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RESUMO

A utilizagdo de sistemas miniaturizados tem ganhado destaque em analises eletroquimicas, pois
respondem adequadamente as exigéncias de alta sensibilidade, baixo custo € menor consumo
de amostras, minimizando a quantidade de residuos quimicos gerados, sendo, desta forma,
altamente desejaveis no contexto da chamada Quimica Verde. Assim, neste trabalho, um
sistema miniaturizado para detecgao eletroquimica foi confeccionado. Este dispositivo consiste
em uma célula eletroquimica de trés eletrodos, fixados em uma ponteira convencional de
micropipeta, a qual atua como suporte. Na primeira etapa deste trabalho, visando uma maior
aplicabilidade, o dispositivo foi estudado como um detector amperométrico em um sistema de
analises por injecdo em fluxo (FIA) em linha tnica. A principio, os principais parametros
operacionais do sistema FIA, como potencial de detec¢do, vazao e alca de amostragem foram
variados, possibilitando visualizar o efeito que a variagdo destes parametros causaria nos sinais
gerados no detector. Uma solucdo de ferrocianeto de potassio foi empregada como sonda
eletroquimica para estas andlises, e uma solugdo de KC1 0,1 mol L™! foi utilizada como solugio
transportadora e eletrolito suporte. Subsequentemente, na segunda etapa, foram realizados
estudos voltamétricos, utilizando-se de uma célula eletroquimica convencional, o que permitiu
analisar o funcionamento do dispositivo também em modo estatico, a partir da verificagao dos
picos obtidos para o par redox [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]>. Para este estudo, a técnica de
voltametria ciclica foi empregada. Na terceira e tltima etapa, visando avaliar a versatilidade do
dispositivo proposto, analises eletroquimicas para a determinacdo do fungicida carbendazim
foram realizadas. Para estes estudos, utilizou-se de uma célula eletroquimica miniaturizada com
capacidade de 500 pL de solucao, obtida a partir de um microtubo do tipo eppendorff. Para isto,
como técnica de detecgdo, foi empregada a voltametria de pulso diferencial, obtendo respostas
analiticas referentes a determinacao do carbendazim. Desta forma, o sistema descrito neste
trabalho respondeu as varia¢des dos diversos estudos propostos, tanto para analises em fluxo,
quanto para os estudos voltamétricos. Com estes resultados, pode-se afirmar que o dispositivo
miniaturizado desenvolvido se mostrou eficiente para ser empregado como detector
amperométrico e voltamétrico, apresentando, assim, potencialidade para aplicacdes em

eletroanalitica.

Palavras-chave: Miniaturizagdo, eletroquimica, FIA, quimica verde, carbendazim.



ABSTRACT

The use of miniaturized systems has gained attention in electrochemical analysis, as they
adequately respond to the requirements of high sensitivity, low-cost and sample consumption,
minimizing the waste generation, which is highly desirable in the context involving Green
Chemistry. Thus, a miniaturized system was made for electrochemical detection. This device
consists of an electrochemical cell with three electrodes fixed in a conventional micropipette
tip, which acts as a support. In the first step, aiming greater applicability, the device was tested
as an amperometric detector for a single-line flow injection analysis (FIA) system. Initially, it
was evaluated the main parameters of the FIA system, such as detection potential, flow rate and
sampling loop. These studies allowed to visualize the effect of these parameters on the
electrochemical signals. A potassium ferrocyanide solution was used as electrochemical probe
for all analyzes and a 0.1 mol L' KCI solution was used as a carrier solution and supporting
electrolyte. Subsequently, voltammetric studies were performed using a conventional
electrochemical cell, which allowed to evaluate the use of the device in static mode by
observing the voltammetric peaks corresponding to the [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* redox couple.
For this study, cyclic voltammetry was used as characterization technique. After that, aiming to
evaluate the versatility of the proposed device, electrochemical measurements were performed
to detect carbendazim fungicide. For these studies, it was used a miniaturized electrochemical
cell with a capacity of 500 puL of solution obtained from an eppendorff-like microtube.
Differential pulse voltammetry was used as detection technique and the device produced great
analytical signal for carbendazim. Based on these results, the proposed miniaturized device was
efficient to be used as detector for static mode as well as flow analyses. Also, the device showed

potentiality to be used in electroanalysis.

Keywods: Miniaturization, electrochemistry, FIA, green chemistry, carbendazim.
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1. INTRODUCAO

1.1. Técnicas Eletroanaliticas

A quimica eletroanalitica compreende um conjunto de métodos analiticos quantitativos
embasados em propriedades elétricas especificas de um analito quando em solugdo (SKOOG,
et al., 2002). Este grupo de técnicas eletroanaliticas utiliza-se de alguns pardmetros para a
realizagdo de medidas, tais como: corrente, potencial e carga os quais podem ser relacionados
com a quantidade de analito em solugao.

As técnicas eletroanaliticas permitem a obtencdo de uma quantidade relevante de
informagdes que exprimem e descrevem eletroquimicamente sistemas especificos, além de
fornecerem limites de detec¢do consideravelmente baixos (SKOOG, et al., 2002). Dentre as
informacdes fornecidas por meio de analises envolvendo estas técnicas, pode-se obter a
velocidade de transferéncia de massa (BARROSO & BENEDETTI, 2016), estequiometria de
reacdes (MOREIRA, et al., 2014), constantes de equilibrio, entre outros. Além das informagdes
fornecidas, os métodos eletroanaliticos apresentam algumas vantagens quando comparadas as
outras técnicas analiticas convencionalmente empregadas. Estas técnicas sdo exemplos de
praticas “verdes” de andlise, pois normalmente utilizam pequenos volumes de solucido. Além
disso, o custo da instrumentacao necessaria para realizar os experimentos € relativamente baixo,
quando comparado a outras técnicas. (SKOOG, et al., 2002).

Os métodos eletroanaliticos sdo baseados em fendmenos que ocorrem na interface entre
as superficies dos eletrodos e a fina camada de solug@o proxima a essas superficies (SKOOG,
et al., 2002). Dentre estes métodos interfaciais, as técnicas voltamétricas e amperomeétricas sao
amplamente empregadas. As técnicas voltamétricas se subdividem em uma variedade de
técnicas, as quais se diferenciam entre si pela forma em que o potencial ¢ aplicado na interface
eletrodo/solugdo. O potencial elétrico aplicado varia continuamente, resultando, assim, em
corrente elétrica a qual ¢ proporcional a concentragao do analito (SKOOG, et al., 2002). A
amperometria baseia-se também na aplicagao de potencial (HAGE & CARR, 2012), porém, ao
contréario das técnicas voltamétricas, este potencial ¢ constante (amperometria convencional),
ou de pulsos de potencial ao eletrodo de trabalho em fun¢ao do tempo (amperometria no modo
pulsado), ocorrendo, assim, reacdes de oxidacdo ou reducao da espécie quimica de interesse.
Semelhantemente as técnicas voltamétricas, os valores de correntes obtidos podem ser

diretamente relacionados com as concentracdes do analito.



15

1.1.1 Técnicas Voltamétricas

As técnicas voltamétricas oferecem informacdes sobre o analito medindo uma corrente
em funcdo do potencial aplicado sob condi¢des que possibilitam a polarizacao de um eletrodo
de trabalho (SKOOG, et al., 2015). Desta forma, a voltametria ¢ amplamente utilizada em
estudos fundamentais envolvendo a oxidagdo e redugdo de espécies em varios meios, além de
processos de adsor¢do em variadas superficies, mecanismos de transferéncias de elétrons, entre
outros.

Os primeiros estudos voltamétricos iniciaram-se a partir da implementagdo da
polarografia. Estes estudos foram realizados por Jaroslav Heyrovsky, no inicio dos anos de
1920 (KORYTA, 1990), utilizando-se, para isso, de um eletrodo gotejante de mercirio como
eletrodo de trabalho e, como eletrodo de referéncia, um eletrodo de calomelano saturado.

O eletrodo de mercurio apresenta uma série de caracteristicas atrativas, tais como:
renovagdo continua da superficie, amplo intervalo 1util de potencial na regido negativa e
geometria altamente reprodutivel. Apesar destas vantagens, o mercurio ¢ um metal
extremamente toxico, cuja utilizacdo frequente pode causar a contaminacao de solos, animais e
da 4gua, através de seus residuos. Assim, a substituicdo do eletrodo gotejante de mercurio por
eletrodos s6lidos com menor toxicidade vem ganhando destaque no ramo analitico.

A voltametria se subdivide em uma variedade de técnicas, sendo as principais delas a
voltametria ciclica, voltametria de pulso diferencial e voltametria de onda quadrada,
diferenciando entre si nas formas com que o potencial ¢ aplicado na interface eletrodo/solugao.

A voltametria ciclica tem sido amplamente empregada na caracterizagdo de materiais,
fornecendo algumas informacdes qualitativas importantes, tais como: detec¢ao intermediarios
de reagdes, verificagdo de possiveis influéncias do eletrolito suporte, pH, solventes, entre
outros. Nesta técnica, o potencial ¢ aplicado na forma de uma onda de voltagem triangular,

conforme apresentado na Figura 1.
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Figura 1. A) Representacdo esquematica do sinal de excitagdo. B) Resposta obtida para a técnica de
voltametria ciclica para um processo reversivel.

Perturbacao Resposta

ElA B

E

inversio

Corrente/ A

E

inicial |~

tempo Potencial/V

Fonte: Adaptado de SILVA, 2011.

Desta forma, um potencial inicial € aplicado variando linearmente até outro potencial
maximo, denominado potencial de inversdo. Quando este extremo ¢ atingido, o sentido da
varredura ¢ invertido, ¢ o potencial retorna ao seu valor inicial. Em ambas as dire¢des, a
velocidade de varredura permanece constante. A Figura 1B esquematiza a resposta esperada
para um processo redox reversivel, caracterizado através de um pico de oxidacdo e outro de
reducdo, obtidos nas varreduras direta e reversa, respectivamente. Um processo redox
reversivel € aquele que apresenta rapida cinética de transferéncia eletronica. Esta se manifesta
no voltamograma ciclico por uma separacao entre os picos catddico e anodico (AE;) igual a 60
mV e uma razdo entre as correntes de pico catodico e anddico igual a 1 (PAIOLA, et al, 2017).
Por outro lado, um processo redox com baixa cinética de transferéncia eletronica ¢ chamado de
processo irreversivel e, neste caso, o voltamograma ciclico apresenta apenas um pico de
oxidagdo ou de redugao (ALEIXO, 2003).

Do ponto de vista analitico, uma das desvantagens da voltametria ciclica € em relagdo a
sensibilidade, visto que, esta técnica ndo diferencia de forma efetiva a corrente de fundo,
oriunda de cargas e descargas origindrias da dupla de camada elétrica, da corrente faradaica,
tendo origem através do processo redox do analito, sendo esta governada pela Lei de Faraday
(SKOOG, et al., 2002; HARRIS, 2003). Visando contornar esta limitagcao, métodos de pulso
foram desenvolvidos. Estes métodos voltamétricos t€ém como ideia medir a corrente faradaica
e de fundo, fazendo, posteriormente, uma subtracdo entre elas. Desta forma, parte significativa
de valores da corrente de fundo ¢ eliminada, assegurando que a corrente faradaica tenha maior
contribuicao nas medidas.

As duas principais técnicas de pulso sdo a voltametria de pulso diferencial e a

voltametria de onda quadrada. A técnica da voltametria de pulso diferencial permite a realizagao
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de medidas de corrente e aplicacdo de potencial na forma de pulsos em pequenos intervalos de
tempo. A Figura 2A ¢ uma representacdo esquematica da perturbacao de potencial aplicada na

técnica de voltametria de pulso diferencial.

Figura 2. A) Representacdo esquematica do sinal de excitacdo. B) Resposta obtida para a técnica de
voltametria de pulso diferencial.

Perturbagcio Resposta

tempo E
Fonte: Adaptado de SILVA, 2011.

Como apresentado na Figura 2A, pulsos de potencial de amplitude AE e com duragdo
fixa (tp) sdo aplicados sobrepostos a uma perturbacdao de potencial na forma de escada, com
cada degrau tendo amplitude AEs. A corrente ¢ medida em dois pontos: imediatamente antes da
aplicagcdo do pulso de potencial (I1) e ao final do pulso de potencial (I2). O voltamograma
resultante, ¢ um grafico da diferenga I> — I} em funcdo do potencial aplicado (Figura 2B). Assim
sendo, a maior sensibilidade atribuida a esta técnica deriva do aumento da razao sinal/ruido,
devido a minimizagao da corrente ndo-faradaica (SKOOG, et al., 2015).

J4 a voltametria de onda quadrada, semelhantemente a técnica voltamétrica de pulso
diferencial, apresenta elevada sensibilidade, por subtrair a corrente ndo-faradaica da faradaica,
além de oferecer vantagens pela possibilidade de ser realizada em elevadas velocidades de
varredura (SOUZA, et al., 2003). Em uma varredura em dire¢@o a potenciais mais negativos, o
pulso no sentido direto produz uma corrente catddica, e o pulso no sentido inverso, uma corrente
anddica. Desta forma, mede-se a corrente tanto no fim do pulso direto, quanto no fim do pulso
no sentido inverso. Os limites de deteccdo obtidos utilizando-se da voltametria de onda
quadrada sdo relatados entre 107 e 10® mol L' (SKOOG, et al., 2015). A Figura 3A ¢ uma
representacdo esquematica da forma como o potencial € aplicado nesta técnica e o

voltamograma obtido ¢ representado pela Figura 3B.
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Figura 3. A) Representacdo esquematica do sinal de excitagdo. B) Resposta obtida para a técnica de
voltametria de onda quadrada.
Perturbacio Resposta
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AT =Idil'eta -1,
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Fonte: Adaptado de SILVA, 2011.

Como apresentado na Figura 3A, a diferenca entre as correntes direta e inversa ¢

registrada para a formacao da resposta voltamétrica (3B).

1.1.2 Amperometria: possibilidades de aplicacao

Ao contrario das técnicas voltamétricas, nas quais o potencial ¢ continuamente variado
com o tempo, a amperometria € caracterizada pela aplicagdo de um potencial constante ou de
pulsos de potencial. A primeira ¢ denominada amperometria convencional e a segunda
amperometria pulsada. Na amperometria, mede-se a corrente elétrica, a qual é proporcional a
concentragdo do analito, entre os eletrodos que participam da eletrolise (HARRIS, 2003). Desta
forma, a técnica ¢ baseada nas reacdes de oxidagdo e reducdo que ocorrem na superficie do
eletrodo.

Trabalhos envolvendo diversos tipos de andlises utilizando-se da técnica de
amperometria sdo encontrados na literatura (dos SANTOS, et al., 2011). Andrade et al. (2009),
por exemplo, apresentam resultados obtidos a partir do desenvolvimento e validagdao de um
método que envolve a determinacdo de sulfametoxazol e trimetoprima em leites bovinos,
utilizando-se de eletrodo de diamante dopado com boro como eletrodo de trabalho, e aplicando
a técnica amperométrica acoplada a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Dentre os trabalhos disponiveis na literatura, uma das principais aplicagdes da técnica
como forma de detecgdo ¢ o estudo de analises por injecdo em fluxo, procedimento que vem
sendo explorado para a determina¢ao de compostos. Uma das vantagens relacionada a este tipo
de andlise ¢ a possibilidade de determinagdes simultaneas. Em virtude a esta vantagem, Miranda
et al. (2012), apresentam um procedimento utilizando-se do FIA com detec¢ao amperométrica

de multiplos pulsos para a determinag¢do simultanea de acido ascorbico e acido acetilsalicilico
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em formulagdes farmacéuticas, nas quais estes adcidos sdo encontrados combinados. Neste caso,
a amperometria de multiplos pulsos, também pdde ser aplicada para limpeza eletroquimica da
superficie dos eletrodos, evitando, desta forma, a contaminagao ou desativagao dos mesmos.
Deste modo, além da possibilidade de determinagdao simultanea de analitos, estudos
utilizando-se da técnica amperométrica acoplada ao FIA apresentam caracteristicas vantajosas
como: baixo custo operacional, possibilidade de alta frequéncia analitica, emprego de reagentes

de baixa toxicidade, geragao de pequena quantidade de residuos por analise, entre outros.

1.2. Analises por Injecdo em Fluxo

O sistema de andlise por injecdo em fluxo (FIA, do inglés Flow Injection Analysis),
proposto na década de 1970 por Ruzicka & Hansen (1975), trouxe grandes avancos para a
quimica analitica por apresentar caracteristicas atrativas, como a possibilidade de automagao
de praticamente todo o procedimento analitico, o que torna a analise mais segura € minimiza a
manipula¢do de amostra pelo analista, aumentando, assim, a repetitividade entre as medidas;
elevada frequéncia de amostragem; versatilidade e consumo minimo de reagentes e amostra,
seguindo, desta forma, os principios da quimica verde (GALUSZKA, et al., 2013).

A Andlise por Inje¢do em Fluxo ¢ uma técnica baseada na inje¢do de uma amostra
liquida, através de um sistema injetor, em uma solucgdo transportadora, sendo esta bombeada
constantemente pelo percurso analitico, por meio de um sistema propulsor, a uma vazao
constante. A amostra injetada forma uma zona de amostra, a qual ¢ transportada até o detector
que medira o parametro fisico ou quimico desejado. Durante este transporte, a amostra pode se
dispersar, formando gradientes de concentracao. Este fator pode estar ligado ao volume total de
amostra injetada por meio do comprimento de alga, a qual ¢ preenchida pela amostra, ou pela
vazao total do sistema. Desta forma, a altura dos sinais transientes obtidos esta diretamente
relacionada a concentracdo inicial das espécies de interesse. Por fim, o conjunto
amostra/solucao carregadora, sera conduzido ao descarte (MOREIRA, et al., 2014).

Além das vantagens anteriormente citadas, as quais levam a utilizagdo do FIA para
determina¢do de analitos, andlises por injecdo em fluxo permitem a adaptacdo e acoplamento

de sistemas miniaturizados como detectores eletroquimicos (SANTOS, et al., 2009).

1.3. Sistemas Eletroanaliticos Miniaturizados
Os chamados sensores quimicos sdo dispositivos que permitem a coleta de dados e

obtencdo de informag¢des com manipulagdo minima do sistema estudado (LOWINSONH &
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BERTOTTI, 2006). Estes dispositivos apresentam caracteristicas como portabilidade,
facilidade de automagao e de miniaturizagao.

A utilizagdo de sistemas miniaturizados tem ganhado destaque no campo da
eletroanalise, pois respondem adequadamente as exigéncias de alta sensibilidade, baixo
consumo de amostra e de reagentes, entre outros. Além destes requisitos, ¢ altamente desejavel
que novos métodos analiticos sejam ambientalmente seguros, ou seja, que minimizem a
utilizacdo de reagentes toxicos, assim como a quantidade de residuos quimicos gerados.
Sistemas miniaturizados apresentam, também, a caracteristica de consumir menor quantidade
de amostra (escala de microlitros), uma vez que estes sistemas permitem o acoplamento de
microeletrodos, sendo estes dispositivos altamente desejaveis no contexto da chamada Quimica
Verde (PAIOLA, et al., 2017). Estas abordagens trazem inimeros beneficios ao método
analitico que se torna mais rapido e mais preciso, uma vez que estes sistemas minimizam a
manipulacdo da amostra.

No atual panorama da eletroanalitica, a fabricacdo de sistemas analiticos compactos, os
quais sdo empregados como detectores eletroquimicos, tém crescido significativamente, com
um nimero cada vez maior de trabalhos encontrados na literatura. Uma justificativa para a
utilizagdo destes sistemas, além das vantagens abordadas anteriormente, ¢ a disponibilidade
cada vez maior de tecnologias que viabilizam a fabricacao de eletrodos em escalas da ordem de
micrometros, a baixo custo. Trabalhos que envolvem a aplicacdo de sistemas miniaturizados
apresentam a utilizacdo destes em areas biologicas, de interesses industriais, ambientais, entre
outros. A aplicagdo destes dispositivos em amostras de cariter ambiental demonstra a
importancia desta area de pesquisa.

Dentre as possibilidades de miniaturizagcdo de sensores eletroquimicos, a fabricagdo de
sensores a partir de materiais alternativos e versateis, como os eletrodos a base de papel
(PRADELA, et al., 2017; NURAK, ef al., 2013), vem ganhando destaque nos ultimos anos.
Estes eletrodos apresentam um potencial significativo para aplicacdo em areas relacionadas a
saude, por exemplo, pelo baixo custo de seu material, facilidade em sua utilizagdo e
manipulacdo, portabilidade, e por permitir anélises rapidas. Os eletrodos a base de papel, podem
ser facilmente modificados a partir de materiais condutores de fécil obtencao.

Outra forma de se obter sistemas que integrem sua confec¢do a partir de materiais de
baixo custo com a minimizac¢ao da necessidade de elevados volumes de amostras para andlises,
¢ o desenvolvimento de dispositivos miniaturizados a partir de ponteiras convencionais de
micropipetas (GUO, et al., 2015; ZHANG, et al., 2013). Eletrodos de trabalho, auxiliares e de

referéncia podem ser integrados as ponteiras, para posterior analise de interesse. Ao contrario
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dos dispositivos a base de papel, os sistemas confeccionados a partir da ponteira ndo sdo
descartaveis, podendo ser reutilizados para um maior numero de analises. Estes dispositivos
podem ser aplicados em analises de cunho biolégico, ambiental, entre outros. Desta forma, a
utilizacao de sistemas miniaturizados apresenta grande importancia e significancia em relagao
a questdes econdmicas, simplicidade e facilidade de operagao.

Além do crescente desenvolvimento de sensores eletroquimicos a partir de materiais
alternativos e em tamanhos miniaturizados, estes dispositivos podem ser modificados com
diversos substratos condutores, para que os mesmos se tornem mais seletivos e/ou sensiveis.
Dentre os modificadores utilizados, nanotubos de carbono sdo altamente empregados a fim de
melhorar as respostas obtidas por meio dos eletrodos de trabalho empregados (GOODING,
2005).

1.4. Eletrodos Quimicamente Modificados: nanotubos de carbono

Os eletrodos quimicamente modificados representam eletrodos que sdo desenhados com
o intuito de alterar propriedades eletroquimicas (SILVA, 2006), como melhorar as propriedades
eletroanaliticas, mudar sua seletividade por meio de espécies eletroativas, entre outros. Esta
terminologia foi utilizada pela primeira vez na década de 1970, por Murray (1977). Até entdo,
utilizavam-se eletrodos de materiais ditos “inertes”, tais como carbono, ouro, platina € mercuirio
(SOUZA, 1997). O desenvolvimento destes modificadores a partir de varios substratos
condutores, representa uma area ativa da eletroquimica, a fim de que estes realizem uma larga
faixa de fungdes (SKOOG, et al., 2015). Estes modificadores podem ser aderidos ao eletrodo
de trabalho de diversas formas, entre elas: adsorcao, ligacao covalente ou formagao de um filme
polimérico.

Dentre os substratos utilizados como modificadores eletroquimicos, a implementacao
dos nanotubos de carbono abriu uma nova fronteira na quimica e na fisica do carbono. A sintese
de nanotubos ocorreu pela primeira vez em 1991 por lijima (HERBST, ef al., 2004). A partir
desta descoberta, as diversas aplicagdes reais ou em potenciais dos nanotubos vem abrindo um
leque de pesquisas multidisciplinares, pois envolve estudos como rotas de sintese, controle de
morfologia, purifica¢do, isolamento, etc.

Os nanotubos sao formados pela jungdo de arranjos hexagonais de carbono, formando,
assim, pequenos cilindros. Estruturalmente, existem dois tipos de nanotubos altamente
aplicados: os nanotubos de carbono de parede simples, sendo estes considerados como uma

unica folha de grafite enrolada sobre si mesma, formando um tubo de cilindro. Além destes,
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existem também os nanotubos de carbono de paredes multiplas, os quais compreendem um
conjunto de nanotubos concéntricos (HERBST, et al., 2004).

As propriedades dos nanotubos dependem principalmente de dois parametros, sendo
estes o valor de seus diametros e de seu angulo, denominado angulo de helicidade. A partir
destas propriedades, os nanotubos podem ser aplicados como materiais adsorventes de gases
(LONG & YANG, 2001), em areas biotecnologicas (SLOAN, et al., 1997), modificadores
eletroquimicos (AHAMMAD, et al., 2009), entre outros.

Dentre as formas de aplicagdo dos nanotubos de carbono como modificadores
eletroquimicos, sdo encontrados trabalhos na literatura os quais determinam diferentes

agrotoxicos nas mais variadas amostras (RIBEIRO, et al., 2011).

1.5. Agrotoxicos: Carbendazim

Em consequéncia da expansdo populacional e as transformagdes na sociedade, o
aumento da demanda por alimentos e matérias-primas impulsionou o desenvolvimento de
tecnologias no ramo do agronegdcio. Desta forma, recursos utilizados neste meio apresentam o
intuito de garantir a variedade e aumento da produgdo de alimentos e matérias-primas, além da
resisténcia as pragas e doencas, sendo estas causas de danos ao alimento, afetando, assim, a
comercializacao (MELO, ef al., 2010).

Os agrotoxicos sdo substancias com agdes toxicas que controlam ou matam um
organismo indesejavel interferindo no metabolismo vital dos organismos (BAIRD & CANN,
2011). Apresenta também funcdes como o aumento do potencial produtivo dos solos, prevengao
e combate de doencas, além da melhoria no processamento e armazenamento dos produtos.
Dentre os agrotoxicos aplicados no controle de organismos alvos especificos, os inseticidas,
herbicidas e fungicidas representam grande parte do 1 bilhdo de quilogramas de agrotoxicos
aplicados anualmente na América do Norte (BAIRD & CANN, 2011). Tendo em vista a elevada
aplicacdo destes compostos quimicos sintéticos, estudos e andlises em areas de aplicagdao de
agrotoxicos vém sendo desenvolvidos (KEIM & ALAVANIJA, 2001; KOURKOUTA, et al.,
2018).

Embora a utilizagdo de agrotoxicos apresente caracteristicas atrativas a produgdo e
comercializacdo dos mais diversos produtos nos ramos alimenticios e de matérias-primas,
verificam-se indicios de contaminagdo por parte destes, atingindo, desta forma, dguas naturais
(LIMA, et al, 2016), frutas e derivados (GARCIA-REYES, et al., 2008), além de outros géneros
alimenticios, causando impactos negativos ao meio ambiente, incluindo o homem (BIAN, et

al., 2017).
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O interesse em novos estudos relacionados ao carbendazim (CBZ) emergiu em 2012,
apos o bloqueio temporario das importagdes de sucos de laranja brasileiro, por parte do governo
americano, decorrente da presenga deste agrotoxico (COSTA, et al., 2017).

Por este motivo, visando o controle da poluicdo ambiental e preservacao da saude
humana, fez-se necessario o desenvolvimento de métodos analiticos sensiveis e rapidos para o
monitoramento deste fungicida nas mais diversas amostras. Para a determinagcdo de CBZ em
uma ampla gama de matrizes, utilizam-se, usualmente, das técnicas espectrofotométricas
UV/Vis, espectrofluorescéncia e cromatografia liquida (RIBEIRO, et al., 2011). Técnicas
eletroanaliticas ndo s3o comumente utilizadas em estudos envolvendo este fungicida.
Entretanto, sensores eletroquimicos para analise de CBZ podem ser encontrados na literatura
(ARRUDA, et al., 2016; FRANCA, et al., 2012). Sensibilidade e rapida resposta sdo algumas
das caracteristicas que tornam os sensores eletroquimicos atrativos quando comparados as
técnicas comumente utilizadas em analises de carbendazim. Além disso, os sensores
eletroquimicos para este tipo de analises podem também ser adaptados a sistemas
miniaturizados, apresentando como vantagens a minimizacdo da quantidade de residuos
gerados provenientes deste tipo de andlise e menor consumo de amostra e de reagentes

quimicos.
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2. OBJETIVOS

Desenvolver um sistema eletroquimico miniaturizado e verificar o funcionamento deste
em sistemas em fluxo e estatico. Posteriormente, avaliar o desempenho do dispositivo
miniaturizado em estudos iniciais para a determinacdo do fungicida CBZ empregando-se

microvolumes de solugdo (eletrolito de suporte/analito).
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3. PARTE EXPERIMENTAL

Este trabalho foi dividido em quatro etapas. A primeira constituiu no desenvolvimento
do sistema miniaturizado, seguido da avaliagdo de seu funcionamento como sensor
eletroquimico. Apds a confecgao e verificacdo do funcionamento do sensor, na segunda etapa,
o mesmo foi empregado em um sistema FIA em linha tnica, a fim de avaliar os principais
parametros operacionais deste sistema, sendo estes: potencial de detec¢do, vazdo e alga de
amostragem, seguido da construcao de uma curva analitica para o ion ferrocianeto de potéssio.
Na terceira etapa, foram registrados voltamogramas ciclicos empregando-se uma célula
eletroquimica convencional para verificar o funcionamento do sistema confeccionado também
nestas condigdes, em modo estatico. Na quarta e ultima etapa, o sistema miniaturizado foi
aplicado para determinacdo do fungicida CBZ em microvolumes de solucdo (eletrolito de

suporte/analito).

3.1. Reagentes e Solucoes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de pureza analitica (minimo de
99 % de pureza) e todas as solugdes de eletrolitos de suporte foram preparadas com agua
destilada e, posteriormente, purificada por um ultrapurificador da marca Megapurity capaz de
produzir agua padrao ASTM tipo 1, com resistividade proxima a 18,3 MQ cm.

A solugdo de KCI 0,1 mol L' utilizada como solucdo transportadora nos estudos
empregando o sistema FIA e como eletrolito suporte para os estudos voltamétricos, foi
preparada a partir do sal de KCI (Vetec).

Para o preparo da solugio de [Fe(CN)¢]*, empregada como sonda eletroquimica nas
etapas 2 e 3, foi utilizado o sal K4[Fe(CN)s] (Ecibra).

Dihidrogenofosfato de potassio (Vetec), acido borico (Vetec) e acido acético (Vetec),
todos em uma concentragio de 0,04 mol L™, dissolvidos em agua ultrapura, foram empregados
para o preparo do tampio Britton-Robinson (BR) 0,04 mol L, o qual foi utilizado como
eletrolito suporte nos experimentos envolvendo a determinacdo do carbendazim. Solucdes de
H>SO4 concentrada e KOH saturado foram utilizadas para o ajuste de pH do eletrélito suporte.
A escolha do tampao BR como eletrélito suporte em meio acido foi baseada em trabalhos da
literatura que descrevem a eficacia deste para a melhor deteccdo do CBZ (HERNANDEZ, et
al., 1994; LIMA, et al., 2016).

Para a modificacdo do eletrodo de trabalho, foi preparada uma suspensdo de nanotubos
de carbono de paredes multiplas (MWCNTs, do inglés multi-wall carbon nanotubes) (D x L 6—

9 nm x 5 um, > 95%). Neste procedimento, utilizaram-se solugdes de H>SO4, HNO3 e 4gua
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deionizada para a funcionalizagdo dos nanotubos. Finalmente, os nanotubos funcionalizados
foram suspensos em uma solu¢do de zeina preparada em etanol 70% (v/v). A zeina é uma
proteina do milho que tem se demonstrado eficiente para promover a dispersdo de nanotubos
de carbono (ITKES, et al., 2019).

Para o preparo da solucdo padrao de CBZ 1000 ppm, utilizou-se de um padrao sélido
fornecido por Ningxia Winca, com teor de 98,39% solubilizado em etanol P.A., a qual foi

armazenada em refrigerador para garantir sua estabilidade.

3.2. Preparo do Sistema Miniaturizado

O dispositivo desenvolvido consiste em uma célula eletroquimica de trés eletrodos. Para
a confeccdo do sistema miniaturizado empregado neste trabalho, um fio de platina (WE —
Working Electrode) e uma placa de platina (AE — Auxiliary Electrode) foram integrados e
fixados em uma ponteira universal de micropipeta para transferéncia de 0 a 200 pL (amarela),
em polipropileno (PP), sendo esta utilizada como suporte para fixagdo dos eletrodos,
procedimento realizado utilizando-se de uma cola epoxi (Araudite Profissional). Apds a injecao
da cola, o sistema permaneceu secando por cerca de um dia. Parte dos fios foram fixados
externamente para que fosse possivel realizar o contato elétrico com estes eletrodos. Utilizou-
se neste sistema um eletrodo de referéncia externo também confeccionado no laboratério. Para
1sso, um fio de prata e solu¢do de KClsa/AgClsar foram inseridos em uma ponteira a qual foi
fechada com o auxilio de uma tampa de pléstico. Semelhante aos eletrodos auxiliar e de
trabalho, parte do fio de prata foi fixado externamente na tampa para que fosse possivel realizar
o contato elétrico com o eletrodo de referéncia.

A fim de realizar os estudos eletroquimicos, o interior de ponteira (suporte externo),
onde foram fixados os eletrodos auxiliar e de trabalho, foi preenchido com o eletrolito suporte.
Posteriormente, inseriu-se o eletrodo de referéncia de forma que este se encaixasse totalmente
no interior do suporte externo contendo o eletrdlito suporte. Um pequeno orificio foi mantido
na superficie inferior do suporte externo para que o eletrodo de referéncia mantivesse contato
16nico com o meio externo.

Uma representagdo esquematica do dispositivo desenvolvido neste trabalho ¢

apresentada na Figura 4.
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Figura 4. Representacdo esquematica do dispositivo desenvolvido para os estudos de detecgdo
eletroquimica. WE — Eletrodo de Trabalho; RE — Eletrodo de Referéncia; AE — Eletrodo Auxiliar.
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Fonte: Propria.

A Figura 5 apresenta uma imagem por microscopia oOtica da superficie inferior do
sistema miniaturizado descrito. Para isso, empregou-se um microscopio digital Tecnology -

USB 1000 X, modelo 1600, com uma resolucao de 2.0 megapixel.

Figura 5. Imagem por microscopia otica da superficie inferior do sistema miniaturizado. WE — Eletrodo
de Trabalho; RE — Cavidade para contato do eletrodo de Referéncia; AE — Eletrodo Auxiliar.

Fonte: Propria.

Ao finalizar a confec¢do do sistema, o0 mesmo estava apto a ser utilizado nos estudos
eletroquimicos. Antes de se iniciar cada analise, o dispositivo era polido em uma superficie

com atrito e, posteriormente, injetava-se o eletrdlito suporte para encaixe do eletrodo de
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referéncia. Por fim, ap6s a montagem do dispositivo, realizaram-se os estudos de analise por

injecdo em fluxo, voltamétricos e determinagdo do fungicida CBZ.

3.3. Instrumentac¢io

As  medidas eletroquimicas foram  realizadas empregando-se  um
potenciostato/galvonostato Autolab, modelo pAutolab tipo III interfaceado a um
microcomputador e gerenciado pelo software NOVA versao 2.1.4. Para os estudos envolvendo
FIA, a técnica adotada foi a amperometria. Para os estudos utilizando-se de uma célula
eletroquimica convencional, a técnica adotada foi a voltametria ciclica. Ja para os estudos
envolvendo a determinacdo do fungicida, adotou-se a técnica de voltametria de pulso
diferencial.

Antes e ap6s o término dos estudos, o sensor era polido com movimentagdes em forma
de oo (infinito) utilizando, para isso, um tecido fixado sobre uma superficie lisa de ceramica.
Ap6s cada polimento, o eletrodo foi lavado com agua ultrapura.

Para os estudos envolvendo a determinacao de CBZ, realizou-se o polimento do eletrodo
de trabalho e, posteriormente, a sua modificagdo com nanotubos de carbono utilizando-se de
uma micropipeta com capacidade minima de inje¢ao de 0,5 pL.

Para agitacdo do sistema, quando necessario, foi utilizado um agitador eletromagnético
da Velp® Cientifica e barras magnéticas. O controle da velocidade de rotagdo foi efetuado
mantendo-se o controlador do equipamento sempre na mesma posi¢cdo. Embora ndo seja
possivel determinar a velocidade de rotagdo, em rpm, esta foi sempre a mesma em todos os
experimentos. A propulsdo dos fluidos no sistema FIA foi efetuada por uma bomba peristaltica
da marca MARTE Cientifica (Sao Paulo, Brasil), modelo MPV 500, acoplada a um cabegote

com seis roletes e capacidade para dois canais.

3.4. Modificacao do eletrodo de trabalho

Depois de verificar a necessidade de modificagdo do eletrodo de trabalho para se obter
perfis com picos bem definidos no estudo de determinacdo de CBZ, seguindo os procedimentos
descritos na literatura (VUKOVIC, et al., 2009), foram utilizados nanotubos de carbono para
esta modificacao.

Inicialmente, 1,0 g dos nanotubos foi tratado com uma mistura de H>SO4 e HNO3 3:1
(v/v), respectivamente. Posteriormente, esta mistura foi sonicada por aproximadamente 3 horas
a 40° C. Este procedimento visa funcionalizar os nanotubos de carbono com grupos

carboxilicos. A introdugdo destes grupos torna os nanotubos mais hidrofilicos, facilitando a
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dispersdao destes. Além disso, estes grupos sdo capazes de intensificar as interagdes com
diferentes analitos e aumentar a velocidade das transferéncias eletronicas (ALKIRE, et al.,
2015). Apo6s atingir a temperatura ambiente, as particulas funcionalizadas foram adicionadas
lentamente a 3,0 L de dgua deionizada fria e, em seguida, filtrada a vacuo através de um papel
de filtro contendo poros de 0,05 um. Lavou-se o material filtrado com agua deionizada até que
0 meio se tornasse neutro. Para que posteriormente o eletrodo de trabalho fosse modificado, os
MWCNTs foram suspensos em uma solugdo de zeina, a qual foi preparada a partir da adi¢ao
de 0,03 g de zeina em uma solucdo de etanol a 70% (v/v). Esta mistura foi aquecida em banho
termostatizado a 85° C por 15 minutos. Em seguida, transferiu-se a solu¢ao para um banho de
gelo a fim de que a temperatura de 25° C fosse atingida. Desta forma, 20 mL desta solugao
foram transferidos gota a gota a 60 mL de dgua ultrapura sob agitagdo constante. A temperatura
final da solucdo foi de 45° C. Apos estes procedimentos, a suspensdo de nanotubos de carbono
estava pronta para utilizagdo como modificador (CARDOSO, et al., 2015; dos SANTOS, et al.,
2018). A modifica¢dao do eletrodo foi realizada adicionando-se duas camadas de 0,5 pL da
suspensdo de nanotubos de carbono. Este método foi adotado para garantir que toda superficie
do eletrodo fosse coberta.

Apo6s a modificagdo, o sistema permaneceu secando por aproximadamente 30 minutos
em temperatura ambiente. Diariamente o eletrodo de trabalho era modificado e, ao término do
dia, os nanotubos eram retirados da superficie do eletrodo por meio do polimento convencional
anteriormente descrito.

A Figura 6 apresenta uma imagem por microscopia Otica da superficie inferior do

sistema miniaturizado apos a modificagdo do eletrodo de trabalho.

Figura 6. Eletrodo de trabalho quimicamente modificado com nanotubos de carbono. WE — Eletrodo de
Trabalho; RE — Eletrodo de Referéncia; AE — Eletrodo Auxiliar.

Fonte: Propria.
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3.5. Sistema FIA
Para os estudos por inje¢do em fluxo, empregou-se um sistema em linha inica composto
por um sistema propulsor, um injetor ¢ um detector eletroquimico, sendo este o dispositivo
miniaturizado previamente confeccionado. Para o percurso analitico e algas de amostragem,
foram utilizados tubos de teflon® com didmetro interno de 0,8 mm. A Figura 7 esquematiza o

sistema FIA utilizado para a verificacdo do funcionamento do dispositivo miniaturizado.

Figura 7. Representacdo esquematica do sistema FIA em linha tnica montado no laboratdrio.

A ; B F : }_ C_I;etector D _ E
> L ‘ Potenciostato
F D '

Bomba Peristiltica

Computador

Fonte: Adaptado de PRADELA, 2016.

No esquema apresentado na Figura 7, a alga de amostragem ¢ preenchida pela sonda
eletroquimica, representada pela coloragdo amarela, por meio de uma seringa, a qual aspira a
amostra até o completo preenchimento da mesma. Quando a barra central do injetor (B) ¢
deslocada para a posi¢cdo de inser¢do da sonda eletroquimica, a aliquota desta ¢ inserida no
sistema e transportada pela solugdo carregadora em dire¢do ao detector (C) para que, em
seguida, as medidas eletroquimicas fossem obtidas, utilizando-se de um
potenciostato/galvanostato, modelo pAutolab III acoplado a um computador e gerenciado pelo
software NOVA 2.1.4. (D, E). Para a realizagdo dos estudos, adotou-se a técnica de
amperometria. O sistema miniaturizado empregado como detector foi acoplado ao tubo de
teflon® ao final do percurso analitico e posicionado de modo que os eletrodos encontrassem
diretamente a zona da amostra. Foi fixado aos tubos um suporte confeccionado a partir da
ponteira universal de micropipeta. Desta forma, o encaixe do detector poderia ser realizado. A

Figura 8§ apresenta o modo como o detector foi acoplado ao sistema FIA.
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Figura 8. Detector eletroquimico miniaturizado acoplado ao sistema FIA

Percurso Analitico

Fonte: Propria.

A injecdo da sonda eletroquimica no sistema foi realizada por meio de um injetor
comutador manual confeccionado em acrilico. Posteriormente, a solucdo carregadora,
juntamente com a sonda eletroquimica, foi direcionada ao descarte (F). A Figura 9 apresenta

um diagrama de fluxo referente ao processo de injecao da amostra anteriormente descrito.

Figura 9. Representacdo esquematica do sistema FIA em linha tnica. (a) Posicao de amostragem; (b)
posigdo de inser¢do da amostra. Onde: IC — injetor comutador, A — amostra, L — alga de amostragem,
W — descarte, C — solugdo carregadora, S — seringa para preencher

IC | S
A —

A T

‘\l ‘ m FURPI— | — ‘(‘ W«
(a)

Fonte: MOREIRA, 2014.

A propulsdao dos fluidos foi realizada com auxilio de uma bomba peristaltica (A),
equipamento mais utilizado como propulsor em sistema FIA por apresentar caracteristicas
atrativas, como sua capacidade de gerar vazdes constantes, utilizar vdarias tubulacgdes
simultaneamente, controlar a vazao a um amplo intervalo por sistemas computadorizados, entre
outros. Ainda que este equipamento apresente estas vantagens, o fluxo produzido pelas bombas

peristalticas ¢ pulsado, podendo, assim, gerar ruidos nos detectores, em especial os
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eletroquimicos. Deste modo, com o intuito de evitar estas limitagcdes, amortecedores de pulso
sdo empregados junto as bombas peristalticas.

A propulsdo ocorreu a uma vazao constante, sendo esta controlada de acordo com os
estudos a serem realizados. Para isso, as vazdes do sistema foram determinadas coletando-se a
solugdo carregadora em uma proveta, apos a passagem da mesma por toda a tubulagdo,
incluindo a al¢a de amostragem. Desta forma, a vazao foi determinada de acordo com o volume
da solugdo carregadora obtido durante o periodo de um minuto, medido com o auxilio de um
cronometro.

Apds a montagem do sistema acoplado ao detector miniaturizado, foram estudados os
principais parametros operacionais de um sistema FIA, e os relacionados a técnica

amperométrica foram avaliados.

3.6. Estudos voltamétricos
Ap6s a verificagdo do funcionamento do sensor eletroquimico em analises em fluxo, foi
utilizada uma célula eletroquimica convencional contendo 10 mL de KC1 0,1 mol L, sendo
este o eletrolito de suporte para a realizagdo das medidas. Como sonda eletroquimica, o ion
[Fe(CN)e]* foi utilizado e, desta forma, voltamogramas ciclicos foram registrados. A Figura 10
apresenta com mais detalhes uma representacdo esquematica do procedimento adotado para

estes estudos.

Figura 10. Representacao esquematica do sistema empregado para deteccdo eletroquimica utilizando-
se de estudos voltamétricos.

Fonte: Propria.
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Estudos da variagdo das velocidades de varredura no intervalo de 20 a 200 mV s’
também foram realizados. Nesta etapa construiu-se uma curva analitica para o [Fe(CN)s]* no
intervalo de 1 a 10 mmol L. Antes da realizagdo das medidas, o eletrodo foi polido com o
auxilio de uma superficie com atrito, e lavado utilizando-se de dgua ultrapura.

Para os estudos eletroquimicos na presenca de CBZ, uma célula eletroquimica
miniaturizada com capacidade para 500 uL foi confeccionada a partir de um microtubo do tipo
eppendorff, visando o emprego de uma quantidade minima de volume de eletrdlito suporte e
amostra, para que, consequentemente, menos residuos fossem gerados.

Condigdes experimentais foram adotadas a partir dos estudos com este fungicida ja
disponiveis na literatura. Desta forma, adotou-se como eletrdlito suporte, tampao B.R.
0,04 mol L', inicialmente em meio acido (pH 2). Apos os estudos iniciais, verificou-se que os
resultados obtidos utilizando-se do eletrodo de Pt, ndo apresentaram boas respostas
eletroquimicas. Por isso, para dar continuidade as analises com o fungicida, como ja citado,
modificou-se o eletrodo de trabalho com particulas de nanotubos de carbono funcionalizados
com grupos carboxilicos.

Apds a modificacdo do eletrodo de trabalho, o sistema miniaturizado foi empregado
para a realizac¢ao dos diversos estudos relacionados a determinagdo do fungicida utilizando-se

de microvolumes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Estudos de Analise por Injecio em Fluxo (FIA)
O dispositivo miniaturizado foi primeiramente utilizado como detector amperométrico
em um sistema FIA de linha tinica. O objetivo desta etapa foi avaliar a estabilidade de resposta,
nivel da linha base e intensidade dos sinais amperométricos obtidos. A Figura 11 apresenta os

sinais transientes obtidos para cinco inje¢des consecutivas da sonda eletroquimica.

Figura 11. Sinais transientes obtidos para injegdes de uma solugdo de [Fe(CN)q]* 1,0 mmol L. Solugio
transportadora: KC1 0,1 mol L!; Vazio: 3 mL min™. Eqeteccio = 0,6 V. Volume de amostra = 100 pL.
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Conforme apresentado na Figura 11, o dispositivo miniaturizado forneceu uma resposta

amperométrica para o ion [Fe(CN)s]*, no entanto verificou-se uma instabilidade da linha-base.
Com o intuito de contornar o problema, poliu-se o eletrodo de trabalho em um pano
metalografico sem alumina, como uma alternativa para verificacdo de melhora dos resultados.
Desta forma, os estudos seguintes apresentaram maior estabilidade na linha de base. Este fato
pode ser justificado a partir de evidéncias apresentadas na literatura (VILELA, 2019) que
mostram que a alumina ¢ um material capaz de modificar superficies de determinados eletrodos,
justificando uma maior estabilidade da linha de base em sua auséncia. Desta forma, seguiu-se
com os estudos visando avaliar como diferentes paradmetros operacionais do sistema FIA afetam
a resposta amperométrica fornecida pelo sistema miniaturizado.

O primeiro pardmetro avaliado foi o efeito do potencial de detec¢do sobre a resposta

amperométrica do [Fe(CN)s]*, injetando-se 100 uL de uma solucdo 1,0 mmol L deste ion.
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Para isso, foram avaliados os potenciais de oxidac¢ao de 0,3 a 0,8 V. Os sinais transientes obtidos

nesta etapa estdo apresentados na Figura 12.

Figura 12. (A) Sinais transientes obtidos para inje¢des de uma solu¢do de [Fe(CN)¢]* 1,0 mmol L
empregando-se diferentes potenciais de detecgdo. Solugdo transportadora: KCI1 0,1 mol L'!; Vazdo: 3
mL min!. Volume de amostra: 100uL. (B) Variagdo da corrente em fungdo do potencial de detec¢do.
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A Figura 12 mostra que o polimento sem a suspensdo de alumina foi eficiente para tornar
a linha de base mais estavel. A presenca de resquicios de alumina na superficie eletrdédica pode
torna-la inicialmente mais ativa, com a passagem continua da solucdo transportadora pelo
eletrodo de trabalho, estas particulas podem ser lixiviadas, tornando a superficie menos ativa,
levando as variagdes na linha de base observadas na Figura 11. O polimento sem a alumina nao
¢ tdo eficiente para tornar a superficie eletrodica ativa, o que ¢ evidenciado pelas correntes mais
baixas observadas na Figura 12 em comparacao a Figura 11. Apesar da menor intensidade de
sinal, este foi mais estavel e repetitivo, sendo mais apropriado para as aplicacdes analiticas.
Assim, todos os estudos posteriores foram realizados empregando-se o polimento apenas no
pano metalografico sem a suspensao de alumina.

Foi verificado que, a oxidacdo do [Fe(CN)s]*, produz sinais transientes em todos os
valores de potenciais estudados. Desta forma, observou-se que, com o aumento do potencial
aplicado, ha também o aumento do sinal amperométrico obtido, o que ¢ decorrente do aumento
da velocidade de oxidagdo do [Fe(CN)s]* em potenciais mais positivos, fazendo com que haja o
aumento na intensidade das correntes (BARD, et al., 1980). Observou-se, no entanto, que para

potenciais mais positivos que 0,6 V, houve uma menor repetitividade para injecdes
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consecutivas, o que pode ser explicado pela probabilidade de formagao de 6xidos na superficie
do eletrodo de trabalho. Desta forma, tendo em vista melhores respostas amperométricas, maior
corrente de pico em conjunto com uma repetitividade satisfatoria, fixou-se o valor de 0,6 V
como potencial de detecgdo para as etapas seguintes deste trabalho. E importante enfatizar que
o comportamento observado nas Figuras 12A e 12B ¢ tipico para a detec¢do amperométrica em
sistemas FIA, indicando que o sistema miniaturizado se comporta satisfatoriamente.

Apo6s o estudo do efeito do potencial de detec¢dao foi avaliado o efeito da vazao da
solucdo transportadora sobre a intensidade de sinal, estudando, para isso, os seguintes valores:
1,2,3,4,5,6e7mLmin. A Figura 13 apresenta os sinais transientes obtidos nas diferentes

vazoes estudadas.

Figura 13. (A) Sinais transientes obtidos para inje¢des de uma solugio de [Fe(CN)s]* 1,0 mmol L' em
diferentes vazdes. Solugdo transportadora: KC1 0,1 mol L. Volume de amostra: 100 pL. Egeteccao = +
0,6 V. Vazdes: (A) 1; (B) 2; (C) 3; (D) 4; (E) 5; (F) 6; (G) 7 mL min’'. (B) Variagdo da corrente em
funcao da vazdo da solugao transportadora.
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Os sinais transientes mostrados na Figura 13 demonstram que, com o aumento da vazao,
a dispersdo da zona da amostra diminui, pois, a velocidade que a mesma chega ao sistema de
deteccao aumenta, ou seja, ha um menor tempo de permanéncia da sonda eletroquimica no
percurso analitico, fazendo com que os picos fiquem mais estreitos e mais intensos (MOREIRA,
et al., 2014). Observa-se que, a intensidade de corrente fica aproximadamente constante para

vazdes maiores iguais a 5 mL min™!, sugerindo que a dispersdo da zona da amostra atingiu seu
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minimo para estas vazodes. Verifica-se uma diminuicao da repetitividade para vazdes maiores
iguais a 4,0 mL min™'. Estas altas vazdes podem causar vazamentos, introdugdo de bolhas e/ou
turbuléncia no fluxo da solugdo transportadora, sendo que todos estes fenomenos levam a um
decréscimo da repetitividade. Novamente, o uso do sistema miniaturizado como detector
amperométrico permitiu que o comportamento tipico de dispersdo da zona da amostra fosse
observado. Em menores vazdes a zona da amostra permanece mais tempo no percurso analitico
e sofre maior dispersao na solugdo transportadora, gerando picos mais largos e menos intensos.
O aumento da vazao torna os picos mais estreitos e intensos devido a menor dispersao da zona
da amostra. Assim, o uso do sistema miniaturizado como detector amperométrico ndo introduz
nenhum comportamento andmalo, sugerindo que este ¢ adequado para a deteccao
amperométrica em sistemas FIA. Os estudos subsequentes foram realizados mantendo-se a
vazdo em 3 mL min!.

Outro parametro avaliado foi o volume injetado de amostra, para isso, foram estudados
os seguintes comprimentos de alca de amostragem: 5; 10; 20; 30 e 40 cm. Os sinais transientes

obtidos perante esta variagdo sao apresentados na Figura 14.

Figura 14. (A) Sinais transientes obtidos para inje¢des de uma solugdo de [Fe(CN)g]* 1,0 mmol L em
diferentes comprimentos de alga de amostragem. Solugdo transportadora: KCl 0,1 mol L.
Edeteccio = + 0,6 V. Vazdo: 3 mL min™'. (B) Variagdo da corrente em fungdo do comprimento de alga de
amostragem.
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A Figura 14 apresenta um aumento dos sinais transientes a partir do aumento do
comprimento da algca de amostragem. Esse comportamento ¢ observado pois, com o aumento
do comprimento da alca, ha o aumento do volume da sonda eletroquimica que ¢ injetada no

sistema, diminuindo, consequentemente, a dispersdo da zona de amostra. Esta dispersdo ¢
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determinada basicamente pelo fator de difusdo, sendo este mais efetivo nas fronteiras entre a
zona de amostra e o transportador. Desta forma, com o aumento do volume de amostra, ha o
aumento da por¢ao central da zona de amostra, regiao na qual a difusdo ¢ menos efetiva. Desta
forma, a dispersao também ¢ diminuida (MOREIRA, et al., 2014; RUZICKA & HANSEN,
1988). Os volumes de amostra foram calculados a partir dos comprimentos de alga. Para isso,

a Equacdo 1 foi empregada, e os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 1.

— 2
Vinjetado = arelL 1

onde r € o raio interno da tubulagdo do sistema FIA (0,04 cm) e L é o comprimento da

alca de amostragem em cm.

Tabela 1. Valores dos volumes injetados a partir das al¢as de amostragem de diferentes comprimentos.

L/cm Vinjetado / pLL
5 25
10 50
20 100
30 150
40 200

Visando verificar se o dispositivo miniaturizado apresentaria algum efeito de memoria,
ou se existe alguma perda de sinal em experimentos de longa duragdo, a influéncia da
concentracio de [Fe(CN)s]* foi estudada no intervalo de 0,10 a 1 mmol L' a partir da
constru¢do de uma curva analitica nas ordens crescente e decrescente de concentragdo. Os sinais

transientes obtidos por meio deste estudo sao apresentados na Figura 15.
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Figura 15. Sinais transientes obtidos para injecdes de solugdes de [Fe(CN)¢]* em diferentes
concentragdes. Solugdo transportadora: KCI 0,1 mol L. Vazdo: 3,0 mL min!. Volume de amostra: 100
uL. Edeteccao = + 0,6 V. (a) 0,10; (b) 0,25; (¢) 0,50; (d) 0,75 € (¢) 1 mmol L.
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A partir da Figura 15, foram construidas curvas analiticas, as quais estdo apresentadas

na Figura 16.

Figura 16. Curvas analiticas referentes as injegdes de solugdes de [Fe(CN)q]* em ordem crescente e
decrescente de diferentes concentragdes. Solugdo transportadora: KCl 0,1 mol L. Vazdo: 3,0 mL
min™!. Volume de amostra: 100 pL. Egeteccao = + 0,6 V.
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Observa-se, por meio dos resultados obtidos, que ambas as retas apresentam um

coeficiente de relagdo linear satisfatorios, sendo estes: 0,99981 e 0,99974, para as ordens
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crescente ¢ decrescente, respectivamente. As Equacdes 2 e 3 referem-se as equagdes de
regressdo linear obtidas por meio das curvas apresentadas na Figura 16, quando em ordem

crescente e decrescente de concentragdo, respectivamente.

I (uA): 0,01310 + 0,3666C (mmol L™1) 2
I (u4): —0,00077 + 0,3712C (mmol L™1) 3

A partir dos valores de coeficientes angulares obtidos (0,3666 — crescente; 0,3712 —
decrescente), observa-se que a resposta obtida para ambas as curvas é praticamente a mesma, o
que indica que o eletrodo de trabalho ndo apresenta efeito de memoria ou desativagio na escala
de tempo deste experimento. Além disso, a resposta linear alcancada entre o sinal ¢ a
concentracio de [Fe(CN)¢]* aponta que o sistema miniaturizado acoplado ao sistema FIA
comporta-se de um modo ideal.

Desta forma, apds a verificagdo do funcionamento satisfatorio do sistema miniaturizado
como detector amperométrico em um sistema FIA, seguiu-se com os estudos voltamétricos

utilizando-se de uma célula eletroquimica convencional.

4.2. Estudos Voltamétricos
A primeira etapa dos estudos voltamétricos envolveu a verificagio do perfil
voltamétrico do par redox [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* empregando-se o sistema miniaturizado. Os
voltamogramas ciclicos registrados neste estudo sdo apresentados na Figura 17. Estes

experimentos foram realizados na auséncia e presenga de 5 mmol L' do 4nion [Fe(CN)s]*.
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Figura 17. Voltamogramas ciclicos registrados em KCI 1,0 mol L™ a 50 mV s na auséncia e presenga
de 5 mmol L' de [Fe(CN)s]*. (-) Auséncia de [Fe(CN)¢]*; (-) Presenga de 5 mmol L' [Fe(CN)s]*.
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Conforme ilustrado na Figura 17, nenhum processo redox ¢ observado no voltamograma
registrado na auséncia de [Fe(CN)e¢]*. Porém, um par de picos de carater reversivel
correspondente ao par redox [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)¢]*~ é observado em aproximadamente 0,3V.
A separacdo entre os potenciais de pico catddico e anddico (AE,) foi de aproximadamente 90
mV, o que se aproxima satisfatoriamente do esperado para um sistema reversivel envolvendo a
transferéncia de 1 elétron (60 mV) (BARD, 2001). O valor de AE,, superior ao esperado pode
ser atribuido a configuragdo da célula eletroquimica, na qual o eletrodo de referéncia encontra-
se ligeiramente afastado do eletrodo de trabalho, aumentando a resisténcia ndo compensada
entre estes eletrodos. E importante mencionar que, para dispositivos miniaturizados com
eletrodos impressos de carbono, ou eletrodos de papel, sdo relatados valores de AE, superiores
a 200 mV (PRADELA-FILHO, et al., 2017). O valor de AE, encontrado para o sistema
miniaturizado proposto no presente trabalho (90 mV) indica que o sistema miniaturizado
desenvolvido ndo apresenta problemas de elevada resisténcia elétrica, sendo adequado para
analises voltamétricas.

Desta forma, visando avaliar a dependéncia da corrente de pico com a concentragdo de
[Fe(CN)6]*, medidas voltamétricas foram realizadas. Na Figura 18 sdo apresentados os

voltamogramas ciclicos registrados a partir da variagdo das concentracdes.
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Figura 18. Voltamogramas ciclicos registrados em KCI 1,0 mol L' a 50 mV s™! na presenca de diferentes
concentragdes de [Fe(CN)g]*.
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Como observado, os voltamogramas ciclicos obtidos apresentam perfis voltamétricos
com picos bem definidos de cariter reversivel correspondentes ao par redox [Fe(CN)qs]*
/[Fe(CN)s]*, em aproximadamente 0,3 V. Construiu-se, a partir dos voltamogramas
apresentados, curvas das intensidades maximas de correntes anodicas e catddicas em funcdo da

variagio de concentragio de [Fe(CN)s]*. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 19.

Figura 19. Graficos de I, em fungdo da variagdo das concentragdes de [Fe(CN)s]*.
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As curvas obtidas a partir do estudo de variagdo de concentragdo demonstraram uma
relacdo linear satisfatdria entre os valores de corrente de pico (I,) anoddica e catddica e a
concentragio de [Fe(CN)s]*, de acordo com o esperado segundo a equagio de Randles-Sevcik,
apresentada na Equacdo 4. As equagdes lineares obtidas para estes estudos foram: Ipa (LA) =
0,01426 + 0,26239C (mmol L), R? = 0,99969 e I (uA) = -0,03269 — 0,24819C (mmol L),
R? = 0,99789. Além disso, observa-se que ambas as retas, quando extrapoladas, se iniciam
muito proximo a origem dos eixos, indicando a auséncia de possiveis modificagdes da

superficie do eletrodo.
I, = 2,69 x 105n°/2AD /2Cv'/2 4

sendo I, corrente de pico em A, n nimero de elétrons, 4 4rea do eletrodo em cm?, D
coeficiente de difusio em cm? s!, C concentragdo em mol cm™ e v velocidade de varredura de
potencial em V s,

Ap6s a realizagdo dos estudos da variagdo de concentragdo, foram avaliados os perfis
voltamétricos a partir da variagdo das velocidades de varredura. Os valores estudados foram:
20, 50, 100, 150 e 200 mV s. Os voltamogramas ciclicos obtidos nestas velocidades de

varredura sdo apresentados na Figura 20.

Figura 20. Voltamogramas ciclicos registrados em KCI1 1,0 mol L' na presenga de 10 mmol L' de
[Fe(CN)¢]* em diferentes velocidades de varredura.

5_
——20mVs"
4+ -1
—50mVs
3r 100 mV's™
2l ——150mVs”
< 200 mV's” é:é
31t
S~
— OF
AF
2L
3+

-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

E/Vvs. Ag/lAgCI/KCI



44

A partir das correntes de pico obtidas, construiram-se curvas referentes as correntes
anddicas e catddicas em funcdo das raizes quadradas das velocidades de varredura. Os

resultados obtidos sao apresentados na Figura 21.

Figura 21. Gréfico de I, em funcdo da variagdo das raizes quadradas das velocidades de
varredura na presenca de 10 mmol L' de [Fe(CN)s]*.
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Pode-se observar na Figura 21, que os voltamogramas ciclicos obtidos sdo tipicos de

processos controlados por difusdo (BARD, et al., 2001; PAIOLA, et al., 2017). Assim sendo,

de acordo com a Equacio 4, ao construir um grafico de I, em fungio da v, tanto para a
varredura catodica, quanto para varredura anddica, espera-se obter uma relacdo linear. Desta
forma, os resultados obtidos e apresentados na Figura 21 concordam com o esperado por meio
da equacdo. As equacdes das retas anodicas e catodicas obtidas foram, respectivamente: Ipc
(MA) = -0,52782 — 0,26841 v”2 (mV s)"2, R? = 0,99789 e Ia (1A) = 0,48027 + 0,30095 v'”?
(mV s1)2 R? = 0,99994. Estes resultados demonstram que foram obtidas linearidades
satisfatorias, ou seja, em ambos os casos R? > 0,99.

Observa-se também que, ao analisar os valores numéricos dos coeficientes angulares
das retas, os mesmos se aproximam significativamente, diferenciando em 10 % entre si. Isto &
um comportamento esperado pois, o coeficiente de difusao dos pares redox do anion em questao
sdo praticamente os mesmos, visto que suas estruturas oxidadas e reduzidas, sdo similares
(PAIOLA, et al., 2017). Tendo em vista que os outros pardmetros da Equagao 4 sdo os mesmos,
tanto para [Fe(CN)]*", quanto para [Fe(CN)s]*, espera-se que cada um dos valores de correntes
anddicas e catodicas (em modulo) obtidos a partir da variagdo das velocidades, sejam

praticamente iguais, levando, desta forma, a uma razdo proxima de 1 para os coeficientes
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angulares dos graficos de Ipa vs v’ e Ipc vs v!’2. Experimentalmente, a razdo obtida foi de 1,12,
indicando que o arranjo empregado no sistema eletroquimico miniaturizado ndo prejudica
significativamente o perfil voltamétrico do par [Fe(CN)s]*”* em nenhuma das velocidades de
varredura estudadas.

Os resultados voltamétricos obtidos indicam que o emprego do sistema miniaturizado
como sensor eletroquimico ¢ adequado para estudos de processos redox reversiveis. Desta
forma, apo6s construir uma célula eletroquimica miniaturizada, utilizou-se do sensor

eletroquimico para a determinagdo de carbendazim.

4.3. Determinaciao de CBZ em microvolume de solucao

Empregou-se o sistema miniaturizado confeccionado neste trabalho a fim de avaliar o
comportamento eletroquimico do CBZ a partir de seu processo de oxidagdo. Desta forma,
partindo de condi¢cdes experimentais apresentadas na literatura (LUO, et al, 2013;
HERNANDEZ, et al., 1996), foi utilizada a técnica de voltametria de pulso diferencial para
avaliar a presenca do analito em solugao.

Inicialmente, realizaram-se medidas voltamétricas na auséncia do fungicida e,
posteriormente, em solucdo contendo 50 e 100 pmol L™! do mesmo. Os resultados obtidos estdo

apresentados na Figura 22.

Figura 22. Voltamogramas de pulso diferencial registrados em tampdo B.R. 0,04 mol L!, pH
2 na auséncia e na presenca de CBZ, empregando-se o sistema miniaturizado. Condig¢des
voltamétricas: AE, = 50 mV s}, t,=25ms,v=10mV s’
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Conforme mostra a Figura 22, os perfis voltamétricos registrados na auséncia e presenga
do analito sdo semelhantes. Observa-se um ligeiro aumento de corrente na presenca de CBZ,
porém ndo ha uma defini¢do no pico voltamétrico obtido. Assim, constata-se que a superficie
de Pt nao ¢ adequada para a detec¢ao do CBZ.

Com a finalidade de se obter melhores resultados voltamétricos para a determinagao de
CBZ, modificou-se o eletrodo de trabalho com nanotubos de carbono. Os voltamogramas de
pulso diferencial obtidos com o eletrodo modificado na presenga e na auséncia de CBZ estao

apresentados na Figura 23.

Figura 23. Voltamogramas de pulso diferencial registrados em tampao B.R. 0,04 mol L' pH
2, na presenca de etanol e na auséncia e presenca de CBZ, empregando-se o sistema
miniaturizado modificado com MWCNTs. Condigdes voltamétricas: AE, = 50 mV s\, t,= 25
ms,v=10mV s
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A Figura 23 mostra trés picos voltamétricos: o primeiro em aproximadamente 0,2 V
surge devido ao tratamento da linha de base, ndo obtendo significado fisico. O segundo pico,
em aproximadamente + 0,6 V, ndo pode ser inteiramente explicado, porém, acredita-se que seja
referente a um produto da oxida¢do do CBZ, uma vez que este pico sé ¢ observado apos a
varredura de potencial até + 1,2 V. O pico em aproximadamente +1,1 V € concordante com o
observado na literatura para a oxidacdo do CBZ em pH = 2,0 (LIMA, et al., 2016).

De acordo com a literatura, a oxidagdo do CBZ ocorre a partir da oxidagdo da dupla
ligagdo do grupamento carbamato, envolvendo dois protons e dois elétrons, o que leva a

formag¢do de uma amida (metil-carbamato: NH,COOCH3) e do radical heterociclico (3H,3 'H-
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[1,1]bibenzoidmidazol), conforme apresentado na Figura 24 (MAXIMIANO, E. M.; et al.,
2016).

Figura 24. Reacao de oxidagdao do CBZ.
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Fonte: Adaptado de MAXIMIANO, 2016.

A Figura 23 mostra que a modificacdo do eletrodo de trabalho do sistema miniaturizado
com nanotubos de carbono foi eficiente e produziu picos voltamétricos bem definidos
associados a oxidacdo do CBZ. Tendo em vista que o analito fora solubilizado em etanol,
estudou-se também a possivel influéncia deste solvente nos resultados obtidos. Observa-se que
processos faradaicos ndo foram obtidos na auséncia de CBZ, ou ap6s a adigdo de etanol na
solugdo, o que indica que nessa janela de potencial ndo ha interferéncia do tampao e da solugdo
de etanol, corroborando que sinais apresentados em aproximadamente 1,1 V sdo referentes ao
CBZ. Assim, constata-se que a modificagdo do eletrodo de trabalho com nanotubos de carbono
apresenta elevada potencialidade para a quantificacdo de CBZ, empregando-se microvolumes

de solugao de eletrolito de suporte/analito.
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5. CONCLUSOES

O sistema miniaturizado descrito neste trabalho apresenta uma combinagdo entre
facilidade de manuseio, baixo consumo de amostra e reagentes, e simplicidade. O sistema
proposto comportou-se satisfatoriamente como um detector amperométrico em um sistema
FIA, permitindo que o efeito dos principais parametros operacionais deste sistema fosse
avaliado. Este dispositivo mostrou-se igualmente eficiente como sensor voltamétrico para a
determinagao do fungicida CBZ, ap6s a modificagao do eletrodo de trabalho com nanotubos de
carbono. Neste ultimo, o potencial de deteccao (Eget) de +1,1 V corroborou com o potencial
encontrado na literatura quando em meio acido (pH = 2). Conclui-se, portanto, que o dispositivo
miniaturizado desenvolvido apresenta potencialidade para aplicagdes em eletroandlise,
empregando-se microvolumes de solucdo. O dispositivo proposto permitiu a realizagdo de
estudos voltamétricos em um volume total de 500 pL, o que ¢ significativamente menor do que

o volume de solu¢do normalmente empregado em estudos voltamétricos (10 mL).
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