGOA e rGOAs, obtido pelo processo de
reducdo. A caracterizagcdo por UV-VIS evidenciou a presenca das transicdes

mais intensas de banda -7* no rGOASs.
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O eletrodo modificado com rGOAs demonstrou a maior sensibilidade
eletroanalitica para a detecgdo do 17a-etinilestradiol em comparagéo aos demais
eletrodos (EPC e ErGOA). As otimiza¢des dos parametros do meio e da técnica
apresentaram uma melhoria significativa nas respostas voltamétricas. O método
desenvolvido no intervalo linear de 0,04 a 8,28 ymol L1 (R?=0,9997) demonstrou
limites de deteccédo (6,79 nmol L) e quantificacdo (22,60 nmol L1). As andlises
de reprodutibilidade e repetibilidade apresentaram resultados inferiores aos
limites determinados pela ANVISA, com DPR/% de 2,71% e 5,23%,
respectivamente. O sensor foi aplicado as amostras de agua residuaria, urina
sintética e de anticoncepcional para a deteccdo de EE2, onde obtive-se
resultados satisfatérios de recuperacao entre 95,00 — 110,10%, 94,80-104,00%
e 102,86%, respectivamente. Frente aos resultados obtidos, o sensor composto
por oxido de grafeno reduzido com acido ascorbico (ErGOAs15%) demonstrou
caracteristicas eletroanaliticas excelentes para a deteccdo do EE2, podendo
contribuir assim para os estudos de monitoramento desse contaminante

emergente em diferentes meios.

6 PERSPECTIVAS DO TRABALHO

Publicar artigo em revista cientifica indexada.

Andlises de impedancia dos eletrodos desenvolvidos no trabalho.

Desenvolvimento de eletrodo impresso em suporte de ITO.

7 TRABALHOS

- Analise gquantitativa da perda de massa por oxidacdo em barras de aco
carbono CA-50: uma proposta metodologica para a contextualizagdo do estudo
da corrosdo em cursos de engenharia civil/IFS, 2019. Capitulo de livro publicado
na Editora Atena. Livro: A Interface Essencial da Engenharia de Producéo no
Mundo  Corporativo. Volume 3. ISBN  978-85-7247-457-3  DOI
10.22533/at.ed.573190907
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- Electrochemical sensors based on ionic liquid and reduced graphene
oxide for voltammetric determination of ciprofloxacin, 2020. Trabalho aceito 432
Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica.

- Eletroquimica: eletrodos modificados e suas potencialidades, 2020.
Trabalho publicado na Revista Virtual de Quimica. Volume 12. Numero 5. DOI:
10.21577/1984-6835.20200092.

- Andlise quantitativa da perda de massa por oxidagdo em barras de aco
carbono CA-50: uma proposta metodoldgica para a contextualizacdo do estudo
da corrosdo em cursos de engenharia civil/lFS, 2020. Artigo publicado na
Brazilian Journal of Development. Volume 6. Namero 5. p.28561-28575. DOI:
10.34117/bjdv6n5-341.

- Processo de obtencédo de 6xido de grafeno a partir do biochar da
semente de uva e produto obtido, 2020. Depdsito de patente no Instituto Nacional
da Propriedade Industrial, nimero 71. Numero de registro, BR10202001218.

"Hydrothermal synthesis of carbon nanoparticles from glucose and urea",
foi aprovado e encontra-se no prelo para publicacdo no livro eletrénico
"Trabalhos nas Areas de Fronteira da Quimica" a ser divulgado em fevereiro de
2021, na Editora Atena.

"Biocarvao ativado e Oxido de grafeno reduzido aplicados em sensor
eletroquimico para a determinacao de paraquate”, foi aprovado e encontra-se no
prelo para publicacéo no livro eletrénico "Trabalhos nas Areas de Fronteira da
Quimica" a ser divulgado em fevereiro de 2021, na Editora Atena.

"Liquido idnico prético para a construcdo de sensor eletroquimico aplicado
na deteccdo de pesticida", foi aprovado e encontra-se no prelo para publicacao
no livro eletrdnico "Trabalhos nas Areas de Fronteira da Quimica" a ser divulgado
em fevereiro de 2021, na Editora Atena.

“Detecgao de ciprofloxacina aplicando um sensor eletroquimico a base de
derivado do grafeno e liquido i6nico”, foi aprovado e encontra-se no prelo para
publicacdo no livro eletrénico "Trabalhos nas Areas de Fronteira da Quimica" a

ser divulgado em fevereiro de 2021, na Editora Atena.
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ANEXO 1

Al. Analises eletroquimicas

A eletroquimica € o ramo que estuda e relaciona as reac¢des quimicas ao
fluxo de elétrons, através de interacdes fisicas e/ou quimicas dos componentes
do meio com espécies redox. Em um sistema eletroquimico, as células
eletroquimicas sdo ambientes utilizados para andlises referentes as espécies
eletroativas estudadas presentes na amostra. As células eletroquimicas séo
compostas pelos eletrodos, solugcéo eletrolitica e podem possuir analito para
estudo [1-3,114,134,135].

As solucBes eletroliticas s&@o sais inertes com concentragfes
relativamente elevadas, que permitem ndo s6 a condutividade elétrica, como
também proporcionam o controle de pH, forca idnica, viscosidade, densidade e
tensao superficial. Além disso, o sistema que compde as células eletroquimicas
permite o estudo de pH, dos eletrodos, dos parametros das técnicas,
minimizacéo do transporte migracional e outros fatores [2,5,114].

O potencial aplicado no eletrodo atua como forca motriz, com o objetivo
de permitir que ocorra a reacao eletroquimica. Ao se aplicar um potencial mais
negativo, o eletrodo se torna uma fonte de elétrons, que favorece o processo de
reducdo do analito na interface. Por outro lado, em potenciais mais positivos,
favorece-se a oxidacdo [2,5,114]. O processo de oxidacdo e reducdo, e
quantificacdo das espécies estudadas ocorrem através do transporte de massa
das espécies eletroativas presentes na solucdo para a superficie do eletrodo,
além de que a reacdo, a ocorréncia dessa reacdo e o controle difusional geram
um fluxo (corrente) dependente da concentracdo da espécie envolvida no
processo.

Assim, 0 processo de transporte de massa pode ocorrer por difusao
(Figura A1.1A), que é o movimento espontaneo das espécies na dire¢do da
superficie do eletrodo. Devido ao gradiente de concentracdes do analito na
solugéo, os produtos obtidos no processo de redox saem da regido interfacial
(eletrodo/solucéo). No processo de transporte de massa por migracédo (Figura

Al1.1B), o movimento de atracdo ou repulsdo entre os ions é causado por meio
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do campo elétrico entre analito e eletrodo. Através da convecgédo (Figura A1.1C),
0 processo aproximacgdo do analito com a superficie do eletrodo ocorre devido a
perturbacdo mecéanica do meio, como rotacdo ou agitacdo da solu¢do ou do
eletrodo [1-3,114,134,135].

Figura Al.1. Representacéo dos processos de Difusdo, Migragao e Conveccao.
Fonte: Adaptado de [1].
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para agitacdo

Além do transporte de massa, as transferéncias de carga e as reacdes
quimicas de oxidacdo e reducdo e outras reacdes quimicas acopladas que
ocorrem na superficie do eletrodo sdo de fundamental importéncia para a
compreensao da corrente elétrica gerada nas andlises [2]. A corrente total do
processo pode ser dividida em corrente faradaica e capacitiva. A corrente
faradaica é relativa a reacao de oxidacao/reducao do analito e € proporcional a
concentracdo de analito no seio da solugdo, como expresso na equacdo de
Nernst (Equacdo Al). Através da equacdo de Nernst pode-se relacionar o
potencial do eletrodo (E) com a concentracdo da espécie eletroativa na superficie
do eletrodo, além de predizer como o sistema ira responder a mudancas de
concentracdo das espécies em solucdo e a mudancas de potencial do eletrodo
(confuso) [2,114].

E=E°

RT 0
( [0x] ) Equacéao Al

~ nF "' \[Red]

E = potencial do eletrodo (V);
° = potencial padrdo da reagéo (V);
R = constante dos gases (m3 Pa K™ mol™?);
T = temperatura absoluta (K);
n = nimero de mols de elétrons transferidos na reacgéo;
F = constante de Faraday (C);

[0x] = concentragdo da espécie oxidada (mol L1);
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[Red] = concentragdo da espécie reduzida (mol L?).

A corrente capacitiva é responsavel por ordenar as cargas positivas ou
negativas na superficie do eletrodo (dupla camada elétrica). Essa é gerada
devido ao acumulo de elétrons na superficie do eletrodo, onde essa nao é
proporcional a concentracdo de analito (Figura Al.) [2,114]. A formacédo da dupla
camada elétrica (Figura Al.2), refere-se ao potencial aplicado sobre o eletrodo
de trabalho e a carga devida a ordenacdo das espécies. Helmholtz considera
que a concentracdo do eletrdlito e o potencial aplicado sédo fatores que
influenciam o valor da capacidade da dupla camada, o que gera a camada

interna (compacta) e a camada externa (difusa).

Figura A1.2. Representacao da dupla camada elétrica. Fonte: Adaptado de [2].

Camada interna Camada externa Seio da solugao

.0 0

Eletrodo

A camada interna demonstra que as moléculas do solvente estéo
adsorvidas na interface do eletrodo e ndo possuem mobilidade. A camada
externa é uma regido onde as moléculas solvatadas do analito estdo presentes,
e por ser mais larga que a camada interna, essas possuem maior mobilidade.
Entretanto, devido ao seu raio de hidratagéo, as espécies ndo conseguem atingir
a superficie do eletrodo, a qual se estende até a regido denominada seio da
solucdo. Essa regido possui a concentracdo das espécies de interesse

proporcional a concentrag@o no seio da solugédo. Geralmente, a transferéncia de
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carga se da quando o analito atinge a camada difusa, mas existem casos em
que o analito pode chegar a camada interna por adsorcdo, substituindo
moléculas do solvente e adsorvendo ao eletrodo [2—4].

Os sistemas eletroquimicos podem ser compostos por dois ou trés
eletrodos (Figura Al1.3). Os sistemas que possuem trés eletrodos tém maior
capacidade de analisar eletrdlitos suporte mais diluidos e também conferem alta
resisténcia a transferéncia de carga. O eletrodo de referéncia é responséavel por
manter o potencial constante durante as medidas e os valores dos potenciais
aplicados no eletrodo de trabalho sédo registrados mediantes ao referencial
escolhido. O eletrodo de trabalho corresponde ao eletrodo onde o potencial
aplicado atua com a forga motriz para que o analito seja oxidado ou reduzido. O
eletrodo auxiliar ou contra-eletrodo tem a funcdo de reduzir oscilacbes de
passagem da corrente elétrica entre os eletrodos de trabalho e o auxiliar

[2,3,5,114,136].

Figura Al1l.3. Sistema com trés eletrodos em um sistema de andlise

eletroquimica. Fonte: Adaptado de [3].

=== Eletrodo de referéncia
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L'JJ — Eletrodo auxiliar
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Al1.2 Técnicas voltamétricas

As técnicas eletroanaliticas sdo baseadas em processos que fazem uso
de propriedades elétricas mensuraveis, como corrente elétrica, acumulo de
carga e diferenca de potencial. Esses processos estédo relacionados com algum
pardmetro quimico intrinseco das espécies, atravées de fendmenos
fisicos/quimicos que ocorrem no seio da solugdo ou na superficie do eletrodo
[2,114,136].

As técnicas voltamétricas se baseiam em processos de transferéncia de
carga entre a interface do eletrodo trabalho e a camada fina adjacente da solucao
(métodos interfaciais), onde a corrente mensuravel flui e a reacao ocorre (método
dindmico) (Figura Al1.4). O potencial aplicado entre o eletrodo de trabalho e o
eletrodo de referéncia pode ser controlado por dispositivos, chamados
potenciostatos, onde a célula eletroquimica é operada na presenca de corrente
elétrica (i # 0). A corrente entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar pode
ser medida como uma resposta proporcional a concentracdo do analito. Isso
ocorre quando o potencial aplicado atinge um valor que permite a oxidacdo ou

reducdo da espécie eletroativa [2,114,136].
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Figura Al.4. Esquema dos métodos eletroanaliticos mais comuns. Fonte:

Métodos @
eletroanalitico!

Adaptado de [4].
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] .
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Os meétodos voltamétricos oferecem a oportunidade de investigar os
processos de oxidacédo, reducdo e adsorcédo, e as concentracdes das espécies
eletroativas no sistema. A gquantificacdo das espécies presentes no meio, é
diretamente proporcional a quantidade de matéria transferida para o eletrodo e
a corrente medida em funcdo do potencial aplicado. A voltametria € o termo geral
para todas as técnicas nas quais a corrente € medida em funcdo do potencial
aplicado no eletrodo. Dessa forma, varias funcbes voltagem-tempo podem ser
aplicadas, que s&o denominados sinais de excitagdo. Os registros de sinal s&o
gerados em voltamogramas, que relacionam o potencial e a magnitude da

transferéncia de elétrons nos processos redox (Figura Al1.5) [2,5,136].
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Figura Al.5. Sinais de excitacdo de potencial versus tempo empregado nas
técnicas voltametrias A) Varredura linear; B) Onda quadrada; C) Pulso
diferencial; D —E) Triangular; F) Voltamograma ciclico. Fonte: Adaptado de [5].
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F (D) tE (E) i (F)

Assim, as técnicas voltamétricas permitem a determinacdo de
quantidades do analito presentes no meio, facilitando o consumo minimo do
mesmo nos processos de otimizacao, potencializando suas diversas aplicacdes.
A voltagem aplicada entre os eletrodos permite a medida da corrente, cuja
velocidade de oxidacdo ou reducdo do analito € limitada pela velocidade de
transporte de massa sobre a superficie do mesmo [5,137]. Para avaliar essas
propriedades, as técnicas voltamétricas permitem analisar 0s processos que
ocorrem na interface entre a superficie do eletrodo de trabalho e a solucao
[2,5,137].

A forma do voltamograma obtido dependera do tipo do mecanismo redox,
ou seja, do potencial de reducdo e de oxidacdo da espécie estudada (Figura
Al1.6). Essa técnica permite rapida avaliacdo e determinacéo de potenciais redox
de espécies eletroativas, informacdes qualitativas de processos termodinamicos
redox, a cinética das reacdes de transferéncia de elétrons, reacdes quimicas
acopladas a adsor¢do e a quantificacdo da espécie estudada [1-3]. A vasta
aplicabilidade da técnica gera pesquisas em diversas areas, como em atividades
bioldgicas [138], estudos de mecanismos redox [139], elucidac&o da influéncia
de compostos em processos industriais [140,141], poluentes ambientais [142],
entre outras [143-145].
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Figura Al.6. Representacdo ilustrativa de um voltamograma ciclico. Fonte:
Adaptado de [6].
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A partir das obtengbes dos valores de corrente, os picos de corrente
anodico (ipa) € catédico (ipc) S&0 proporcionais a concentragdo da espécie
eletroativa (Figura A1.6). Na obtencédo dos voltamogramas, ao variar a varredura
de potencial para regides mais positivas (anddicas), obtém-se os potencias de
pico anddico (Epa). Ao variar 0s potenciais para regides mais negativas
(catodicas), permite-se a reducdo do analito, que ocorre em potenciais de pico
catddico (Epc). Ao atingir potenciais em que nenhuma reac¢éo de reducao ocorra,
o potencial é varrido no sentido inverso até o valor inicial.

Os processos redox dependem do que ocorre na superficie do eletrodo,
esses processos que ocorrem podem ser classificados como sistemas
reversivel, quasi-reversivel e irreversivel (Quadro Al.1) [2]. A reversibilidade
quimica, relaciona-se com a estabilidade do analito ser reoxidado apés o
processo de reducéo, enquanto que a reversibilidade eletroquimica refere-se a
velocidade de transferéncia do elétron entre eletrodo e o analito. Nos processos
eletroquimicos que sdo quimicamente e eletroquimicamente reversiveis, a

diferenga entre o potencial anddico (Epa) € catodico (Epc) € 57 mV/n [2—-4].
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Quadro Al.l1. Caracteristicas relacionadas aos sistemas reversiveis, quasi-
reversiveis e irreversiveis. Fonte: Adaptado de [2,114]

Processos Processos quasi- Processos

reversiveis reversiveis irreversiveis

Reacdo ocorre com A corrente é controlada Taxa de transferéncia

velocidade tanto pela etapa de de elétrons é
Caracteristica  suficientemente alta transporte de massa  insuficiente para manter
para estabelecer um como pela etapa de esse equilibrio
equilibrio dinamico transferéncia de carga superficial

na interface

Velocidade de
! 03 V12 >Ks>2x10°

transferéncia Ks 20,3 v¥2cm st Ks<2x10° v¥2¢cm st

1/2 -1
de carga (Ks) veeems

Relagdo AE, AEp =57 mV/n AEp > 57 mV/n Sem pico reverso

ip @aproximadamente

Relago i, e V1?2 1 ipaumenta com V12 Ep dpende de v
v

ipc aproximadamente

Relagao ipa € ipc | ipafipc |= 1 AEpdepende de v "
v

A velocidade de varredura (v) controla quéo rapido o potencial é aplicado.
Varreduras mais rapidas reduzem a camada difusa, consequentemente maiores
correntes sdo observadas. O Quadro 1 demonstra que a relacao corrente (ip) €
a velocidade de varredura caracteriza a facilidade da difusédo das espécies para
a superficie do eletrodo.

A técnica de Voltametria de Pulso Diferencial (VPD) é caracterizada por
possuir limites de deteccéo significativamente menores que 0s de voltametria de
pulso normal. O potencial base é aplicado sobre o eletrodo de trabalho, onde os
pulsos de amplitude fixos sdo sobrepostos a uma rampa de potencial crescente,
como demonstrado na Figura A1.7A — B. ApoOs a aplicacdo dos pulsos de
potencial, a corrente capacitiva diminui mais rapidamente que a faradaica.
Assim, a diferenca entre as duas correntes € medida antes e ap0s a aplicacao
do pulso. A resposta obtida é expressa em forma de pico, por ser semelhante a

primeira derivada de um voltamograma diferencial. A analise permite um
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aumento de sensitividade e melhores caracteristicas para aplicagdes analiticas
[2,5,114].

Figura Al.7. A) Representacfes de sinais de excitacdo para voltametria de pulso
diferencial; B) Representacdo de um voltamograma de pulso diferencial. Fonte:
Pacheco et. al. 2013 [2].
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As analises eletroquimicas apresentam menor custo, menos tempo de

acumulacéo e analises menos exaustivas, o que favorece sua escolha.
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ANEXO 2

A2 Acido ascérbico

O &cido ascorbico (AA), possui formula molecular CesHsOs, denominado
como vitamina C ou acido L-ascorbico, € um antioxidante presente em alimentos,
sintetizado industrialmente a partir da glicose (Figura A2.1). Esse composto
desempenha um papel indispensivel em processos metabdlicos nos seres
humanos, como em fungfes imunoldgicas, diferenciacdo celular e absorcao de
ferro nas células intestinais. A natureza acida advém da ioniza¢cdo do grupo
endlico (pKa= 4,25) e a denominacdo ascorbico advém da protecdo contra a

doenca escorbuto, do latim scorbutus [7,146].

Figura A2.1. Esquema da sintese comercial da vitamina C. Fonte: Adaptado de

[7].

OH
He™ CO;H
HC—oOH HO—CH o Ho
HO—CH HO—CH
— — 06— ° 0
HC—OCH HC—OH HO HO
HC—OH HO—CH —
HO OH
HO OH
HyC H,C
AN N
CH OH
Glicose Acido gulénico Gulonolactona Acido ascérbico

O AA é um agente redutor em solucdo aquosa, 0 qual apresenta uma
estrutura que contém um grupo hidréxi-endlico, tautdmero da a-hidroxicetona, a
qual concede as suas capacidades redutoras. A oxidagao é facilmente reversivel
e produz o acido dehidroascorbico (Figura A2.2) [7].
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Figura A2.2. Esquema da oxidagdo do 4&cido ascorbico ao acido
dehidroascorbico. Fonte: Adaptado de [7].
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HO ...:“'HO +2H++2€_
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Gao e colaboradores [8], propds a reducao do 6xido de grafeno (GO) com
o AA como agente redutor, devido as suas propriedades antioxidantes, e o L-
triptofano como estabilizante, por esse composto possuir um grupo de indol
aromatico rico em elétrons, que pode atuar como um doador de elétrons. Esse
mesmo trabalho demonstra um mecanismo de reducdo do GO em duas etapas
(Figura A2.3). Sendo a primeira uma reacdo nucleofilica bimolecular SNz,
seguida de uma eliminacdo termal. O anel de cinco membros retira densidade
eletrbnica das hidroxilas, o que as tornam mais acidas, concedendo assim um
carater nucleofilico ao acido ascorbico. O GO possui diversos grupos reativos,
tais como os epoxidos e as hidroxilas. No caso do epoxido, ele pode ser aberto
pelo anion oxigénio do acido L-ascérbico com um ataque nucleofilico SN2. A
reducao pode ser seguida por um ataque nucleofilico SN2 no verso com liberacao
de H20, resultando na formacéo de um intermediario. Finalmente, o intermediario

pode sofrer uma eliminacdo térmica, levando a formacéo de grafeno reduzido

[8].



110

Figura A2.3. Proposta do mecanismo de reagdo do mecanismo de reducéo do

GO. Fonte: [8].
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ANEXO 3

A3 Oxido de indio dopado com Estanho (ITO)

O elemento quimico indio foi descoberto em 1863, nos estudos
envolvendo o elemento Talio, por Reich e Richter, onde pode ser encontrado em
compostos estaveis na forma de sulfetos, hidréxidos, cloretos e o6xidos [147]. O
oxido de indio (In203) estequiométrico exibe um comportamento isolante, no
entanto, quando preparado com deficiéncia de oxigénio pode alcangar um alto
nivel de dopagem tipo n, devido aos defeitos intrinsecos como vacancias de
oxigénio, que fornece no maximo 2 elétrons livres, formando uma estrutura tipo
In203-x. A dopagem com o ion Sn** atua como uma impureza doadora, por se
tratar de uma espécie tetravalente, provendo um elétron na camada de
conducado. Assim, obtém-se o semicondutor éxido de indio dopado com estanho
(In203:Sn), denominado ITO (do termo em inglés Indium-Tin Oxide) [147-149].

As propriedades do ITO, como a alta transmitancia da luz visivel (=290,0%),
elevado band gap (~4,50 — 5,10 eV), baixa resistividade (até 7,00 x 107> Q cm),
alta reflectancia no infravermelho, boa estabilidade quimica, resisténcia ao
desgaste e alta condutividade elétrica (comparar com os eletrodos metalicos ou
metalicos) [150], geram aplicacbes em aparelhos eletrbnicos, como televisores,
computadores, celulares, células solares [151,152], em materiais 6pticos e
transistores [153,154].

Devido as suas propriedades éticas, elétricas e a alta estabilidade, o ITO
pode ser utilizado como modificante de sensores para analises eletroquimicas
[147,155-157], na maioria dos casos como eletrodos miniaturizados e impressos
(Tabela A3.1) [150,158,159].
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Tabela A3.1. Trabalhos que utilizam o ITO associado a outras espécies quimicas
para determinacdes eletroquimicas. Fonte: Autoria propria.

Modificante Analito LD (nmol L) Referéncia
Dopamina e acido 2290,00 e
Nanoflores de MoS2/grafeno/ITO - [160]
urico 1880,00
Células de Escherichia coli Quinino e alfa-
) o ) 50,00 e 500,00 [161]
combinadas com ITO naftiltioureia (ANTU)
. o o Fenitrotion,
Hibrido de ftalocianina, polianina ] 49,00, 88,00 e
R Eserina and [162]
de manganés e ITO o 62,00
Diazinon

ITO modificado com filmes de N- o o
Acido Urico e acido

grafeno dopados de maneira o 51,00 e 0,93 [163]
] ascorbico
diferente
Nanoparticulas de ouro em vidro o o
Acido ascérbico 87,00 [164]
de ITO
Protoporfirina IX, Trioxido de o
Cisteina 25,00 [165]

tungsténio (WOs), RGO e ITO

Os trabalhos apresentados na Tabela A3.1 demonstram o quanto o ITO é
aplicado em analises eletroquimicaA recentes. Dessa forma, este estudo propde
a combinacdo de Oxido de grafeno reduzido e 6xido de indio dopado com
estanho para a aplicacdo como modificadores de eletrodos, visando o
aprimoramento das propriedades eletroanaliticas para a deteccdo de EE2
(APENDICE 2).
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ANEXO 4

o= ’M Equacéo 4.1

o = Desvio Padrao (DP);

Y. = Somatorio;

x; = Valor inicial,

u = Média aritmética dos dados;
N = Quantidade dos dados;
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APENDICE 1

P1 Caracterizacbes morfolégicas, estruturais e eletrénicas do Oxido de
Grafeno Reduzido com Cafeina (rGOC)

P1.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As imagens de microscopia eletronica de varredura das amostras do
Oxido de Grafeno Reduzido com Cafeina (rGOC) estdo expressas na Figura
P1.1.

Figura P1.1. Micrografias obtidas por MEV do (A — B) rGOC (x2000 e x4000).

N D49 x20k  30um N D49 x40k  20um

As imagens obtidas para o RGOC apresentaram uma morfologia com

estruturas especadas mais agregadas e solidos similar a Iaminas (Figura P1.A-

B).

P1.2 Difracéo de Raios X (DRX)

O resultado obtido na analise do rGOC esta expresso na Figura P1.2.



Figura P1.2. Difratograma do rGOC.
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A Figura P1.2 demonstra uma menor intensidade do pico e mais largo, tal

resultado aponta que o processo de reducao diminuiu a quantidade de grupos

oxigenados.

P1.3 Espectroscopia de absorcéo na regiao do Infravermelho (FTIR)

O espectro de FTIR para a amostra de 6xido de grafeno reduzido com

cafeina (rGOC) é apresentado na Figura P1.3, enquanto a correlacdo dos

principais grupos funcionais presentes nos compostos sintetizados e suas

atribuicdes estdo na Tabela P1.1.
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Figura P1.3. Espectros de absorgdo na regido do Infravermelho do GR, GO e
rGOC, em pastilha de KBr.
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Tabela P1.1. Atribuicbes de bandas de vibracdo e deformagbes angulares

presentes nos espectros de infravermelho para o GO e o rGOC.

o Classes NUmero de onda (cm)
Atribuicao o -
quimicas [117] [118] [119] Experimental
VO-H Alcool 3223 3400 3400 3382
VC-H Alcano - 2927 2854 2950
ve=c Alceno 1620 1619 - 1644
Oco-c Eter 1046 1080 1078 1100

v= estiramento; & = deformacéao.

A presenca de vibragGes intensas de estiramento de O-H em 3382 cm™
para as amostras de rGOC. Observou-se vibragdes de estiramentos de CH2 em
2950 cm™ [117-120], em 1627 cm™ o estiramento C=C para rGOC. [117-120].



117

APENDICE 2

P2 Caracterizagao Eletroquimica dos Eletrodos

P2.1 Comportamento Eletroquimico dos Eletrodos Modificados

Para avaliar a eletroatividade dos eletrodos EPC, ErGOC e ErGOA em
diferentes proporc¢des (2,5%, 5,0%, 7,5%, 10,0%), foram realizadas medidas de
voltametria ciclica em meio a uma solugdo de [Fe(CN)e]** em KCI. Para as
respostas voltamétricas, foi levado em consideracdo o aumento total das
correntes dos picos anddicos (ipa) € catddicos (ipc) nas velocidades de varreduras
de 10,0 a 300,0 mV s. A Figura P2.1 demonstra os perfis dos voltamogramas

ciclicos obtidos para os eletrodos.
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Figura P2.1. Voltamogramas ciclicos obtidos em solucdo de [Fe(CN)s]3/* (1,00
mmol Lt e 1,00 mol L' de KCI), em diferentes velocidades de varredura para: A)
EPC; B) ErGOA2,5%; C) ErGOA5%; D) ErGOA7,5%; E) ErGOA10%:; F)
ErGOC10%.
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Analisando os voltamogramas ciclicos é possivel observar que os
eletrodos modificados (Figura P2.1A — F) apresentaram baixos deslocamentos
dos valores do potencial de pico com o aumento da velocidade de varredura. O
eletrodo modificado ErGOA10% (Figura P2.E) apresentou valores de picos
anddicos e catodicos mais intensos que o EPC e os demais eletrodos.

Ao analisar os gréaficos presentes na Figura P2.A — F, é notorio que as
correntes de pico anodico (ipa) € a corrente de pico catddico (ipc) variam de forma
linear (R? entre 0,999 e 0,914) com a raiz quadrada da velocidade de varredura
(v2), indicando uma que a transporte de massa foi controlada por um processo
difusional [3,114]. Onde o ErGOA10%, na Figura P2.E, apresentou a relacéo
mais distante da linearidade. No processo de oxidacao, percebe-se que 0S ipa
deslocam para valores mais positivos, enquanto para o processo de redugao os
ip.c demonstraram deslocamentos para valores mais negativos. A variagdo dos
potenciais (AEp) entre os picos de oxidacdo e de reducéo e a relacdo entre
correntes de pico anodico e catodico dos resultados obtidos dos eletrodos séo

apresentados na Tabela P2.1.
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Tabela P2.1. Resultados para os valores de variagéo (AEp) dos potenciais de

oxidacgao e reducao, e razao ipalipc.

Eletrodos EPC ErGOA2,5% ErGOA5% ErGOA7,5% ErGOA10% ErGOC10%

Parametros/

Velocidade AE, ipalipc AE, ipalipc AE, ipafipc  AEp  ipafipc AE, ipalipc AE, ipalipc
10 78,13 1,00 7320 1,00 70,89 099 6836 099 8060 091 7325 127
20 8545 098 7569 0,97 83,07 097 6836 097 8050 099 7569 129
50 100,20 0,97 80,57 1,00 68,00 0,94 73,25 0,95 78,22 0,94 83,01 1,32
100 114,75 0,96 87,89 0,93 85,50 0,93 7569 0,92 85,80 0,91 90,33 1,35
200 139,16 0,96 97,65 0,91 87,80 0,91 8545 0,89 92,77 0,87 100,09 1,41
300 153,81 0,96 104,98 0,90 95,90 0,89 90,33 0,88 100,09 0,84

AE, = Variag&o de potencial dos picos anddicos e catddicos em mV/n. AE, = Potencial de pico anodico — Potencial de
pico catddico; ia = Corrente de pico anddico; i, = Corrente de pico catddico.

Os resultados de AEp variaram de 68,36 a 153,81 mV, onde, de modo
geral, os eletrodos apresentaram aumento AEp com o aumento da velocidade de
varredura. Todos os intervalos de AE, foram superiores que o valor de 59 mV, o
que caracteriza um processo de redox quasi-reversivel [2,114]. Em relacdo as
razBes de corrente de pico anddico/catodico (ipa/ipc), 0S valores obtidos foram
diferentes de 1, exceto para o EPC e ErGOA (2,5%; 5,0%) nas velocidades de
10,0, 20,0 e 50,0 mV s™. Esses dados corroboram um processo quasi-reversivel
para os eletrodos estudados frente ao par redox Fe?*/Fe3*. Pode-se observar
gue os resultados corroboram com a literatura, pois, a velocidade de varredura
controla a rapidez que o potencial € aplicado, 0 quanto maior a taxa de
velocidade, ha a diminuicdo do tamanho da camada de difusdo, o que causa o
aumento das correntes, por permitir a troca mais efetiva das espécies na
superficie do eletrodo, como observado nas analises dos dados [2,3,114].

O processo eletroquimico esta relacionado com o transporte de massa na
interface eletrodo/solugé@o, com a transferéncia de elétrons e com 0s processos
reacionais envolvidos no sistema [166]. Assim, com 0 objetivo de determinar a
area efetiva do EPC e dos EPCM, foi utilizada a equacdo de Randles-Seveéik
rearranjada (Equacdo P2.1) [2,3,167]. Os resultados estdo demonstrados na
Tabela P2.2. Os estudos dos processos de oxidacao e reducao foram realizados
usando a técnica de voltametria ciclica com velocidade de varredura de 50,0 mV

s, com o par redox [Fe(CN)s]*’#, onde as espécies envolvidas participam com
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apenas um elétron e o coeficiente de difusdo (D) corresponde a 7,60 x 106 cm?
s,
lpa

A=
2,69 105n /2D 2cv /2

Equacao P2.1

A = area efetiva do eletrodo (cm?);

ipa = corrente de pico anodico (A);

n = numero de elétrons envolvidos na reacéo

D = coeficiente de difusédo da espécie eletroativa (cm? s?);
C = concentragédo da espécie eletroativa (mol cm-3)

v = velocidade de varredura (V s).

Tabela P2.2. Valores das areas efetivas calculadas para o EPC e para os EPCM.

Eletrodos Area efetiva

(cm?)

EPC 0,34
ErGOA2,5% 0,36
ErGOAS5,0% 0,40
ErGOA7,5% 0,36
ErGOA10,0% 0,40
ErGOC10,0% 0,10

Os resultados expressos na Tabela P2.2 demostram que os eletrodos
(EPC e ErGOA) apresentam areas efetivas maiores que a area geométrica
medida, de 0,18 cm?. Diferentemente do ErGOC, que apresentou uma area
efetiva de 0,10 cm?, inferior a &rea geométrica. A avaliacdo da porcentagem de
modificante demonstrou ser de grande influéncia para a melhora da atividade
eletroanalitica do sensor, ressaltando que o ErGOA5% apresentou a maior area
superficial. O aumento da area € devido a elevada area superficial do rGOA,
caracteristica atribuida a efetiva reducado dos grupos funcionais do plano das
folhas do oxido de grafeno [51,69-71].
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P2.2 Analise dos eletrodos com ITO (EIT), rGOA (ErGOA), rGOAs (ErGOASs) e
hibrido (EITrGO)

A deteccéo eletroanalitica € de fundamental importancia devido ao custo,
a agilidade as analises e outros fatores. Os modificantes podem proporcionar
uma maior capacidade de determinacdo e quantificacdo dos compostos
estudados. Dessa forma, esse topico objetiva demonstrar os resultados obtidos
para analises do EE2 com diferentes eletrodos.

P2.2.1 Estudo de proporcdo de modificantes

A proporcao do modificante na composi¢céo da pasta pode proporcionar
mudancas consideraveis no sinal eletroquimico, por permitir o aumento ou a
reducdo das interacdes modificante/analito. Foram realizados estudos do
comportamento do eletrodo de pasta de carbono e de eletrodos modificados com
diferentes proporcées de Oxido de indio dopado com Estanho (ITO) (Figura
P2.2).
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Figura P2.2. Voltamogramas de pulso diferencial anédico empregando o EPC,
EIT2,5%, EIT5% e EIT10% em tampé&o B-R pH 7,00, v = 20,0 mV s, amplitude
de pulso (AP) de 50 mV, tempo de pulso (t) de 50,0 ms, tempo de acumulacao
(TA) de 3 min na presenca de 10,00 umol L de EE2.
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A analise dos resultados demonstra que o aumento da proporcao de ITO,
gerou o aumento da corrente de pico anodico, ressaltando a capacidade
eletroanalitica do modificante. Todos os eletrodos modificados com ITO
apresentaram sinais superiores ao EPC. O EIT10% apresentou a maior taxa de
transferéncia de elétrons com o analito (EE2). Porém, os resultados obtidos nao
possuem uma grande diferenca em relagcdo ao EPC. Dessa forma, realizou o
estudo eletroquimico de proporcdo do hibrido ITO e rGOAs, frente ao EE2,

buscando-se obter a melhor desempenho do material hibrido (Figura P2.).
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Figura P2.3. Voltamogramas de pulso diferencial anédico empregando o EPC,
EIT2,5%rGOAs5%, EIT5%rGOAs5% e EIT10%rGOAs5% em tampao B-R pH
7,00, v=20,0 mV s, AP de 50 mV, t de 50,0 ms, TA de 3 min na presenca de

10,00 ymol L de EE2.
1,5

— Branco

— EPC
—EIT2,5%rGOAs5%
—— EIT5%rGOASs5%
— EIT10%rGOASs5%

1,04

o (4A)

0,54

0,0 1 = -
0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
E (V) vs. Ag/AgCI

Os voltamogramas apresentados na Figura P2.3 demonstraram um
aumento de corrente de pico anddico para o eletrodo com o material hibrido em
relacdo ao EPC. Entretanto, observou-se uma pequena diferenca entre os
potenciais obtidos pelos eletrodos modificados com ITO e rGOAs. O
EIT5%rGOAs5% apresentou o maior valor de ipa frente ao EIT2,5%rGOAs5% e
EIT10%rGOAs5%.

Com o objetivo de investigar a influéncia de outro modificante na resposta
eletroquimica do EE2, foram realizadas andlises utilizando os eletrodos
guimicamente modificados com Oxido de grafeno reduzido e ITO, frente ao
eletrodo de pasta de carbono (Figura P2.4). Para fins comparativos, foi
estabelecida a mesma proporcéo de modificacéo para os eletrodos modificados
(5,00%). O meio eletrolitico escolhido foi o tamp&o B-R pH 8,00, com uma

concentracdo de 10,00 umol L't do 17a-etinilestradiol (EE2).
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Figura P2.4. Voltamogramas de pulso diferencial anédico empregando o EPC,
ErGOA5%, ErGOAs5%, EIT5%, EIT5%rGOA5% e EIT5%rGOAs5% em tampao
B-R pH 7,00, v= 20,0 mV s, AP de 50 mV, t de 50,0 ms, TA de 3 min na
presenca de 10,00 ymol L de EE2.
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Os voltamogramas presentes na Figura P2.4 demonstram que todos os
eletrodos possuem maior intensidade de corrente de pico anddico e
deslocamento no potencial de pico anddico para regides menos positivas, em
comparacao ao EPC. O EIT5% apresentou uma pequena diferenca de potencial
em relacdo ao EPC. Os EPCM hibridos (rGOA e ITO) apresentaram potenciais
superiores ao EPC e o0 EIT5%, porém, inferior ao ErGOAs5%. Tais resultados
demonstraram que o EIT e eletrodo composto pelo compdsito (EITrGOA e
EITrGOAs) apresentam sinal analito (ipa) inferiores em comparacdo com o
eletrodo modificado com o rGOAs.



