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RESUMO

Um método FIA com deteccdo amperometrica para a quantificacdo de nitrito baseado na
reducdo eletroquimica deste anion foi desenvolvido empregando um eletrodo de pasta de
carbono (EPC) modificado com hexacianoferrato (HCF) de ferro como detector
amperométrico. A influéncia das condi¢es experimentais no preparo de materiais eletrédicos
foi avaliada, sendo os materiais obtidos em cada estudo, utilizados para o desenvolvimento de
eletrodos modificados. Os sensores eletroquimicos foram preparados por um procedimento
rapido, simples e de baixo custo e os eletrodos apresentaram bom desempenho por um longo
periodo de tempo, mantendo sua estabilidade por mais de um ano. O HCF atuou como
mediador redox eficiente para reducdo eletroquimica do nitrito em meio acido, permitindo a
deteccdo de nitrito em +0,2 V vs. Ag/AgClsy, sendo esse potencial livre de possiveis espécies
interferentes que normalmente estdo presentes em amostras alimenticias e de agua. A célula
eletroquimica usada no sistema FIA foi similar a uma célula para andlises por injecdo em
batelada, permitindo a recirculacdo da solucéo carregadora. Isto € uma caracteristica atrativa,
pois permitiu o uso de uma elevada vazdo (6 mL min™), o que aumentou a sensibilidade e a
velocidade de andlise, mantendo um baixo consumo de reagentes. O método proposto
apresentou um limite de deteccdo de 9,0 umol L™ e o mesmo foi empregado com éxito para a
quantificacdo de nitrito em amostras de agua enriquecidas e de salsicha e mortadela. Os
resultados obtidos foram comparados aos obtidos pelo método espectrofotométrico oficial,
ndo sendo verificadas diferencas estatisticas nos teores de nitrito nem na precisdo dos métodos
a um grau de confianca de 95 %. As condi¢bes experimentais de sintese do HCF foram
otimizadas, sendo o melhor material eletrédico obtido pela mistura de FeCls, K4[Fe(CN)g] e
po6 de carbono submetido a tratamento acido e térmico (400 °C), seguido por agitacdo
ultrassbnica a 4 °C. A partir desse material, foi construido um eletrodo com melhor
desempenho analitico para a reducdo de nitrito, o qual apresentou maior estabilidade
comparada ao filme de HCF eletrodepositado sobre o EPC, mostrando que o procedimento
adotado para o preparo do material eletrddico é eficiente para o desenvolvimento de eletrodos

de pasta de carbono modificados com HCF.

Palavras chave: Mediacéo eletroquimica, Analise de agua, Analise por injecdo em fluxo, azul da

Prissia.



ABSTRACT

An amperometric FIA method for nitrite quantification based on nitrite electroreduction and
employing a carbon paste electrode (CPE) chemically modified with iron hexacyanoferrate
(HCF) as an amperometric detector was developed. The influence of experimental conditions
on the preparation of the electrode materials was evaluated and the materials obtained in each
study were used for the development of modified electrodes. The electrochemical sensors
were prepared by a fast, simple, and inexpensive procedure, and the long-term performance of
the electrodes were quite satisfactory as the stability was maintained over one year. HCF was
an effective redox mediator for nitrite electroreduction in acidic media, allowing nitrite
detection at +0.2 V vs. Ag/AgClsy, which is a potential free of possible interfering species that
are normally present in food and water samples. The electrochemical cell used in the FIA
system was similar to a batch injection analysis cell, enabling recirculation of the carrier
solution. This is an attractive feature because it allows the use of a high flow rate (6 mL min™)
leading to high sensitivity and analysis speed, while keeping reagent consumption low. The
proposed method had a detection limit of 9 pmol L™ and was successfully employed for
nitrite quantification in spiked water and sausage samples. The obtained results were in good
agreement with those provided by the spectrophotometric official method. At a 95 %
confidence level it was not observed statistical differences neither in nitrite content nor in the
precision provided by both methods. The experimental conditions for the synthesis of HCF
were optimized and the best electrode material was prepared by mixing FeCls, Ks[Fe(CN)g]
and carbon powder subjected to an acid and thermal treatment (400 °C), followed by
ultrasonic agitation at 4 °C. This material was used to construct an electrode with improved
analytical performance to reduce nitrite, which presented greater stability compared to HCF
film electrodeposited on the EPC, showing that the preparation procedure of the electrode

material is an effective strategy for the development of HCF modified electrodes.

Keywords: Redox mediation, Water analysis, Flow-injection analysis, Prussian blue.
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1 INTRODUCAO

1.1 Voltametria ciclica e amperometria

A quimica eletroanalitica possui uma variedade de técnicas analiticas quantitativas,
dentre as quais pode-se destacar a voltametria e amperometria. Estas técnicas fornecem
informacdes quantitativas da espécie quimica presente em solucdo, através do potencial
aplicado na interface eletrodo/solucdo, sendo a corrente elétrica resultante proporcional a
concentracdo do analito em solugdo [1]. Além de suas aplicagdes analiticas, tanto a
voltametria ciclica quanto a amperometria tém sido largamente empregadas em estudos
cinéticos de processos de oxidacdo ou reducdo e na determinagdo de constantes de formacéo
de complexos [2].

A voltametria ciclica tem sido intensamente empregada na caracterizacdo de materiais.
Esta técnica permite localizar os potenciais nos quais o analito é oxidado e/ou reduzido. Além
disso, permite também avaliar a influéncia do eletrdlito de suporte, pH, solvente, etc. sobre 0s
processos redox da espécie quimica de interesse [2,3]. Nesta técnica, o potencial é aplicado na

forma de uma onda triangular, conforme apresentado na Figura 1.

Figura 1 - Representacdo esquematica do sinal de excitacdo e da resposta obtida para a técnica de
voltametria ciclica para um processo reversivel.
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Fonte: Adaptado da referéncia [4].

A Figura 1A mostra que o potencial varia linearmente com o tempo até um potencial
maximo, no qual ocorre uma inversdo no sentido de varredura e o potencial retorna ao seu

valor inicial. O ponto em que ocorre a inversdo da varredura é denominado de potencial de
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inversdo. A Figura 1B apresenta um voltamograma ciclico de um processo redox reversivel. A
reversibilidade do processo é apresentada na forma de dois picos voltamétricos, o primeiro
pico surge durante a varredura direta, no qual o analito é oxidado (considerando uma
varredura no sentido de potenciais mais positivos) e, em seguida, na varredura reversa através
da reducdo do mesmo. Processos irreversiveis originam apenas um pico de oxidagdo ou de
reducdo, sem o correspondente pico inverso na varredura reversa. Processos reversiveis séo
aqueles para os quais a cinética de transferéncia eletronica é elevada, enquanto baixas
cinéticas de transferéncia eletronica originam os processos irreversiveis. O valor maximo da
corrente referente ao processo de oxidacdo € chamado de corrente de pico anoddico e o
potencial correspondente a esse ponto € chamado de potencial de pico anddico. Da mesma
forma, corrente méaxima associada a um processo de reducdo € chamada de corrente de pico
catddico, ocorrendo no respectivo potencial de pico catodico [5,6].

Atualmente, a técnica de voltametria ciclica é quase exclusivamente realizada
empregando-se um sistema de trés eletrodos: eletrodo de trabalho, eletrodo auxiliar e eletrodo
de referéncia. O eletrodo de trabalho é aquele no qual ocorre a reacdo de interesse (oxidacao
ou reducéo do analito, por exemplo). A corrente elétrica devido a estes processos eletrddicos
flui entre o eletrodo de trabalho e o auxiliar, sendo este Gltimo, portanto, responséavel por
“fechar” o circuito elétrico da célula eletroquimica, permitindo o fluxo de elétrons. Desta
forma, se no eletrodo de trabalho ocorre uma reagdo de reducdo, no eletrodo auxiliar ocorrera
uma reacdo de oxidacdo e vice-versa. O eletrodo de referéncia permite que o potencial do
eletrodo de trabalho seja controlado, por meio do controle da diferenca de potencial entre
estes dois eletrodos. Um eletrodo de referéncia ideal apresenta potencial conhecido e
constante e apresenta um comportamento Nernstiniano, sendo, portanto, um eletrodo
idealmente ndo polarizavel. Entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia nédo flui
corrente, o que garante maior eficiéncia do controle de potencial, uma vez que, nesta situacao,
ndo haverd um sobrepotencial associado a queda dhmica, que é aquele associado ao produto
IRsol, Onde | € a corrente fluindo entre os eletrodos e R, € a resisténcia da solugdo. Portanto,
um sistema com trés eletrodos permite um controle do potencial do eletrodo de trabalho mais
eficiente do que um sistema de dois eletrodos.

A amperometria também € baseada na aplicacdo de potencial como perturbacdo e
também frequentemente emprega um sistema com trés eletrodos. Esta técnica consiste na
aplicacdo de um potencial constante (amperometria convencional) ou de pulsos de potencial

(amperometria no modo pulsado) ao eletrodo de trabalho em fungédo do tempo, no qual ocorre
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uma reacdo de oxidacdo ou reducdo da espécie quimica de interesse. As correntes referentes
aos processos redox podem ser relacionadas diretamente com a concentragdo do analito. Além
da deteccdo do analito, a detec¢cdo amperométrica no modo pulsado, permite também realizar
uma limpeza eletroquimica periodica da superficie do eletrodo, evitando a desativacdo ou

minimizando a contaminacdo do mesmo durante as analises [7].

1.2 Eletrodos de trabalho para amperometria e voltametria ciclica

Atualmente, varios materiais tém sido empregados como eletrodo de trabalho nas
técnicas de voltametria ciclica e amperometria, entre eles: os eletrodos de mercdrio e 0s
eletrodos solidos: Pt, Au, carbono vitreo, pasta de carbono, entre outros. Os eletrodos de
mercurio, como o eletrodo gotejante de mercurio, tém grande importancia historica, pois
estiveram diretamente envolvidos no desenvolvimento da polarografia por Heyrovsky, sendo
a polarografia a primeira técnica voltamétrica desenvolvida [8]. Entretanto, o uso deste
eletrodo tem diminuido nos altimos anos, principalmente devido as questdes ambientais. Por
estas razdes, os eletrodos solidos vém sendo amplamente utilizados, recebendo destaque, os
eletrodos de pasta de carbono (EPC).

Os EPC foram desenvolvidos em 1958, pelo o Professor Ralph Norman Adams, da
Universidade de Kansas em Lawrence, como uma alternativa para substituir o eletrodo
gotejante de mercurio para oxidacdes de compostos organicos [9]. Os EPC sdo constituidos
por uma mistura entre p6 de carbono e um liquido organico imiscivel em agua, o qual atua
como aglutinante [10]. As caracteristicas atrativas destes eletrodos sdo varias, dentre as quais,
destacam-se 0 baixo custo, a facilidade de preparo, baixas correntes residuais e amplo
intervalo util de potencial. Além dessas caracteristicas, estes eletrodos apresentam a
possibilidade de renovacéo da superficie e podem ser facilmente modificados [11,12].

A modificacdo quimica de um EPC é extremamente importante, pois estabelece maior
interacdo entre a espécie de interesse e a superficie eletrodica, produzindo assim dispositivos
com seletividade e/ou sensibilidade superiores aos de eletrodos convencionais. IniUmeros
materiais tém sido utilizados como modificadores quimicos, incluindo nanoparticulas
metalicas [13]; liquidos i6nicos [14], complexos metalicos como ftalocianinas [15],
cianocomplexos [16], complexos de ruténio e manganés [17]; polimeros condutores [18],
entre outros. Dentre os modificadores, os hexacianoferratos (HCF) merecem atencéo especial,

pois estes apresentam caracteristicas extremamente atrativas.
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1.3 Hexacianoferratos

A histdria dos hexacianoferratos iniciou-se por volta do século 18, com a descoberta
acidental do hexacianoferrato (I1) de ferro (I1I) conhecido como azul da Pruassia (AP), pelo
quimico e pintor Heinrich Diesbach. O azul da Prussia é um complexo inorgénico disponivel
na forma “insolavel” e “solivel”’, como Fell[Fe'(CN)¢]; e KFe'Fel!(CN)s,
respectivamente. Apesar de ambas as formas serem praticamente insoltveis em agua, Kys =
10, o termo “solubilidade” refere a facilidade de formacao de soluges coloidais [19].

Atualmente, o AP tem sido utilizado em diversas aplicagdes, como material de troca
ibnica, sensor, dispositivo eletrocromico, entre outras [20]. Este complexo apresenta
propriedades extremamente vantajosas, dentre as quais podem-se destacar as propriedades
redox, uma vez que este apresenta processos redox reversiveis e bem definidos, os quais sao

mostrados na Figura 2.

Figura 2 - Voltamograma ciclico de um eletrodo modificado com Azul da Prdssia registrado em
KCI 0,1 mol L"a40 mVs™.
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Fonte: Adaptado da referéncia [21].

Conforme ilustrado na Figura 2, o Azul da Prassia apresenta dois pares de picos que
sdo atribuidos a reducdo deste para o Branco da Prussia (BP) e a oxidagdo para o Verde de

Berlin (VB). Estes processos sdo mostrados nas Reacgdes 1 e 2 para a forma “solavel” [19].

KFe!l'[Fe'! (CN)6](AP) + K* + e~ = K,Fej![Fe'! (CN)¢] (BP) (Reacao 1)



20

KFe'[Fe'! (CN)](AP) = Fe'"'[Fe! (CN)] + K* + e~ (VB) (Reagdo 2)

A mudanga na coloracdo do AP durante as reacOes resulta em uma excelente
caracteristica, o que justifica a utilizacdo deste complexo, como componente ativo em
dispositivos eletrocromicos [22]. Alem disso, o Azul da Prassia possui uma estrutura cubica

de face centrada (Figura 3), no qual fons Fe'

sdo coordenados ao atomo de nitrogénio (spin
alto) e Fe"" coordenados ao 4tomo de carbono do grupo cianeto (spin baixo) [23,24]. As
estruturas cubicas apresentam cavidades do tipo zeoliticas, as quais permitem que cations,
como Li*, Na*, K" e Rb", penetrem nestas cavidades, realizando assim o balanco de carga
durante os processos redox [25]. Esta capacidade de intercalar cations na estrutura cubica dos
HCF tem sido importante, pois possibilitou aplicaces utilizando estes complexos como
material de troca idnica e também como uma fonte de grande potencial para baterias

recarregaveis [26].

Figura 3 - Representacdo esquematica da estrutura cristalina do Azul da Prussia.
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Fonte: Adaptado da referéncia [27].

Além destas aplicacBes, 0 Azul da Prussia tem sido intensamente utilizado em diversas
areas da quimica, em especial, a eletroanalitica, devido a rapida cinética de transferéncia
eletrbnica deste material, o que torna também possivel a utilizacdo dos HCF, como mediares
eletroquimicos [28,29]. A Figura 4 mostra uma representacao esquematica da reducdo de uma

espécie quimica em solucdo mediada pelo hexacianoferrato imobilizado no eletrodo.
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Figura 4 - Representacdo esquematica da reducdo de uma espécie quimica em solucdo mediada pelo
Azul da Prussia imobilizado no eletrodo.
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Conforme ilustrado na Figura 4, o par redox imobilizado na superficie eletrodica é
reduzido por meio da aplicagéo de potencial. A forma reduzida imobilizada pode, ent&o, doar
um elétron para a espécie quimica de interesse em solugdo, reduzindo-a. Este ultimo evento
regenera a forma oxidada do hexacianoferrato e promove a reducdo do analito. Caso o
potencial aplicado ao eletrodo continue sendo suficientemente negativo para reduzir a forma
oxidada do hexacianoferrato, o ciclo se repetird. Com a repeticdo continua deste ciclo, a
espécie de interesse em solugdo sera quimicamente reduzida quando o potencial do eletrodo
for igual ao potencial do par redox, KFe!!![Fe!! (CN)¢]/K,Fe! [Fe!' (CN),]. Este efeito causa
uma intensificacdo das correntes devido a repeticdio do ciclo reducgdo/oxidacdo do
hexacianoferrato. Assim, consegue-se reduzir o analito em solugdo mesmo que o potencial
aplicado ao eletrodo ndo seja suficientemente negativo para causar a reducdo direta, ou seja, a
mediacdo eletroquimica produz um aumento tanto da sensibilidade quanto da seletividade.

Apesar de todas as caracteristicas descritas do azul da Prussia, a baixa estabilidade do
material em condicBes alcalinas € uma grande desvantagem, uma vez que limita a
possibilidade de algumas aplicacdes. Em meio bésico, Fe?* ou Fe** podem reagir com fons
OH’, formando seus respectivos hidroxidos e consequentemente promover a dissolucédo
gradual do material. A maioria dos trabalhos publicados na literatura [25,30] sobre eletrodos
modificados com azul da Prassia mostram aplicagdes no intervalo de pH entre 4-7, condi¢fes
em que os eletrodos apresentam estabilidades satisfatdrias. Assim, a capacidade dos
hexacianoferratos atuarem como mediadores eletroquimicos associados a suas importantes

caracteristicas, como a facilidade de sintese, insolubilidade e elevada estabilidade quimica,
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tém justificado a utilizacdo destes complexos como modificadores quimicos para a construgdo
de eletrodos modificados. Além disso, tém justificado também o grande ndmero de trabalhos
publicados com este material para a determinacdo de diversas espécies quimicas, como:
perdxido de hidrogénio [22], cisteina [31], cloro livre [32], sulfito [33], nitrito [34], entre

outras [35,36] e aplicacdo como biossensor para determinagéo de glicose [37].

1.4 Andlise por injecdo em fluxo com deteccdo amperométrica

O sistema de Analise por Injecdo em Fluxo — Flow Injection Analysis (FIA) foi
proposto na década de setenta por Ruzicka & Hansen [38], o qual contou com a participacdo
de pesquisadores brasileiros [39]. Este sistema apresenta um grande avanco na area de
quimica analitica, devido a suas caracteristicas extremamente vantajosas, tais como: a
automacdo de praticamente todo o procedimento analitico, elevada frequéncia de amostragem
e versatilidade. A automacdo do procedimento analitico minimiza a manipulagdo da amostra
pelo analista durante as andalises, 0 que aumenta a repetitividade entre as medidas, além de
tornar a analise mais segura, minimizando, assim, os riscos de contaminacdo do analista com
substancias tdxicas [40]. Além destas caracteristicas, este sistema apresenta um consumo
minimo de reagentes e amostra 0 que, portanto, estd de acordo com os principios de quimica
verde [41].

Sistemas FIA consistem na injecdo de uma aliquota de amostra em uma solucao
carregadora, a qual é constantemente bombeada em direcdo ao sistema de deteccdo a uma
vazdo constante. A amostra injetada produz uma “zona de amostra” que passara através de um
percurso analitico até o detector que medira o parametro fisico-quimico desejado. Durante o
transporte da amostra, podem ser realizadas etapas de pré-concentracdo, adicdes de reagentes
e ainda pode ocorrer a dispersdo da amostra, formando gradientes de concentracdo [42,43]. A
altura dos sinais transientes obtidos pode ser diretamente relacionada a concentracdo do
analito. A Figura 5 mostra uma representacdo esquematica do sistema FIA em linha Unica.
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Figura 5 - Representacao esquematica do sistema FIA em linha Unica.
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Fonte: Referencia [44].

A Figura 5 mostra uma bomba peristéltica, que é utilizada para impulsionar a solucéo
carregadora e as solucdes dos reagentes. Outros equipamentos também podem ser utilizados
como propulsores, como a bomba pistdo e o propulsor a gas [45]. Porém, a bomba peristaltica
é 0 equipamento mais utilizado como propulsor em sistema FIA [42], isto devido a sua
capacidade de gerar vazdes constantes, controlar a vazao em um amplo intervalo por sistemas
computadorizados, a possibilidade de utilizar varias tubula¢bes simultaneamente, entre outras.
Apesar de todas as vantagens deste equipamento, o fluxo produzido pelas bombas peristalticas
é pulsado, o que pode gerar ruidos nos detectores, principalmente nos eletroquimicos. Para
contornar estas limitacBes, amortecedores de pulsos sdo utilizados junto as bombas
peristalticas [46].

O injetor-comutador é utilizado para introduzir solu¢cdes padrdo e a amostra no sistema
em fluxo. Vérios dispositivos tém sido utilizados para inserir a amostra na solucao
carregadora, entre eles: injetor de valvula rotatéria [47], véalvulas de 6 e 8 vias [48,49] e 0
injetor-comutador [50]. Porém, o injetor-comutador tem sido o mais utilizado, principalmente
pelo baixo custo e simplicidade de manuseio. Além disso, este equipamento é capaz de inserir
um determinado volume de amostra na solucdo carregadora de maneira extremamente
reprodutivel [50].

O detector € o equipamento responsdvel pela determinagdo do pardmetro fisico-
guimico desejado. Atualmente, diversas técnicas analiticas tém sido empregadas nos sistemas
de deteccdo em FIA, incluindo: absor¢cdo atdmica [51], fluorescéncia [52],

quimiluminescéncia [53], amperometria [16], entre outras. Dentre estas tecnicas, a
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amperometria tem se destacado, devido a elevada sensibilidade associada a um custo de
instrumentacdo relativamente baixo. Além disso, a deteccdo amperométrica no modo pulsado
qguando acoplada a sistemas em fluxo é extremamente vantajosa comparada aos métodos
voltamétricos convencionais, pois apresenta maior sensibilidade, devido ao incremento no
transporte de massa, que é proporcionado pela injecdo direta do analito na superficie do
eletrodo. Além da sensibilidade, a associacdo desta técnica ao sistema FIA apresenta também
maior estabilidade do sinal eletroguimico, uma vez que o tempo de contato da superficie
eletrodica com a amostra e 0s produtos das reacGes € menor do que em processos
estacionarios, o que minimiza efeitos de desativacdo ou contaminagao do eletrodo [54].

Os principais parametros operacionais que devem ser otimizados em um sistema FIA
com deteccdo amperométrica basicamente sdo: volume de amostra injetado, vazdo, percurso
analitico e o potencial de deteccdo (Ege). O volume da amostra inserido no sistema FIA com o
auxilio de um injetor-comutador é determinado pelo comprimento da al¢ca de amostragem
[42]. Alcas de amostragem de tamanho reduzido apresentam sinal analitico de baixa
intensidade. Portanto, o aumento no comprimento da al¢a de amostragem, resulta em uma
maior intensidade do sinal analitico, uma vez que este é proporcional a quantidade do analito
injetado. No entanto, este aumento tende a um limite méximo, o qual é atingido na condi¢édo
de “volume infinito”, o qual se estabelece uma situacdo de minima dispersdo da zona de
amostra. A partir deste ponto, ndo é vantajoso aumentar o comprimento da alca de
amostragem, pois isso ndo aumentaria o sinal analitico e resultaria em maior consumo de
amostra, reagentes e menores frequéncias analiticas [43]. Além disso, a injecdo de elevadas
quantidades do analito sobre a superficie do eletrodo pode promover a intensificacdo de
processos de passivacdo via adsorcdo de intermediarios ou até mesmos dos produtos das
reacOes redox, o que prejudica a estabilidade do sinal analitico [54].

A vazdo ¢ definida pelo volume de solucdo transportada até o detector durante um
determinado periodo de tempo. E importante ter o controle desse pardmetro, pois sua variagio
interfere na intensidade dos sinais gerados. O aumento da vazdo resulta em intensidades mais
elevadas do sinal analitico, uma vez que a zona da amostra permanece menos tempo na
tubulacdo o que diminui, portanto, sua dispersdo. No entanto, quando a amperometria é
utilizada como sistema de detecgdo, outro fator também melhora o sinal analitico com o
aumento da vazao que é a maior taxa de transporte de massa do analito em fungéo do tempo
para a superficie do eletrodo [55]. Além de melhorar a sensibilidade, o aumento da vazao

resulta também em uma maior frequéncia analitica, pois a amostra é transportada mais



25

rapidamente até o detector, o que reduz significativamente o tempo de analise [43]. Apesar
dessas caracteristicas, vazdes extremamente elevadas sdo indesejaveis, uma vez, que 0
volume gasto de solucdo carregadora sera maior, resultando também em maiores custos de
analise e quantidade de residuos gerados.

A determinacdo da espécie quimica de interesse pode ou ndo depender de uma reagdo
quimica. Quando isso ndo for necessario, o papel da solugcdo carregadora consiste apenas em
transportar a zona da amostra, sem altera-la. Assim, é utilizada uma solugcdo quimicamente
inerte para desempenhar essa funcdo. Quando a detec¢do amperométrica for utilizada, além de
ser quimicamente inerte, a solugdo carregadora deverd também conter ions dissolvidos para
que possam atuar como eletrélito de suporte. No entanto, se a detec¢do do analito depender do
desenvolvimento de uma reacdo quimica, a solucdo carregadora pode continuar sendo uma
solucdo quimicamente inerte e as solucdes dos reagentes podem ser inseridas no sistema FIA
por confluéncia ou zonas coalescentes, alternativamente a solugdo carregadora pode ser a
propria solugdo de reagentes. Para a configuragdo em confluéncia, o reagente é adicionado
logo apds o injetor, recebendo cada fragdo da amostra a mesma quantidade de reagente. Nesse
caso, 0 reagente é bombeado continuamente, sendo consumido mesmo na auséncia de
amostra, o que resulta em um grande desperdicio de reagente. Para evitar esse desperdicio
utilizam-se o diagrama de fluxo de zonas coalescentes. Nesta configuracdo, é utilizado o
injetor-comutador que permite que a amostra e 0 reagente sejam injetados a0 mesmo tempo
na solucdo carregadora por meio de duas alcas de amostragens, uma para amostra/analito e
outra para o reagente, resultando assim em um desperdicio minimo de reagentes [39,43].

O caminho por onde a solucéo carregadora transporta a amostra, desde o ponto de sua
injecdo até o detector, € denominado de percurso analitico. Normalmente, o percurso analitico
é constituido por tubos de propileno, tygon® ou teflon®, com diametro interno entre 0,5 a
0,8 nm. Para a determinacdo de um analito que ndo depende do desenvolvimento de uma
reacdo quimica antes da detec¢do, quanto maior for o percurso analitico maior serd a
dispersdo da zona da amostra e consequentemente menor o sinal gerado pelo detector. No
entanto, se a determinacdo depender de uma reacdo quimica, a intensidade do sinal sera
afetada por dois fatores de acordo com o comprimento do percurso analitico. Percursos
analiticos de maior comprimento permitem maior tempo de reacdo, 0 que aumentara a
intensidade do sinal analitico. Por outro lado, maiores percursos analiticos resultardo também
em maior dispersdo da zona da amostra, o que diminuira a intensidade do sinal. Assim, é

extremamente importante a escolha do comprimento ideal, para isto devem-se levar em
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consideracdo esses dois fatores e a cinética de reacdo [43]. De maneira geral, menores
percursos analiticos podem ser utilizados para reacGes rdpidas e percursos maiores para
reacOes lentas.

O potencial de deteccdo € um potencial que apresenta uma maior intensidade do sinal
analitico, devido a maior quantidade de espécies oxidadas ou reduzidas, resultando assim uma
boa sensibilidade do método analitico. Além da sensibilidade, & importante que este potencial
ndo promova reacOes redox de outras espécies presentes na amostra, garantindo também uma
boa seletividade. Desta forma, a escolha adequada dos parametros operacionais de um sistema
FIA é imprescindivel para que seja obtido 0 maximo desempenho analitico, sendo o estudo do
efeito destes pardmetros sobre o sinal analitico uma etapa fundamental no desenvolvimento de

um procedimento analitico baseado em sistemas FIA.
1.5 Determinacgao de nitrito

O nitrito é amplamente utilizado como conservante em alimentos e bebidas, na
producdo de fertilizantes e na industria como inibidor de corrosdo [34,56,57]. Apesar da
importancia deste ion nestes produtos, quantidades elevadas podem representar alto risco a
salde humana, pois, no organismo, esse anion reage com aminas formando N-nitrosaminas,
que sdo compostos carcinogénicos [57-59]. Em criangas, grandes quantidades de nitrito
podem causar a metahemoglobinemia, que é caracterizada pela reducdo da capacidade das
heméacias em transportar oxigénio no sangue. Esta falta de oxigénio nos tecidos resulta na
perda de sua coloracdo caracteristica, 0 que faz com que a metahemoglobinemia seja
conhecida também como Sindrome do bebé-azul [59]. Além disso, a ingestdo diaria de
pequenas quantidades de nitrito conhecida como ingestdo cronica também pode causar efeitos
adversos a saude humana, como depressdo mental, dispepsia e dor de cabeca [60,61]. A
manifestacdo dos sintomas toxicolégicos estd diretamente ligada a quantidade de nitrito
introduzida no organismo. Por estas raz0es, as agéncias que regulamentam o teor maximo de
conservantes adicionados em alimentos e bebidas, tém controlado os niveis de nitrito,
tornando assim o monitoramento da qualidade destes produtos, uma tarefa fundamental para
manter a salde humana. De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) o teor maximo de nitrito em agua potavel é 1,0 mg de nitrogénio por litro,
equivalente a 72 pmol L™ de nitrito [62]. A Organizagdo Mundial de Salide determina este

nivel em 3 mg L™ de nitrito (65 umol L) [63]. Em produtos derivados de carne processada, a
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Autoridade Européia de Seguranca Alimentar regulamenta em 50-100 mg por kg o teor
maximo permitido de nitrito [64].

O método analitico oficialmente aceito no Brasil para determinacdo de nitrito é a
quantificacdo espectrofotométrica baseada na reacdo de Griess [65], a qual é apresentada na

Figura 6.

Figura 6 - Representacdo esquematica da reacdo de Griess, descrita por Johann Peter Griess em 1879.

H,NO,S — NH,; + 2H' + NO, » H,NO,S — N, +2H,0
Sulfanilamida
/i NH, 7 NH,
H,NO,S Ny + " NH *H;NO,S —, ~N=N- ~NH
Diazo composto

Fonte: Referéncia [S7].

Na reacdo de Griess, descrita por Johann Peter Griess em 1879, o nitrito presente na
amostra reage em meio acido com uma amina aromatica (sulfanilamida), formando um
composto diazo. Este composto reage com o cloridrato de N-(I-naftil) etilenodiamina e produz
uma coloracdo vermelha intensa. A reacdo é utilizada para determinar nitrito e nitrato em
alimentos de carne processada como salame, presunto entre outros [66].

Apesar da aceitacdo deste método no Brasil, a analise direta de algumas amostras
complexas, tais como amostras bioldgicas e ambientais, requerem etapas de pré-tratamento ou
separagdes quimicas, o que é uma desvantagem do método [67,68]. Diante destas limitacdes,
0 emprego de técnicas eletroanaliticas se torna uma alternativa promissora, pois permite que
as analises sejam realizadas em um menor tempo, possibilitando analisar amostras coloridas
ou com dispersdo de particulas sélidas sem etapas preliminares. Outras caracteristicas
atrativas das técnicas eletroanaliticas incluem elevada sensibilidade e precisdo e o uso de uma
instrumentacdo simples e de custo relativamente baixo.

Na literatura sdo relatados varios trabalhos que empregam métodos eletroanaliticos,
principalmente voltamétricos e amperométricos, para a determinacdo de nitrito, sendo a
maioria deles baseados na oxidacdo eletroquimica desse anion [67-71]. Apesar de

apresentarem sensibilidade satisfatoria, esses métodos possuem baixa seletividade, o que €



28

uma séria limitacdo para aplicagfes em amostras mais complexas. Essa baixa seletividade
deve-se ao fato de muitas outras espécies, tais como: sulfito, acido ascorbico, &cido urico e
acucares serem oxidadas em potenciais muito proximos ao potencial de oxidagdo do nitrito,
gerando assim interferéncias. Uma das alternativas para aumentar a seletividade na
determinacdo eletroanalitica do nitrito é utilizar a reducdo eletroquimica desse anion

(Reacdo 3) para produzir o sinal analitico.
HNO, + H* + e~ = NO + H,0 (Reacdo 3)

A reducdo eletroquimica de nitrito sobre a superficie da maioria dos eletrodos
convencionais envolve um processo eletrédico com baixa cinética de transferéncia eletrénica
[34], fazendo com que o sobrepotencial para a reducdo desse ion seja extremamente elevado,
ocorrendo assim em potenciais préximos ao da reducdo da agua. Para contornar essas
limitacGes, eletrodos modificados tém sido utilizados por inumeros pesquisadores para
viabilizar a determinacdo de nitrito por reducéo eletroquimica.

Turdean et al. [72] apresentaram a utilizagdo de um eletrodo de grafite modificado
com nanotubos de carbono de parede simples revestido com mioglobina e filme de Nafion®
para a determinacdo de nitrito em alimentos embutidos. Nesse trabalho, o nitrito foi
determinado por voltametria de onda quadrada em tamp&o fosfato 0,1 mol L™ (pH = 7) em
potencial proximo a -0,7 V vs. Ag/AgCls. O método foi linear no intervalo de 0,5 a
5 mmol L™ e limite de deteccdo igual a 0,95 mmol L™.

Dreyse et al. [73] demonstraram a possibilidade de determinacdo de nitrito utilizando
um eletrodo de carbono vitreo modificado com tetrapiridilporfirina. Assim, empregando a
deteccdo amperométrica foi verificada uma resposta linear de corrente com a concentragao de
nitrito no intervalo de 1,49 x 10° a 1,24 x 10” mol L™ e limite de deteccdo igual a
9,37 x 10° mol L™,

Yang et al. [74] desenvolveram um eletrodo de carbono vitreo modificado com
nanotubos de carbono de parede multipla revestida com nanoparticulas de cobre capaz de
eletrocatalisar a reducdo de nitrito. Neste trabalho, os autores verificaram uma resposta linear
no intervalo de 1,0 x 10° a 6,0 x 10 mol L* com limite de deteccdo igual a
8,0 x 10° mol L™.

Além da utilizacdo de eletrodos modificados para a determinacdo de nitrito,
Ojani et al. [34] demonstraram também que, em meio fortemente &cido (H.SO4 1,0 mol L™), o



29

ion ferricianeto atua como um mediador eletroquimico para a reducdo de nitrito, catalisando,
portanto, esta reagdo. Assim, empregando o mediador em solugéo e um EPC como eletrodo de
trabalho, os autores verificaram uma resposta linear com a concentracdo de nitrito no
intervalo de 50 a 1020 pmol L™, com limite de deteccdo (LD) igual a 26,3 umol L™,

Em outro trabalho [75], foi demonstrado que um filme de hexacianoferrato de cobre
imobilizado sobre a superficie de um eletrodo de pasta de carbono também é capaz de mediar
a reducdo eletroquimica do nitrito, sendo observada uma resposta linear com a concentracédo
de nitrito no intervalo de 0,05 a 8,4 mmol L™ ¢ LD igual a 7,2 umol L™.

Pradela Filho et al. [76] demonstraram também que em tampdo BR pH = 1, o ion
ferricianeto atua como um mediador eletroquimico eficiente para a reducdo de nitrito,
verificando uma resposta linear com a concentracdo de nitrito no intervalo de 0,05 a
2,5 mmol L™ e LD igual a 22 pumol L™.

Verifica-se, portanto, que o0s hexacianoferratos metalicos sdo mediadores
eletroquimicos promissores para a reducdo eletroquimica de nitrito e, portanto, apresentam
grandes potencialidades para o desenvolvimento de métodos eletroanaliticos mais seletivos

para a determinacdo deste ion.
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2 OBJETIVO

O objetivo inicial deste trabalho foi a determinacdo de nitrito em amostras de agua e
de alimentos embutidos empregando um eletrodo de pasta de carbono modificado com
hexacianoferrato de ferro (EPC/HCF) como detector amperométrico em um sistema FIA com
recirculacdo da solugdo carregadora. Posteriormente, foi avaliada a influéncia das condigdes
experimentais no preparo do material eletrodico contendo particulas de HCF para o
desenvolvimento de um eletrodo modificado de melhor desempenho analitico para a reducao

de nitrito.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solugdes

Os reagentes utilizados neste trabalho foram de pureza analitica e foram utilizados sem
qualquer procedimento de purificacdo adicional. As solugdes empregadas foram preparadas
com &gua ultrapura (ASTM tipo I, resistividade > 18 MQ cm) obtida via um ultrapurificador
da marca Megapurity®. O eletrélito de suporte tamp&o Britton-Robinson (B.R.) foi preparado
pela mistura de acido acético glacial, acido bérico e di-hidrogenofosfato de potéssio, com uma
concentraco final de cada um dos componentes de 0,04 mol L™. Solucdes de KOH e HCI,
ambos 6 mol L™, foram utilizadas para ajustar o pH do tamp&o B.R. no valor desejado. As
solucdes de nitrito foram preparadas a partir do nitrito de sédio. Todos esses reagentes foram
adquiridos da empresa Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). A solucdo estoque de nitrito foi
preparada em &gua ultrapura e diluida em tampdo B.R. conforme necessario para o preparo
dos padrdes utilizados para calibracdo e estudos de adicdo e recuperacdo. Apenas solucdes de
nitrito de sédio em tampédo B.R. recentemente preparadas foram utilizadas, pois em condi¢6es
acidas, essas solucdes sdo estaveis por apenas 2 h aproximadamente.

Os EPC foram preparados a partir de pé de grafite com tamanho de particula menor
que 20 um (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) utilizado como material condutor, parafina solida
(Synth, Sdo Paulo, Brasil) ou 6leo mineral Nujol® (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) foi
utilizado como agente aglutinante. Os reagentes K4[Fe(CN)s] (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil),
solucdo padrdo de absorcdo atdmica Fe** 1000 mg L™ (Fluka, Milwaukee, USA), FeCls
(Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e HNOj3 (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) foram utilizados para o
preparo do material eletrodico. Sulfonamida e N-(1-naftil) etilenodiamina usados na
determinacéo de nitrito utilizando o método colorimétrico padréo de Griess foram comprados
da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).

3.2 Preparo do material eletrédico

O procedimento inicial adotado para modificagdo do pé de grafite com AP foi
adaptado do procedimento experimental descrito por Palleschi et al. [77,78]. 0,5 g de p6 de
carbono foram suspensos em 5 mL de uma solugdo de K4[Fe(CN)s] 0,016 mol L™ preparada

em HNO;3 0,44 mol L. A essa mistura, foram adicionadas, sob agitacdo constante, 5 mL de
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uma solugdo de Fe®* 0,016 mol L™ preparada em HNO; 0,44 mol L™. A mistura resultante foi
mantida sob agitacdo durante 20 minutos e, posteriormente, filtrada a vacuo, sendo o solido
lavado 3 vezes com uma solugdo de HNO3 0,44 mol L. Apés a lavagem, o sélido obtido foi
mantido em estufa a 100 °C por 1,5 h e o material final foi armazenado ao abrigo da luz a

temperatura ambiente (~27 °C).
3.3 Preparo do eletrodo utilizando Nujol® como aglutinante

O eletrodo modificado foi preparado nas seguintes porcentagens em massa: 70 % de
p6 de grafite modificado e 30 % de Nujol®. Esses componentes foram misturados em um
almofariz e pistilo durante 10 min, tempo requerido para proporcionar uma consisténcia
uniforme para a pasta de carbono. Posteriormente, a pasta obtida foi introduzida em um molde
de teflon® cilindrico, com diametro interno de aproximadamente 3 mm e o contato elétrico
realizado por um émbolo de latdo, previamente lixado. Para efeito de comparacdo, foi
preparado um eletrodo sem modificador, apenas com o pé de carbono e o Nujol® nas
proporcbes, 70 e 30 %, respectivamente, sendo 0 mesmo preparado de acordo com o
procedimento descrito anteriormente. A Figura 7 é uma representacdo esquematica dos EPC

preparados e utilizados nesse trabalho.

Figura 7 - Representacdo esquematica dos eletrodos utilizados neste trabalho.
Pasta de carbono

= e
/

Contato elétrico

Antes da utilizacdo dos eletrodos, esses foram polidos manualmente sobre um papel
impermeavel (papel manteiga) até a obtencdo de uma superficie lisa e, em seguida, foram
submetidos ao seguinte procedimento de pré-condicionamento: realizacdo de 5 ciclos de
potencial no intervalo + 0,6 a - 0,2 VV vs. Ag/AgClsy a 50 mV s em solucéo tampdo B.R.,

pH = 1,0. Todo este procedimento foi repetido a cada novo dia de trabalho.
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3.4 Instrumentagdo

Os materiais eletrodicos foram caracterizados por difracdo de raios X empregando um
Difratbmetro de Raios X modelo XRD-7000 da marca Shimadzu. A fonte de radiacéo
utilizada foi a linha de emissdo de cobre (ACu = 1,5418 A), no intervalo de 10° <2 @ < 80°,
velocidade de varredura 2° min™ e incremento de varredura de 0,02°. A voltagem do tubo de
emissdo de cobre foi de 40 kV e corrente de 30 mA. A morfologia dos materiais eletrédicos
preparados foi avaliada por microscopia eletrénica de varredura empregando um equipamento
com emissdo de campo JEOL JSM-7000F acoplado a um analisador de energia dispersiva de
Raios-X INCA 4000 (Oxford Instruments).

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato
pAutolab 111 acoplado a um microcomputador e gerenciado pelo software GPES 4.9. Os
experimentos amperométricos em fluxo foram realizados em uma célula eletroquimica de
configuracio “wall-jet” confeccionada em Tecnil®, a qual foi preenchida com cerca de
200 mL de eletrolito suporte. Esta solugdo funcionou como solugédo carregadora e permaneceu
continuamente recirculando pela superficie do eletrodo de trabalho. O EPC/HCF foi utilizado
como eletrodo de trabalho, o eletrodo auxiliar foi um fio de Pt com 0,5 mm de didmetro
enrolado em espiral e como eletrodo de referéncia foi empregado um eletrodo de Ag/AgCl em
uma solucdo saturada de KCI (Ag/AgClsy). A propulsdo da solucdo carregadora foi

promovida por uma bomba peristaltica modelo MPV-500 da marca Marte Cientifica.
3.5 Procedimento analitico

Amostras de agua de torneira e mineral foram enriquecidas com quantidades de nitrito
exatamente conhecidas e foram submetidas a estudos de adicdo e recuperacdo. Para manter as
propriedades quimicas da amostra praticamente inalteradas para as analises, o tampéo B.R. foi
preparado dissolvendo-se os reagentes diretamente na amostra. O pH das amostras também
foi ajustado para 1,0, e nenhum procedimento adicional de pré-tratamento foi adotado.

Amostras de embutidos, como salsicha e mortadela, foram adquiridas em um mercado
local e preparadas usando um procedimento similar ao descrito por Yildiz et al. [64]. As
amostras foram cortadas em pequenos pedacgos cibico de aproximadamente 1 cm® e uma
porcao de 30 g destes pedagos foi pesada utilizando uma balanca analitica (preciséo, 0,1 mg).

A estas amostras foram adicionadas, aproximadamente 70 mL de &gua ultrapura a 50°C. A
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mistura resultante foi mantida sob agitacdo constante por 20 minutos. Apos o resfriamento,
esta mistura foi filtrada a vacuo e o sélido resultante foi lavado com trés por¢des de agua
ultrapura. O filtrado foi transferido para um baldo volumétrico de 100 mL e o volume foi
completado com agua ultrapura. Uma aliquota de 1 mL desta solucéo foi transferida para um
baldo volumétrico de 10 mL, sendo o volume deste baldo completado com tampéo B.R.
0,04 mol L™ (pH = 1). A solucéo final foi injetada no sistema FIA. O nitrito contido nestas
amostras foi determinado em triplicata empregando-se a calibracdo pelo método de adicéo de
padrdo. Estas amostras também foram enriquecidas com quantidades conhecidas de nitrito e
submetidas a estudos de adigdo e recuperacdo. O nitrito contido nestas amostras foi também
determinado pelo método padrdo de Griess. Para o método colorimétrico de Griess foram
preparadas solucdes padrdo de sulfonamida e N-(1-naftil)etilenodiamina de acordo com o
procedimento descrito na Norma Brasileira NBR 12,619/92 [65]. Nesse procedimento o
nitrito € determinado em 543 nm devido a formagdo de um diazo composto de coloracdo
purpura entre pH 2 e 2,5.

3.6 Sistema FIA

O sistema FIA empregado neste trabalho foi um sistema em linha Unica com deteccéo

amperométrica, sendo a imagem da célula eletroquimica utilizada apresentada na Figura 8.

Figura 8 - I) Imagem da célula eletroquimica empregada no sistema FIA. 1I) Imagem dos componentes
individuais da célula eletroquimica: A) ponteira de micropipeta contendo a tubulacdo de saida do
sistema FIA. B) Eletrodo de trabalho. C) Eletrodo de referéncia. D) Eletrodo auxiliar.

A Figura 81 mostra que a configuracdo da celula eletroquimica utilizada neste trabalho

é similar a de uma célula eletroquimica empregada em sistemas de analise por injecdo em
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batelada (BIA - do inglés: Batch Injection Analysis). O eletrodo de trabalho € inserido na
parte inferior da célula eletroquimica, ou seja, em uma posicao invertida em relacéo a posicao
usual [79]. Esta configuracdo permite que um elevado volume da solucdo carregadora
permaneca recirculando pelo detector, tornando possivel a realizacdo de um grande niumero de
injecOes do analito sem a interferéncia do mesmo, uma vez que existe uma grande dilui¢do
apos a injecdo [79], assim como ocorre em um sistema BIA.

A Figura 9 apresenta uma imagem do sistema FIA completo utilizado neste trabalho.

Figura 9 - Imagem do sistema FIA com deteccdo amperométrica. A) célula eletroquimica, B) bomba
peristaltica, C) amortecedor de pulsos, D) injetor-comutador, E) reservatorio e F) descarte de amostra.

Tubos de Teflon® (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) com diametro interno de 0,8 mm
foram utilizados para a confec¢do do percurso analitico e algas de amostragem. Um frasco
lavador de gases foi empregado como amortecedor de pulsos (Figura 9C). As amostras ou 0s
padrdes de nitrito foram introduzidos no percurso analitico por meio de um injetor-comutador
manual confeccionado em acrilico (Figura 9D). O comprimento do percurso analitico foi de
47 cm. Uma solucdo tampdo B.R. 0,04 mol L™ (pH = 1,0) foi empregada como solugéo
carregadora. A célula eletroquimica foi preenchida com cerca de 200 mL da solucdo

carregadora, a qual permaneceu em constante recirculagdo durante as analises.
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3.7 Otimizacao do preparo do material eletrodico

Diferentes condi¢cfes experimentais para o preparo do p6 de carbono modificado com
particulas de azul da Prissia foram avaliadas. Estes estudos foram realizados para a obtencéo
de um eletrodo modificado de melhor desempenho analitico para a redugdo de nitrito. O
procedimento descrito na secdo 3.2 foi mantido para o desenvolvimento dos materiais
eletrédicos, porém, inicialmente foram utilizadas as solucdes Fe** e [Fe(CN)s]*, ambas na
concentracdo 0,01 mol L™ A partir deste primeiro material foram construidos dois EPC,
sendo avaliado o tipo de aglutinante empregado, 30 % de Nujol® ou 20 % de parafina sélida.

Apbs determinado o melhor aglutinante, foram avaliadas as condi¢fes de preparo do
material eletrédico, sendo o material obtido em cada estudo, utilizado para a construcdo de
um novo eletrodo. Todos os eletrodos preparados foram caracterizados por voltametria ciclica
e amperometria na presenca de nitrito. Assim, as condi¢des avaliadas incluem: a proporcao de
10:1 (Fe (I1):K4[Fe(CN)g]), a troca do contra-ion Fe (I1) pelo Fe (111), a influéncia da agitacéao
ultrassonica e o efeito da temperatura, 4 ou 27°C. Além disso, foi também preparado um novo
material eletrddico utilizando um p6 de carbono tratado, sendo o tratamento acido deste po
descrito na sessdo 3.7.2. Todos os materiais eletrodicos preparados foram caracterizados por

difracdo de raios X e microscopia eletronica de varredura.

3.7.1 Preparo do eletrodo utilizando parafina solida como aglutinante

O eletrodo modificado foi preparado utilizando as seguintes porcentagens em massa:
80 % de po de grafite modificado e 20 % de parafina sélida. O p6 de carbono foi lentamente
adicionado a parafina previamente fundida. A mistura completa (p6 de carbono modificado e
parafina) foi entdo homogeneizada em banho termostatizado (65-70 °C) por 10 min.
Posteriormente, a pasta obtida foi introduzida em um molde de teflon cilindrico, com
didmetro interno de aproximadamente 3 mm e o contato elétrico realizado por um émbolo de

latdo, previamente lixado.

3.7.2 Tratamento acido e térmico do p6 de carbono
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O procedimento adotado para o tratamento do pdé de carbono foi adaptado do
procedimento experimental descrito por Moscone et al. [77]. Assim, 1,0 grama de pé de
carbono foi suspenso em 20 mL de acetona, sendo a mistura resultante mantida sob agitacao
magnética por 5 min. Posteriormente, foi filtrada a vacuo e lavada com 20 mL de &gua
ultrapura. O solido obtido foi adicionado em 120 mL de uma solucéo contendo HCI e HNO3
concentrados na proporcao de 3:1, sendo esta mistura mantida em repouso por 30 min. Apos
este tratamento, o solido resultante foi novamente filtrado a vacuo e lavado com agua
ultrapura até o meio permanecer neutro. Posteriormente, foi tratado termicamente a 400 °C

por 4 h.

3.8 Eletrodeposicdo do filme de hexacianoferrato sobre a superficie do eletrodo de

pasta de carbono

Para avaliar o método de preparo dos eletrodos modificados foi desenvolvido um EPC
modificado com filme de HCF. O procedimento adotado para a eletrodeposicdo foi adaptado
do procedimento experimental descrito por Sheng et al. [80]. Assim, empregando a técnica de
voltametria ciclica, foram registrados 10 ciclos de potencial entre - 0,2 a + 1,2 V vs.
Ag/AgCls com uma velocidade de varredura de 50 mV s em uma solugéo contendo FeCls
1 mmol L™, Ks[Fe(CN) ¢] 1 mmol L™, HCI 0,025 mol L™ e KCI 0,1 mol L™ Apés este
procedimento, o eletrodo foi enxaguado com &gua ultrapura e seco a temperatura ambiente

(27 °C) por aproximadamente 2 horas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos voltamétricos

Inicialmente, foram registrados voltamogramas ciclicos com dois diferentes EPC,
sendo um eletrodo ndo modificado e outro modificado, o qual foi preparado com o material
eletrodico descrito na secdo 3.2. A comparagdo voltamétrica entre os dois eletrodos é
extremamente importante, pois permite confirmar se as particulas de HCF foram imobilizadas
sobre p6 de carbono por meio deste procedimento. Os voltamogramas ciclicos obtidos neste
estudo estéo apresentados na Figura 10.

Figura 10 - VVoltamogramas ciclicos de diferentes eletrodods registrados em tamp&o B.R. 0,04 mol L™,
pH =1,0a50 mV s™. (-) EPC n&o modificado. (—) EPC/HCF.
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A Figura 10 mostra claramente que nenhum processo redox € observado para o
eletrodo ndo modificado nestas condi¢Ges experimentais. Porém, o EPC/HCF apresentou um
par de picos de carater reversivel correspondente ao par redox KFe![Fe!!(CN)¢]/
K,Fe!l[Fe''(CN), em aproximadamente + 0,18 V, demonstrando assim, que o modificador
quimico foi imobilizado de forma eficiente no p6 de carbono [76].

Visando avaliar a capacidade do EPC/HCF atuar como um mediador redox para a
reducdo eletroquimica do nitrito foram registrados voltamogramas ciclicos na presenca e na
auséncia deste ion em diferentes valores de pH. A Figura 11 mostra os voltamogramas

obtidos neste estudo.
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Figura 11 - Voltamogramas ciclicos registrados com o EPC/HCF em tampdo B.R. 0,04 mol L™,
pH=1,0a50 mV s™. (-) Auséncia de NO,"; (-) 2,0; (-) 4,0 e (=) 6,0 mmol L™ de NO,".

10 | pH=1 10 | PH=2
5| 5
ol 0
< | <
=5t 25
10} 10
15t -15F

0,0 03 0,6 00 03 0,6
E/V vs. Ag/AgCI__ E/V vs. Ag/IAgCI_

t t

A Figura 11 mostra que o0 EPC/HCF atua como um mediador eletroquimico eficiente
para a reducdo do nitrito em pH = 1,0 enquanto que, para valores de pH > 2 nenhum
comportamento de mediacdo eletroquimica é observado. A reducgdo de nitrito € mostrada na
Reacéo 3.

HNO, + H* + e~ 2 NO + H,0 (Reagdo 3)

Conforme é mostrado na Reacédo 3 o nitrito é reduzido quando esse apresenta na forma
de acido nitroso, pKa 3,4. Assim, em pH = 1,0 é observado um aumento significativo de
intensidade corrente de pico catodica para o par KFe!!/[Fe!! (CN)4]/K,Fe! [Fe!' (CN), com 0
aumento da concentracdo de nitrito, uma vez que a reducao desse ion é favorecida. Ao mesmo
tempo, a corrente de pico anddica correspondente a este par redox foi significativamente
diminuida na varredura reversa. Este € o comportamento esperado para um mecanismo
envolvendo uma reacdo catalitica acoplada a transferéncia eletrénica (mecanismo (E;Ci") [3]),
que € 0 mecanismo tipico para uma mediacdo eletroquimica na qual uma espécie quimica
reage com a forma reduzida de um par redox, regenerando a forma inicial oxidada [34].

E bem conhecido que condigbes mais &cidas melhoram a habilidade dos HCF atuarem
como mediadores eletroquimicos para a redugdo do NO,. Este comportamento foi
previamente descrito quando filmes de hexacianoferrato de cobre [75] e quando o anion
[Fe(CN)s]* em solucdo [34,76] foram utilizados como mediadores redox. Assim, o

comportamento observado na Figura 11 é concordante com as observacdes da literatura. E
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importante destacar, no entanto, que no presente trabalho o mediador eletroquimico foi
imobilizado em um EPC, o que é uma estratégia mais eficiente, porque neste caso, a
modificacdo quimica ndo € restrita a superficie do eletrodo como no caso da utilizacdo de um
filme de HCF e uma nova superficie modificada pode ser facilmente obtida pelo simples
polimento mecénico do eletrodo. Além disso, a imobilizacdo do modificador no EPC é
também superior ao uso do fon [Fe(CN)s]* em soluc&o como mediador eletroquimico, porque
0 mediador imobilizado néo é convertido a um residuo quimico ao final da anélise.

Como é mostrado na Figura 11, em pH = 1,0, a corrente catddica do par redox
KFe!'[Fe!l (CN)4]/K,Fe!'[Fe!'(CN)4] € proporcional a concentragdo de nitrito e, portanto,
pode ser utilizada como sinal analitico para este anion. Com base neste resultado, o tampéo
B.R. 0,04 mol L* pH = 1,0 foi usado como solucdo carregadora em todos os estudos

subsequentes envolvendo o sistema FIA.

4.2 Otimizacao dos parametros do sistema FIA

4.2.1 Auvaliacdo do potencial aplicado na detec¢do de nitrito

O potencial de deteccdo foi o primeiro pardmetro estudado sobre a resposta
amperomeétrica do nitrito. O efeito deste potencial foi avaliado de + 0,3 a - 0,2 V vs.
Ag/AgClsy, injetando-se 100 pL de uma solucéo 0,1 mmol L™ de NO, e usando uma solugéo
tampdo B.R. 0,04 mol L™, pH = 1,0 como solugdo carregadora. Os sinais transientes e a

variacdo da I/ruido em funcdo de Egq S0 apresentados na Figura 12.
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Figura 12 - A) Sinais transientes para a injecdo de 100 pL de uma solugdo 0,1 mmol L™ de nitrito
(N = 5) usando o EPC/HCF com diferentes Eq. B) Variacdo da I/ruido em funcdo de Eqy. Solucdo
carregadora: tamp&o B.R. 0,04 mol L™, pH = 1,0 com vaz&o de 6 mL min™.
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A Figura 12A mostra um aumento da resposta amperométrica do nitrito com o
aumento do Ege de + 0,3 a + 0,2 V vs. Ag/AgClsy, a partir deste valor, o sinal amperométrico
permanece aproximadamente constante até - 0,1 V vs. Ag/AgCls,; € aumenta novamente em
- 0,2 V, provavelmente, devido a reducdo direta de nitrito sobre a superficie eletrodica. Em
Eget mais negativos que + 0,1 V vs. Ag/AgCls; € observado um aumento no ruido do sinal
amperometrico, 0 que ndo é desejavel, pois elevados niveis de ruido tendem a aumentar o0s
valores de LD. O aumento do nivel de ruido é explicado pela formacdo de bolhas de H,
geradas pela reducdo da agua que pode ocorrer em meio acido em potenciais proximos a
0 V vs. Ag/AgCls:. Baseado nos resultados apresentados na Figura 12B, 0 Ege de
+ 0,2 V vs. Ag/AQCls,; foi adotado em todos os experimentos posteriores, uma vez que
apresentou um maior valor de sinal/ruido. E importante mencionar que este potencial é
significativamente mais positivo que a maioria daqueles usados na literatura para detectar
nitrito por meio da reducdo eletroquimica deste anion. Este € um importante resultado, pois
torna 0 método mais seletivo, evitando a interferéncia do oxigénio dissolvido e do nitrato, 0s
quais se reduzem em potenciais muito mais negativos, sendo estes, segundo a literatura [81],

o0s principais interferentes na determinacao de nitrito por meio de sua reducdo eletroquimica.
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4.2.2 Vazao

O efeito da vazdo da solucdo carregadora sobre a intensidade do sinal analitico foi
avaliado no intervalo de 3 a 8 mL min™. A Figura 13 apresenta os sinais transientes obtidos

nas diferentes vazoes e a varia¢do da resposta amperométrica do nitrito com este parametro.

Figura 13 - A) Sinais transientes para a injecdo de 100 pL de uma solugdo 0,1 mmol L™ de nitrito
(N = 3) usando o EPC/HCF e empregando-se diferentes vazBes da solucdo carregadora.
Ewet = + 0,2 V vs. Ag/AgCls,. B) Variacdo da corrente em fungdo da vazdo. Solucéo carregadora:
tamp&o B.R. 0,04 mol L™, pH = 1,0.
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A Figura 13 mostra claramente que a resposta amperométrica para o nitrito aumenta
com aumento da vazdo até 6 mL min™. Este comportamento é atribuido & diminuicdo da
dispersdo da zona da amostra, devido ao aumento da velocidade com que a amostra chega ao
detector, resultando assim em picos mais estreitos e de maior intensidade [40]. Para vazdes
superiores a 6 mL min™ ocorre uma grande dispersdo dos resultados, o que possivelmente
pode ser explicado pela ocorréncia de um fluxo turbulento na superficie do eletrodo em
vazdes de 7 e 8 mL min™, afetando assim a precisao das medidas amperométricas. Com base
nestes resultados, a vazdo de 6 mL min™t foi adotada nos experimentos posteriores.
Normalmente, vazdes elevadas semelhantes a estas sao evitadas em procedimentos FIA, uma
vez que resultam em elevado consumo da solucgdo carregadora. Porém, no caso do sistema

utilizado no presente trabalho, isso ndo ocorre, pois a solugdo carregadora permanece sob
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constante recirculacdo durante as anélises, sendo, portanto, reciclada. Desta forma, o sistema
utilizado se torna extremamente vantajoso, uma vez que vantagens adicionais com a utilizagéo
de elevadas vazdes podem ser exploradas como maior frequéncia de amostragem e maior

sensibilidade, mantendo-se um baixo consumo de solucdo carregadora.

4.2.3 Alca de amostragem

O efeito do volume injetado na resposta amperométrica no nitrito foi avaliado de 50 a
250 pL, variando, para isso, o comprimento da alca de amostragem entre 10 e 50 cm. Os

resultados obtidos neste estudo sdo apresentados na Figura 14.

Figura 14 - A) Sinais transientes para a injecdo de diferentes volumes de uma solucdo 0,1 mmol L™ de
nitrito (N = 5) usando 0 EPC/HCF com Ege = + 0,2 V vs. Ag/AgClg, e vazdo igual a 6 mL min™. B)
Variacdo da corrente em funcéo do volume injetado de amostra. Solugdo carregadora: tampéo B.R.
0,04 mol L™, pH=1,0.
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A Figura 14 mostra 0 aumento da resposta amperométrica para o nitrito com o
aumento do volume injetado no intervalo de 50 a 150 pL (10 a 30 cm de comprimento da alca
de amostragem). Este comportamento é observado, pois 0 aumento do comprimento da al¢a
de amostragem aumenta o volume de solugdo que € injetada no sistema, o que diminui,
portanto, a dispersdo da zona da amostra. Para algcas acima de 30 cm de comprimento, a

resposta amperomeétrica tende a estabilizar, mostrando um patamar da resposta para volumes
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mais elevados de amostra injetada. Com base nestes resultados, o volume de 150 puL (alca de
amostragem de 30 cm) foi escolhido como valor otimizado.

4.3 Desempenho analitico do método

Para avaliar a repetitividade entre respostas amperométricas foram efetuadas seis
injecBes sucessivas de uma solucdo 0,5 mmol L™* de NO, empregando-se uma mesma
superficie eletrodica. A repetitividade obtida foi satisfatoria, com um valor de desvio padrédo
relativo (RSD) igual a 1,9 % (N = 6). No entanto, quando diferentes superficies sdo utilizadas,
um RSD de 23,2 % (N = 3) foi obtido. Esta elevada dispersao pode ser atribuida a diferencas
na area do eletrodo obtida apds os diferentes polimentos ou a diferencas na distancia entre o
tubo de saida do sistema FIA e a superficie do eletrodo, uma vez que, esta distancia é
controlada visualmente em aproximadamente 2 mm. Porém, esta elevada dispersdo para
diferentes superficies eletrddicas ndo é uma verdadeira limitacdo do método proposto, pois
este efeito pode ser contornado com calibracGes diarias, o que é um requerimento de
praticamente todos os métodos analiticos. Foi observado que uma mesma superficie eletrodica
permanece ativa por todo um dia de trabalho, assim, se uma mesma superficie for utilizada
para a calibracdo e para a analise das amostras, 0 método forneceré precisdo satisfatéria. Um
mesmo eletrodo foi empregado por um periodo superior a um ano sem alteracfes apreciaveis
no intervalo linear e no LD, enquanto as mudancas na sensibilidade foram da mesma ordem
do desvio observado para diferentes superficies (RSD = 23,2 %). Estes resultados indicam
que o EPC/HCF apresenta uma elevada estabilidade e pode ser empregado por um longo
periodo de tempo. Para injecées de uma solucéo 0,5 mmol L™ de NO,", uma frequéncia de
injecdo de 129 injecBes por hora (RSD = 6,2 %, N = 6) foi obtida, o que é um valor
satisfatorio. A frequéncia de amostragem (f) foi estimada pela equacédo: 1/(Tr + Tw), sendo Tr
0 tempo de resposta que é o tempo para o sinal amperométrico atingir 0 maximo a partir da
linha-base e Ty € o tempo de limpeza, que é o tempo necessario para o sinal retornar de seu
valor maximo até a linha-base. Visando construir uma curva analitica, solu¢cdes contendo
diferentes concentracGes de NO, foram injetadas, sendo as injecOes efetuadas na ordem
crescente de concentracfes e na ordem decrescente de concentracGes, conforme apresentado

na Figura 15.
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Figura 15 — 1) Sinais transientes obtidos para sucessivas injecdes (N = 4) de solug¢bes contendo
diferentes concentracdes de nitrito. Eg = + 0,2 V vs. Ag/AgClyy, vazdo = 6 mL min™ e volume de
amostra injetado de 150 pL: (A) 25, (B) 50, (C) 75, (D) 100, (E) 500, (F) 750 e (G) 1000 pmol L™ de
NO,. Solucéo carregadora: tampdo B.R. 0,04 mol L™, pH = 1,0. Il) Curva analitica obtida para
injecBes de nitrito no (—) sentido crescente e (---) decrescente de concentragao.
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A curva analitica obtida com injecGes na ordem crescente de concentragdo foi
linear no intervalo de 25 a 1000 pmol L™ de acordo com a equacéo:
-I(MA) = 0,003 + 1,069 Cnoo- (mmol L™, r? = 0,999. Os valores de LD e LQ foram 9,0 e
29,7 umol L, respectivamente. LD e LQ foram determinados pelas equages: LD = 3sdg/S e
LQ = 10sdg/S, sendo sdg 0 desvio padrdo do intercepto da curva analitica e S o coeficiente
angular da curva analitica. O LQ calculado foi maior do que o primeiro ponto da curva
analitica, o qual pode, portanto, ser usado como um valor de LQ experimental. A equacdo da
reta da curva analitica obtida para injecdes de nitrito no sentido decrescente de concentragdes
foi: -I(uA) = -0,02 + 0,9719 Cnoz. (mmol L™, r? = 0,992. Assim, verifica-se que existe uma
concordancia satisfatéria entre os coeficientes angulares das curvas analiticas, indicando que
0 método ndo apresenta efeitos de memoria e que o eletrodo ndo se desativa na escala de
tempo de realizacdo deste experimento.

A Tabela 1 mostra algumas caracteristicas analiticas de métodos eletroanaliticos
previamente descritos na literatura, os quais utilizam a reducdo eletroquimica de nitrito como

sinal analitico.
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Tabela 1. Métodos eletroanaliticos baseados na reducéo eletroquimica de nitrito.

L. Eget/ V Vs. LD/ Intervalo linear ..
Eletrodo Técnica AG/AGCl., umol L™ / umol L Referéncia
ECV- .
DNA-CNTs/Cu? amperometria -0,3 0,03 0,03- 2600 82
2+
EAU-SAM/Cy VC 0,25 ND ND 83
complexo
. 4-
EPC [Sllx\gzo‘m] amperometria -0,25 2.8 5a 1200 84
BDD-PPD/SiW;; amperometria -0,6 20 40— 4000 85
EPC-LI-POA amperometria +0,5 1,0 2-50 86
EGr-CNTs-My SWV -0,25 950 05-5 72
EPC-LI-CNTs-Hb VvC -0,65 1,5 10 - 15000 87
EPC-CuHCF
_ VC +0,5 30 50-8400 75
filme
ECV-CNTs-Rh amperometria -0,2 50 2000-12000 88
Amperometria- este
CPE-AP FIA +0,2 9,0 25 - 1000 trabalho

ECV - eletrodo de carbon vitreo; CNTs — nanotubos de carbon; EAu — eletrodo de ouro; SAM — automontados
em monocamadas; NB — Nilo azul, BDD — diamante dopado com boro; PPD — poli(fenilenodiamina); LI —
liquido idnico; POA — poli(o-anisidina); EGr — eletrodo de grafite; My — mioglobina; Hb — hemoglobina; VC —
voltametria ciclica; SWV — voltametria de onda quadrada; ND — néo definido.

A Tabela 1 mostra que o valor de LD fornecido pelo método proposto é préximo ao de
outros métodos baseados na reducdo eletroquimica do nitrito previamente propostos na
literatura, os quais variam de 0,03 a 50 umol L™ [82,88]. Assim, verifica-se que o LD e a
sensibilidade ndo sdo as principais vantagens do método proposto, pois estdo na mesma
ordem de grandeza que o de outros métodos ja descritos na literatura. No entanto, as
principais vantagens do método proposto sdo a simplicidade e baixo custo do sensor, uma vez
que ele ndo requer procedimentos sintéticos complexos ou reagentes bioldgicos ou de elevado
custo. Além disso, o uso de um sistema FIA com recirculacdo da solucdo carregadora permite
analises rapidas, sensiveis e precisas mantendo um baixo consumo de reagentes. No presente
trabalho, todos os estudos de otimizacdo e construcdo das curvas analiticas foram realizados

utilizando apenas 200 mL da solucgdo tampéo B.R., o que significa que mais de 200 injecOes
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foram efetuadas na mesma solucdo sem interferéncia do nitrito acumulado. A recirculagéo da
solucdo carregadora € possivel, pois a célula eletroquimica utilizada é do mesmo tipo que uma
célula BIA [79]. Desta forma, o nitrito injetado € altamente diluido na solucéo do eletrélito de
suporte de tal maneira que seu acumulo ndo afeta a resposta do nitrito recém injetado. E
importante ressaltar que em pH = 1,0, o0 NO, est4 predominantemente na forma de HNO,
(pKa = 3,3 [89]), 0 qual é um &cido volatil que se desprende rapidamente da solu¢do tampéo
B.R., permitindo o reuso desta solu¢do por um longo periodo de tempo. Entretanto, este fato
poderia comprometer a repetitividade das medidas, uma vez que os padrfes de nitrito e as
amostras analisadas foram preparados em solu¢do tampdo B.R., pH = 1,0. Visando evitar a
perda de repetitividade, estas solucbes foram injetadas no sistema FIA em no méximo 20 min
apos o preparo, o que foi essencial para alcancar uma repetitividade satisfatoria. O uso de uma
célula eletroquimica similar a uma célula BIA em um sistema FIA é uma estratégia
interessante, pois combina a elevada repetitividade da injecdo de amostra promovida por um
injetor-comutador com a possibilidade de realizacdo de varias injecGes sucessivas sem a
necessidade de uma constante reposicdo do sistema de injecdo. Assim, esta combinacdo além
de economizar reagentes quimicos pela recirculacdo da solucdo carregadora ainda fornece
elevada precisdo e velocidade de anélise.

Uma vantagem adicional do método proposto € o valor de Egg de + 0,2 V vs.
Ag/AgClsy, potencial no qual a maioria dos potenciais interferentes, tais como: nitrato,
oxigénio dissolvido, sulfito, acido ascérbico e aclUcares ndo sdo reduzidos nem oxidados.
Portanto, este valor de Ege € capaz de fornecer elevada seletividade para o nitrito. Visando
avaliar a seletividade do método proposto, solugdes contendo 500 pmol L™ de um potencial
interferente foram injetadas no sistema FIA, sendo os resultados apresentados na Figura 16.
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Figura 16 - Sinais transientes para sucessivas injecdes de solugdes (A;) 500 e (A,) 25 pmol L™ de
NO, e para sucessivas injecdes de 500 pmol L™ de cada um dos potenciais interferentes avaliados: (B)
nitrato, (C) sacarose, (D) &cido urico, (E) &cido ascorbico e (F) sulfito. Condi¢Bes experimentais:
Eget = + 0,2 V vs. Ag/AgClyy, vazdo = 6 mL min™ e volume injetado de amostra de 150 pL; solucdo
carregadora: tamp&o B.R. 0,04 mol L™, pH = 1,0.
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Os potenciais interferentes listados na Figura 16 foram estudados, pois 0S mesmos
geralmente estdo presentes em amostras de agua e de alimentos. Como mostrado na Figura
16, o método proposto ndo fornece resposta analitica para estas espécies quimicas,
confirmando que o método apresenta uma alta seletividade para o nitrito. A injecdo dos
potenciais interferentes causa uma ligeira perturbacdo da linha-base, o que € tipico para
injecdes em sistemas FIA com deteccdo amperométrica. Como mostrado na Figura 16ll,
mesmo injecdes de 25 umol L™ de NO,™ (a menor concentracdo de nitrito na curva analitica)
produz um sinal analitico claramente distinguivel desta perturbacdo da linha-base. E
importante enfatizar que o nitrato, um reconhecido interferente na determinagéo de nitrito por
meio de sua eletrorreducdo [81] ndo foi um interferente para a determinacgdo de nitrito pelo
método proposto. O oxigénio dissolvido, outro interferente conhecido para a determinacéo de
nitrito por meio de sua eletrorreducdo também ndo interferiu. Todos os experimentos foram
realizados sem eliminacdo de oxigénio e, como sera apresentado na secdo 4.4, os estudos de
adicdo e recuperacdo forneceram porcentagens de recuperagdo proximas a 100 %,
demonstrando que ndo ha interferéncia do oxigénio dissolvido.

Um interferente ébvio para o método proposto € o perdxido de hidrogénio, pois 0 HCF
¢ muito ativo para a reducdo do H,O,, sendo denominado por alguns autores como
“peroxidase artificial” [90]. Alguns autores tém demonstrado que o HCF é capaz de reduzir o

H,0, mesmo em 0 V vs. Ag/AgClsy: [90]. Apesar desta interferéncia inevitavel, o método
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ainda pode ser empregado com éxito para a determinacdo de nitrito em amostras de aguas e

alimentos, pois 0 H,0, ndo é um componente usual destas amostras.

4.4  Analises de amostras de agua e alimentos embutidos

Para avaliar a aplicabilidade do método proposto, amostras de agua e alimentos
embutidos foram analisadas pelo método proposto, de acordo com o procedimento descrito na
secdo 3.4. As amostras de agua ndo enriquecidas ndo forneceram qualquer resposta
amperometrica, indicando que ou o nitrito esti ausente nestas amostras ou o teor deste &nion
esta abaixo do LD do método. Desta forma, estas amostras foram enriquecidas com trés niveis
de nitrito e foram submetidas a estudos de adicdo e recuperacdo, empregando-se a calibracédo
por curva analitica. Foram obtidos sinais amperométricos para as amostras de alimentos
embutidos ndo enriquecidos com nitrito. O teor de nitrito nestas amostras foi determinado
empregando-se 0 método de adicdo de padrdo, além disso, estas amostras foram enriquecidas
com trés niveis de nitrito e foram submetidas a estudos de adi¢do e recuperacao. As respostas
amperométricas obtidas neste estudo para as amostras de dgua enriquecidas sdo apresentadas
na Figura 171, enquanto a Figura 1711 apresenta a resposta obtida para uma amostra de
salsicha e para as sucessivas adi¢oes de padréo.

Figura 17 - 1) Sinais transientes para diferentes concentracbes de NO, (A—F) e para as amostras de
4gua enriquecidas (S1—Sg). (A) 50, (B) 100, (C) 250, (D) 500, (E) 750, e (F) 1000 umol L™* NO,". S; a
Ss: 4gua mineral enriquecida com 75, 250 e 500 pmol L™ de NO,. S, a Sg: é4gua de torneira
enriquecida com estas mesmas concentracdes de nitrito. 11) Resposta amperométrica para a amostra de
salsicha do tipo hot dog (G) e para sucessivas adicdes de padrdo de 200 umol L™* NO, (H-J).
Condigdes experimentais: Eg; = + 0,2 V vs. Ag/AgClsy, vazdo = 6 mL min™ e volume de amostra
injetado = 150 pL. Solucéo carregadora: tamp&o B.R. 0,04 mol L™, pH = 1,0.
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Os resultados dos estudos de adicdo e recuperagdo realizados nas amostras de agua e

de alimentos embutidos estdo sumarizados na Tabela 1.

Tabela 2. Resultados dos estudos de adicdo e recuperacdo de nitrito em amostras de agua e de
alimentos embutidos.

_ . Nitrito
Nitrito Nitrito
- N % encontrado pelo
Amostra  adicionado/ encontrado/  sd RSD N ) Fx*
recuperado método de

mol L* mol L*
H H Griess*/umol L™

0 ND ND
Agua 75 73+7 3 4.1 97 + 10
mineral 250 230 + 30 12 5,2 90 + 12
500 450 + 52 21 47 90 + 10
0 ] o 2 — ND
torneira 250 240 + 10 6 25 95+ 6
500 460 + 50 20 473 91 + 10
0 175+46 187 10,6 ------- 172 + 17 7.6
150 336+51 19,1 57  107+31
Salsicha
374 558+38 154 28  102+10
749 985+ 107 433 44  108+14
0 130+17 70 54 -eeeee- 122 + 15 1,4
151 281+34 136 48  100+22
Mortadela
378 497+30 120 24 97+8
756 902+117 470 52  102+15

*Valores expressos como valor médio + intervalo de confianca. Nivel de confianca de 95 % e 2 graus de
liberdade (N = 3), teiico = 4,3 [91].**F,, = 19. ND - N&o detectado.
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As quantidades de nitrito encontradas nas amostras de alimentos embutidos estéo
acima do teor méximo permitido pela Autoridade Européia de Seguranca Alimentar,
mostrando que essas amostras sdo inadequadas para 0 consumo, uma vez que elevados niveis
de nitrito pode ser prejudicial a satde humana. A Tabela 2 mostra que os resultados obtidos
pelo método proposto e 0 método de Griess ndo diferem estatisticamente com 95 % de
confianga. Os valores de F calculados foram menores que o valor de F critico, indicando
assim que ambos os métodos fornecem precisdes equivalentes. A Tabela 2 mostra também
que todos os intervalos de confianca obtidos sempre contém o teor nominal de nitrito
adicionado as amostras, demonstrando que ndo existem diferencas estatisticas entre os teores
adicionados e os valores encontrados em um nivel de confianga de 95 %. Consequentemente,
as porcentagens de recuperacdo foram sempre préximas a 100 %. Além disso, o0 método
proposto mostrou-se preciso, pois os valores de RSD obtidos foram relativamente baixos.
Portanto, esses resultados demonstram que a exatiddo e precisdo apresentadas pelo método
proposto sdo satisfatorias e que 0 mesmo pode ser empregado para a determinacdo de nitrito

em amostras de alimentos embutidos e de agua.
4.5 Otimizacao do preparo do material eletrodico

Inicialmente, foi preparado um material eletrédico pela mistura de Fe** e [Fe(CN)e]*
(ambos na concentragdo 0,01 mol L™) sobre o p6 de carbono, utilizando a agitagdo magnética
e a temperatura de 27 °C. O material resultante foi caracterizado por difracdo de raios X,

sendo os difratogramas obtidos neste estudo mostrados na Figura 18.
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Figura 18 - Difratogramas do A) p6 de carbono e do B) material eletrédico preparado pela mistura de
Fe?* e Fe(CN)s" (ambos na mesma proporcéo) sobre o pé de carbono, utilizando a agitagio magnética
a uma temperatura ambiente de 27 °C.
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A Figura 18B mostra o aparecimento de trés picos em 17,5°, 35,4° e 39,6°, sendo eles
caracteristicos da estrutura ctbica de face centrada do azul da Prussia, 0s quais correspondem

aos planos cristalogréficos (200), (400) e (420), respectivamente [92,93]. O tamanho médio

KA
B cos ()

o didametro médio das particulas, A o comprimento de onda da fonte de radiagdo, B a largura na

dos cristalitos foi calculado usando a equagéo de Debye-Scherrer, D = [94], sendo D

metade da altura do pico de radia¢do e 0 o angulo de difracdo. Assim, o tamanho médio das
particulas foi de aproximadamente 81 nm de didmetro. Estes resultados confirmam a presenca
das particulas de hexacianoferrato no material eletrédico. Todos os materiais eletrodicos
obtidos no estudo de otimizacdo foram caracterizados por difracdo de raios X. No entanto,
ndo foram observadas diferencas entre os difratogramas obtidos, mostrando que 0s materiais
possuem a mesma estrutura.

A partir deste material, foram desenvolvidos dois diferentes eletrodos, sendo eles: o
EPC/Fe(I1)HCF/30%Nujol® e o EPC/Fe(11)HCF/20%parafina. O comportamento destes
eletrodos foi estudado por voltametria ciclica, sendo avaliadas as respostas voltamétrica de
cada um apds a renovagdo da superficie. Os voltamogramas obtidos nesse estudo sdo

apresentados na Figura 19.



53

Figura 19 - Voltamogramas ciclicos registrados com o A) EPC/Fe(I)HCF/30%Nujol® e B)

EPC/Fe(Il)HCF/20%parafina em tamp&o B.R. 0,04 mol L™, pH =1,0a 100 mV s™. (-) 1% (-) 2° e

() 3° polimento.
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Conforme é apresentado na Figura 19, a composicdo da pasta de carbono desempenha
um importante papel sobre as propriedades do eletrodo. Esta figura mostra claramente que
EPC/Fe(I1)HCF/20%parafina apresenta menor intensidade de corrente atribuida ao par redox
KFe!''[Fe! (CN)¢]/K,Fe' [Fe!l (CN)4] comparado ao eletrodo que utiliza o Nujol® como
aglutinante, este comportamento pode estar atribuido ao fato da pasta preparada com parafina
ser mais compactada e também mais hidrofébica, o que faz com que hidratacdo da superficie
eletrodica pelo contato com o eletrdlito de suporte seja menor, resultando assim em uma
menor intensidade de corrente. Embora a resposta voltamétrica seja menor, quando este
eletrodo foi submetido a diferentes polimentos, a repetitividade obtida foi satisfatoria,
apresentando uma RSD para os valores de corrente de pico catédico de apenas 2,5 %. Esta
excelente repetitividade pode ser explicada pelo fato da pasta de carbono ser mais compacta, o
que faz com que a superficie deste eletrodo ap6s cada polimento seja mais facilmente
reproduzida comparada ao eletrodo preparado com Nujol®. Com base nestes resultados, a
parafina sélida foi adotada como aglutinante para a construcao dos proximos eletrodos.

Visando avaliar a estabilidade do EPC/Fe(I1)HCF/20%parafina, este eletrodo foi
submetido a 100 ciclos de potencial no intervalo de + 0,7 a - 0,2 V com uma velocidade de

varredura de 100 mV s™*. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 20.
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Figura 20 - A) Voltamogramas ciclicos do EPC/Fe(Il)HCF/20%parafina submetido a 100 ciclos
continuos de potencial registrados em tamp&o B.R. 0,04 mol L™, pH = 1,0 a 100 mV s™. B)
Porcentagem de carga em funcdo do niumero de ciclos.
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Conforme é apresentado na Figura 20, inicialmente o sinal voltamétrico atribuido ao
par redox KFe!!'[Fe!!(CN)4]/K,Fe!'[Fe! (CN)4] diminui bruscamente e tende a estabilizar
apos 80 ciclos continuos de potencial, resultando, portanto, uma queda de 27 % da carga
inicial ap6s a realizagdo desse estudo. Husmann et al. [30] relataram que um eletrodo de pasta
de nanotubos de carbono modificado com azul da Prussia, apresentou uma queda de
aproximadamente 18 % da carga inicial ap6s 30 minutos de ciclos continuos de potencial em
uma solugdo de KCI 0,05 mol L™ pH = 7 no intervalo de — 0,3 a + 1,2 V a 50 mV s™. Assim,
o resultado mostrado na Figura 20, sugere que provavelmente as particulas do azul da Prussia
estdo aderidas mais fracamente ao pd de carbono, sendo uma maior quantidade dessas
perdidas para a solucdo ao longo das medidas voltamétricas, o que poderia assim justificar a
menor estabilidade desse eletrodo. Apesar da menor estabilidade desses eletrodos, a utilizacdo
do pé de carbono para o preparo do material eletrodico, ainda, € uma estratégia eficaz, pois
eletrodos modificados podem ser desenvolvidos com um custo relativamente baixo, uma vez
que esse reagente apresenta menor valor comercial comparado aos nanotubos de carbono.

Para avaliar a influéncia do ion potassio nos processos redox do par
KFe!'[Fe!l (CN)4]/K,Fe!'[Fe'(CN)4], foram realizadas medidas voltamétricas com o
EPC/Fe(I1)HCF/20%parafina empregando dois diferentes eletrolitos de suporte: uma solucéo
de HCI 0,1 mol L™ e uma mistura de HCI e KCI, ambos na concentracdo 0,1 mol L™. A

Figura 21 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos neste estudo.
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Figura 21 - Voltamogramas ciclicos do EPC/Fe(II)HCF/20%parafina registrados em diferentes
eletrolitos de suporte. (—) 0,1 mol L™ de HCI; (-) solucdo de HCI e KCI ambos na concentracéo
0,1 mol L™.
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A Figura 21 mostra que a presenca do potassio em solucdo € extremamente
importante, uma vez que o voltamograma ciclico registrado em um eletrélito contendo esse
fon resultou em um pico voltamétrico mais intenso e definido. E bem conhecido que o tipo de
cation presente em solucédo pode influenciar no comportamento eletroquimico do HCF. Sheng
et al. [25] relatam que o processo de difusdo entre as cavidades zeoliticas pode ser facilitado
na presenga de cations de metais alcalinos de menor raio iénico e que na maioria dos
processos de intercalacdo ocorre a desidratacdo parcial do cation para ter o tamanho
apropriado para entrar na estrutura cristalina. Ytaya et al. [95] relataram que o H e cations de
metais alcalinos terrosos ndo sdo capazes de penetrar na estrutura cristalina. Assim, o
comportamento observado na Figura 21 é concordante com as observaces da literatura,
mostrando que o raio idnico do K" é apropriado para o processo de difusio deste ion na
cavidade zeolitica do azul da Pruassia, tornando possivel o balanco de carga e
consequentemente resultando em um perfil voltamétrico mais definido [27,96].

O desempenho analitico do EPC/Fe(Il)HCF/20%parafina foi avaliado por
amperometria na presenca de nitrito em diferentes eletrdlitos de suporte, sendo o0s

amperogramas obtidos neste estudo mostrados na Figura 22.
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Figura 22 - Amperogramas do EPC/Fe(lI)HCF/20%parafina registrados em diferentes eletrolitos de
suporte. Egeteccao = + 0,2 V. (-) Tampdo B.R. 0,04 mol L™ pH 1; () HCI 0,1 mol L™; (-) solugdo de
HCI e KCI ambos na concentracdo 0,1 mol L™.
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A Figura 22 mostra que o melhor desempenho analitico do eletrodo foi obtido em
tampdo B.R. 0,04 mol L™ pH 1, este resultado pode ser explicado pela composicdo do
tamp&o, uma vez que sua forca idnica (0,45 mol L™) é maior se comparada aos demais
eletrélitos, (0,1 mol L™) HCI 0,1 mol L™ e (0,2 mol L™) HCI e KCI, ambos na concentracio
0,1 mol L™, o que resulta, portanto, uma maior condutividade em solucio e consequentemente
uma maior sensibilidade do eletrodo. Com base nesse resultado, o tamp&o B.R. 0,04 mol L™
pH 1 foi adotado como eletrolito de suporte para a realizacdo dos préximos experimentos.

A segunda etapa deste estudo foi preparar um material eletrédico na proporcao de 10:1
(Fe (11):K4[Fe(CN)g]). As demais condicOes de preparo foram mantidas as mesmas. A partir
deste material foi construido o EPC/Fe(I1)HCF/10:1, sendo comparado o perfil voltamétrico
obtido com este eletrodo com o preparado anteriormente. Os voltamogramas obtidos neste

estudo sdo mostrados na Figura 23.
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Figura 23 - Voltamogramas ciclicos de diferentes eletrodos registrados em Tampdo B.R. pH =1 a
100 mV s™. (=) EPC/Fe(I))HCF/20%parafina; (-) EPC/Fe(11)HCF/10:1.
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Conforme mostrado na Figura 23, a intensidade de corrente atribuida ao par redox
KFe!l[Fe!l (CN)4]/K,Fe!'[Fe'(CN)4] de ambos eletrodos é praticamente a mesma. No
entanto, nota-se a existéncia de dois pares de picos voltamétricos neste intervalo de potencial,
0 primeiro em aproximadamente + 0,18 V e o segundo em aproximadamente + 0,35 V. Este
desdobramento de picos voltamétricos foi previamente relatado para eletrodos modificados
com filmes de hexacianoferrato de niquel na presenca de potassio [97-99]. Nesses trabalhos,
0s autores atribuem esse comportamento a coexisténcia de duas formas do hexacianoferrato

de niquel, sendo elas mostradas nas Reagdes 4 e 5.
K,Ni"'[Fe!'(CN)¢] = KNi''[Fe!"(CN)¢] + Kt + e~  (Reacéo 4)
KNif's[Fe''(CN)¢] = Nif's[Fe"(CN)e] + K* + e~ (Reacdo 5)

Conforme é mostrado nas Reacdes 4 e 5, as duas estruturas de hexacianoferrato de
niquel sdo eletroativas, entretanto, essas apresentam processos de oxidacdo e reducdo em
potenciais ligeiramente diferentes. Segundo a literatura, a estrutura rica em niquel (Reacéo 4)
que é caracterizada pela baixa quantidade de potassio, exibe 0s processos redox atribuidos ao
hexacianoferrato em um potencial menos positivo, enquanto a estrutura rica em potassio,
K,Ni''[Fe''(CN)¢], apresenta processos redox em um potencial mais positivo [97]. O
aumento da quantidade de Fe?* no preparo do material eletrédico deveria favorecer a forma

KFe{'s[Fe'' (CN)¢], rica em ferro, portanto, era esperado um aumento do pico voltamétrico
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em + 0,18 V em relacdo ao pico em + 0,35 V. Entretanto, foi observado o comportamento
inverso, ou seja, o aumento da quantidade de Fe®" intensificou o pico voltamétrico em
+ 0,35 V. Embora este comportamento ndo possa ser completamente explicado até o
momento, ele sugere que o azul da Prussia possa se comportar de forma ligeiramente diferente
de seu andlogo com niquel ou que existam outros fatores que levem ao desdobramento dos
picos voltametricos observados na Figura 23.

Visando avaliar a estabilidade do EPC/Fe(Il)HCF/10:1, esse eletrodo também foi
submetido a 100 ciclos de potencial no intervalo de + 0,7 a - 0,2 V com velocidade de

varredura de 100 mV s, sendo os resultados obtidos neste estudo apresentados na Figura 24.

Figura 24 - Gréfico da porcentagem de carga em funcdo do numero de ciclos.
(w) EPC/Fe(I1)HCF/20%parafina; (m)EPC/Fe(I1)HCF/10:1.
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Conforme € apresentado na Figura 24, o comportamento do sinal voltamétrico obtido
com ambos os eletrodos foi muito semelhante, sendo observada inicialmente uma maior
diminuicdo da intensidade de corrente e uma tendéncia a estabilizacdo apds a realizacdo de
aproximadamente 80 ciclos continuos de potencial. No entanto, o EPC/Fe(II)HCF/10:1 foi
mais estavel que o EPC/Fe(I1)HCF/20%parafina, com uma queda de apenas 13 % da carga
inicial. A melhor estabilidade deste eletrodo pode estar relacionada a maior dispersdo das
particulas, devido ao excesso de Fe®" utilizado no preparo do material eletrédico, fazendo com
que a quantidade de hexacianoferrato perdida para a solucdo apos a realizacdo de cada ciclo
de potencial ndo resulte em uma diferenca significativa na area da superficie eletrédica
[30,94].
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Para comparar o desempenho analitico do EPC/Fe(Il)HCF/10:1 com o preparado
anteriormente, este eletrodo também foi submetido a estudos amperométricos na presenca de

nitrito, sendo os amperogramas obtidos neste estudo mostrados na Figura 25.

Figura 25 - Amperogramas de diferentes eletrodos registrados em Tampdo B.R. pH = 1 a
100 mV s com sucessivas adicdes de nitrito. Egeteccio = + 0,2 V. (=) EPC/Fe(lI)HCF/20%parafina;
(-) EPC/Fe(I1)HCF/10:1.
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A curva obtida com o EPC/Fe(11)HCF/20%parafina apresentou a seguinte equacdo de
reta: -I(HA) = 0,0079 + 0,0422 Cnop- (mmol LY), r? = 0,996. Para 0 EPC/Fe(II)HCF/10:1 a
equacdo obtida foi: -1(uA) = 0,0100 + 0,0837 Cnoa- (mmol L), r? = 0,996. Assim, através da
Figura 25, observa-se que o EPC/Fe(I1)HCF/10:1 apresentou melhor desempenho para a
reducdo de nitrito, uma vez que o valor da inclinacdo da curva obtida com esse eletrodo foi
49 % maior. Esse resultado pode ser explicado pela maior dispersdo e a formacdo de
particulas de menor tamanho sobre a p6 de carbono, sendo essas particulas capazes de reduzir
uma maior quantidade de nitrito em solugdo. Com base nestes resultados, foi escolhida a
proporcédo de 10:1 (Fe (11):K4[Fe(CN)g]) no preparo dos novos materiais eletrodicos.

Visando avaliar a influéncia da espécie quimica empregada como contra-ion, foi
preparado um material eletrédico trocando o Fe?* pelo Fe**. As condicdes de preparo deste
material, como concentracdo, agitacdo e temperatura foram mantidas as mesmas descritas
anteriormente. O material obtido foi utilizado para construir um novo eletrodo, o
EPC/Fe(III)HCF. O comportamento deste eletrodo foi avaliado por voltametria ciclica, sendo

0s resultados obtidos neste estudo apresentados na Figura 26.
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Figura 26 - Voltamogramas ciclicos de diferentes eletrodos registrados em Tampdo B.R. pH =1 a
100 mV s™. (=) EPC/Fe(11)HCF/20%parafina; (-) EPC/Fe(I))HCF/10:1; (-) EPC/Fe(l1I)HCF.
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A Figura 26 mostra que o EPC/Fe(I1I)HCF apresentou picos voltamétricos com maior
intensidade de corrente comparado ao EPC/Fe(I1)HCF/10:1, sugerindo que a quantidade de
hexacianoferrato imobilizado no p6 de carbono por este procedimento é maior ou que as
particulas de hexacianoferrato encontram-se mais eficientemente dispersas no pé de carbono.
Estes voltamogramas ciclicos sugerem, ainda, que a espécie formada predominantemente é
KFe[Fe(CN)g], uma vez que o par de picos em + 0,18 V apresentou intensidade
significativamente maior que o par em + 0,35 V. Além disso, sugere também que por meio da
aplicacdo de potencial, uma segunda espécie é formada em baixa quantidade na superficie
eletrodica em + 0,35 V. Esse comportamento foi previamente relatado por Salazar et al. [32],
mostrando assim que o resultado apresentado na Figura 26 é concordante com as observagdes
da literatura.

A estabilidade do EPC/Fe(lII)HCF também foi avaliada, sendo os resultados obtidos

neste estudo apresentados na Figura 27.
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Figura 27 - Gréfico da porcentagem de carga em funcdo do numero de ciclos.
(m)EPC/Fe(IT)HCF/10:1; (m)EPC/Fe(111)HCF.
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Conforme é observado na Figura 27, a estabilidade dos eletrodos é praticamente a
mesma, mostrando que a troca da espécie quimica utilizada como contra-ion, ndao influenciou
na estabilidade das particulas sobre o p6 de carbono. Sendo assim, também foi avaliado o
desempenho analitico deste eletrodo por amperometria na presenca de nitrito, sendo 0s

amperogramas obtidos neste estudo mostrados na Figura 28.

Figura 28 - Amperogramas de diferentes eletrodos registrados em Tampdo B.R. pH = 1 a
100 mV st com sucessivas adigBes de nitrito. Edeteccio = + 0,2 V. (—) EPC/Fe(IDHCF/10:1;
(+) EPC/Fe(I1I)HCF.
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A Figura 28 mostra que as espécies quimicas Fe** ou Fe*" utilizadas como contra-fon
também nao influenciaram no desempenho analitico dos eletrodos para a reducdo de nitrito.
No entanto, como o EPC/Fe(1I1)HCF apresentou um melhor perfil voltamétrico com picos de
maior intensidade de corrente e mais definido, os quais foram mostrados na Figura 26, assim
foi escolhido 0 Fe** como contra-ion para o preparo dos préximos materiais eletrédicos.

Com a otimizacdo da concentracdo e espécie quimica utilizada como contra-ion, foi
avaliada a influéncia da agitacdo ultrassénica no preparo do material eletrédico, sendo este
estudo realizado a temperatura ambiente (27 'C). O material obtido foi utilizado para construir
0 EPC/Fe(l1I)HCF/ultrassom, sendo o comportamento deste eletrodo avaliado por voltametria
ciclica. A Figura 29 mostra os voltamogramas obtidos com este eletrodo.

Figura 29 - Voltamogramas ciclicos de diferentes eletrodos registrados em Tampdo B.R. pH =1 a
100 mV s™. (-) EPC/Fe(III)HCF; (-) EPC/Fe(111)HCF/ultrassom.
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A Figura 29 mostra que o EPC/Fe(I11)HCF/ultrassom apresentou picos voltamétricos
com maior intensidade de corrente comparado ao EPC/Fe(I11)HCF. Fu et al. [100] relataram
que a utilizacdo do ultrassom no desenvolvimento de filmes de Cu-HCF pode influenciar no
tamanho das particulas e resultar também em uma distribuicdo mais uniforme dessas. Assim,
o resultado apresentado na Figura 29 € concordante com o descrito na literatura, uma vez que
0 crescimento das particulas aumenta a quantidade de hexacianoferrato sobre os sitios de
adsorcdo do carbono, provocando assim o aumento do sinal voltamétrico.

A Figura 30 apresenta o estudo de estabilidade do EPC/Fe(I11)HCF/ultrassom.
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Figura 30 - Gréfico da porcentagem de carga em funcdo do numero de ciclos.
(m) EPC/Fe(1INHCF; (m) EPC/Fe(11I)HCF/ultrassom.
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Conforme é mostrado na Figura 30, o EPC/Fe(ll1I)HCF/ultrassom apresentou maior
queda do sinal ap6s a realizagdo dos 100 ciclos continuos, mostrando que quanto maior o
tamanho das particulas, mais fracamente estardo aderidas ao material carbono, o que
justificaria, portanto, a menor estabilidade do eletrodo. Apesar deste comportamento, também
foi avaliada a potencialidade analitica deste eletrodo para reducdo de nitrito, uma vez que o
objetivo deste trabalho € desenvolver um eletrodo de melhor desempenho analitico para a

determinacéo deste ion. Os amperogramas obtidos neste estudo sdo mostrados na Figura 31.

Figura 31 - Amperogramas de diferentes eletrodos registrados em Tampdo B.R. pH = 1 a
100 mV st com sucessivas adicdes de nitrito. Edeteccio = + 0,2 V. (=) EPC/Fe(llI)HCF;
() EPC/Fe(lIIHCF/ultrassom.
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A curva obtida com o EPC/Fe(lI1)HCF/ultrassom apresentou a seguinte equacdo de
reta: -1(MA) = 0,0542 + 0,1110 Cnoz. (mmol L), r? = 0,994. Assim, verifica-se na Figura 31,
um aumento significativo da capacidade de reducdo de nitrito ao utilizar esse eletrodo,
resultando em um aumento de 24 % do valor da inclinacdo de reta comparada a inclinacao
obtida com o EPC/Fe(lIl)HCF, o que mostra que EPC/Fe(lI1)HCF/ultrassom apresenta
melhor desempenho analitico para a reducgdo desse ion. Esse resultado pode ser explicado pela
maior quantidade de particulas de hexacianoferrato sobre o p6 de carbono ao utilizar a
agitacdo ultrassbnica, sendo essas, portanto, capazes de reduzir uma maior quantidade de
nitrito presente em solugdo. Com base neste resultado, a agitagéo ultrassonica foi utilizada no
desenvolvimento dos proximos materiais eletrodicos.

O efeito da temperatura de 4°C também foi avaliado no preparado do material
eletrodico, sendo as demais condi¢des de sintese mantidas as mesmas. Com o material obtido
foi construido o EPC/Fe(llII)HCF/ultrassom/4°C. O comportamento desse eletrodo foi
estudado por voltametria ciclica, sendo os voltamogramas obtidos nesse estudo mostrados na

Figura 32.

Figura 32 - Voltamogramas ciclicos de diferentes eletrodos registrados em Tampédo B.R. pH =1 a
100 mV s™. (=) EPC/Fe(III)HCF/ultrassom; () EPC/Fe(l11)HCF/ultrassom/4°C.
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Conforme é mostrado na Figura 32, o EPC/Fe(lI1)HCF/ultrassom/4°C apresentou
picos  voltamétricos de maior intensidade de corrente  comparado ao
EPC/Fe(1I1)HCF/ultrassom. Este comportamento pode ser atribuido ao processo de nucleacdo
das particulas, o qual é explicado pela seguinte equacéo, supersaturacao relativa = (Q - S)/S,
sendo Q a concentracdo do soluto e S a solubilidade no equilibrio [1]. A solubilidade de um
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composto diminui proporcionalmente com a temperatura. Assim, como a solubilidade do
precipitado é menor em 4 °C, maior sera o grau de saturagdo. Esse maior grau de saturacgéo
favorece a nucleacao das particulas, fazendo com que um maior nimero de particulas de HCF
seja dispersa sobre o po6 de carbono, o que resulta no aumento do sinal voltamétrico. Além do
favorecimento da nucleacdo em relagdo ao crescimento das particulas, a maior intensidade dos
picos voltamétricos apresentada pelo eletrodo preparado a 4 °C pode ser atribuida ao fato da
adsorcdo ser sempre um processo exotérmico e que, consequentemente, é favorecido com a
diminuicdo da temperatura. Assim, uma diminuicdo da temperatura favoreceria a adsorcao das
particulas de azul da Prussia no pé de carbono, aumentando a quantidade destas particulas
imobilizadas no material eletrodico, o que produz picos voltamétricos mais intensos.

A estabilidade do EPC/Fe(lI1)HCF/ultrassom/4°C também foi avaliada, sendo o0s

resultados obtidos neste estudo apresentados na Figura 33.

Figura 33 - Grafico da porcentagem de carga em funcdo do numero de ciclos.
(m)EPC/Fe(l1I)HCF/ultrassom; (m)EPC/Fe(l11)HCF/ultrassom/4°C.
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A Figura 33 mostra que o EPC/Fe(111)HCF/ultrassom/4°C apresentou maior queda do
sinal ap0s a realizacdo dos 100 ciclos continuos. Este resultado sugere que quanto maior a
guantidade de particulas de HCF sobre o p6 de carbono, menor sera a estabilidade do
eletrodo. No entanto, essa maior quantidade provavelmente resultara em maior sinal
amperométrico para a reducdo de nitrito, o que ¢é desejavel. Sendo assim, para verificar a
validade desta hipotese, este eletrodo foi submetido a estudos amperomeétrico na presenca de

nitrito, sendo os amperogramas obtidos neste estudo apresentados na Figura 34.
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Figura 34 - Amperogramas de diferentes eletrodos registrados em Tampdo B.R. pH = 1 a
100 mV s com sucessivas adices de nitrito. Edeteccio = + 0,2 V. (=) EPC/Fe(lI)HCF/ultrassom;
(=) EPC/Fe(lII)HCF/ultrassom/4°C.
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A curva obtida com o EPC/Fe(l1I)HCF/ultrassom/4°C apresentou a seguinte equacédo
de reta: -I(MA) = 0,0587 + 0,1540 Cnoo- (mmol L), r? = 0,994. A partir desse estudo,
observa-se um aumento consideravel de sensibilidade ao utilizar esse eletrodo para a
determinacédo de nitrito, resultando em um aumento de 27 % do valor do coeficiente angular
comparada ao valor do coeficiente da curva obtida com o EPC/Fe(lI1)HCF/ultrassom.
Provavelmente, o melhor desempenho desse eletrodo pode ser atribuido a maior quantidade
de azul da Prussia adsorvido sobre o p6 de carbono, devido a temperatura de 4 °C, o que
resultou, portanto, o aumento de sensibilidade. Com base neste resultado, 4 °C foi escolhida
como a melhor temperatura para o preparo do material eletrodico.

Posteriormente, foi realizado o tratamento acido e térmico do p6 de carbono, sendo o
po resultante utilizado para desenvolver um novo material eletrédico, no qual as condi¢des de
preparo pré-definidas foram mantidas. Este material foi usado para construir o eletrodo
EPC/Fe(lII)HCF/po-tratado. A Figura 35 mostra o comportamento voltamétrico obtido com

este eletrodo.
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Figura 35 - Voltamogramas ciclicos de diferentes eletrodos registrados em Tampdo B.R. pH =1 a
100 mV s™. (=) EPC/Fe(III)HCF/4°C; (-) EPC/Fe(I11)HCF/p6-tratado.
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A partir da Figura 35, observa-se que o EPC/Fe(I11)HCF/po6-tratado apresentou picos
voltamétricos de maior intensidade de corrente, este comportamento pode ser explicado pela
maior rugosidade do material de carbono, ocasionado pelo tratamento &cido e térmico, o que
permitiu que uma maior quantidade do hexacianoferrato permanecesse adsorvido, resultando
assim 0 aumento na intensidade de corrente.

Visando avaliar a estabilidade do EPC/Fe(Il)HCF/p6-tratado, este eletrodo foi
submetido a 100 ciclos de potencial no intervalo de 0,7 a -0,2 VV a 100 mV s, sendo os

resultados obtidos neste estudo apresentados na Figura 36.

Figura 36 - Gréfico da porcentagem de carga em funcdo do numero de ciclos.
(m)EPC/Fe(lI1)HCF/4°C; (m)EPC/Fe(lI1)HCF/pd-tratado.
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Conforme é apresentado na Figura 36, a estabilidade de ambos os eletrodos é
praticamente a mesma. Este comportamento mostra que a maior rugosidade do material de
carbono, nédo alterou o comportamento das particulas adsorvidas, obtendo assim uma queda
do sinal em porcentagem muito semelhante com os dois eletrodos.

O comportamento amperometrico deste eletrodo foi avaliado na presenca de nitrito,
sendo 0s amperogramas obtidos neste estudo apresentados na Figura 37.

Figura 37 - Amperogramas de diferentes eletrodos registrados em Tampdo B.R. pH = 1 a
100 mV s com sucessivas adices de nitrito. Egeteccto = + 0,2 V. (=) EPC/Fe(ll)HCF/4°C;
(-) EPC/Fe(I11)HCF/po6-tratado.
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A equacdo obtida com o EPC/Fe(III)HCF/po-tratado foi: -1(WA) = -0,0757 + 0,1829
Crnoz, I? = 0,992. Assim, observa-se um aumento de sensibilidade ao utilizar esse eletrodo
para a reducdo de nitrito, o que pode ser evidenciado pelo aumento de aproximadamente 16 %
do valor do coeficiente angular. Este comportamento pode ser explicado pela maior
rugosidade do material de carbono, o qual permitiu que um maior nimero de particulas de
hexacianoferrato permanecesse adsorvido sobre esse material, sendo essas, portanto, capaz de
reduzir uma maior quantidade de nitrito presente em solugdo. Com base em todos 0s
resultados obtidos no estudo de otimizacdo do material eletrodico, este foi o eletrodo de
melhor desempenho para redugéo de nitrito.

Para efeito de comparacao foi preparado um eletrodo com parafina solida utilizando o
material eletrédico descrito na sessdo 3.2, o qual foi sintetizado pela mistura de Fe®* e
[Fe(CN)s]* (ambos na concentracdo 0,016 mol L™). Este eletrodo foi submetido a estudos

voltamétricos, sendo eles mostrados na Figura 38.
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Figura 38 - Voltamogramas ciclicos de diferentes eletrodos registrados em Tampdo B.R. pH =1 a
100 mV s™. (=) EPC/Fe(I11)HCF/pé-tratado; (—) EPC/3.2/parafina.
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A Figura 38 mostra que o EPC/Fe(I11)HCF/pd-tratado apresentou maior intensidade de
corrente comparado ao EPC/3.2/parafina, o que pode ser explicado pela maior quantidade e
dispersdo das particulas sobre o carbono ao otimizar os parametros de preparo do material
eletrodico, mostrando assim que mesmo utilizando uma menor concentracao de reagentes no
preparo desse material € possivel obter um eletrodo com um melhor perfil voltamétrico
[90,101].

A estabilidade do EPC/3.2/parafina também foi avaliada, sendo os resultados obtidos

neste estudo apresentados na Figura 39.

Figura 39 - Grafico da porcentagem de carga em funcdo do numero de ciclos.
(m)EPC/po6-tratado; (m)EPC/3.2/parafina.
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A Figura 39 mostra que a estabilidade do EPC/Fe(lII)HCF/p6-tratado € menor
comparada ao EPC/3.2/parafina. Este comportamento pode ser explicado pelo aumento no
tamanho das particulas de hexacianoferrato sobre o p6 de carbono ao otimizar as condicdes de
preparo do material eletrédico, o que faz com que essas particulas estejam mais fracamente
aderidas ao carbono, resultando a menor estabilidade do eletrodo.

O comportamento amperométrico de cada eletrodo foi ainda avaliado na presenca de

nitrito, sendo os amperogramas obtidos neste estudo apresentados na Figura 40.

Figura 40 - Amperogramas de diferentes eletrodos registrados em Tampdo B.R. pH = 1 a
100 mV s com sucessivas adicdes de nitrito. Egeteccio = + 0,2 V. (=) EPC/po-tratado;
() EPC/3.2/parafina.

0,0k
1,2+
04}
< o8,
—-0,8+t T
0,4+
-1,2+ y
L 1 1 0,0 1 1 1 1
0 150 300 0O 2 4 6 8_1
t/s C / mmol L

nitrito

A curva obtida com o EPC/3.2/parafina apresentou a seguinte equacdo de reta:
-1(MA) = 0,0403 + 0,1248 Cnop- (mmol L™, r? = 0,993. Assim, é observado na Figura 40, que
0 EPC/Fe(I1I)HCF/po-tratado apresentou ainda melhor desempenho analitico com um valor
de 32 % maior de coeficiente angular comparado ao valor obtido com o EPC/3.2/parafina.
Esse melhor desempenho do EPC/Fe(lII)HCF/p6-tratado pode ser explicado pela maior
dispersdo ou quantidade das particulas de HCF sobre o carbono por meio dos parametros
otimizados, demonstrando assim que mesmo utilizando menores concentragdes dos reagentes
no preparo do material eletrédico pode ser obtido um eletrodo capaz de reduzir eficientemente
0 nitrito.

Posteriormente, foi construido um novo eletrodo utilizando o procedimento cléssico de

eletrodeposi¢cdo do filme de HCF [80], o qual é descrito na sessdo 3.8. Este estudo foi
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realizado para avaliar se 0 método utilizado no preparo do material eletrédico é satisfatorio
para a construcdo de um eletrodo modificado com excelente capacidade para a reducdo de
nitrito. Os voltamogramas obtidos no procedimento de eletrodeposicdo s@o mostrados na

Figura 41.

Figura 41 - Voltamogramas ciclicos do processo de eletrodeposicao do filme de HCF sobre um EPC
registrados em Tampé&o B.R. pH =1a50 mV s™.
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Conforme é mostrado na Figura 41, observa-se um aumento proporcional das
correntes de pico com o nimero de ciclo, mostrando que o filme de HCF é eletrodepositado
sobre a superficie do eletrodo de pasta de carbono. O eletrodo obtido foi denominado como
EPC/filme/HCF, sendo o comportamento voltamétrico desse eletrodo comparado com o

EPC/Fe(I1I)HCF/po-tratado. O resultado obtido nesse estudo é mostrado na Figura 42.
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Figura 42 - Voltamogramas ciclicos de diferentes eletrodos registrados em Tampdo B.R. pH =1 a
100 mV s™. (=) EPC/Fe(I11)HCF/p6-tratado; () EPC/filme/HCF.
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Conforme é mostrado na Figura 42, o EPC/filme/HCF apresentou valores de correntes
aproximadamente 12 vezes maior comparado ao EPC/Fe(111)HCF/p6-tratado. Esse resultado é
atribuido a maior quantidade de azul da Pruassia sobre a superficie do eletrodo ao realizar o
procedimento de eletrodeposicdo, sugerindo que provavelmente essa possa ser a melhor
abordagem para a construgdo do eletrodo modificado. Para verificar a validade dessa hipétese,
foi avaliada a estabilidade e a capacidade desse eletrodo para a reducao de nitrito. Assim, o
EPC/filme/HCF foi submetido a 100 ciclos de potencial no intervalo de + 0,7 a - 0,2 V a

100 mV s, sendo os resultados obtidos neste estudo apresentados na Figura 43.

Figura 43 - A) Voltamogramas ciclicos do EPC/filme/HCF submetido a 100 ciclos continuos de
potencial registrados em tampdo B.R. 0,04 mol L™, pH = 1,0 a 100 mV s™. B) Porcentagem de carga
em funcdo do nimero de ciclos.
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A Figura 43B mostra uma queda acentuada da carga em funcdo do numero de ciclos,
resultando uma queda de 41 % da carga inicial, o que ndo é satisfatorio, mostrando, portanto,
que a partir do procedimento de eletrodeposicdo é obtido um eletrodo modificado de baixa
estabilidade. Apesar da baixa estabilidade, foi ainda avaliado o comportamento
amperomeétrico desse eletrodo na presenca de nitrito, sendo os amperogramas obtidos neste

estudo apresentados na Figura 44.

Figura 44 - Amperograma do EPC/filme/HCF registrado em Tampdo B.R. pH = 1 a
100 mV s com sucessivas adicdes de nitrito. Edeteccio = + 0,2 V.
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A Figura 44 mostra que os valores de corrente obtidos com o eletrodo modificado néo
aumentaram linearmente com o aumento da concentracdo de nitrito. Esse comportamento
pode ser explicado pela baixa estabilidade do filme sobre o eletrodo, uma vez que uma grande
guantidade de hexacianoferrato esta sendo perdida para a solucéo a cada ciclo de potencial, o
que faz com que o aumento de corrente ndo seja proporcional com a concentracao de nitrito.
Assim, com base nos resultados obtidos, foi determinado que o EPC/Fe(111)HCF/pd4-tratado é
o melhor eletrodo, o qual apresentou ser mais estavel que ao EPC/filme/HCF. Além disso,
apresentou também melhor desempenho analitico para a reducdo de nitrito comparado ao
EPC/filme/HCF e aos demais eletrodos construidos a partir dos materiais eletrodicos
preparados, mostrando assim que o procedimento de preparo desse eletrodo € mais satisfatorio

que o procedimento de eletrodeposicdo do filme de HCF e que a partir da otimizacdo do
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preparo do material eletrodico foi obtido um eletrodo com maior potencialidade analitica para
a reducdo de nitrito.

Visando avaliar ainda o desempenho do EPC/Fe(II1)HCF/po-tratado no sistema FIA,
foi entdo construida uma curva analitica. As injecbes com diferentes concentragdes de NO;’
foram efetuadas na ordem crescente e decrescente de concentragdes, conforme é apresentado
na Figura 45.

Figura 45 - Sinais transientes obtidos para sucessivas injecdes (N = 4) de soluc¢des contendo diferentes
concentrages de nitrito. Eg = + 0,2 V vs. Ag/AQClsy, vazdo = 6 mL min™ e volume de amostra
injetado de 150 pL: (A) 10, (B) 25, (C) 50 (D) 75, (E) 100, (F) 250 (G) 500, (H) 750 e (I) 1000 pumol
L™ de NO,". Solucéo carregadora: tampéo B.R. 0,04 mol L™, pH = 1,0.
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A curva analitica obtida com injecGes na ordem crescente de concentracdo foi linear
no intervalo de 10 a 1000 pmol L%, ~de acordoc com a equacéo:
-I(MA) = -0,0007 + 0,2285 Cnoz. (mmol L), r* = 0,999. Os valores de LD e LQ
foram 6,7 e 21,8 pmol L, respectivamente. O LQ calculado foi maior do que o primeiro
ponto da curva analitica, podendo ser usado esse ponto como um valor de LQ experimental. A
equacdo da reta da curva analitica obtida para injecdes de nitrito no sentido decrescente de
concentracdes foi: -I(HA) = -0,0002 + 0,2232 Cnoa- (mmol L), r? = 0,992. Estes resultados
mostram que existe uma concordancia satisfatéria entre os coeficientes angulares das curvas
analiticas, indicando que o método ndo apresenta efeitos de memdria e que o eletrodo ndo se
desativa na escala de tempo de realizacdo deste experimento. Alem disso, verifica-se que a
curva construida empregando o sistema FIA resultou em um maior valor de coeficiente
angular comparado a curva mostrada na Figura 37, expressa pela equacdo:

-I(MA) = -0,0757 + 0,1829 Cno2-, a qual foi construida com a amperometria em condicbes
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hidrodindmicas. Esse aumento de sensibilidade obtido ao utilizar o sistema FIA é atribuido a
menor dispersdo que amostra sofre na tubulacdo do sistema FIA comparada com a disperséo
sofrida pela amostra na celula eletroguimica convencional, na qual foi realizada a
amperometria.

O EPC/Fe(I1)HCF/p6-tratado apresentou também maior detectabilidade para
determinacdo de nitrito no sistema FIA comparado ao EPC/HCF, o que pode ser explicado
pelo aglutinante utilizado no preparo do eletrodo, pois conforme foi mostrado na Figura 19,
eletrodo preparado com parafina apresenta menor valor de corrente de fundo, o que
provavelmente resulta em um menor valor de LQ. Apesar de melhorar a detectabilidade, a
sensibilidade obtida com esse eletrodo foi menor, provavelmente, devido a maior
hidrofobicidade da pasta de carbono preparada com parafina solida, fazendo com que
hidratacdo da superficie eletrodica pelo contato com o eletrolito de suporte seja menor, 0 que
resultou, portanto, em menores valores de corrente. No entanto, o material eletrddico de cada
um desses eletrodos também foi comparado, para isso 0 material descrito na secdo 3.2 foi
utilizado para construir o EPC/3.2/parafina. Os resultados demonstraram que o0
EPC/Fe(I1I)HCF/po-tratado é o melhor eletrodo, mostrando assim que mesmo utilizando uma
menor concentracdo dos reagentes na sintese das particulas do azul da Prdssia sobre o p6 de
carbono, ainda é possivel obter um eletrodo modificado com melhor potencialidade analitica
para a reducdo de nitrito.

4.6 Avaliacdo da morfologia dos diferentes materiais eletrédicos preparados

A morfologia dos diferentes materiais eletrodicos preparados foi avaliada por
microscopia eletrénica de varredura. O primeiro estudo envolveu a comparacdo entre as
morfologias do p6 de carbono sem tratamento e do pd de carbono submetido ao tratamento
acido e térmico, sendo as imagens em diferentes ampliacGes obtidas para estes materiais
apresentadas na Figura 46.
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Figura 46 — Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) em diferentes ampliages
para o po de carbono ndo tratado (A;, A, e Az) e para o p6 de carbono submetido ao tratamento acido e
térmico (B4, B, e B3). Ampliagdes: A;= B;=3.000 x; A,= B,=25.000 x e As= B3=50.000 x.

As imagens apresentadas na Figura 46 mostram que o pé de carbono ndo tratado
apresenta-se como um aglomerado de “placas” de aspecto liso e ndo acidentado, o que ¢ mais
visivel nas amplia¢Bes de 25.000 e 50.000 vezes. Por outro lado, o0 pé de carbono submetido
ao tratamento acido e térmico apresenta uma morfologia muito mais acidentada e com
“fraturas” ao longo do material, mostrando aparentemente que esse material possui maior area
superficial e, portanto, maior nimero de pontos para a fixagdo de particulas de azul da Prussia

por adsorcdo. Este comportamento é coerente com o fato de o EPC preparado com o po de
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carbono submetido ao tratamento acido e térmico ter fornecido maior carga voltamétrica para
0s processos relativos ao azul da Prussia (Figura 35).
As imagens com ampliacdo de 25.000 vezes obtidas para os diferentes materiais

eletrodicos preparados séo apresentados na Figura 47.

Figura 47 - Imagens de MEV para os diferentes materiais eletrodicos preparados com ampliacdo de
25.000 vezes.
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Conforme pode ser visualizado na Figura 47, as particulas de azul da Prussia ndo
podem ser visualizadas para os trés primeiros materiais eletrodicos, mesmo ampliacGes de
100.000 vezes ndo permitiram identificar e diferenciar particulas de azul da Prussia do po de
carbono. Este resultado sugere que a quantidade de azul da Prussia imobilizada nestes
materiais € muito pequena, ndo sendo suficiente para formar aglomerados distinguiveis do p6
de carbono. Esse resultado é concordante com a baixa carga voltamétrica fornecida por estes
materiais em relacdo a carga voltamétrica fornecida pelo material preparado com agitacéo
ultrassénica (Figura 26 e 29). A utilizacdo de agitacdo ultrassénica favoreceu a formacao de
aglomerados de azul da Prussia (regido destacada por um quadrado vermelho). A quantidade
destes aglomerados aumenta quando a temperatura de preparo do material € diminuida para
4 °C e aumenta novamente quando o p6 de carbono tratado € utilizado, sendo este resultado
concordante com o aumento da carga voltamétrica observado para estes materiais (Figura 29,
32 e 35). Uma andlise destes aglomerados mostrou que o tamanho dessas particulas varia de
49 a 72 nm e que as mesmas possuem elevado teor de ferro, sugerindo que sejam, de fato,
constituidas por azul da Prassia. A imagem e o respectivo espectro de EDX referentes ao

material eletrodico preparado com pé de carbono tratado sdo apresentados na Figura 48.

Figura 48 - A) Imagem de MEV do EPC/po6-tratado com ampliagdo de 50.000 vezes. B) Respectivo
espectro de EDX.
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Os resultados obtidos por microscopia eletronica de varredura sugerem que a
utilizacdo da agitacédo ultrassonica favorece a formacao e segregacgéo das particulas de azul da
Prussia, tornando-as distinguiveis do pé de carbono. Aparentemente, este efeito deixa uma
maior quantidade de particulas de azul da Prassia acessivel ao eletrdlito de suporte e ao
nitrito, conduzindo a elevadas cargas voltamétricas e a maiores sensibilidades para este ion.
Entretanto, estes aglomerados de azul da Prussia parecem estar aderidos mais fracamente ao
po de carbono, sendo perdido para a solucdo ao longo das medidas voltamétricas, o0 que
poderia justificar a menor estabilidade dos materiais eletrodicos preparados com a agitacdo
ultrassénica em relacdo aos preparados com agitacdo magnética, o que pode ser visualizado
por uma comparacdo entre as Figura 30, 33, 36 e 39. Desta forma, o desempenho final do
eletrodo dependera do compromisso entre a quantidade de particulas de azul da Prussia no
material e da forca com a qual estas permanecem aderidas ao pé de carbono. Os
procedimentos desenvolvidos neste trabalho demonstraram existir uma relagéo antagonica na
estabilidade, uma vez que o aumento da quantidade de particulas de azul da Prassia, com o
consequente aumento da sensibilidade para o nitrito, foi sempre acompanhado por diminuicéo
da estabilidade do eletrodo. Assim, sdo necessarios estudos de novas condigdes experimentais
visando a obtencdo de eletrodos com elevada quantidade de particulas de azul da Prdssia

firmemente aderidas ao pé de carbono.
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5 CONCLUSOES

Este trabalho demonstrou que os EPC modificados com azul da Prussia, sdo capazes
de mediar a reducéo eletroquimica do nitrito, fazendo com que este anion seja detectado em
potenciais bem menos negativos do que os utilizados em outros trabalhos descritos na
literatura, conduzindo a elevada seletividade para este anion. Os procedimentos de preparo
dos eletrodos sdo simples e de custo relativamente baixo, sem a necessidade de processos
sintéticos complexos ou 0 uso de reagentes bioldgicos e/ou de custo elevado. O uso de uma
célula eletroquimica similar a uma célula BIA permitiu a recirculagdo da solucao carregadora,
0 que gerou uma drastica diminuicdo no consumo de reagentes, mesmo empregando-se
elevadas vazBes. O valor de Eqe de + 0,2 V vs. Ag/AgCls, foi extremamente atrativo, pois
diversos potenciais interferentes ndo sdo eletroativos neste potencial. Assim, o método
proposto € livre de interferéncias do oxigénio dissolvido, nitrato, &cido ascérbico, sacarose e
sulfito, os quais sdo espécies eletroativas normalmente presentes em amostras de agua e de
alimentos. O método FIA foi aplicado com sucesso para a quantificacdo de nitrito em
amostras de dgua e embutidos, sendo os resultados concordantes com os resultados obtidos
pelo método padréo de Griess. Além disso, 0 método proposto combina simplicidade, baixo
custo, baixo consumo de reagentes, elevada velocidade de andlise, precisdo e exatidao
satisfatorias, sendo, portanto, atrativo para a determinacéo de nitrito em amostras de alimentos
e ambientais contaminadas com nitrito.

As condicdes experimentais no preparo do material eletrodico foram otimizadas de
forma satisfatoria, sendo desenvolvido um eletrodo de melhor desempenho analitico para a
reducdo de nitrito, representado um uma melhora de aproximadamente 350 % de sensibilidade
em relacdo ao eletrodo construido com o material ndo otimizado. Os resultados mostraram
que a parafina sélida € o melhor aglutinante, uma vez que, o eletrodo preparado com este
material foi submetido a diferentes polimentos, apresentando um valor RSD de apenas 2,5 %
para os valores de corrente de pico. Através das imagens obtidas por MEV dos materiais
eletrodicos, verificou-se que a utilizacdo de agitacdo ultrassénica favoreceu a formacédo de
aglomerados de azul da Prussia, sendo a quantidade desses aglomerados aumentada quando a
temperatura de preparo do material foi diminuida para 4 °C. Além disso, um aumento ainda
maior da quantidade dessas particulas foi verificado ao utilizar o p6 de carbono tratado para o
preparo do material eletrddico, uma vez que o tratamento &cido e térmico desse po gerou

maior area superficial e nimero de pontos para a fixacdo de azul da Pruassia por adsorcéo,
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sendo, portanto, esse resultado concordante com o aumento da carga voltamétrica dos
eletrodos construidos com esses materiais.

De maneira geral, a utilizacdo do material eletrédico contendo particulas do mediador
eletroquimico mostrou ser uma estratégia mais eficiente para o desenvolvimento de eletrodos
modificados, uma vez que o eletrodo desenvolvido com este material apresentou uma maior
estabilidade comparada ao eletrodo modificado com um filme de HCF, mostrando assim a
aplicabilidade desses eletrodos para a determinacdo de nitrito. Além disso, esses eletrodos
apresentaram uma vantagem adicional em relacdo ao eletrodo modificado com o filme de
HCF, que é possibilidade de obter uma nova superficie modificada pelo simples polimento do
eletrodo.
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