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RESUMO

Obisfenol A (BPA) ¢ utilizado como matéria prima na fabricagao do plastico e apresenta-se como um desregulador
enddcrino. Foi realizado o desenvolvimento e a validagdo de um método voltamétrico para determinagdo de BPA
e o método foi baseado em sensores descartaveis de carbono modificados com carbon black. A voltametria de
onda quadrada foi selecionada para a determina¢do do BPA em amostras de 4gua mineral, comercializadas em
garrafas plasticas, e este método foi validado por meio das figuras de mérito. Observou-se uma resposta linear
no intervalo de concentragdo de 6,10 a 27,4 umol L', com valores de limites de detec¢do e de quantificacdo
iguais a 0,137 pmol L' € 0,416 pmol L, respectivamente. O método demonstrou seletividade adequada e boa
precisdo, com desvios padrdo relativos entre 0,59 ¢ 9,89%, estando abaixo do limite indicado para esta faixa
de concentracdo. A estimativa da exatiddo, em termos de recuperagdo média, foi obtida na faixa de 58,16 e
118,79%, estando dentro dos limites estabelecidos por 6rgaos reguladores. Deste modo, os resultados obtidos
neste trabalho sdo viaveis frente a outros trabalhos ja reportados na literatura para a determinagdo de BPA,
apresentando-se como uma alternativa rapida e de baixo custo para o monitoramento deste contaminante.

Palavras-chave: Bisfenol A; Voltametria de onda-quadrada; Validacdo de métodos; Eletrodo impresso; Carbon
Black.

ABSTRACT

The bisphenol A (BPA) is a raw material in plastic manufacturing and is known as an endocrine disruptor.
The development and validation of a voltammetric method for BPA determination were carried out, based
on disposable carbon sensors modified with carbon black. Square-wave voltammetry was selected for BPA
determination in mineral water samples, marketed in plastic bottles, and this method was validated using figures
of merit. A linear response was observed in the concentration range of 6.10 to 27.4 umol L™, with detection
and quantification limits values of 0.137 pmol L' and 0.416 pmol L', respectively. The method demonstrated
adequate selectivity and good precision, with relative standard deviations ranging from 0.59 to 9.89%, which
were below the indicated limit for this concentration range. Accuracy estimation, in terms of average recovery,
ranged from 58.16 to 118.79%, falling within the limits established by regulatory agencies. Thus, the results
obtained in this study are viable compared to other studies reported in the literature for BPA determination,
presenting themselves as a rapid and cost-effective alternative for monitoring this contaminant.
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1. INTRODUGAO

O bisfenol A (BPA) é um conhecido desregulador enddcrino que pode causar danos aos tecidos e 6rgdos do
corpo humano [1, 2]. Em especial, pode-se destacar os danos causados aos sistemas reprodutivo [3, 4] e nervoso
[3, 5]. Também, ha estudos que associam a exposi¢do ao BPA com problemas no sistema imune e consequente
desenvolvimento de alergias [6, 7], surgimento de diferentes tipos de cancer [8—11] e doengas cardiovasculares
[12, 13]. O BPA ¢ aplicado amplamente na industria do plastico, policarbonatos e resinas epoxi [14], de modo
que a exposi¢do humana a este composto ¢ significativa e de grande preocupacdo. Uma vez que uma das
principais rotas de entrada do BPA no organismo ¢ oral, ¢ comum encontra-lo em embalagens de alimentos,
sendo facilmente transferido para o alimento em si [15].

Estudos encontraram BPA em amostras de agua [16], massa de tomate [17], carnes [2], leite [ 18], frutas
e vegetais [19]. Em garrafas fabricadas com policarbonato, é possivel encontrar 0,01 pg L-' de BPA (43,8
pmol L) apds apenas 2h se exposta a temperatura de 40°C [20]. Em garrafas de polietileno tereftalato (PET),
observou-se que o tempo ¢ a temperatura de armazenamento influenciam na liberagao de BPA, sendo que quanto
maior a temperatura e o tempo, mais BPA ¢ liberado na agua [21]. Cerca de 1 semana de exposicdo a 25°C
¢ suficiente para liberar aproximadamente 11,53 ng L' de BPA (50,5 pmol L™). Entretanto, se a garrafa for
deixada dentro de um carro com temperatura variavel, em apenas um dia ha liberagdo de aproximadamente
13,53 ng L' de BPA (59,3 pmol L") [22].

Devido a alta exposicdo e toxicidade, a necessidade de detectar até mesmo quantidades pequenas de
BPA em diferentes matrizes ¢ essencial. Embora atualmente a detecgdo seja realizada por técnicas padrao-ouro
(cromatografia e espectrometria de massas) [15, 23], ainda ¢ fundamental o desenvolvimento de novos métodos
cada vez mais rapidos, baratos e ambientalmente amigaveis. Dentre os métodos que podem ser desenvolvidos
para determinar quantidades traco de BPA, pode-se destacar os que utilizam técnicas eletroanaliticas devido
ao baixo custo, a rapidez de analise, a alta sensibilidade, facilidade de manipulagdo, e nos ultimos anos, a
miniaturizacdo ¢ a portabilidade destes equipamentos [24—26] que os caracterizam como metodologias mais
sustentaveis e eco-amigaveis. Entretanto, ¢ necessario ampliar a valida¢do dos métodos eletroanaliticos para
promover sua utilizagdo em razdo ao aumento de confiabilidade dos resultados.

A validacdo se caracteriza como uma série de procedimentos que asseguram a confiabilidade da
metodologia a ser utilizada. Para tal proposito, 6rgaos regulamentadores como o INMETRO [27], recomendam
procedimentos experimentais e suas analises estatisticas para averiguar seletividade, ajuste de calibragdo,
limite de detecgdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), precisao e exatiddo para a faixa de concentracdo a ser
utilizada.

FU et al. [28] desenvolveram um sensor baseado na modificacdo da superficie do eletrodo de carbono
vitreo com CB e brometo de cetrimonio (CTAB para detecg¢dao de BPA. O sensor modificado apresentou bom
DPR% no estudo de interferentes, na precisdo, com limite de detec¢do de 0,013 pmol L™, sendo comparavel
com outros encontrados na literatura. Entretanto, ndo foi avaliado o efeito da matriz em si na analise,
ademais, o método de sinal/ruido para detec¢do de LD e LQ pode levar a erros quando ndo hé sinal no
branco [27]. No mesmo sentido, um eletrodo impresso de carbono modificado com 3 camadas de diferentes
substancias cataliticas, incluindo ouro e platina, apresenta bons resultados [29], porém com uma etapa de
preparagdo do eletrodo complexa. Ambos os trabalhos ndo apresentam estudos de validag¢do de acordo com
alguma diretriz regulamentar, tornando necessario o desenvolvimento de novas metodologias validadas e
de baixo custo.

Neste contexto, os eletrodos impressos destacam-se pela possibilidade de diminuir ainda mais o custo,
sendo totalmente descartaveis, o que torna as analises rapidas e apresentam a vantagem frente aos eletrodos
tradicionais [30, 31]. Estes eletrodos sdo de simples fabricacdo e faceis de modificar e adaptar a sistemas
portateis [32, 33]. Além disso, a modificacdo de superficies eletrodicas ¢ uma estratégia de baixo custo para
melhorar a sensibilidade e seletividade destes sensores, tornando-os capazes de detectar analitos até mesmo
em concentracdes de nivel traco [34]. Um agente modificante comumente utilizado para melhorar o perfil
eletroquimico e sinal analitico, o carbon black (CB) apresenta propriedades destacaveis na constru¢dao de
plataformas eletroquimicas de deteccdo, como grande area superficial, boa condutividade elétrica e térmica,
rapida transferéncia eletronica e baixo custo [35-38]. Frente ao uso de outros agentes modificantes comuns
(nanoparticulas metalicas, polimeros condutores e nanotubos de carbono), o CB se destaca pela facilidade de
preparo e custo acessivel, sendo vantajoso para aplicacdo em sensores totalmente descartaveis.

Deste modo, este trabalho apresenta o desenvolvimento de uma metodologia eletroanalitica parcialmente
validada para determina¢do de BPA em amostras de agua mineral com um eletrodo impresso de carbono
modificado com uma unica etapa com carbon black. A validagdo foi realizada por meio das figuras de mérito de
linearidade, limites de detecgdo (LD) e de quantificacdo (LQ), seletividade, precisdo e exatiddo.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Reagentes e solugdes

Bisfenol A (BPA, 99,0%), acido borico (99,5%), acido fosforico (85,0%) e carbon black (CB, 85,0%) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich®. Acido acético glacial (98,0%) foi obtido da Reatec® e alcool etilico absoluto
(99,8%) foi obtido da Neon®. Acido nitrico (65,0%) foi adquirido da Synth® e perclorato de sodio anidro (98,0%)
foi obtido da Exodo Cientifica®. Dimetilformamida (DMF, 98,0%) e hidréxido de sodio (98,0%) foram obtidos
da Merck®.

Todas as solugdes foram preparadas utilizando agua ultrapura (Mili-Q, Milipore Corporation®). Para o
ajuste do pH destas solugdes, utilizou-se NaOH 0,1 mol L.

A solugao estoque de BPA foi preparada em concentragdo de 1 x 102 mol L' em uma mistura de etanol e
agua ultrapura (10% (v/v)). A soluc@o tampao Britton-Robinson (B-R) foi preparado utilizando acido fosforico
0,04 mol L™, 4cido bérico 0,04 mol L' e 4cido acético 0,04 mol L.

Para o uso do CB, 1,0 mg do CB foi suspenso em 5,0 mL de DMF e 5,0 mL de agua ultrapura. Poste-
riormente, a suspensdo preparada foi levada ultrassom para homogeneizacdo completa por 60 min, em escalas
de 20 minutos.

Na fabricacdo das células eletroquimicas, foi utilizada tinta de carbono (Gwent-C2160602D2) ¢ tinta de
prata/cloreto de prata (Gwent-C2051014P10), ambas obtidas da Gwent® Electronic Materials Ltda.

2.2. Instrumentacao eletroquimica

As andlises eletroquimicas foram realizadas utilizando voltametria ciclica (VC) e voltametria de onda quadrada
(VOQ). Para tal, utilizou-se um potenciostato Microautolab® acoplado a um computador para aquisi¢do dos
dados por meio do software NOVA 2.1°.

Utilizou-se um compartimento para inser¢do da célula eletroquimica com capacidade aproximada de
20 mL. Adicionalmente, foi empregada uma tampa em Teflon® com uma abertura para que a célula fosse anexada
e mantida fixa durante as analises. A imersdo da célula eletroquimica neste compartimento foi realizada visando
facilitar o processo de purga, que foi realizada antes de cada analise. Para isso, empregou-se nitrogé€nio ultrapuro
(N,), promovendo a agitagdo da solugéo entre as medidas eletroquimicas.

2.3. Amostras de agua mineral para consumo

A metodologia desenvolvida foi aplicada na deteccdo de BPA em amostras de agua mineral, ndo gaseificadas,
para consumo. Assim, foram utilizadas duas amostras de marcas diferentes, ambas obtidas do comércio local
da cidade de Guarapuava (Parana, Brasil). Os produtos sdo comercializados em garrafas PET (polietileno
tereftalato) e, neste trabalho, foram identificados como Amostra 1 de embalagem azul translucida e Amostra
2 e 3 com embalagens transparentes.

2.4. Fabricagao da célula eletroquimica baseada em SPCE

A célula eletroquimica utilizada foi composta por um arranjo de trés eletrodos: eletrodo de referéncia de Ag/
AgCl, eletrodo de trabalho (3,0 mm) e contra-cletrodo de carbono. Assim, a fabricagdo destas células foi
realizada utilizando a técnica de serigrafia, conforme metodologia descrita por AFONSO et al. [39]. Utilizou-se
uma impressora de corte doméstica (Silhouette® CAMEO 3) e o software Silhouette Studio® para a criagdo do
layout dos eletrodos. Os demais materiais (vinil adesivo e folha de poliéster) foram adquiridos no comércio
local, sendo facilmente acessiveis e de baixo custo. Deste modo, as células eletroquimicas produzidas podem ser
descartaveis, o que facilita a analise e minimiza erros de medicao relacionados a adsor¢do do analito a superficie
eletrodica.

Resumidamente, utilizando a impressora de corte doméstica, foi realizado o corte do layout em vinil
adesivo e as partes indesejadas foram removidas, formando uma méascara negativa. Esta mascara foi transferida
para uma folha de poliéster e, em seguida, foi realizada a aplicagdo da tinta de carbono com o auxilio de um
rodo de serigrafia. A folha de poliéster foi levada a estufa para secagem a 90°C por 30 minutos. Em seguida,
realizou-se a aplicacdo da tinta de Ag/AgCl manualmente, utilizando um pincel de ponta fina e novamente
secagem em estufa por 30 minutos a 60°C. Por fim, a mascara negativa foi retirada ¢ um delimitador de
area, também fabricado em vinil adesivo na impressora de corte, foi adicionado a célula para definir sua area
geométrica e garantir que a solug@o fosse mantida apenas na regido desejada. A célula eletroquimica adotada no
trabalho ¢é representada na Figura 1.



O MERCADO, Y.B., MORAIS, A., ALMEIDA, S.V., et al., revista Matéria, v.29, n.2, 2024

Figura 1: Cela eletroquimica, composta por eletrodo de referéncia de Ag/AgCl, eletrodo de trabalho de carbono e contra-eletrodo
de carbono.

2.5. Modificacdo do SPCE com CB

O CB foi o agente modificador adotado neste trabalho devido as suas propriedades fisico-quimicas, alta area
superficial, estabilidade quimica e boa condutividade, o que contribui para uma melhoria na sensibilidade do
sensor. Deste modo, utilizou-se a técnica de drop casting para adi¢ao da suspensdo de CB a superficie eletrddica,
gotejando inicialmente 2,0 pL sobre o eletrodo de trabalho. Apds secagem em temperatura ambiente por 3 horas,
gotejou-se mais 2,0 pL. O processo de adicdo da suspensdo ao eletrodo foi realizado em duas etapas a fim de
obter uma melhor dispersdo do modificador sob a superficie do eletrodo de trabalho. A secagem foi realizada
novamente a temperatura ambiente, desta vez por 24 horas para secagem completa. Apds este periodo, o sensor
SPCE/CB estava pronto para a realizacao das medidas eletroquimicas.

2.6. Desenvolvimento de metodologia voltamétrica para detecgdo do BPA

Inicialmente, realizou-se o estudo do comportamento eletroquimico do BPA utilizando o sensor SPCE. Para tal,
foram feitos ensaios por VC variando a velocidade de varredura (v) no intervalo de 20 a 150 m Vs, em um
intervalo de potencial de 0,0 V.a 0,9 V.

Em seguida, o uso da técnica de VOQ foi avaliado para a detecgdo do BPA. Deste modo, foram otimizados
os parametros da técnica, a fim de obter as melhores condi¢des de resposta experimental na determinagdo do
analito. A frequéncia de pulso de potencial (/') foi avaliada em intervalo de 2,0 a 100 Hz, enquanto a amplitude
de potencial (a) foi avaliada entre 1 € 100 mV. O incremento do pulso de potencial (AE), por sua vez, foi
avaliadode 1 a 5 mV.

Todas as analises eletroquimicas foram realizadas em um volume total de 16,8 mL, sendo 800 uL de BPA
0,01 mol L' ¢ 16 mL de solugdo tampédo B-R 0,1 mol L' com pH 9,0.

2.7. Validagao do método

A validagdo do método desenvolvido foi realizada avaliando as figuras de mérito: linearidade, limite de
deteccao (LD), limite de quantificacao (LQ), seletividade, precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria) e
exatiddo (ensaios de recuperagdo) de acordo com recomendacdo de guias de validacdo de métodos e de artigos
da literatura [40—44]. Para estes estudos, utilizou-se a técnica de VOQ nas condig¢des otimizadas estabelecidas
no item 2.6.

2.8. Linearidade

Para avaliar a linearidade, foi construida uma curva analitica em eletrélito utilizando o método de adigdo de
padrdo externo. Foram avaliadas 6 concentragdes entre 6,1 umol L' e 27,4 umol L™, sendo cada ponto em
triplicata. Por meio da técnica de regressao linear e de um teste de falta de ajuste (ambos no nivel de 95% de
confianca) foi avaliada a linearidade da metodologia voltamétrica, juntamente com os valores de coeficiente
de correlagdo (r) e coeficiente de determinagdo (R?). Estes resultados foram obtidos por meio do software
Minitab® 18.1.
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2.8.1. Limites de deteccgao e de quantificagao

Os valores dos limites de detecgdo (LD) e de quantificagdo (LQ) foram obtidos pelo método da adi¢do da menor
concentragdo com grau de incerteza satisfatorio do analito no branco [27], conforme as Equagdes 1 ¢ 2, respecti-
vamente, onde s ¢ o desvio padrdo da medida dessa concentragdo e ¢ o valor tabelado para os graus de liberdade
usados. As medidas foram no ponto baixo da faixa de trabalho, 12,2 umol L', em triplicata, tendo o grau de
liberdade igual a 2 para um nivel de confianca de 0,05%.

LD=0+1  -s (1)

1, I-a

LO=0+10-s (2)

2.9. Seletividade

A seletividade foi avaliada frente a um composto provavel de ser encontrado em amostras de agua mineral para
consumo: o paracetamol [45]. Para isso, foram preparadas solugdes estoque de paracetamol na concentra¢do de
1x10° mol L. A célula eletroquimica, adicionou-se 350,0 pL da solugdo de BPA 1x10 mol L' em solugio
tampao B-R 0,1 mol L ¢ realizou-se analise voltamétrica na auséncia do interferente (0:1). Em seguida, foram
adicionados 350,0 pL da solug¢do de paracetamol, na razdo de concentragdo 1:1 frente ao BPA, ¢ a resposta
voltamétrica foi obtida na presenga do interferente. Avaliou-se a significancia da alteragdo da resposta do BPA
causada pela presenga de paracetamol por meio da realizagdo de um teste-t a 95% de confianca.

2.10. Precisao

A precisdo foi avaliada por meio de estudos de repetitividade (analises realizadas em um mesmo dia) e precisdo
intermediaria (analises realizadas em dias diferentes) de acordo com as recomendagdes do ICH (2005) [46].
Para cada estudo, foram realizadas analises em trés niveis de concentragdes dentro da faixa linear utilizada
(12,2 pmol L', 21,3 umol L' e 27,4 umol L™). Assim, para a repetitividade avaliou-se os resultados em
triplicata no mesmo dia e condi¢des de andlise e para a precisdo intermediaria avaliou-se a média de triplicatas
obtidas em cinco dias consecutivos.

Os estudos foram realizados em eletrolito puro e nas amostras de agua mineral (Amostra 1 e Amostra 2)
e os resultados obtidos foram expressos em termos de desvio padréo relativo (DPR%), calculado conforme a
Equagdo 3, sendo SD o desvio padrdo e X a média das medidas experimentais.

DPR(%) = % x 100 3)

2.11. Exatidao

A exatiddo foi avaliada por meio de ensaios de recuperagio, avaliando trés niveis de concentra¢do (12,2 umol L,
21,3 pmol L' e 27,4 umol L) de acordo com as recomendagdes do INMETRO [27]. Para este estudo,
utilizou-se eletrolito puro e ambas as amostras de dgua mineral (Amostra 1 e Amostra 2). Todas as analises
foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos em funcdo da porcentagem de recuperagdo
(Rec%), de acordo com a Equagdo 4. Nesta equacdo, C, € a concentragdo do analito na amostra fortificada,
C, ¢ a concentragdo do analito na amostra ndo fortificada e C, a concentra¢do do analito adicionada a amostra
fortificada.

C-C
Rec% = —L——2-x 100% @)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizagao eletroquimica do sensor SPCE/CB

Utilizando a técnica de VC, foi realizado um estudo do comportamento eletroquimico do BPA. Para isso,
utilizou-se um SPCE sem modificagdo e um SPCE modificado com CB (SPCE/CB), de modo a comparar
o perfil voltamétrico na presenga de 0,5 mmol L' de BPA ¢ avaliar a eficiéncia da modificacdo do eletrodo.
Utilizou-se uma velocidade de varredura de 100 mV s e solugdo tampédo B-R 0,1 mol L' em pH 9,0.

Conforme observado na Figura 2, a oxidag&o do BPA ocorre em um potencial de 0,28 V vs Ag/AgCl e ndo
apresenta pico reverso, indicando que o processo ¢ irreversivel. Had melhor definigdo do pico e do voltamograma



O MERCADO, Y.B., MORAIS, A., ALMEIDA, S.V., et al., revista Matéria, v.29, n.2, 2024

100

SPCE
SPCE/CB

90

80
70-
60
50-
40

I/ pA

304
204
10 4

0 s T R T

0,0 0,2 04 06 08 1,0
E /V vs.Ag/AgCl

Figura 2: Estudo do comportamento do BPA (5,0x10 mol L") sobre o SPCE sem modificagdo (—) e modificado com
CB (—), em meio de solu¢ao tampdo Britto-Robinson 0,1 mol L', (pH=9,0) e v=100 mVs.

no sensor modificado, com pico de oxidagéo do BPA apresentando maior corrente de pico (/, = 60,1 pA) para o
sensor SPCE/CB frente ao observado para o sensor SPCE sem modificagéo (Ip = 16,4 pA). Além disso, houve
deslocamento de potencial para regido mais positiva no eletrodo modificado, o que se deve ao aumento da area
superficial, permitindo assim maior taxa de transferéncia eletronica.

Ademais, foi realizado estudo da variacdo da velocidade de varredura, utilizando um intervalo de
potencial de 0,0 V a 0,9 V vs Ag/AgCl, a fim de avaliar o comportamento eletroquimico do BPA sobre o sensor
SPCE/CB. Os voltamogramas ciclicos do BPA obtidos neste estudo podem ser visualizados na Figura 3A. E
possivel observar um aumento do sinal de Ip com o aumento da velocidade de varredura, com deslocamento
dos potenciais de pico para regides mais positivas. Como observado anteriormente, ndo hé presenga de pico de
reducdo, indicando a irreversibilidade do sistema.

Adicionalmente, houve um melhor ajuste linear para /, em fungdo da raiz quadrada da velocidade de
varredura no intervalo de 20 a 150 mV s™! (Figura 3C), que a velocidade do processo de 6xido-reducdo do BPA
¢ controlada pela difusdo das espécies a superficie eletrodica (Figura 3C). O grafico de logaritmo da intensidade
de corrente em fungdo do logaritmo da velocidade de varredura (Figura 3D) apresentou comportamento
linear com inclina¢do de 0,90. Este valor esta proximo ao encontrado na literatura para sistemas irreversiveis
controlados pela adsor¢do das espécies que prevé uma inclinagdo proxima a 1,0. Portanto, pode-se afirmar que
o processo de oxidagdo do BPA ¢ controlado por transferéncia de massa, seguido de etapas de adsor¢@o. Além
disso, a taxa de varredura ¢ aumentada potencialmente e muda para potenciais mais positivos durante o processo
da oxidagdo do BPA, confirmando a irreversibilidade da reag@o do processo de 6xido-redugdo do BPA [25].

3.2. Otimizagado dos parametros da Voltametria de Onda Quadrada (VOQ)

Os parametros da técnica de VOQ foram estudados de modo a obter maior sensibilidade e melhor defini¢cdo do
sinal analitico a ser analisado. Assim, avaliou-se a frequéncia de pulso de potencial (2 a 100 Hz), amplitude
de potencial (10 a 100 mV) e incremento do pulso de potencial (1 a 5 mV). Os voltamogramas podem ser
visualizados na Figura 4.

Como pode ser observado na Figura 4A, com o aumento no valor da frequéncia ocorre uma diminuigao na
intensidade de corrente de pico como resposta da 6xido-redugdo do BPA, bem como deslocamento dos potenciais
de pico para regides mais positivas. Além disso, a partir de 30 Hz ha menor defini¢do do voltamograma, levando
a alta interferéncia de ruido no pico de corrente do analito. Isto ocorre devido a cinética da reagdo para compostos
orgénicos que contém anéis aromaticos homociclicos ou heterociclicos com grupos ligantes eletroativos. Estes
grupos podem sofrer redugdes totalmente irreversiveis devido a baixa velocidade de transferéncia de carga, ou
muitas vezes por inativagdo do produto de reducdo [47]. Deste modo, optou-se por utilizar uma frequéncia de
2 Hz.

Na Figura 4B sdo ilustrados os voltamogramas obtidos para diferentes valores de amplitude. Observa-se
que o maior sinal analitico foi encontrado para amplitude de 20 mV, com deslocamentos para potenciais mais
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positivos na medida em que é diminuida a amplitude da onda e uma melhor defini¢do do voltamograma. Portanto,
20 mV foi escolhido como o valor da amplitude da onda adequada para o desenvolvimento da metodologia.
Por fim, a Figura 4C apresenta a varia¢do da resposta voltamétrica frente a diferentes valores de incremento.
E possivel observar que com o aumento do incremento de varredura ocorreu uma diminuigio na intensidade
de corrente de pico e deslocamento dos potenciais de pico para regides mais negativas, com alargamentos dos
voltamogramas que comprometem a resolugdo do mesmo. Desta forma, optou-se em trabalhar com o valor de
1 mV de incremento de varredura, devido ao maior sinal de corrente de pico e a melhor definigdo do voltamograma.

Deste modo, devido a obten¢do do melhor sinal analitico e maior intensidade de corrente de pico, os
parametros escolhidos para o desenvolvimento do método foram: frequéncia de 2 Hz, amplitude igual a 20 mV
e incremento de 1 mV.

3.3. Validagado do método

3.3.1. Linearidade

A linearidade do método voltamétrico foi avaliada com base na construgdo de uma curva analitica pelo método
da adi¢do de padrdo externo com concentragdes na célula eletroquimica entre 6,1 umol L' e 27,4 umol L.
Os voltamogramas de onda quadrada obtidos para cada concentragdo de BPA sdo apresentados na Figura 5A.
Observa-se que a corrente de pico aumentou proporcionalmente com o aumento da concentra¢do de BPA adicio-
nada. Ademais, ha pequenos deslocamentos do potencial do pico para potenciais mais negativos a medida que
aumenta a concentragdo do BPA, acompanhado de uma melhor definigdo do voltamograma.

Adicionalmente, a relago corrente do pico vs concentragdo de BPA foi avaliada por meio de uma analise
de regressdo linear no nivel de 95% de confianga (Figuras 5B, 5C e 5D). Observa-se que no grafico da curva
analitica (Figura 5B), alguns pontos ndo ficaram dentro do intervalo de confianca, porém, todos estdo contidos
no intervalo de predicdo, indicando assim que a estimativa da regressao linear apresenta um grau de incerteza
que pode ser considerado adequado.

Os resultados da regressdo linear sdo mostrados na Tabela 1. Nota-se que o coeficiente de correlagio r
foi de 0,955, sendo proximo a 1. Isto indica uma alta probabilidade da existéncia de uma relagdo linear entre a
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Figura 5: (A) Voltamogramas obtidos em diferentes concentragdes de BPA sobre o sensor SPCE/CB. (B) Curva analitica
para o BPA. (C) Grafico de Residuos x Ajustados. (D) Grafico de Residuos x Ordem. Anélises realizadas em meio de solugdo
tampdo B-R 0,1 mol L', pH=9,0. AE =1 mV, f=2Hze a=20 mV.
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Tabela 1: Dados da regressdo linear para a avaliagdo da linearidade do método voltamétrico.

Faixa linear (umol L) 6,1-27,4
Regressio Falta de ajuste r R*(%)
* rcgrcss'ﬁop **Ffalta de a'ustcp 0’955 91’2
342,70 0,000 0,67 0,0000
Coeficiente da reta + erro padrdo FEEL servado )/,
Intercepto: —0,167 + 0,0491 3,39 0,004
Inclinagdo: 0,0240 + 0,00272 18,51 0,000
*Fcrmco(o,os;l,lﬁ)= 4,49 **Fcri!icn(0,05;4,12) =3,26 ***tcri!icn(0.05;1,16)= 2,119

resposta de corrente do pico (]p) e a concentragdo de BPA. O coeficiente de determinagdo (R?) foi igual a 91,2%,
indicando que esta ¢ a porcentagem dos dados explicada pelo modelo linear ajustado. O valor de Fregressao =
342,70 foi maior do que o valor de F_. s, 15 = 4.49. Isto indica que a regressdo linear ¢ significativa. Além
disso, comparando o valor de F de falta de ajuste (£, j) = 0,67 foi menor do que o valor de F icoto0s:412) = 3,26,
o que indica que a falta de ajuste do modelo ndo ¢ significativa, justificando assim, a adequag@o dos dados
da curva analitica a um modelo linear. Ademais, foi aplicado um teste-# no nivel de 95% de confianga para
avaliar a significancia dos coeficientes da reta de regressao. Nota-se que para o intercepto obteve-se um valor de
botoutado = 3539 > ¢ .. = 2,12, indicando sua significdncia. Da mesma maneira, observou-se ¢ .= 18,51 >

loieo = 2,119. Assim, ambos os coeficientes sdo estatisticamente significativos neste nivel de confianga e devem

ser mantidos na equagdo da curva analitica para o célculo das concentragdes de BPA em amostras de dgua
mineral [48].

Complementarmente, realizou-se uma analise dos graficos de residuos obtidos a partir da analise de
regressdo dos dados da curva analitica com a finalidade de avaliar se a distribuicdo dos dados ¢ aleatoria
(Figura 5C) e se nenhum pressuposto da regressdo linear foi violado.

E possivel observar nesses graficos que ha uma distribuicdo aleatéria dos dados ao redor de zero nos
diferentes niveis de concentracdo, indicando que ndo ha problemas no ajuste do modelo linear aos dados
experimentais obtidos. Além disso, pode-se considerar que os residuos sdo independentes e apresentam variancias
homogéneas. Por fim, para confirmar a homogeneidade das variancias nos dados foi realizado um teste de Cochran
no nivel de 95% de confianga. Nota-se que o valorde g, . =0,4771<g .. =0,6161, 0 que demonstra que ndo

ha diferengas estatisticas significativas entre as variancias nos dados da regressao linear. Deste modo, pode-se
corroborar com o gréfico de residuos sobre existir uma homogeneidade entre estas variancias.

3.3.2. Limites de Detecgédo (LD) e de Quantificagao (LQ)

O LD calculado foi de 0,732 umol L' e o LQ foi de 1,701 umol L. Esses valores sdo inferiores ao primeiro
valor da concentracdo utilizada para a constru¢do da curva analitica, indicando assim que o BPA pode ser
detectado e quantificado na faixa de trabalho adotada. Ademais, esse valor esta abaixo do nivel de migragdo
permitido para o BPA em embalagens alimenticias, estabelecido pela ANVISA.

NaTabela 2 sdo descritos trabalhos recentes encontrados na literatura que reportam a determinacao de BPA
em amostras de agua utilizando eletrodos impressos e técnicas voltamétricas. Sdo encontrados valores de LD a
partir de 0,000438 umol L' ¢ de LQ a partir de 0,033 pmol L™!. Embora os valores encontrados em nosso estudo
sejam superiores aos reportados na literatura, € preciso salientar que estes trabalhos reportam a modificac¢do de
sensores comerciais de carbono, ndo sendo fabricados em laboratorio. Além disso, agentes modificantes como
polianilina (PANI) [49] e quantum dots (QDs) [50], normalmente adotados nesses estudos requerem maior
numero de etapas de modificagdo e também maior custo de sintese e aquisi¢cao, consequentemente apresentando
maior custo final do método e diminuindo assim sua frequéncia analitica.

Outro aspecto que deve ser destacado ¢ a forma de calculo dos limites, uma vez que ha varias maneiras
diferentes de obter as estimativas para essas figuras de mérito [40—44]. Quando se faz uso do método da curva
analitica os valores dos limites s30o normalmente mais elevados pois incluem os erros envolvidos na constru¢ao
da curva analitica, mas por outro lado, refletem melhor a variabilidade intrinseca nos dados obtidos a partir da
metodologia sendo validada.

3.3.3. Seletividade

Para efeito de estudo da seletividade foi tomado como interferente o paracetamol, um composto que € comumente
encontrado nas amostras de 4gua mineral para consumo. Para isso, avaliou-se se haveria ou ndo mudancas no
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Tabela 2: Métodos voltamétricos para detec¢io de BPA em amostras de agua usando eletrodos impressos.

SENSOR MATRIZ LD (umol L) LQ (umol L") | REFERENCIA
DPNs/AuNPs/SPCE Agua de torneira 0,00663 Nao reportado [26]
; . 0,000438
Lacase/PANI/SPE Agua residual > Naio reportado 49
¢ (0.1 ppb) P ]
CdTe@QDs-FG-PEDOT:PSS/SPE Agua de rio 0,034 Nao reportado [50]
Agua de rio
MAC-Co-SPE Agua mineral 0,010 0,033 [51]
Agua de torneira
Agua de rio
La** dopado com Co,0,/SPE Agua mineral 0,061 0,18 [52]
Agua de torneira
GDY-cMWCNT/SPE Agua de lago 0,013 Nao reportado [53]
SPCE/CB Agua mineral 0,732 1,701 Este trabalho

AuNPs: nanoparticulas de ouro; CB: carbon black; CdTe@QDs: quantum dots de CdTe;; FG: grafeno funcionalizado; GDY: grafidino;
cMWCNT: nanotubos de carbono de multiplas paredes carboxilados; DPNs: nanoparticulas dendriticas de platina; MAC: carvdo ativado
magnético; PANI: polianilina; PEDOT:PSS: sulfonato de poliestireno; SPCE: screen-printed carbon electrode (eletrodo impresso de
carbono); SPE: screen-printed electrode (eletrodo impresso).

BPA[0:1]
BPA + Paracetamol[1:1]

090 T i T T ¥ T ¥
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4
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Figura 6: Voltamogramas de estudo de interferéncia do sinal voltamétrico do BPA para o paracetamol (21,3 pmol L™).
Concentragdo fixa de BPA 21,3 umol L™ em solugéo tampdo B-R a pH 9,0.

sinal do perfil voltamétrico do BPA na auséncia e na presenca do interferente. A concentracdo de BPA foi
mantida fixa (21,3 pmol L") e a mesma concentragdo de paracetamol foi adicionada a célula eletroquimica (0:1
e 1:1). Os voltamogramas obtidos, como visto na Figura 6, mostraram visualmente que houve uma diferenciacao
na magnitude do perfil do sinal observado apds a adi¢ao do interferente. Assim, para averiguar estatisticamente
essa interferéncia, foi realizado um teste-t nivel de 95% de confianga para comparar as correntes de pico do BPA
com e sem a adi¢do do interferente. O valorde ¢ . =0,012<¢_. = 3,180, de modo que se pode verificar que
ndo existem diferencas estatisticas significativas entre as médias das correntes obtidas antes ¢ ap6s a adigdo do
paracetamol. Isto significa que o paracetamol ndo interfere de forma significativa no sinal do perfil voltamétrico
do BPA, de modo que afirma-se que a detecg@o de BPA utilizando o sensor SPCE/CB ¢ seletiva a paracetamol.

Também, foi realizado o efeito de matriz para 3 amostras de dgua mineral (Figura 7A). Todas as
3 amostras apresentaram uma inclinagao para curva de calibragao de adi¢@o padrao distinta da curva de calibragao
em padrdo externo, dessa forma, apresentando o efeito de matriz. Assim sendo, o LD, LQ, a precisdo e exatidao
do método foram estimadas para a matriz (Tabela 3). Ademais, nenhuma matriz apresentou sinal de BPA a nivel
maior que o respectivo LD ou LQ.
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Figura 7: (A) Comparagdo entre as regressdes obtidas para diferentes matrizes e Voltamogramas de onda quadrada sem a
presenga de BPA comparando o meio de eletrolito puro (solugdo tampéo B-R 0,1 mol L™, pH =9,0) € o eletrélito com adigdo
de agua para consumo para (B) Amostra 1, (C) Amostra 2 ¢ (D) Amostra 3.

Tabela 3: Equagdes da reta, limite de detecgdo e limite de quantificagdo para cada matriz estudada na metodologia.

AMOSTRA | EQUACAO DA RETA LD pmol L' LQ pmol L
Amostra 1 ~0,50 + 0,06 [BPA] 0,39 0,90
Amostra 2 ~0,41 + 0,06 [BPA] 0,37 0,86
Amostra 3 0,14 + 0,03 [BPA] 1,44 3,35

3.3.4. Precisao e Exatidao

A precisdo do método desenvolvido foi avaliada em fung@o do desvio padrio relativo (DPR) da concentragio
de BPA calculada (Tabela 4). Para isso, foram realizados ensaios em triplicatas durante 5 dias (n = 5), em trés
diferentes niveis de concentragdo, sendo baixo (12,2 pmol L"), médio (21,3 umol L) e alto (27,4 umol L") de
acordo com as recomendacdes do ICH [47]. A Tabela 3 apresenta os valores encontrados em eletrélito puro e nas
amostras de agua mineral, 1, 2 e 3. Observa-se que todos os valores, tanto para a repetitividade (DPRR) quanto
para a precisao intermediaria (DPRPI), encontram-se abaixo do limite maximo recomendado pela literatura que
¢ de 15% [40, 54], indicando que a precisdo do método ¢ adequada para faixa de trabalho adotada.

A exatidao foi avaliada por ensaios de recuperagdo, com adigdes sucessivas do analito em concentracao
baixa (12,2 pmol L), média (21,3 pumol L) e alta (27,4 pmol L™') de acordo com as recomendagdes do ICH [43].
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Tabela 4: Valores obtidos dos desvios padrdo da repetitividade (DPR,), precisdo intermediaria (DPR ) e recuperacio para
a metodologia.

AMOSTRA | BPAADICIONADO | REPETIBILIDADE PRECI,SAO RECUPERACAO
pmol L! DPR% INTERMEDIARIA DPR% %

Eletrolito 12,2 3,48 9,89 84,77
puro 21,3 0,59 1,33 109,35
27,4 1,83 3,48 95,81

Amostra 1 12,2 3,21 3,89 88,18
21,3 2,75 3,73 116,86

27,4 3,85 4,14 92,14

Amostra 2 12,2 3,65 3,07 93,16
21,3 1,81 2,78 109,76

27,4 1,32 1,86 95,45

Amostra 3 12,2 1,57 3,39 93,05
21,3 2,64 3,06 109,88

27,4 1,53 2,07 95,38

Com isto, calculou-se a concentragdo com base na resposta analitica obtida e na curva analitica construida para
cada matriz (Tabela 3), obtendo-se assim as porcentagens de recuperacdo para cada concentragdo. Conforme
pode ser observado na Tabela 4, as recuperagdes médias obtidas variaram entre 84% e 116%. E recomendado
que a recuperacdo média esteja na faixa de 70 a 120% para analise de residuos e de 50 a 120% para andlise de
matrizes muito complexas [40, 55]. Deste modo, os resultados de recuperagao estao dentro da faixa esperada e,
portanto, demonstram que a exatiddo do método proposto ¢ adequada na faixa de trabalho estudada.

4. CONCLUSAO

Um sensor SPCE/CB foi desenvolvido utilizando materiais de baixo custo e produzido de maneira
simplificada. O mesmo, apresentou potencialidade para ser aplicado para a determinagdo de BPA em amostras
de 4gua mineral em garrafas por meio de boa linearidade e baixos valores de LD e LQ, bem como boa precisdao
e exatiddo A resposta analitica obtida neste trabalho por meio da técnica de voltametria de onda quadrada ¢
rapida, sensivel e precisa, apresentando-se como uma alternativa vantajosa frente aos métodos convencionais
de andlise e a condugdo da validacdo como um diferencial a outras metodologias eletroanaliticas. Entretanto,
destaca-se a necessidade de em trabalhos futuros avaliar-se a linearidade em matrizes, assim, completando a
validacdo da metodologia. Deste modo, a metodologia criada a partir do sensor SPCE/CB tem potencialidade
para a determinagdo de BPA em dgua mineral com confiabilidade, uma vez que apresenta bom desempenho nos
estudos parciais de validacao.
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